UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS .
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA

EMANUELLE VARAO VASCONCELOS

DNA repetitivo na evolugao cariotipica de espécies de Philodendron Schott e
Thaumatophyllum Schott (Araceae)

Recife
2018



EMANUELLE VARAO VASCONCELOS

DNA repetitivo na evolugao cariotipica de espécies de Philodendron Schott e
Thaumatophyllum Schott (Araceae)

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-
Graduagcdo em Genética da Universidade Federal de
Pernambuco como parte dos requisitos exigidos para
obtencgéao do titulo de Doutor em Genética.

Orientadora: Profa Dra Ana Christina Brasileiro-Vidal
Coorientadores: Profa Dra Ana Maria Benko-Iseppon

Dr Santelmo Selmo de Vasconcelos Junior

Recife
2018



Dados Internacionais de Catalogac&o na Publicacéo (CIP) de acordo com ISBD

Vasconcelos, Emanuelle Varao

DNA repetitivo na evolugdo cariotipica de espécies Philodendron Schott e
Thaumatophyllum Schott (Araceae) / Emanuelle Vardo Vasconcelos. — 2018.

123 1. :il.

Orientador: Profa. Dra. Ana Christina Brasileiro-Vidal.

Coorientadora: Profa. Dra. Ana Maria Benko-Iseppon.

Coorientador: Dr. Santelmo Selmo de Vasconcelos Junior.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de

Biociéncias. Programa de Po6s-graduacdo em Genética, Recife, 2018.
Inclui referéncias.

1. Genética vegetal. 2. Biologia — Classificag&o. 3. Plantas — Variacao.
I. Brasileiro-Vidal, Ana Christina (Orientadora). Il. Benko-Iseppon, Ana

Maria (Coorientadora). Ill. Vasconcelos Junior, Santelmo Selmo
(Coorientador). lll. Titulo.

581.35 CDD (22.ed.) UFPE/CB - 2018 - 405

Elaborado por Bruno Marcio Gouveia - CRB-4/1788




EMANUELLE VARAO VASCONCELOS

DNA repetitivo na evolugao cariotipica de espécies de Philodendron Schott e
Thaumatophyllum Schott (Araceae)

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Genética da Universidade Federal de
Pernambuco como parte dos requisitos exigidos para
obtencgéao do titulo de Doutor em Genética.

Aprovado em 24/08/2018

Banca examinadora:

Profa. Dra. Ana Christina Brasileiro Vidal (Orientador)
Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dra. Andrea Pedrosa-Harand (Examinador externo)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Leonardo Pessoa Felix (Examinador externo)
Universidade Federal da Paraiba

Prof. Dr. Luiz Gustavo Rodrigues Souza (Examinador externo)
Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dra. Neide Santos (Examinador interno)
Universidade Federal de Pernambuco



Ainda que eu tenha todo o conhecimento, se nao tiver
amor, nada disso valera. Ao meu adoravel esposo,

Raphael Farias Carneiro, dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todas as maravilhas que tens feito em minha vida.

Aos meus pais, os espelhos da minha vida, Aynoan Varao Vasconcelos e Sérgio
B. de Andrade Vasconcelos pelo investimento, dedicacdo, protecido, carinho e
amor.

Ao meu esposo maravilhoso, Raphael Farias Carneiro, por todo companheirismo,
apoio e amor, por estar sempre comigo a qualquer momento e em qualquer
situacgao.

A minha irma, Jéssica Vardao Vasconcelos, a gente briga, mas a gente se ama.

A minha orientadora, Profa. Dra. Ana Christina Brasileiro Vidal, por toda sua
amizade e carinho, por todos os ensinamentos e incentivos, pela oportunidade e
confianca.

Aos meus Coorientadores, Profa. Dra. Ana Maria Benko Iseppon e Dr. Santelmo
Vasconcelos, pelos quais tenho grande admiracdo por tamanha inteligéncia e
dedicacio ao trabalho, pela estrutura e ensinamentos cedidos.

Aos amigos que fizeram ou ainda fazem parte do Laboratério de Genética e
Biotecnologia Vegetal e do Laboratério de Citogenética e Evolugao Vegetal,
aprendi muito com cada um de vocés, crescendo como pessoa € como profissional.
As particularidades de cada um de vocés me fizeram uma profissional e, acima de
tudo, uma pessoa melhor.

A coordenacdo, professores e secretarios do Programa de Pés-Graduagido em
Genética, pela oportunidade concedida.

A agéncia de fomento & pesquisa Coordenagdo de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pelo suporte financeiro imprescindivel para a realizagdo deste trabalho.

Muito obrigadal!



RESUMO

Philodendron s.l., segundo maior género da familia Araceae, tem sido foco de
diversos estudos taxonémicos e filogenéticos. Contudo, os dados cariotipicos estéao
limitados a contagem de cromossomos e ao tamanho do genoma. Neste trabalho,
caridtipos de 29 espécies de Philodendron e cinco espécies de Thaumatophyllum
(2n = 28 a 36) foram analisados por hibridag&o in situ fluorescente com sondas de
DNAr e telomérica, além de ter sido realizada analise genémica para caracterizagao
da fragcdo do DNA repetitivo do grupo. Philodendron apresentou dois a 16 sitios de
DNAr 35S com heteromorfismos para nove espécies, enquanto que
Thaumatophyllum apresentou dois ou quatro sitios. Por outro lado, o numero de
sitios de DNAr 5S foi conservado (dois sitios) em ambos os géneros. Além disso,
com uso de sonda telomérica, apenas sitios terminais foram observados em P.
giganteum, enquanto P. callosum apresentou sitios intersticiais associados a clusters
de DNA satélite. Ainda, a fracdo de DNA repetitivo, caracterizada para seis espécies,
variou de 33,75% (P. quinquelobum; 2C/ 4.60 pg) a 67,71% (P. melinonii; 2C/ 4.20
pg), sendo composta, principalmente, por retrotransposons Ty3-Gpysy e Ty1-Copia,
com os mais abundantes pertencendo as linhagens Chromovirus e Ogre-Tat. O
presente trabalho fornece uma visdo geral da composi¢cao e diversidade da fragao
de DNA repetitivo do genoma de espécies de Philodendron s.l., sendo observadas
grandes variagbes, provavelmente devido a uma rapida evolugdo e grande

diversidade desses genomas.

Palavras-chave: Contagens cromossdmicas. DNA ribossomal. elementos
transponiveis. hibridizacdo in situ fluorescente (FISH). RepeatExplorer. sonda
telomérica.



ABSTRACT

Philodendron s.I is the second largest genus of Araceae family and has been the
focus of several taxonomic and phylogenetic studies. However, karyotypic data are
limited to chromosome count and genome size. In this work, karyotypes of 29
species of Philodendron and five species of Thaumatophyllum (2n = 28 to 36) were
analyzed by fluorescence in situ hybridization with rDNA and telomeric probes, in
addition to genomic analysis to characterize the repetitive fraction of the group.
Philodendron had two to 16 sites of 35S rDNA with heteromorphisms for nine
species, whereas Thaumatophyllum had two or four sites. On the other hand, the
number of 5S rDNA sites was conserved (two sites) in both genera. In addition, with
the use of telomeric probe, only terminal sites were observed in P. giganteum, while
P. callosum presented interstitial sites associated to satellite DNA clusters. In
addition, the repetitive DNA fraction, characterized for six species, ranged from
33.75% (P. quinquelobum, 2C/4.60 pg) to 67.71% (P. melinonii, 2C/4.20 pg) by
retrotransposons Ty3-Gpysy and Ty1-Copia, with the most abundant belonging to the
lines Chromovirus and Ogre-Tat. The present work provides an overview of the
composition and diversity of the repetitive DNA fraction of the genome of
Philodendron s.I. species, with large variations observed, probably due to the rapid

evolution and great diversity of these genomes.

Keywords: Chromosome counts. fluorescent in situ hybridization (FISH).
RepeatExplorer. ribosomal DNA. telomeric probe. transposable elements.
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1 INTRODUGAO

Os géneros Philodendron Schott e Thaumatophyllum Schott incluem
espécies que sao consideradas importantes elementos das florestas neotropicais,
destacando-se nas interagbes com outras espécies vegetais e animais, na criagao
de micro-habitats e de microclima. Além disso, apresentam importancia
econdmica na horticultura, sendo utilizadas para a decoracdo de interiores e
exteriores, devido as suas folhagens exuberantes.

Apesar dos géneros terem sido foco de varios estudos taxonémicos, alguns
abordando filogenia molecular, os padrées de evolugao cariotipica das espécies
de Philodendron e Thaumatophyllum sao relativamente pouco conhecidos,
estando restritos a contagens cromossémicas e tamanho de genomas de um
limitado numero de taxons, observando-se variagdo no numero cromossoémico de
2n = 26 a 2n = 40, com prevaléncia 2n = 2x = 32. Esta variacdo, em adi¢cao aos
dados de tamanhos gendmicos publicados até o momento, indicam uma grande
diversidade cariotipica intragenérica e intergenérica, com valores de 2C entre 2,48
e 7,58 pg.

Considerando nao ter sido reportado nenhum caso de poliploidia nos
géneros até o momento, as variagdes no numero cromossémico e no tamanho do
genoma indicam fortemente que o DNA repetitivo, mediante mecanismos de
amplificagdo e eliminagao, pode ser um importante componente para a dinamica
da evolugdo cariotipica em Philodendron e Thaumatophyllum, associado a
eventos de disploidia. Com base nos dados mencionados anteriormente, algumas
perguntas podem ser realizadas: 1) Diante da grande variagdo no numero
cromossOmico, quais mecanismos estdo envolvidos na evolugao cariotipica de
Philodendron s.1.?; 2) A distribuicdo de sitios de DNAr em Philodendron e em seu
género irmao (Thaumatophyllum) é conservada e esta associada aos dados
filogenéticos publicados?; 3) Os genomas de espécies distantemente
relacionadas seriam conservados em termos de sequéncias repetidas?

Dessa forma, o estudo citogendmico de sequéncias repetitivas em
espéecies de Philodendron s.I. visa proporcionar a identificagdo e caracterizacao
da fracdo do DNA repetitivo, bem como auxiliar no entendimento da organizagéo
genbmica, permitindo uma analise comparativa e auxiliando no entendimento da

diversidade genética do grupo.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 TAXONOMIA E IMPORTANCIA DA FAMILIA ARACEAE JUSS.

A familia Araceae, com cerca de 3.600 espécies e 140 géneros, faz parte
das monocotiledoneas e tem uma possivel origem no oeste da Laurasia (América
do Norte) (Cusimano et al., 2011; Nauheimer et al., 2012; Boyce e Croat, 2018).
Seus representantes ocorrem em todos os continentes, exceto na Antartida, e sédo
facilmente encontrados nos trépicos, os quais sdo centros de diversidade da
familia (Mayo et al., 1997; Nauheimer et al., 2012).

Araceae encontra-se dividida em oito subfamilias, Gymnostachyoideae e
Orontioideae, sendo representadas pelos géneros Gymnostachys R.Br., Orontium
L., Lysichiton Schott, Symplocarpus Salisb. A subfamilia Lemnoideae inclui os
géneros de plantas diminutas de habitat aquatico: Spirodela Schleid, Lemna L.,
Landoltia Les & D.J.Crawford, Wolffiella Hegelm. e Wolffia Horkel ex Schleid. As
subfamilias Lasioideae (10 géneros), Monsteroidea (subdividida em trés clados:
Heteropsis, Spathiphylleae e Rhaphidophora) e Pothoideae (que engloba os
géneros Anthurium, Pothos Adans., Pedicellarum M.Hotta e Pothoidium Schott)
correspondem as plantas com flores bissexuadas. Por fim, as subfamilias que
englobam as plantas com flores unissexuadas: Zamioculcadoideae que inclui os
géneros Stylochaeton Lepr., Zamioculcas Schott, Gonatopus Engl. e Aroideae,
com cerca de 1.770 espécies distribuidas em aproximadamente 80 géneros,
tendo como principal representante o género Philodendron (French et al., 1995;
Cusimano et al., 2011; Boyce e Croat, 2018).

Grande parte das espécies da familia é utilizada na ornamentagdo de
interiores e exteriores devido a suas folhagens ornamentais e inflorescéncias
exoticas, como a popularmente conhecida costela-de-addo (Monstera deliciosa
Liebm.) (Lorenzi e Souza, 2001; Santos, 2011). Contudo, algumas espécies
possuem importancia socioecondmica, sendo utilizadas na alimentagdo humana,
como o inhame dos Acores, tubérculo muito consumido na Asia (Colocasia
esculenta Schott), espécies de Alocasia (Schott) G.Don e Xanthosoma Schott,
que possuem folhas e tubérculos ricos em amido, entre outras (Mayo et al., 1997;

Bown, 2000). Ainda, a espécie Heteropsis flexuosa (H.B.K.) Bunt. é muito utilizada
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na regido amazodnica para a confecgdo de méveis e artesanatos em geral, devido

a alta qualidade de suas fibras (Wallace e Ferreira, 2002).

2.1.1 Philodendron Schott e Thaumatophyllum Schott

Philodendron s.I. esta incluido na familia Araceae, subfamilia Aroideae. E o
segundo maior género em relagdo ao numero de espécies dentro da familia (ca.
480 spp.), perdendo apenas para Anthurium (ca. 950 spp.) (Mayo et al., 1997;
Boyce e Croat, 2018). Philodendron s.I. encontra-se estreitamente relacionado
com os géneros Adelonema Schott (16 spp. sul-americanas), Homalomena Schott
(ca. 70 spp. asiaticas), Furtadoa M.Hotta (duas espécies asiaticas) e os dois
géneros africanos Cercestis Schott (10 spp.) e Culcasia P.Beauv. (28 spp.), todos
fazendo parte do clado Homalomena sensu Cusimano et al. (2011).

As espécies de Philodendron s.l. encontram-se distribuidas por todo o
continente americano, sendo exclusivamente neotropicais (Boyce e Croat, 2018).
No Brasil foram descritas, até o momento, 168 espécies, as quais possuem uma
grande variagdo de folhas e habitos (Coelho et al., 2015), como pode ser
observado na figura 1. As espécies de Philodendron sdo agrupadas em dois
subgéneros monofiléticos: P. subg. Pteromischum (Schott) Mayo (78 spp.) e P.
subg. Philodendron Engler (ca. 400 spp.) (Mayo, 1991; Grayum, 1996; Croat,
1998, Vasconcelos et al., 2018). Recentemente, P. subg. Meconostigma (Schott)
Engler (21 spp.) foi reconhecido como um género distinto, denominado
Thaumatophyllum (Sakuragui et al., 2018).
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Figura 1. Representantes de Philodendron e Thaumatophyllum. (A) P. rudgeanum, P. subg.
Pteromischum (B) P. adamantinum, P. subg. Philodendron (C) P. renauxii, P. subg.
Philodendron (D) P. squamiferum, P. subg. Philodendron (E) T. spruceanum (F) T.
solimoesense.

Fontes: Santelmo Vasconcelos, David Scherberich, Excelsa Gardens.

Philodendron, varios taxonomistas descreveram 10 segbes para agrupar
essas espeécies de acordo com caracteristicas morfoldgicas: Baursia (Rchb. ex
Schott) Engler, Camptogynium K.Krause, Dolichogynium Croat & Koster,
Macrobelium (Schott) Sakur., Macrogynium Engler, Philodendron (Jacq.) Schott,
Philopsammos G.S.Bunting, Polytomium (Schott) Engler, Schizophyllum (Schott)
Engler e Tritomophyllum (Schott) Engler (Krause, 1913; Croat, 1998; Sakuragui et
al., 2005; Koster e Croat, 2011). Entretanto, analises filogenéticas baseadas em
dados moleculares evidenciaram varias incongruéncias, como por exemplo P.
longistilum K.Krause, pertencente a se¢cao Camptogynum, foi agrupada em um
clado com espécies da seg¢ao Baursia, assim como P. brevispathum Schott
(originalmente da secéo Philodendron) (Gauthier et al., 2008).

Em um estudo recente, a congruéncia dos agrupamentos em secgdes e
subse¢des também foi questionada, sendo suportado apenas agrupamentos
baseados em caracteristicas morfolégicas para os subgéneros Pteromischum e
Philodendron, sendo entdo sugerida a nao utilizagado das se¢des e subsegdes de

P. subg. Philodendron (Vasconcelos et al., 2018). Em outro género de Araceae,
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Arisaema Mart., problemas com sua classificagdo infragenérica também foram
relatados com referéncia as se¢des (Ohi-Toma et al., 2016). Tais incongruéncias
em subdivisbes de grandes grupos vegetais baseadas em caracteres
morfolégicos ocorrem devido ao uso de caracteres potencialmente homoplasicos
na definicdo de tais grupos, como observado para o género Arum L. (Araceae)
(Espindola et al., 2010).

Estudos envolvendo analises de filogenia molecular com Philodendron e
grupos relacionados tém provocado uma grande discussao a respeito da
sistematica e evolugao do género (Gauthier et al., 2008; Loss-Oliveira et al., 2016;
Vasconcelos et al., 2018). Gauthier et al. (2008) realizaram uma analise de
filogenia utilizando trés marcadores moleculares (rp/16, ITS, e ETS — external
transcribed spacer) em um total de 49 espécies, sendo questionado o
monofiletismo do género e sugerida a inclusdo de espécies americanas do género
Homalomena no género Philodendron, estando essas espécies mais
proximamente relacionadas com o subgénero Pteromischum. Recentemente,
utilizando os marcadores moleculares rpl32-trL, trnQ-5-rps16, trmV-ndhC e ITS
em um total de 120 espécies, Philodendron foi considerado um grupo monofilético
e Thaumatophyllum o género mais proximamente relacionado (Sakuragui et al.,
2018; Vasconcelos et al., 2018). Adicionalmente, foi realizada uma analise de
biogeografia histérica, sendo sugerido que os primeiros eventos de diversificagao
ocorreram no periodo do Mioceno na Bacia Amazbnica (Loss-Oliveira et al.,
2016).

As espécies dos géneros Philodendron e Thaumatophyllum possuem uma
importancia econémica na horticultura devido a suas folhagens exuberantes,
sendo utilizadas para a decoragao de interiores e exteriores, além de serem
consideradas elementos importantes das florestas neotropicais, como P. melinonii
Brongn.ex Regel e T. mello-barretoanum Burle-Marx ex G.M.Barroso (Mayo et al.,
1997; Sakuragui et al., 2011; Irume et al., 2013; Boyce e Croat, 2018). Além disso,
T. spruceanum Schott, T. solimoesense A.C.Sm. e T. venezuelense G.S.Bunting
(fibras para artesanato), P. fragrantissimum (Hook.) G.Don destacam-se devido a
sua importancia econémica para a produgao de oOleos essenciais (Oliveira, 2011;
Castellar et al., 2013).
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2.2 CITOGENETICA VEGETAL

A citogenética é a ciéncia responsavel por estudar os cromossomos de
forma isolada ou em conjunto, investigando sua morfologia, organizagao, fungéo,
replicacdo, variacdo e evolugdo. A citogenética classica envolve analises de
microscopia oOptica, que buscam realizar um simples estudo do carioétipo, definido
como as caracteristicas apresentadas pelos cromossomos de uma espécie:
nuamero do complemento diploide (2n), tamanho e morfologia cromossdmica,
numero de cromossomos satelitados e de nucléolos, além do tipo de nucleo
interfasico (Sumner, 2003; Singh, 2016).

A descricao basica do cariotipo, mediante coloragao convencional, tem sido
tradicionalmente utilizada para fins de citotaxonomia. Contudo, apesar de ser uma
técnica simples e barata, muitos grupos vegetais ndo possuem numero diploide
conhecido (Guerra, 2008, 2012; Brammer et al., 2015; Singh, 2016).

Na citogenética classica, a impregnagao com nitrato de prata também é
amplamente descrita para a analise dos nucléolos e para a identificacdo das
regides organizadoras de nucléolo (RONs), que podem aparecer como
constricdes secundarias nos cromossomos e que evidenciam sitios ativos de DNA
ribossomal 35S na intérfase imediatamente anterior (Schwarzacher e Wachtler,
1983; Caperta et al., 2007; Castro et al., 2018). Também se destacam o
bandeamento C para a localizagdo da heterocromatina constitutiva (Sumner,
1972; Santos-Serejo et al., 2018), e o bandeamento utilizando os fluorocromos
base-especificos CMAs3 (cromomicina As) e DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol), que
permitem a identificagdo de regides heterocromaticas ricas em pares de bases
GC e AT, respectivamente (Schweizer, 1976; Yi et al., 2018).

Sabe-se que a cromatina pode ser tradicionalmente dividida em dois
diferentes tipos: a eucromatina, que apresenta regides ricas em genes, com
elevada atividade de transcricdo e altas taxas de recombinacdo na meiose, € a
heterocromatina constitutiva, que geralmente permanece altamente condensada
durante o ciclo celular, € composta por regides ricas em DNA repetitivo e pobres
em genes e que, quando presentes, possuem baixa atividade transcricional
(Guerra, 1998; Sumner, 2003; Heslop-Harrison e Schwarzacher, 2011).

Atualmente, a heterocromatina também pode ser caracterizada pela
presenga de modificagées pos-traducionais de histonas e silenciamento génico
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epigenético, recrutando elementos modificadores da cromatina, que proporcionam
a expansao da heterocromatina (Li et al., 2017). Em Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh., foram identificados quatro principais estados da cromatina, ampliando a
distincdo classica entre heterocromatina e eucromatina, os quais indicam,
basicamente, cromatina ativa (CS1, classica eucromatina), cromatina reprimida
(CS2 e CS3, sendo esta ultima caracterizada como classica heterocromatina) e
cromatina associada a regides intergénicas (CS4) (Roudier et al., 2011).

Com o avancgo da citologia, a técnica de hibridizag&o in situ fluorescente
(FISH — Fluorescent In Situ Hybridization) passou a ser amplamente utilizada
pelos citogeneticistas. A FISH permite localizar sequéncias ao longo dos
cromossomos, mediante utilizacdo de uma molécula de DNA ou RNA de
sequéncia conhecida e previamente marcada, denominada sonda. Varios tipos de
sondas de DNA podem ser sintetizadas, marcadas e utilizadas na hibridizacio in
situ, como as sequéncias repetitivas organizadas em tandem (DNAr 45S e 5S,
DNA telomérico, DNA satélite, dentre outros) e sequéncias repetitivas dispersas

(como elementos transponiveis) (Guerra, 2004; Younis et al., 2015; Singh, 2016).

2.3 DNA REPETITIVO

As sequéncias de DNA repetitivo constituem a maior parte do genoma das
plantas (podendo compor 90-95% do DNA nuclear), possuindo unidades de
repeticdo com tamanhos variados, de 2 a 10.000 pb, repetidos de centenas a
milhares de vezes no genoma (Schmidt e Heslop-Harrison, 1998; Mehrotra e
Goyal, 2014; Shcherban, 2015). Atualmente, o DNA repetitivo é considerado
como um importante componente nuclear, sendo responsavel pela manutencao e
protecdo da estrutura cromossbmica, podendo participar na orientacdo dos
cromossomos durante as divisbes celulares e servir como “hotspots” durante a
recombinagcdo na meiose, além de participar na regulacdo génica (Mehrotra e
Goyal, 2014; Biscotti et al., 2015; Li et al., 2017). Adicionalmente, em plantas,
mudangas nas fracbes de DNA repetitivo tém sido apontadas como um dos
principais mecanismos responsaveis pelos processos de especiagao (Cuadrado e
Jouve, 2002; Raskina et al., 2008; Belyayev e Raskina, 2010; Zhu et al., 2016).

As sequéncias de DNA repetitivo podem estar localizadas nos
cromossomos de forma dispersa (distribuidas ao longo de todo o cromossomo),
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como as classes de DNA repetitivo que constituem os elementos transponiveis,
ou em tandem (localizadas em blocos nos cromossomos), como os DNAr, DNA
telomérico e os DNAs satélites (Shcherban, 2015).

Com o avango das ferramentas de bioinformatica e com o uso de
sequenciadores de nova geragao, genomas de plantas tém sido sequenciados
com baixa cobertura, para a identificagao e classificacdo das sequéncias de DNA
repetitivo mais abundantes (Saha et al., 2008; Novak et al., 2010; Wheeler et al.,
2013). A plataforma RepeatExplorer vem sendo muito utilizada pelos
citogeneticistas. Esta plataforma é online e de livre acesso, cujas sequéncias sado
agrupadas por similaridade, baseadas em gréaficos, gerando clusters que
representam diferentes familias de DNA repetitivo. Estas familias séao
classificadas de acordo com ferramentas que detectam os dominios proteicos
codificantes de elementos transponiveis. Mediante analises de similaridade, nesta
plataforma, também sao identificados clusters para DNA satélite, DNAr e DNA
telomérico (Novak et al., 2010; 2013; 2017; https://repeatexplorer-elixir.cerit-

SC.cz).

2.3.1 DNA satélite

O DNA satélite (DNASat) foi inicialmente identificado como uma porgéao do
DNA separado por gradiente de densidade (utilizando cloreto de Césio) através
de ultracentrifugacéo e que representava aproximadamente 10% do genoma (Kit,
1961; Garrido-Ramos, 2017). E formado por mondmeros de tamanhos variaveis
(160 a 370 pb), ndo codifica proteinas e esta predominantemente associado a
regidbes de heterocromatina ricas em AT ou em GC (Macas et al, 2002;
Khemlebenb et al., 2003; Hembelen et al., 2007; Lower et al., 2018). A maioria
das sequéncias de DNASat sado formadas por um complexo processo evolutivo e
sdo originadas a partir de duplicagdes seguidas de divergéncias nas sequéncias
de monbmeros curtos (Macas et al., 2006; Emadzade et al., 2014).
Adicionalmente, tem sido relatado que algumas familias de DNASat possuem
origem nos espacgadores intergénicos do DNAr e a partir de elementos

transponiveis (Garrido-Ramos, 2015; Mestrovic et al., 2015; Satovic et al., 2016).
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Familias de DNA satélite podem estar localizadas em diferentes regides do
cromossomo, sendo género, espécie ou cromossomo-especificas (Garrido-
Ramos, 2015; Garrido-Ramos, 2017). Recentemente, foi realizada uma analise
para identificacdo de sequéncias repetitivas em Deschampsia antactica E. Desv.
(Poaceae), sendo identificados oito clusters de DNASat que juntos compdem
0,78% da fragcao repetitiva da espécie (73%). Dentre os clusters identificados, trés
foram hibridizados in situ nos cromossomos de diferentes acessos/populacoes,
sendo observadas variagbes no numero dos loci associadas a um reflexo do
tempo e do grau de isolamento entre eles (Gonzélez et al., 2018). Por outro lado,
uma analise semelhante foi realizada no genoma de Hippophae rhamnoides L.
(Elaeagnaceae), sendo verificado que cerca de 25% do DNA repetitivo total
(58,5%) é constituido por diferentes sequéncias de DNA satélite localizados tanto

NOs cromossomos sexuais quanto nos autossomos (Puterova et al., 2017).

2.3.2 DNA ribossomal

O DNA ribossomal (DNAr) da grande maioria dos eucariotos é constituido
por dois tipos de genes: o DNAr 45S e o 5S. O DNAr 45S é constituido por trés
regides codificantes (18S, 5,8S e 26S) intercaladas por regides de DNA
espacador que sao transcritos, porém nao traduzidos em DNAr (ITS1 e ITS2 —
Internal Transcribed Spacer) (Grundler et al., 1991). Em plantas, os genes para
RNAr 18S, 5,8S e 25/28S sao transcritos como um grande precursor, que tem
aproximadamente 35S, embora o termo 45S seja amplamente utilizado (Volkov et
al., 2004). O DNAr 5S é constituido por repetigbes de uma regido codificante de
aproximadamente 120 pb, as quais sao intercaladas por DNA espacador nao
transcrito (NTS — Non transcribed spacer) (Sastri et al., 1992). Alguns estudos
tém demonstrado que o DNAr pode estar estruturalmente adjacente ou
intercalado ao DNA telomérico, como em Chrysanthemum segetum L. Tal fato
juntamente com variagdes nos tamanhos dos sitios de DNAr, sugere a ocorréncia
de recombinagdo homologa nos terminais cromossémicos desta espécie (Li et al.,
2012).

O uso de sondas de DNAr em cromossomos de plantas tem revelado, para

a maioria dos grupos vegetais, uma grande variacdo género-especifica, com
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alguns casos de variagdo intraespecifica. Variagbes intragenéricas foram
descritas para espécies diploides nos géneros Lillium L. (Liliaceae) com oito a 16
sitios de DNAr 45S (Lim et al., 2001), Pinus L. (Pinaceae) com oito a 20 sitios (Liu
et al., 2003; Cai et al.,, 2006) e Aegilops L. (Poaceae) com quatro a 20 sitios
(Badaeva et al., 1996; Kwiatek et al., 2013). Adicionalmente, quando analisados
géneros com diferentes niveis de ploidia tem-se observado que o numero de
sitios de DNAr pode variar devido a duplicagdo do genoma, como ocorre em
Hepatica Mill. (Ranunculaceae) (Weiss-Schneeweiss et al., 2007) e Agave L.
(Asparagaceae) (Robert et al., 2008). Ou ainda, o numero de sitios pode reduzir
ou manter-se semelhante ao diploide, como parte do processo de diploidizacao,
onde poliploides tendem a retomar o estado diploide ao longo da evolugao
cariotipica (Garcia et al., 2017), como descrito para Daucus L. (Apiaceae) (lovene
et al., 2008), Iris L. (Iridaceae) (Lim et al., 2007) e Fosterella L.B.Sm.
(Bromeliaceae) (Silva et al., 2016).

Variacao intraespecifica foi observada em analise de 37 cultivares de
Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae), em que foi observada uma variagéo de 12-18
sitios de DNAr 45S em acessos de origem Andina e de seis a oito sitios em
acessos de origem Mesoamericana (Pedrosa-Harand et al., 2006). Contudo, essa
variagao nao foi observada quando avaliadas 17 cultivares de P. lunatus L.
(Almeida e Pedrosa-Harand, 2011). Em Amaranthus caudatus L. e A. cruentus L.
(Amaranthaceae) também foi observada variag&o intraespecifica, sendo sugerida
uma grande mobilidade do DNAr na recente historia evolutiva destas espécies
(Kolano et al., 2013). Em estudo com 20 acessos de Triticum polonicum L.,
também com grande variagdo intraespecifia, 0 mapeamento de sequéncias
repetitivas, dentre elas o DNAr 45S, contribuiu para melhor entender a
organizagdo genbmica da espécie, possibilitando o desenvolvimento de novas
estratégias para o melhoramento do trigo (Kwiatek et al., 2016).

Estudos recentes foram realizados para verificar se ha uma preferéncia
para o numero e a localizagdo dos genes de RNAr nos cromossomos de espécies
de plantas, sendo revisadas analises de 846 angiospermas e gimnospermas (Roa
e Guerra, 2012, 2015). Nas angiospermas, o numero de sitios de DNAr 45S
variou de um par por complemento cromossOmico até 45 sitios em Kyllinga
brevifolia Rottb. (Cyperaceae), sendo o numero médio de sitios para espécies

com cromossomos monocéntricos de 5,1 e para espécies com Cromossomos



25

holocéntricos de 6,6. Por sua vez, nas gimnospermas, o numero de sitios de
DNAr 45S variou de dois até 34 em Pinus taeda L. (Pinaceae) e o numero médio
de sitios para as gimnospermas foi 10,4 (Roa e Guerra, 2012).

No que se refere a localizagao dos sitios de DNAr 45S, nas angiospermas
a maior frequéncia de ocorréncia foi observada para a regido terminal do brago
curto, enquanto que nas gimnospermas, a regiao intersticial do brago curto foi a
mais comumente descrita (Roa e Guerra, 2012).

Com relacao aos sitios de DNAr 5S, em angiospermas, o numero de sitios
variou de dois a 20, e de dois a oito em gimnospermas (Roa e Guerra, 2015).
Para a localizagdo do DNAr 5S, tanto angiospermas como gimnospermas
apresentaram uma preferéncia pela localizagdo proximal no brago curto (Roa e
Guerra, 2015).

Adicionalmente, Garcia et al. (2017) compilaram dados de numero e
posicao de sitios de DNAr localizados por meio de hibridizacdo in situ nos
cromossomos de diferentes espécies vegetais, havendo, até o momento, dados
disponiveis para 2.949 caridtipos de plantas no banco de dados disponibilizado
pelos autores (http://www.plantrdnadatabase.com/).

Diversos mecanismos relacionados a enorme variagdo no numero € no
padrao de distribuicdo dos sitios de DNAr em vegetais tém sido propostos (Hall e
Parker, 1995; Takahashi, 2003; Raskina et al., 2004ab; Kobayashi, 2006;
Eickbush e Eickbush, 2007; Cohen et al., 2008, 2010; Guo e Han, 2014,
Dvorackova et al., 2015). Dentre eles, destacam-se: (1) o modelo de amplificagao,
dispersédo e delegao, proposto por Dubcovsky e Dvorfak (1995) para explicar a
variagdo das RONs em membros da tribo Triticeae; (2) acdo de elementos
transponiveis, tanto para variacbes no numero de sitios ao nivel intraespecifico
quanto intragenérico (Raskina et al., 2004ab; Kalendar et al., 2008), e (3) a
recombinagdo ndo homologa, principalmente relacionada as posi¢cées terminais
preferenciais nos cromossomos (Rosato et al, 2017). O DNAr tem sido
considerado um sitio fragil, devido a repetitividade de locus, resultando em
hotspots para recombinacdo e para quebras seguidas de rearranjos
cromossOmicos, gerando por consequéncia alteragbes estruturais nos
cromossomos e variagdes no numero e localizagdo de sitios de DNAr (Huang et
al., 2008, 2012; Singh e Barman, 2013; Tchurikov et al., 2015; Lan et al., 2016).
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2.3.3 DNA telomérico

O DNA telomérico constitui as extremidades cromossdmicas dos eucariotos
e possui importantes fungdes: proteger os cromossomos de fusdes aleatdrias;
ligar os cromossomos ao envelope nuclear definindo territdérios cromossémicos
para que os mesmos nao fiquem soltos no nucleo; participar da regulagdo de
genes localizados na regido subtelomérica, e ainda previnir o encurtamento dos
cromossomos ao longo dos ciclos de divisdo celular (Sykorova et al., 2003a, b;
Kupiec, 2014).

Na maioria das plantas, o motivo comum da sequéncia telomérica é
TTTAGGG, o qual foi primeiramente identificado e isolado a partir de
cromossomos de Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) (Richards e Ausubel, 1988).
Um outro padrao para a sequéncia telomérica tem sido relatado na literatura para
as especies da ordem Asparagales (monocotileddéneas), TTAGGG, que é um
padrdao também observado em vertebrados (Adams et al., 2001; Sykorova et al.,
2003ab). Ainda, sequéncias teloméricas incomuns vém sendo descritas, como
observado em Allium L., cuja sequéncia telomérica ¢ CTCGGTTATGGG
(Fulneckova et al., 2013; Fajkus et al., 2016).

Apesar do DNA telomérico estar localizado nas extremidades
cromossOmicas na maioria dos cariotipos vegetais, algumas espécies apresentam
sequéncias telomeéricas intersticiais (ITR, Interstitial telomeric repeats), como
observado em Vicia faba L. (Fabaceae) (Schubert et al., 1992), Eleocharis
Subatrticulata (Nees) Boeckl. (Cyperaceae) (Da Silva et al., 2005), Nothoscordum
Kunth (Amaryllidaceae) (Souza et al., 2016), no hibrido intergenérico Festuca
pratensis Huds. x Lolium perenne L. (Poaceae) (Majka et al., 2018), bem como
nas especies de Araceae, Anthurium leuconerum (12 sinais), Spathiphyllum
tenerum (4), Typhonium laoticum (2), T. spec. H.AR. 664 (5) (Sousa et al., 2014;
Sousa e Renner, 2015). Tais ocorréncias sao indicativas de fusdes
cromossOmicas ao longo da evolugao cariotipica nos taxons para os quais foram
observadas (Schubert et al., 1992; Jones, 1998; Guerra, 2008), como também
podem ser originadas a partir de diversos mecanismos durante o processo de
replicacdo do DNA, pela acido incorreta das enzimas DNA polimerase e
telomerase (Lin e Yan, 2008; Ruiz-Herrera et al., 2008).
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As fusbes cromossOmicas, muitas vezes detectadas com FISH de sondas
teloméricas, sugerem eventos de disploidia descendente e foram inicialmente
descritas como provenientes de translocacdes Robertsonianas, através da quebra
e posterior jungado de dois pares cromossémicos acrocéntricos ou telocéntricos,
originando um cromossomo metacéntrico. Contudo, as disploidias também podem
ser observadas a partir da fusdo de um cromossomo inteiro em uma das
extremidades de outro cromossomo ndo homdlogo, denominada "end-to-end";
como também fusdes do tipo "Nested Chromosome Fusions - NCF", definida pela
existéncia de quatro pontos de quebra simultadneos seguido de inser¢do, onde um
cromossomo inteiro (A) é inserido entre os bragos cromossdmicos de outro
cromossomo (B), com perda do centrbmero do cromossomo (B) (Lysak e
Schubert, 2013). As NCFs foram relatadas como possiveis causas para a
observagao de eventos de disploidia em gramineas (Luo et al., 2009; International
Brachypodium Initiative, 2010; Idziak et al., 2014), Brassicaceae (Mandakova et
al.,, 2013) e mais recentemente em Phaseolus (predominantemente 2n = 22),
sendo sugerido a insergdo do cromossomo 10 na regido centromérica do
cromossomo 11 em P. leptostachyus (2n = 20) seguido de varios rearranjos

cromossoémicos (Fonséca et al., 2016).

2.3.4 Elementos transponiveis

Os elementos transponiveis sao sequéncias de DNA capazes de se mover
dentro de um genoma e sdo apontados como responsaveis por grande parte da
variacdo no tamanho do genoma de plantas (Bennetzen et al., 2005; Sergeeva e
Salina, 2011; Piégu et al., 2015). Além disso, podem causar alteragdes, como a
ocorréncia de mutagdes que proporcionam a ativagdo ou o silenciamento de
genes, como também a indugdo de rearranjos cromossémicos, sendo sugeridos
como um dos principais responsaveis pela evolugdo dos genomas vegetais
(Lisch, 2013). Devido a essas caracteristicas, parte dos elementos transponiveis
sdo silenciados por mutagdo, mecanismos epigenéticos com participagdo de
pequenos RNAs de interferéncia, podendo também ser removidos dos genomas
por recombinagcdo desigual e recombinacgéo ilegitima (Ma et al., 2004; Rigal e
Mathieu, 2011; Bucher et al., 2012).
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De acordo com o mecanismo realizado para sua transposi¢cao nos
genomas, os elementos transponiveis foram dividos em duas classes. A classe |,
que compreende os retroelementos, os quais utilizam um RNA intermediario
durante o processo de replicacédo, podendo ser dividos em retrotransposons LTR
e ndo LTR. Por sua vez, a classe Il compreende os transposons que, para se
moverem no genoma, utilizam um mecanismo do tipo "corta e cola". Essas
classes de elementos transponiveis ainda foram agrupadas em diferentes
superfamilias, familias e linhagens, de acordo com a organizagdo de suas
sequéncias de DNA e a localizagdo de seus dominios proteicos (Wicker e Keller
2007; Llorens et al., 2011; Piégu et al., 2015).

A fracao repetitiva dos genomas vegetais é constituida principalmente por
retrotransposons LTR (Piégu et al., 2006; Neumann et al., 2006; Novak et al.,
2014), destacando as superfamilias Ty1-Copia e Ty3-Gypsy como as mais
abundantes (Wicker e Keller, 2007; Llorens et al., 2011; Piégu et al., 2015).
Algumas linhagens de Ty1-Copia foram descritas como constituintes da fragdo
repetitiva de genomas vegetais, como Ale, Angela, Ivana, TAR, Tork e Maximus
(Wicker e Keller, 2007). O elemento Angela foi a sequéncia repetitiva
predominante no genoma do milho (Wicker et al., 2001), Maximus foi encontrado
em abundéncia em espécies da familia Musaceae (Novak et al., 2014), em
Fabaceae (Macas et al., 2015), e também em Helianthus annuus L. (Asteraceae)
(Mascagni et al., 2015). Ainda, a linhagem Ale foi a prevalente dentre os
elementos Ty1-Copia em Populus trichocarpa L. (Salicaceae) (Natali et al., 2015).
Essas sequéncias também foram identificadas e mapeadas nos cromossomos de
Coccinia (Cucurbitaceae) (Sousa et al., 2017) e Hippophae rhamnoides L.
(Elaeagnaceae) (Puterova et al., 2017).

Por outro lado, as linhagens Ty3-Gypsy predominantes em genomas de
plantas sao: Athila e Chromovirus, sendo descritos pela primeira vez, em
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Brassicaceae) (Pelissier et al., 1995; Marin e
Llorens, 2000; Wright e Voytas, 2002) e ainda, Ogre identificado e descrito em
Pisum sativum L. (Fabaceae) pela primeira vez (Neumann et al., 2003). O
elemento Athila codifica um suposto gene de envelope, sugerindo que estes séo
retrovirus infecciosos (Wright e Voytas 2002). Tal elemento estd presente em
cerca de 6% do genoma de Hippophae rhamnoides (Puterova et al., 2017), sendo

o elemento mais abundante em Populus trichocarpa (Natali et al., 2015), presente
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em baixa propor¢édo em genomas de leguminosas (1,64%) (Macas et al., 2015).
Além disso, foi hibridizado in situ nos cromossomos de Coccinia, sendo
observado em C. grandis (L.) Voigt um acumulo em ambos os bragos do
cromossomo Y, em C. trilobata (Cogn.) C.Jeffrey nas regides subteloméricas e um
acumulo diferenciado em um par cromossémico de células masculinas de C.
hirtella Cogn. (Sousa et al., 2017).

Retroelementos do tipo Ogre, foram apelidados de "gigantes", uma vez que
estes podem ter um comprimento de até 25 kb e grandes LTRs com mais de 6 kb
(Neumann et al., 2003, 2006). Sdo elementos com uma ORF a montante do gene
GAG (Neumann et al., 2003), sendo identificados nos genomas de Leguminosae,
Solanaceae e Salicaceae, onde foi verificada pouca conservacdo de suas
sequéncias de nucleotideos, apesar de apresentar dominios de proteinas
altamente conservados (Macas e Neumann, 2007). Como a maioria dos
elementos transponiveis, Ogre foi localizado disperso ao longo dos bragos
cromossOmicos nas espécies de Fabaceae, Vicia pannonica Crantz (Neumann et
al., 2006) e Lathyrus sativus L. (Ceccarelli et al., 2013), como também em Silene
latifolia Poir. (Caryophyllaceae) (Hobza et al., 2015).

Os elementos classificados como Chromovirus sao linhagens que
carregam um chromodominio na extremidade 5' e foram subdivididos em quatro
grupos: Galadriel, Tekay, CRM e Reina, com base no tamanho do LTR, na
posicdo do chromodominio e do sitio PPT (Gorinsek et al., 2004; Novikova, 2009;
Weber et al.,, 2013). Além de estarem localizados de forma dispersa nos
cromossomos, podem também estar associados a heterocromatina centromérica,
como relatado para Beta vulgaris L. (Amaranthaceae) (Weber et al., 2013), P.
sativum (Neumann et al., 2011) e espécies de Ranunculaceae (Mlinarec et al.,
2016).

2.4 ANALISES CITOGENETICAS EM ARACEAE

Todos os géneros de Araceae apresentam contagens cromossémicas,
onde os numeros diploides variam de 2n = 10 (Typhonium jinpingense Z.T. Wang,
H.Li & F.H. Bian) a 2n = 168 (Arisaema heterophyllum Blume) (Petersen, 1989;
Grayum, 1990; Bogner e Petersen, 2007; Cusimano et al., 2012). Apesar da

ampla variagdo cromossomica observada na familia, Larsen (1969) e Marchant
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(1973) apontavam x = 7 como provavel numero basico para Araceae, sugerindo
que 0s numeros cromossdmicos mais elevados seriam derivados de antigos
eventos de poliploidizacdo e/ou disploidia ascendente. Posteriormente,
observando-se cariotipos com 2n = 28 como mais frequentes, passou-se a sugerir
x = 14 como provavel numero basico (Grayum, 1990). Contudo, em uma analise
mais robusta envolvendo reconstru¢do de numeros cromossdmicos ancestrais em
arvores filogenéticas, Cusimano et al. (2012) rejeitaram as hipdteses anteriores
para os provaveis numeros basicos da familia e sugeriram os numeros x = 16 e x
= 18, havendo uma predominancia para eventos de fusdo cromossdmica, além da
ocorréncia de poucos eventos de poliploidizagdo. Adicionalmente, os tamanhos
cromossémicos em Araceae também apresentam grande variagéo (1 a 17 pm),
assim como os valores de conteudo de DNA dos genomas analisados de
espécies da familia, os quais apresentam variacdo para valor 1C de 0,30 pg a
48,10 pg (ver Petersen, 1989,1993; Bennet e Leitch, 2012).

Andlises envolvendo técnicas de bandeamento cromossémico ou de FISH
sdo escassas para os membros da familia Araceae. Bandeamento CMA3/DAPI
encontra-se disponivel para seis espécies de Araceae: Lasia spinosa (L.)
Thwaites (Sultana et al., 2006); quatro espécies de Philodendron (Correia-da-
Silva, 2007); Typhonium trilobatum L. (Huq et al., 2007; Warasy e Ashma, 2009),
e Colocasia fallax Schott (Begum e Alam, 2009). O primeiro trabalho publicado
com analise de citogenética molecular investigou a possivel origem de hibridos de
Colocasia mediante hibridizagdo in situ gendbmica (GISH — Genomic in situ
hybridization), sendo confirmada a formacgao de hibridos entre C. esculenta e C.
gigantea (Viét, 2004).

Posteriormente, foram publicados outros trabalhos envolvendo a técnica de
FISH em Araceae com sondas de DNAr 35S em Anthurium gracile (Rudge) Lundl.
(Correia-da-Silva, 2007) e em outras seis espécies [Anthurium andraeanum
Linden ex André, Monstera deliciosa Liebmann, Philodendron hederaceum (Jacq.)
Schott (sin. P. scandens Koch & Sello), Spathiphyllum wallisii Regel, Syngonium
auritum (L.) Schott e Zantedeschia elliottiana (Knight) Engler] (Lakshmanan et al.,
2015). Trabalhos com hibridizagao in situ simultdnea ou sequencial com sondas
de DNAr 35S e 5S, além de telomérica, também foram realizados em espécies de
Typhonium Schott (Sousa et al., 2014) e em outras 12 espécies de Araceae,

incluindo Anthurium Schott, Cyrtosperma Griff., Englerarum Nauheimer e
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P.C.Boyce, Rhaphidophora Hassk., Scindapsus Schott, Spathiphyllum Schott,
Stenospermatium Schott e Ulearum Engl. (Sousa e Renner, 2015), sendo
observadas variacdes no numero e localizagao dos sitios de DNAr, como também
a presenca de marcagodes teloméricas intersticiais nos cromossomos de algumas

especies.

2.4.1 Analises citogenéticas em Philodendron s.I.

Os dados citogenéticos para Philodendron s.l. sdo escassos e restritos a
analises de contagens de numeros cromossémicos e de tamanho do genoma
(Correia-da-Silva et al., 2014). Os numeros cromossémicos sdo conhecidos
apenas para cerca de 13% das espécies, variando de 2n = 26 a 2n = 40, um valor
abaixo da média (26%) observada para a familia Araceae (Munian, 1988;
Petersen, 1989; Bogner e Petersen, 2007; Correia-da-Silva et al., 2014).
Caridtipos com 2n = 32 sao mais frequentes, seguidos por 2n = 34, sendo
sugerido que x = 16 seria o0 numero basico para o género e que eventos de
disploidia estariam conduzindo as mudangas nos numeros cromossémicos ao
longo da evolugdo cariotipica do grupo (Correia-da-Silva et al., 2014). Com
relacdo ao tamanho do genoma, em um estudo recente, Vasconcelos (2015)
analisou por citometria de fluxo 141 espécies, cujos valores-2C de DNA variaram
de 2,48 a 7,58 pg. Neste mesmo trabalho também foram observadas variagées
entre acessos diferentes de algumas espécies, como para P. quinquenervium
(sin. P. acutatum; 4,26 + 0,09; 4,66 + 0,14 e 4,92 £ 0,06 pg).

Adicionalmente, os bandeamentos CMA3/DAPI e bandeamento C-CMAs/
DAPI foram realizados em 12 espécies de Philodendron, embora tenham sido
observadas regides ricas em heterocromatina apenas para oito espeécies: (1) P.
asplundii Croat & M. L. Soares, que apresentou quatro pares de cromossomos
com bandas DAPI* nas regides intersticiais e pericentroméricas; (2) P.
barrosoanum G. S. Bunting, com oito a 10 pares de cromossomos com bandas
CMA-/ DAPI** e quatro pares com bandas C-CMA*/ DAPI" nas regides
intersticiais e teloméricas; (3) P. billietiae Croat, que apresentou de dois a quatro
pares cromossémicos com bandas CMA*/ DAPI- e oito pares com bandas C-

CMA**/  DAPI- localizadas nas regides teloméricas, intersticiais e
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pericentroméricas; (4) P. linnaei Kunth, com um par de cromossomos com bandas
C-CMA*/ DAPI" observadas nas regides teloméricas e dois pares com bandas C-
CMA"/ DAPI* nas regides intersticiais; (5) P. megalophyllum Schott, com dois
pares de cromossomos com bandas CMA*/ DAPI" nas regides intersticiais e
teloméricas; (6) P. melinonii Brong. Ex Regel, com trés pares de cromossomos
com bandas C-CMA*/ DAPI- nas regides teloméricas; (7) P. ornathum Schott, com
trés pares de cromossomos com bandas C-CMA*/ DAPI" nas regides teloméricas
e pericentroméricas; e (8) P. quinquelobum K. Krause, com trés pares de
cromossomos com bandas C-CMA**/ DAPI" nas regides teloméricas (Correia-da-
Silva, 2007). Mais recentemente, Lakshmanan et al. (2015) hibridizaram sonda de
DNAr 45S em P. hederaceum (sin. P. scandens), as quais foram localizadas no

brago curto e na regido terminal de um par cromossdmico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os padrdes de evolugdo dos arranjos de clusters de DNA repetitivo
nos caridtipos de espécies de Philodendron s... (Philodendron +
Thaumatophyllum), levando em consideragdo tanto a variagdo nos numeros
cromossOmicos quanto no tamanho dos genomas, visando um maior

entendimento da evolugao cariotipica e da organizagdo gendmica do grupo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Ampliar a analise do numero cromossOmico para espécies de Philodendron
s.l, a fim de contribuir para o entendimento da evolugcido cariotipica do
grupo.

2. Verificar a distribuicado de sequéncias de DNA repetitivo nos cromossomos
de espécies de Philodendron s.l., permitindo fazer inferéncias sobre a
evolugdo cariotipica da heterocromatina do grupo.

3. Investigar a ocorréncia de eventos de disploidia em espécies de
Philodendron s.I. com menores numeros cromossOmicos.

4. Identificar e quantificar os tipos de DNA repetitivo presentes nos genomas
de espécies de Philodendron s.|.

5. Verificar possiveis correlacbes entre o DNA repetitivo, numero
cromossémico, complemento cromossémico/ tamanho do genoma e com a

filogenia previamente publicada para o grupo.
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ABSTRACT

Aiming for a better understanding of karyotype evolution within Philodendron, we
report chromosome counts for 23 species of the genus, of which 19 are being
reported for the first time, thus increasing to 84 (ca. 17 % of the genus) the total
number of species with available chromosome counts. The diploid numbers 2n =
32 and 2n = 34 were the most common, with 10 and 11 species, respectively,
whereas only two species presented different chromosome numbers (P.
giganteum with 2n = 30 and P. adamantinum with 2n = 36). The results are
discussed in the context of previous analyses of karyotypes of Philodendron spp.,
taking into account bidirectional dysploidy as the main mechanism of chromosome

number evolution within the genus.

Keywords: aroids, diploid number, dysploidy, karyotype, Philodendron
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Philodendron (Araceae) is one of the most prominent monocot groups in the
humid Neotropical forests, being composed mostly of lianescent species (Grayum
1996; Croat 1997). The genus is the second largest of the aroid family, comprising
almost 500 species (Boyce & Croat 2016), which have been traditionally
subdivided into three major groups: P. subgenus Meconostigma (21 spp.), P.
subgenus Pteromischum (82 spp.) and P. subgenus Philodendron (ca. 380 spp.
subdivided into 10 sections) (Sakuragui et al. 2005; Barbosa & Sakuragui 2014;
Calazans et al. 2014). There is a considerable ecological variation within
Philodendron, mainly observed among the species of P. subgenus Philodendron,
which also presents the widest geographic distribution, ranging from Mexico to
Uruguay (Croat 1997; Mayo et al. 1997).

Considering the proportion of 19 % of angiosperms with known
chromosome numbers (Rice et al. 2015), the members of Araceae have been
relatively well sampled in cytogenetic studies, with a coverage of 26 % of the
approximately 3400 species (Bogner & Petersen 2007; Cusimano et al. 2012;
Boyce & Croat 2016). Recently, Correia-da-Silva et al. (2014) reviewed the list of
chromosome numbers previously published for Philodendron species, besides
reporting new chromosome counts for the group. According to these authors, the
coverage of the genus is considerably lower than the observed in other genera of
Araceae, with only 13 % of the species with available chromosome counts (66 out
of ca. 500). Although there is a certain degree of variation of chromosome
numbers within the genus, ranging from 2n = 28 to 40, most of the species present
either 2n = 32 (45.4 %; 30 spp.) or 2n = 34 (27.3 %; 18 spp.) (Correia-da-Silva et
al. 2014). Therefore, in order to increase the list of chromosome counts for
Philodendron, as well as aiming for a better understanding of the karyotype
evolution within the genus, we bring diploid numbers for 23 species, 19 of which
are being reported for the first time.

All plant materials were obtained from the Araceae living collection held at
the Royal Botanic Gardens, Kew, except for the accession of P. mello-
barretoanum Burle-Marx ex G.M.Barroso, which is cultivated in the Philodendron
living collection of the Department of Genetics of the Federal University of
Pernambuco (Universidade Federal de Pernambuco — Recife, Brazil) (Tab. S1 in

supplementary material).
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Chromosome counts followed the procedures used by Correia-da-Silva et
al. (2014), with some modifications. Root tips were collected, pre-treated with 2
mM 8-hydroxyquinoline at room temperature (ca. 25 °C) for 1 h and, and at 10 °C
for 23 h, fixated in Carnoy (3:1 ethanol:acetic acid, v/v) at room temperature for 4-
6 h and stored at —20 °C. Subsequently, root tips were digested for 24 h at 37 °C
in an enzymatic solution containing 2 % (w/v) cellulase from Aspergillus niger
Tiegh. (Sigma-Aldrich) and 20 % (v/v) pectinase from A. niger (Sigma-Aldrich) and
squashed in a drop of 45 % acetic acid. Chromosome preparations were stained
and mounted with a DAPI-glycerol solution (2 pg/mL 4’,6-diamidino-2-phenylindole
and glycerol; 1:1, v/v) for 10-15 min. Cell images were acquired with a Leica
DMLB epifluorescence microscope and a Leica DFC 340FX camera with the Leica
CW4000 software.

Among the analyzed karyotypes, the diploid numbers 2n = 32 and 2n = 34
were the most frequent, being observed for 10 (P. annulatum, P. ernestii (Fig. 1A),
P. glanduliferum (Fig. 1B), P. glaziovii, P. inconcinnum (Fig. 1C), P. jacquinii (Fig.
1D), P. lacerum (Fig. 1E), P. longilaminatum (Fig. 1F), P. schmidtiae and P. smithii
(Fig. 1G)) and 11 (P. angustilobum, P. burle-marxii (Fig. 1H), P. cordatum, P.
erubescens (Fig. 11), P. krugii, P. maximum (Fig. 1J), P. mello-barretoanum (Fig.
1K), P. renauxii, P. tenue, P. tripartitum and P. uleanum (Fig. 1L)) species,
respectively (Tab. S1 in supplementary material). Only P. giganteum (2n = 30; Fig.
1M) and P. adamantinum (2n = 36) had different chromosome numbers.
Therefore, we further confirm the numbers 2n = 32 and 2n = 34, particularly the
first one, as the most important in the genus, although without any clear pattern of
distribution among the different sections of P. subgenus Philodendron (Tab. S1 in

supplementary material).



Figure 1. Mitotic chromosomes of Philodendron species stained with DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole). Philodendron ernestii (2n = 32; A); P. glanduliferum (2n = 32;
B); P. inconcinnum (2n = 32; C); P. jacquinii (2n = 32; D); P. lacerum (2n = 32; E); P.
longilaminatum (2n = 32; F); P. smithii (2n = 32; G); P. burle-marxii (2n = 34; H); P.
erubescens (2n = 34; 1); P. maximum (2n = 34; J); P. mello-barretoanum (2n = 34; K); P.
uleanum (2n = 34; L); ; and P. giganteum (2n = 30; M).

Considering the two diverging counts previously published for P. giganteum,
2n = 30 (Simmonds 1954) and 2n = 34 (Jones 1957), we confirmed the data from
the first analysis (Tab. S1 in supplementary material). As previously pointed out by
Correia-da-Silva et al. (2014) for several other Philodendron species, this seems
to be the case of a miscount by Jones (1957), instead of the existence of a
chromosome number polymorphism within the species. Such likely miscounts may
be linked to the use paraffin sections by the author to obtain the chromosome
preparations for materials with small chromosomes such as Philodendron spp.
(Jones 1957), instead of the most usual flattening of macerated meristems by
squashing between slide and coverslip. Similarly, the data previously published by
Sharma & Mukhopadhyay (1965) for P. lacerum (2n = 36) and P. erubescens (2n
= 32) and were divergent from the chromosome numbers observed here, which
were 2n = 32 (Fig. 1E) and 2n = 34 (Fig. 1l), respectively (Tab. S1 in

supplementary material). On the other hand, for P. cordatum, the number 2n = 34,

which Jones (1957) had previously observed, was corroborated here (Tab. S1 in

supplementary material).
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Regarding the analyzed species of P. subgenus Meconostigma, P.
adamantinum, showed a commonly observed number for eastern Brazilian
species of the subgenus (2n = 36), as well as P. corcovadense, P. saxicola and P.
undulatum, for instance (Correia-da-Silva et al. 2014), while P. mello-barretoanum
showed 2n = 34, which is being reported for the first time for the subgenus. As our
new results for P. lacerum associates the species with a quite common diploid
number for P. subgenus Philodendron (2n = 32), P. rugosum is currently the only
species of the mentioned group with a double-checked diploid number of 2n = 36
(Bogner & Bunting 1983; Petersen 1989). In addition, the number 2n = 36 has
been observed almost only in the heliophytes of P. subgenus Meconostigma,
which has been indicated as a derivative habit within the group (Calazans et al.
2014; Loss-Oliveira et al. 2016). Thus, x = 18 may not be the primitive basic
number in Philodendron, not representing the whole genus, as previously
discussed by Correia-da-Silva et al. (2014). Instead, we suggest either 2n = 32 or
2n =34 as the ancestral diploid number for the group, although further confirmation
is necessary through an analysis of ancestral chromosome number reconstruction.
Therefore, bidirectional dysploidy (starting from 2n = 32 or 2n = 34) could be
regarded as the main cause of chromosome number variation among
Philodendron species, as largely observed among Araceae genera, probably
being the most significant events during the karyotype evolution within the family
(see Sousa & Renner 2015), besides being frequently reported for other
angiosperm groups, such as Brachypodium (Poaceae) (ldziak et al. 2014) and
Melampodium (Asteraceae) (McCann et al. 2016), for instance.

Including the results presented here, chromosome counts are now available
for 84 species of Philodendron (ca. 17 % of the ca. 500 species), excluding the
findings for the cultivated hybrids presented by Catalano et al. (1964), Catalano &
Landi (1966) and Jones (1957) (Tab. S1 in supplementary material). As previously
mentioned, assumptions regarding the association between taxa and diploid
numbers cannot be easily defined, due to the still low coverage of some groups,
such as P. subgenus Pteromischum, for which there are chromosome counts for
only two species (Tab. S1 in supplementary material; see Correia-da-Silva et al.
2014). On the other hand, only by increasing the knowledge on the cytogenetic
features of the Philodendron species, one may understand the evolutionary
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pathways of the karyotypes within the genus, as reported for Typhonium (Sousa et

al. 2014), another aroid genus from the subfamily Aroideae.
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Table S1. Karyotypic features of all species of Philodendron analyzed to date, including data from previous chromosome counts.

Accessions and

Taxon® b 2n¢ nt Reference
provenances”

Philodendron subgen. Meconostigma (Schott) Engler
P. adamantinum Mart. ex Schott Kew 1987-232 (BR) 36 Present work
P. corcovadense Kunth - 36 - Correia-da-Silva et al. (2014)
P. bipinnatifidum Schott - 36 - Jones (1957)
P. bipinnatifidum Schott - - 18 Pfitzer (1957)
P. bipinnatifidum Schott [as P. selloum K.Koch] - 36 Jones (1957)
P. bipinnatifidum Schott [as P. selloum K.Koch] - (34) Tsuchiya & Takada (1962)
P. bipinnatifidum Schott [as P. selloum K.Koch] - (32) Sharma & Battacharya (1966)
P. bipinnatifidum Schott [as P. selloum K.Koch] - (32) Chaudhuri & Sharma (1979)
P. bipinnatifidum Schott [as P. selloum K.Koch] - (48) Subramanian & Munian (1988)
P. bipinnatifidum Schott [as P. selloum K.Koch] - (32) Mohamed ef al. (2006)
P. goeldii G.M.Barroso - 32 - Correia-da-Silva et al. (2014)
P. lundii Warm. - 36 - Jones (1957)
P. mello-barretoanum Burle-Marx ex G.M.Barroso S. Vasconcelos 95 34 Present work

(UFP); SV534PE (BR)
P. saxicola K. Krause - 36 - Correia-da-Silva et al. (2014)
P. solimoesense A.C.Smith - 32 - Correia-da-Silva et al. (2014)
P. speciosum Schott - 36 - Jones (1957)
P. uliginosum Mayo - 28 - Correia-da-Silva et al. (2014)
P. undulatum Engl. - 36 - Jones (1957)
P. undulatum Engl. - - 18 Pfitzer (1957)
P. subgen. Philodendron Engler
sect. Baursia Reichb.
P. callosum K.Krause - 28 - Correia-da-Silva et al. (2014)
P. crassinervium Lindl. - 32 - Correia-da-Silva et al. (2014)
P. glaziovii Hook.f. Kew 1979-2436 (BR) 32 Present work

P. insigne Schott - 30-32 - Correia-da-Silva et al. (2014)



P. linnaei Kunth

P. longilaminatum Schott

P. martianum Engl. [as P. cannifolium (Rudge) Engl.]°

P. panduriforme (Kunth) Kunth

P. renauxii Reitz

sect. Macrobelium (Schott) Sakur.

. acutatum Schott

. acutatum Schott [as P. imbe Schott]
. acutatum Schott [as P. imbe Schott]
. acutatum Schott [as P. imbe Schott]
. acutatum Schott [as P. imbe Schott]
. annulatum Croat

. bernardopazii E.G.Gong.
burle-marxii G.M.Barroso

. cipoense Sakuragui & Mayo

. cordatum Kunth ex Schott
cordatum Kunth ex Schott

. erubescens K.Koch & Augustin

. erubescens K.Koch & Augustin
eximium Schott

. hastatum K.Koch & Sello

. hastatum K.Koch & Sello

. hastatum K.Koch & Sello

. hatschbachii Nadruz & Mayo

. inconcinnum Schott

jn~a-Tia 'Hiie - Bita e - iba e - Biba cHiia - Bile - Biia v Biia - iia v Iiia - Bia - Biba o il  Bila - Blia o'

. krugii Engl.

P. microstictum Standl. & L.O.Williams [as P. pittieri Engl.]f

P. pachyphyllum K Krause
P. pachyphyllum K Krause
P. rhizomatosum Sakur. & Mayo

Kew 1977-767 (BR)

Kew 1983-1988 (BR)

Kew 1996-4421 (PA)

Kew 1975-98 (CO)

Kew 1996-2103 *

Kew 2000-787 *

Kew 1981-3728 *
Kew 1980-1645 (TT)

32

34
34
34

32
(34)

(34)
32
32
34
34
32
34
34
34

(32)
32
30

(34)
30
34
32
34
34
34
34
32
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Correia-da-Silva et al. (2014)
Present work
Jones (1957)
Jones (1957)
Present work

Correia-da-Silva et al. (2014)
Jones (1957)

Pfitzer (1957)

Tsuchiya & Takada (1962)
Cotias-de-Oliveira et al. (1999)
Present work

Correia-da-Silva et al. (2014)
Present work

Correia-da-Silva et al. (2014)
Present work

Jones (1957)

Present work

Sharma & Mukhopadhyay (1965)
Correia-da-Silva et al. (2014)
Correia-da-Silva et al. (2014)
Jones (1957)

Mohamed et al. (2006)
Correia-da-Silva et al. (2014)
Present work

Present work

Jones (1957)

Correia-da-Silva et al. (2014)
Cotias-de-Oliveira et al. (1999)
Correia-da-Silva et al. (2014)



P. smithii Engl.
P. sphalerum Schott
P. uleanum Engl.
P. wendlandii Schott
P. wendlandii Schott
P. wittianum Engl.
sect. Macrogynium Engl.
P. jacquinii Schott
sect. Philodendron (Jacq.) Schott
P. asplundii Croat & M.L.Soares
P. billietiae Croat
P. blanchetianum Schott
blanchetianum Schott
. brevispathum Schott
. devansayeanum L.Linden
. ernestii Engl.
fragrantissimum (Hook.) G.Don
giganteum Schott
giganteum Schott
giganteum Schott
glanduliferum Matuda
. grandifolium (Jacq.) Schott
. hederaceum (Jacq.) Schott
hederaceum (Jacq.) Schott [as P. cuspidatum K.Koch & C.D.Bouché]
. hederaceum (Jacq.) Schott [as P. cuspidatum K.Koch & C.D.Bouch¢]
. hederaceum (Jacq.) Schott [as P. micans Klotzsch ex K.Koch]
hederaceum (Jacq.) Schott [as P. oxycardium Schott]
. hederaceum (Jacq.) Schott [as P. scandens C.Coch & Sello]
. hederaceum (Jacq.) Schott [as P. scandens C.Coch & Sello]
. hopkinsianum M.L.Soares & Mayo

ja e -Ria vBiia-Rita - Bila - Ria e - Miba cHiia - Bilia v Biie - Hiia vIiia - Biia o Biia - e cBlia - Bia v

. maximum K. Krause

Kew 1980-1583 (MX)

Kew 1982-1568 (EC)

Kew 1980-1634 (MX)

Kew 1982-5234 (EC)

Kew 2011-1735 (MS)
Kew 1981-3727 *

Kew 1973-381 *

32
32
34
34
(54)
32

32

34
32
34
34
40
30
32
32
30
30

(34)

34
32
30
36
32
30
32
30
32
34
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Present work

Correia-da-Silva et al. (2014)
Present work

Jones (1957)

Subramanian & Munian (1988)
Correia-da-Silva et al. (2014)

Present work

Correia-da-Silva et al. (2014)
Correia-da-Silva et al. (2014)
Correia-da-Silva et al. (2014)
Cotias-de-Oliveira et al. (1999)
Correia-da-Silva et al. (2014)
Mohamed et al. (2006)

Present work

Correia-da-Silva et al. (2014)
Present work

Simmonds (1954)

Jones (1957)

Present work

Jones (1957)

Correia-da-Silva et al. (2014)
Sharma & Mukhopadhyay (1965)
Chaudhuri & Sharma (1979)
Jones (1957)

Chen et al. (2003)

Marchant (1971)

Subramanian & Munian (1988)
Correia-da-Silva et al. (2014)
Present work



. megalophyllum Schott

. melanochrysum Linden & André [as P. andreanum Devansaye |
. melanochrysum Linden & André [as P. andreanum Devansaye |
. melanochrysum Linden & André [as P. andreanum Devansaye |
. melinonii Brongn. ex Regel

. melinonii Brongn. ex Regel

. ornatum Schott

schmidtiae Croat & C.E.Ceron

tenue K.Koch. & Augustin

. toshibai M.L.Soares & Mayo

. verrucosum L.Mathieu ex Schott

javHia-Ria vBiia - Bita cHiie - Bita Biia - Bila il v Bila - Bila o'

. verrucosum L.Mathieu ex Schott

sect. Philopsammos G.S.Bunting

P. pulchrum G.M.Barroso

sect. Polytomium (Schott) Engler

P. distantilobum K Krause

P. houlletianum Engl.

P. lacerum (Jacq.) Schott

. lacerum (Jacq.) Schott

. radiatum Schott

. radiatum Schott

. tortum M.L.Soares & Mayo

. warszewiczii K.Koch & C.D.Bouché

sect. Schizophyllum (Schott) Engler

P. bipennifolium Schott

P. nadruzianum Sakur.

P. pedatum (Hook.) Kunth

P. pedatum (Hook.) Kunth

P. pedatum (W. J. Hooker) Kunth [as P. laciniosum Schott]
P. pedatum (W. J. Hooker) Kunth [as P. quercifolium Engl.]
P. quinquelobum K Krause

a~Bs-RiavBia-Biae!

Kew 1982-1573 (EC)
Kew 1984-612 (CR)

Kew 1979-3173 (GY)

34
34
34
(32)
30
30
34
32

34
34

26-28

32
32
32
(36)
32
(32 + IB)
32
34

32
32
32
32
32
(34)
32
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Correia-da-Silva et al. (2014)
Matsuura & Suto (1935)
Jones (1957)

Sharma (1970)
Correia-da-Silva et al. (2014)
Jones (1957)
Correia-da-Silva et al. (2014)
Present work

Present work
Correia-da-Silva et al. (2014)
Jones (1957)

Pfitzer (1957)

Correia-da-Silva et al. (2014)

Correia-da-Silva et al. (2014)
Malvesin-Fabre (1945)

Present work

Sharma & Mukhopadhyay (1965)
Mookerjea (1955)

Sharma (1956)

Correia-da-Silva et al. (2014)
Jones (1957)

Correia-da-Silva et al. (2014)
Correia-da-Silva et al. (2014)
Correia-da-Silva et al. (2014)
Cotias-de-Oliveira et al. (1999)
Jones (1957)

Jones (1957)

Correia-da-Silva et al. (2014)
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P. squamiferum Poepp. - 32 - Correia-da-Silva et al. (2014)

P. squamiferum Poepp. - (34) - Jones (1957)

P. squamiferum Poepp. - 32 - Sharma & Mukhopadhyay (1965)
P. squamiferum Poepp. - (26) - Catalano & Landi (1966)

sect. Tritomophyllum Schott

P. angustilobum Croat & Grayum Kew 1996-4420 (CR) 34 - Present work

P. barrosoanum G.S.Bunting - 32 - Correia-da-Silva et al. (2014)

P. hylaeae G.S.Bunting - 32 - Correia-da-Silva et al. (2014)

P. tripartitum (Jacq.) Schott Kew 1980-1524 (MX) 34 - Present work

Unplaced'

P. elaphoglossoides Schott - 32 - Correia-da-Silva et al. (2014)

P. gloriosum André - 34 - Jones (1957)

P. gloriosum André - 33 - Sharma & Mukhopadhyay (1965)
P. rugosum Bogner & G.S.Bunting - 36 - Bogner & Bunting (1983)

P. rugosum Bogner & G.S.Bunting - 36 - Petersen (1989)

P. sodiroi Hort. - 34 - Jones (1957)

P. subgen. Pteromischum (Schott) Mayo
sect. Fruticosa Grayum

P. rudgeanum Schott - 32 - Correia-da-Silva et al. (2014)
P. surinamense (Miq.) Engl. - 32 - Correia-da-Silva et al. (2014)
Cultivated hybrids

P. x fosterianum - 34 - Jones (1957)

P. x macneilianum - 36 - Jones (1957)

P. x mandanianum x P. wendlandii - 34 - Jones (1957)

P. X partenopaeum (P. erubescens % P. eximium) - 33 - Catalano et al. (1964)

P. x pausilypum (P. eximium x P. squamiferum) - 30 - Catalano & Landi (1966)

P. x wendimbe - 34 - Jones (1957)

*Taxonomic affiliations were based on Mayo (1986), Grayum (1996), Croat (1997) and Sakuragui ez al. (2005). "All samples were collected from the Araceae

living collection at Royal Botanic Gardens, Kew (Richmond, United Kingdom), except for the accession of P. mello-barretoanum, which was collected from
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the Philodendron living collection of the Department of Genetics, Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brazil). “Original country of provenance of
the cultivated samples: (BR) Brazil; (CO) Colombia; (CR) Costa Rica; (EC) Ecuador; (GY) Guyana; (MS) Montserrat; (MX) Mexico; (TT) Trinidad and
Tobago; * Unknown origin. Confirmed chromosome numbers are in boldface; numbers in brackets were not yet confirmed and may be associated either to
miscounts or misidentification of specimens. *According to Grayum (1996). 'According to Croat (1997). ¢According to Marchant (1971), the occurrence of B

chromosomes in karyotypes of Philodendron species seems to be very unlikely.
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Abstract

Philodendron s.l. (Araceae) has been recently focused by taxonomic and
phylogenetic studies, but karyotypic data are limited to chromosome numbers and
a few published genome sizes. In this work, karyotypes of 34 species of
Philodendron s.I. (29 Philodendron five Thaumatophyllum), ranging from 2n = 28
to 36 chromosomes, were analyzed by fluorescence in situ hybridization (FISH)
with rDNA and telomeric probes, aiming to understand the karyotype diversity of
the group in a phylogenetic context. Philodendron presented a high number
variation of 35S rDNA, ranging from two to 16 sites, which were mostly in the
terminal region of the short arms, with nine species presenting heteromorphisms.
In the case of Thaumatophyllum species, we observed a considerably lower
variation, which ranged from two to four terminal sites. The distribution of the 5S
rDNA clusters was more conserved, with two sites for most species, being
preferably located interstitially in the long chromosome arms. For the telomeric
probe, while exclusively terminal sites were observed for P. giganteum (2n = 30)
chromosomes, P. callosum (2n = 28) presented an interstitial distribution
associated with satellite DNA. rDNA sites of the analyzed Philodendron s.l.
species were randomly distributed considering the phylogenetic context, probably
due to rapid evolution and great diversity of these genomes. The observed
heteromorphisms suggest the accumulation of repetitive DNA in the genomes of
some species, while the occurrence of chromosomal rearrangements is possibly

associated with natural hybridization events.
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Introduction

Araceae (ca. 3600 species) is a widely distributed monocot family with high
ecological diversity, occurring mainly in tropical regions [1, 2]. Philodendron s.|.
Schott is the second largest group within the family (ca. 500 species), presents a
wide Neotropical distribution, with the Amazon region as its probable center of
origin [2-4]. The genus was traditionally divided into three monophyletic
subgenera: P. subg. Meconostigma (now recognized as the genus
Thaumatophyllum, with 21 species), mostly with the diploid number 2n = 36; P.
subg. Pteromischum (82 species), with chromosome counts only for two species
(both with 2n = 32); and P. subg. Philodendron (ca. 400 species), as the most
morphologically diverse group, with chromosome number ranging from 2n = 26 to
40 chromosomes, although 2n = 32 and 34 have been reported as the most
common numbers [5-10]. It is suggested that x = 16 is the basic number for
Philodendron s.I. (including Thaumatophyllum) and that the karyotype evolution of
the group has been driven by both ascending and descending dysploidy events,
since no polyploidy was reported so far [8, 9].

The ribosomal RNA (rRNA) genes have been physically mapped in the
chromosome of species of several plant groups [15-17], being useful for
understanding the general patterns of karyotype evolution among related species
and for cytotaxonomic approaches [18-20]. In Araceae, studies involving the
physical location of 5S and 35S rDNA by FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)
are available for just a few species, including 10 species of Typhonium Schott [21]
and 17 other species, such as P. hederaceum (Jacq.) Schott (as P. scandens
Koch & Sello), two species of Anthurium Schott, three species of Spathiphyllum
Schott and two species of Ulearum Engl. [22, 23]. Overall, all analyzed species
presented only one pair of 5S rDNA sites, located in the subterminal and interstitial
regions, whereas for 35S rDNA there was a predominance of four terminal sites,
with few exceptions.

Thus, based on the chromosome number and genome size variation
previously mentioned for Philodendron and Thaumatophyllum [8, 9,
http://www.kew.org/cvalues/], we have addressed the following questions: () Is the
distribution of rDNA sites in Philodendron and the sister genus Thaumatophyllum

conserved? (Il) Does the distribution pattern of rDNA sites agree with the available
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phylogenetic data? (lll) Is there a correlation between the number of rDNA sites
and the size of the chromosomal complement, or between the number of rDNA
sites and the chromosome number? To answer these questions, molecular
cytogenetic data were generated for the first time for 29 Philodendron and five
Thaumatophyllum species by FISH with rDNA and telomeric probes. In addition,
these data were plotted in a recently published phylogenetic tree of the group [11],
aiming to a better understanding on the patterns of karyotype evolution of both

genera.

Materials and Methods

Plant material and chromosomal preparations

Thirty-four species were analyzed by FISH. Sixteen species were sampled from
the living collection kept at the Royal Botanic Gardens, Kew (Richmond, United
Kingdom), and 18 were collected in different regions of Brazil and cultivated in the
living collection of the Laboratory of Plant Genetics and Biotechnology,
Department of Genetics, UFPE (Recife, Brazil). The provenance of the plants and
accession numbers are shown in Table 1.

Root tips were pretreated in 2 mM 8-hydroxyquinoline at 8 °C for 24 h, fixed
in Carnoy solution (ethanol:acetic acid, 3:1, v/v) at room temperature for 24 h, and
stored at -20 °C. Subsequently, the fixed root tips were washed in distilled water
and digested in an enzyme solution containing 2% cellulase (w/v) (Onozuka R-10,
Serva) and 20% pectinase (v/v) (Sigma-Aldrich) overnight at 37 °C. Slides were
prepared by squashing the meristematic tissue in 45% acetic acid. In addition,
slides were stained in a solution of 2 ug mL" DAPI (4', 6-diamidino-2-phenylindole)
and glycerol (1:1, v/v) and then analyzed. Afterwards, the best slides were de-
stained and fixed in Carnoy solution for 30 min and transferred to absolute ethanol

for 1 h, both at room temperature. After air drying, the slides were stored at -20 °C.

Probes, fluorescent in situ hybridization and data analysis

The rDNA probes used for FISH were R2, a 6.5 kb fragment containing the 18S-
5.8S-25S rDNA unit from Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., and D2, a 400 bp
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fragment containing two 5S rDNA units from Lotus japonicus (Regel) K.Larsen
[24]. Labelling was performed by nick translation with digoxigenin-11-dUTP
(Roche Diagnostics) and biotin-11-dUTP (Roche Diagnostics) for 35S and 5S
rDNA, respectively. The telomeric probe was amplified by PCR according to ljdo et
al. [25], with the primers (TTTAGGG)s and (CCCTAAA)s and labeled with Cy3-
dUTP (Jena Bioscience) as described before.

The FISH procedures followed Vasconcelos et al. [26], except for the
chromosome denaturing, which occurred separately from the probe in 70%
formamide in 2xSSC at 80-85 °C for 7 min, and then dehydrated for 5 min in an
alcoholic series (ethanol 70% and 100%) at -20 °C. The stringency wash was
performed in 0.1xSSC at 42 °C. The hybridization mix consisted of 50% (v/v)
formamide, 10% (w/v) dextran sulfate, 2xSSC and 2-5 ng/uL of probe. Digoxigenin
and biotin-labeled probes were detected using conjugated anti-digoxigenin
rhodamine (Roche), and Alexa Fluor conjugated streptavidin (Invitrogen),
respectively, in 1 % (w/v) BSA. Preparations were counterstained and mounted
with 2 ug/mL DAPI in Vector’s Vectashield (1:1; v/v).

Images were captured using a Leica DMLB epifluorescence microscope
coupled with a Leica DFC 340FX camera, using the Leica CW 4000 software.
Images were optimized for better brightness and contrast with Adobe Photoshop
CS3 (Adobe Systems Incorporated). The 35S rDNA was pseudocolored in green,
and the 5S rDNA was pseudocolored in red.

Chromosome sizes were measured using the MicroMeasure v3.3 software
[27], and the Adobe Flash CS3 program (Adobe Systems Incorporated) was used
for the elaboration of the idiograms. Also, for a better understanding of the
karyotype evolution of the genus, chromosomes carrying rDNA sites of each
species were plotted in the phylogenetic tree previously reported for the group
[11]. In addition, to check for any correlation between the number of 35S rDNA
sites and the diploid number (2n) and between number of sites and chromosome

complement size, we used Pearson’s test in the software BioEstat 5.0 [28].

Genomic DNA extraction, sequencing and satellite DNA analysis

Genomic DNA of P. callosum K.Krause was extracted from fresh leaves using the

CTAB protocol described by Weising et al. [29]. The precipitation of contaminating
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polysaccharides was performed according to Michaels et al. [30]. Genomic DNA
was sequenced in lllumina MiSeq (2 x 250 pb). Clusterization and characterization
of the repetitive genome fraction were performed on the Galaxy/RepeatExplorer
platform using the Elixir-cerit server. The TAREAN tool was used to identify
satellite DNA sequences (https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz) [31-33]. Cluster
sharing similarity to the telomeric motif was manually checked and the contigs

were used to reconstruct the monomer.

Results

Chromosome number ranged from 2n = 28 to 36 considering the total of 34
analyzed species (Table 1): 2n = 28 (P. callosum); 2n = 30 (P. giganteum and P.
melinonii), 2n = 32 (T. spruceanum and 16 Philodendron species), 2n = 34 (T.
mello-barretoanum and 11 Philodendron species) and 2n = 36 (T. corcovadense,
T. lundii and T. saxicola).

In Philodendron, total chromosome complement varied from 88.46 um (P.
callosum) to 140.40 ym (P. hederaceum) with chromosome sizes ranging from
1.40 t0 6.25 um, in P. quinquelobum and P. hederaceum, respectively. For the five
Thaumatophyllum analyzed species, a large variation in chromosome complement
size was also observed, ranging from 75.92 um (T. spruceanum) to 114.98 pym (T.
saxicola), with chromosome sizes ranging from 1.59 um for T. corcovadense to
5.24 ymin T. saxicola (Table 1).

FISH using 35S rDNA probe showed a wide variation in both nhumber and
location of sites along the chromosomes (see Table 1, Fig 1-4). For Philodendron
species, P. billietiae (2n = 32, Fig 1a) showed the highest number of sites (16
sites), followed by P. quinquenervium (2n = 32, Fig 1b) with 15 sites; P. schmidtiae
(2n = 32, Fig 3) with 14 sites; P. maximum (2n = 34, Fig 1c), P. megalophyllum (2n
= 34, Fig 3) and P. uleanum (2n = 34, Fig 1d) with 12 sites; and P. burle-marxii (2n
= 34, Fig 4), P. giganteum (2n = 30, Fig 1e) and P. lacerum (2n = 32, Fig 3) with
10 sites. In the other 19 species (with chromosome numbers ranging from 2n = 30
to 34), the number of sites varied from two to eight (Table 1, Fig 3). The lowest
number of 35S rDNA sites was observed for seven species: P. annulatum (Fig 3),
P. distantilobum (Fig 1f), P. hederaceum (Fig 3), P. inconcinnum (Fig 4), P. krugii
(Fig 1g9), P. nadruzianum (Fig 1h), and P. fragrantissimum (Fig 1i), which
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presented only two sites. For the five Thaumatophyllum species, two presented
four 35S rDNA sites (T. corcovadense and T. spruceanum, Fig 3), and the other
three with two sites (7. lundii, Fig 2a; T. mello-barretoanum, Fig 2b, and T.
saxicola, Fig 3).

In Philodendron, the 35S rDNA sites were predominantly located in the
terminal region of the short arm (21 out of the 29 species, Fig 1-4), although
subterminal, interstitial or proximal sites were also observed. In Thaumatophyllum,
the 35S rDNA sites were located only in the terminal region, predominantly in the
long arm (four out of the five species, Fig 2, 3). In addition, we did not observe a
clear pattern of distribution of numbers of rDNA sites in the phylogenetic tree of
Philodendron s.l. (Fig 3).

Heteromorphisms of number and distribution of 35S rDNA sites were
identified in nine of the analyzed species. Philodendron angustilobum, for
example, presented an odd number of 35S rDNA (three sites), hampering the
identification of the homologous chromosomes (Fig 2c). Meanwhile, other species,
as P. eximium and P. smithii, showed a chromosome pair bearing a 35S rDNA site
in the terminal region of the short arm of one chromosome and in the proximal
region of the short arm of the other one (Fig 3, 4); P. lacerum and P.
megalophyllum, with sites located on opposite chromosome arms in supposed
homologs (Fig 3); and P. quinquenervium, the only species with two 35S rDNA
sites in the same chromosome (Fig 3).

In turn, for the 5S rDNA, most species showed two sites, except for P.
bipennifolium (Fig 2d), which presented three sites. For Philodendron, we
observed a high variation in the position of the 5S rDNA sites, although being most
frequently observed in the interstitial position of the long arm (in 14 out of 29
analyzed species, Fig 1-4). For Thaumatophyllum, the 5S rDNA sites were located
in the interstitial region predominantly in the long arm (four out of 5 species, Fig 2,
3).

Both species P. bipennifolium and P. glaziovii stood out due to 5S rDNA
heteromorphisms. The first had three 5S rDNA sites, being two located in the
subterminal region of the long arm and one in the proximal region of the short arm
(Fig 2d). In turn, P. glaziovii, had two 5S rDNA clusters, as most of the analyzed
species, but the chromosomes bearing those sites were heteromorphic in size and

morphology (Fig 2e, 3).
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The correlation analysis between the number of 35S rDNA sites and
chromosome number, and between the number of rDNA sites and chromosomal
complement size revealed no significant correlation for both cases (r= 0.1357; p =
0.4514, for number of sites and chromosome number; and r = 0.1651; p = 0.3584,
for number of sites and chromosome complement) (Table 1).

The telomeric DNA wused to identify some remaining evidence of
chromosome number reduction by descending dysploidy, revealed no interstitial
telomeric repeat (ITR) in P. giganteum (2n = 30), which exhibited only terminal
marks in both extremities of all chromosomes (Fig 2f). In turn, P. callosum (2n =
28) presented no visible terminal hybridization signals but exhibited large
pericentromeric marks in almost all chromosomes (Fig 2g). Analysis of the
repetitive fraction of this species (Vasconcelos et al., in prep.) revealed the
presence of one satellite DNA, among other families, which were related to the
telomeric repeat. The manual inspection of the contigs that composed the cluster
CL228 allowed the identification of Arabidopsis-like telomeric motifs within the
sequence, henceforth called PcSat1 satellite DNA. In all three monomers, the
telomeric repeat was represented in variable amounts (unit 1 - U1, eight times; U2,
20 times; U3, nine times), making the monomer size slightly variable (Fig 5).

Discussion

The present work is the first extensive cytogenetic study analyzing the localization
of rDNA sites in chromosomes of Philodendron and Thaumatophyllum species,
except for P. hederaceum [22]. The results revealed an enormous karyotypic
variability in relation to the distribution of the 35S rDNA in Philodendron s.l.,
opposed to high stability in number and position of the 5S rDNA sites. These
results are in consonance with the distribution pattern of rDNA sites in
angiosperms and also confirm the lower dispersion capacity of 5 rDNA proposed
by [15, 16]. The presence of only one chromosome pair bearing 5S rDNA as found
here seems to be conserved for the Araceae family (51 out of 54 analyzed
species), even though only 12 out of 144 genera were analyzed up to date [21, 23,

present work].
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Considering P. subg. Philodendron (with ca. 7,25% of its species analyzed),
the amplification and distribution of 35S rDNA sites seem to occur frequently and
independently along the different subgroups. The number of 35S rDNA sites
(ranging from two to 16) varied significantly within and among the clades of the
subg. Philodendron, with no clear phylogenetic pattern, considering the
relationships presented by Vasconcelos et al. [11]. Also, there was not any
correspondence of our data to the traditional subdivision of the subgenus in
morphological sections.

Thaumatophyllum, although with fewer species analyzed (with a better
representability, with ca. 23.8% of the species of the genus), presented a smaller
variation in the number of rDNA sites (two to four sites), indicating a higher
homogeneity among karyotypes. A similar homogeneity was observed in
Typhonium (four 35S rDNA sites in eight out of 10 analyzed species), the aroid
genus better studied cytogenetically until the moment [21].

In the present study, two of the 29 Philodendron species analyzed showed
an odd number of rDNA sites, whereas for other 11 species, we observed
heteromorphisms in site position or in the morphology of the chromosome bearing
the rDNA. Similar polymorphisms have been previously described in Araceae and
in other angiosperm families [23, 34, 35], considering that the rDNA sites are
considered fragile, where recombination hotspots may occur due to the highly
repetitive nature of the locus, resulting in breaks followed by chromosomal
rearrangements [36-38]. This can also explain the interstitial position found for the
35S rDNA in some of our analyzed species, which is relatively uncommon in plant
chromosomes [15]. Several hypotheses have been proposed for such
polymorphisms, including the model of amplification, dispersion and deletion, the
action of transposable elements, as well as non-homologous recombination,
mainly related to the preferential terminal positions of the 35S rDNA sites on the
chromosomes [37, 39-43]. The expansions and contractions of the repetitive DNA
have frequently been associated to changes in the chromosome morphology, also
resulting in changes in the position of rDNA sites [44], without necessarily
changing the gene order [45].

Additionally, the diversity in the distribution of rDNA sites and the
polymorphisms observed in Philodendron could be related to natural hybridizations

that may have occurred throughout the evolutionary history of the group, although
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none of the analyzed species has a recognized hybrid origin. In Citrus L.
(Rutaceae) and related genera, heteromorphism of chromosomal types is
considered to be a reliable indicator of interspecific crosses, where variation in the
number and location of CMA positive bands and rDNA sites is related to the fact
that most species are apomictic hybrids [20, 34, 46-48]. Rapid changes in 35S
rDNA loci in response to interspecific or intergeneric hybridization, when
comparing to the progenitors, have also been reported in Potamogeton L.
(Potamogetonaceae) [49], Rosa L. (Rosaceae) [50] and Lolium L. x Festuca L.
[51, 52] hybrids.

Aiming to test the hypothesis of the existence of descending dysploidy
events in Philodendron species generating lower chromosome numbers (2n = 28;
30) associated with centric or end-to-end fusion [23, 53, 54], we applied telomeric
DNA probes to verify the possible presence of ITRs. Such internal telomeres were
observed in dysploid series in Nothoscordum Kunth and Ipheion Raf., both
belonging to the family Amaryllidaceae [55], as well as in Typhonium [21, 23].
However, the expected ITRs were not visible in P. giganteum (2n = 30), thus
suggesting that the remnants of ITRs were lost along the karyotype evolution of
this species by losing the chromosome extremities in translocation events, or by
elimination or dispersion after insertion, as a result of high recombination rates in
these regions, as suggested for Phaseolus leptostachyus Benth. [56]. Another
plausible hypothesis would be that the ITRs are present in short arrays not
detectable by FISH, as reported for tomato and for the bat Carollia perspicillata L.
[57, 58].

In addition, FISH with the telomeric probe in P. callosum revealed several
pericentromeric blocks related to a satellite DNA sequence. Telomeric repeats
within satellite DNA arrays are not uncommon, being also reported in Rumex
induratus Boiss & Reuter (Polygonaceae), Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae),
and in Solanum lycopersicum L., S. tuberosum L. and S. melongena L.
(Solanaceae) [57, 59-61]. AT-rich degenerated telomeric repeats were identified in
the repeat St49 of Solanum L. species, indicated as an ancient sat-DNA derived
from a telomeric-like sequence identified in the telomeres and centromeres of
tomato and potato chromosomes, respectively [57, 61].

On the other hand, the absence of signals at chromosome termini of P.

callosum may be due to the presence of small standard telomere arrays
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(TTTAGGG)n not detected by FISH. However, the occurrence of a different
telomere sequence in P. callosum chromosomes cannot be dismissed, as already
described for several plant species [62-64]. This last scenario would imply in an
interspecific variation within Philodendron, which was already reported for species
of Genlisea A.St.-Hil. (Lentibulariaceae), a genus of carnivorous plants with a high
variation level in the genome structures among species [62, 65].

Either the accumulation of distinct repetitive DNA sequences throughout
evolution or a massive amplification burst of a specific element has been
suggested as the main contributors to the increase in genome sizes in plants
without reports of polyploidization [66-68], as in the case of Philodendron. The
sizes of the chromosome complements in Philodendron and Thaumatophyllum
showed a considerable variation in ca. 52 ym (88.46 to 140.40 ym) and 39 ym
(75.92 to 114.98 um), respectively. However, there was no positive correlation
between chromosome complement size and abundance of rDNA sites, similarly to
the results reported by Rosato et al. [69] in the analysis involving genome size (pg)
and the number of 35S rDNA genome copies in 106 basal terrestrial plants. On the
other hand, when the same analysis was performed on 162 plant and animal
species, a strong positive correlation was observed [70].

Conclusions

Our data revealed a substantial variation in the number and location of the 35S
rDNA sites in Philodendron besides more homogeneous karyotypes in species of
the sister genus Thaumatophyllum, indicating a rapid karyotype evolution within P.
subg. Philodendron. For this group, no clear trend regarding the 35S rDNA sites
was evident, neither considering the traditional infrageneric taxonomy nor
considering the most recent molecular phylogenetic data. Otherwise, the lack of
correlation between the number of 35S rDNA sites and the chromosomal
complement sizes indicates that the sizes of the genomes are not directly related
to the variation in the number of 35S rDNA sites found in the group. In addition,
the identification of heteromorphisms in the number and position of 35S rDNA
sites suggests the occurrence of expansions and/or contractions of repetitive DNA
in the genomes of some species, or chromosomal rearrangements, possibly

associated with natural hybridization events.
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Table 1 Species of Philodendron and Thaumatophyllum with their respective section and accession, chromosome
complement size, chromosome range size, diploid number and number of rDNA sites.

Chromosome Chromosome N;&be.r of
Genus Section Species Provenance and accession number complement range 2n ﬂ
size (um) size (pm) 35S 35S
T. corcovadense (Kunth) Taquaritinga do Norte, Pernambuco, Brazil;
Thaumatophyllum Sakur., Calazans & Mayo Cultivated at LGBV; SV314 85.26 159-320 36 4 2
T. lundii (Warm.) Sakur., Morro do Chapéu, Bahia, Brazil; cultivated at
Calazans & Mayo LGBV; SV089 92.03 1.79-3.30 36 2 2
T. mello-barretoanum (Burle- . . .
Marx ex G.M. Barroso) Sakur., Recife, Pernambuco, Brazil; Cultivated at 111.80 1.78 - 4.66 34 2 2
LGBV; SV534
Calazans & Mayo
T. saxicola (Krause) Sakur., Mucugé, Bahia, Brazil; Cultivated at LGBV;
Calazans & Mayo SV539 114.98 1.99 -5.24 36 2 2
Reserva Florestal Adolpho Ducke,
T. spruceanum Schott Amazonas, Brazil; Cultivated at LGBV; 75.92 1.78-3.24 32 4 2
SV063
Philodendron Baursia P callosum K Krause Presidente IFlguelredo, Am.azonas, Brazil; 82 46 15-4.96 8 i i
subg. Cultivated at LGBV, SV022
Philodendron L Pedra Azul, Espirito Santo, Brazil;
P. glaziovii Hook.f. Cultivated at RBG Kew/ 1983-2011 87.15 1.62-4.16 34 6 2
L Itapema, Santa Catarina, Brazil;
P. renauxii Reitz Cultivated at RBG Kew/ 1983-1988 126.56 1.99-5.12 34 8 2
Macrobelium P. annulatum Croat Cerro Jefe, Panama; 98.15 1.69-4.83 32 2 2
’ Cultivated at RBG Kew/ 1996-4421 ' DA
Reserva Florestal Adolpho Ducke,
P. barrosoanum G.S.Bunting Amazonas, Brazil; Cultivated at LGBV, 104.50 1.89-5.12 32 8 2
MC107
.. Amazonas region, Colombia;
P. burle-marxii G.M.Barroso 111.70 2.05-5.05 34 10 2

Cultivated at RGB Kew/ 1975-98



P. eximium Schott

P. inconcinnum Schott

P. krugii Engl.

P. quinquenervium Schott

P. smithii Engl.

P. uleanum Engl.

Philodendron P. billietiae Croat

P. fragrantissimum (Hook.)
G.Don

P. giganteum Schott

P. hederaceum (Jacq.) Schott

P. maximum K.Krause

P. megalophyllum Schott

P. melinonii Brongn.ex Regel

P. schmidtiae Croat &
C.E.Ceron

P. tenue K.Koch & Augustin

Taquaritinga do Norte, Pernambuco, Brazil;
Cultivated at LGBV; SV293

Cultivated at RBG Kew/ 1981-3728

Trinidad and Tobago; Cultivated at RBG
Kew/ 1980-1645

Uatuma, Amazonas, Brazil; Cultivated at
LGBV; SV076

Tabasco, Mexico; Cultivated at RBG Kew/
1980-1583

Napo, Ecuador; Cultivated at RGB Kew/
1982-1568

Cultivated at RBG Kew/ 2005-2363

Igarassu, Pernambuco, Brazil; Cultivated at
LGBV; SV295

Oriole trail, Montserrat; Cultivated at RBG
Kew/ 2011-1735

Floresta da Tijuca, Rio de Janeiro, Brazil;
Cultivated at LGBV; SV248

Cultivated at RBG Kew/ 1973-381

Uatuma, Amazonas, Brazil; Cultivated at
LGBV; SV320
Reserva Florestal Adolpho Ducke,
Amazonas, Brazil; Cultivated at LGBV;
MCO085
Napo, Ecuador; Cultivated at RBG Kew/
1982-1573

Costa Rica; Cultivated at RGB Kew/ 1984-
612

88.17

84.45

94.10

116.16

104.80

140.40

124.67

85.17

99.59

1.81-3.79

1.45-4.45

1.54 - 4.37

2.4-498

1.74 - 3.37

2.65-4.58

1.89-4.44

1.90 - 4.29

2.18-5.97

1.95-6.25

2.20-5.12

1.52 - 3.53

2.0-5.96

1.73 - 4.31

1.97 - 3.90

32

32

34

32

30

32

34

34

30

71

15

10

12

12



Uatuma, Amazonas, Brazil; Cultivated at

Polytomium P. distantilobum K.Krause LGBV: SV318 128.10 2.65-6.17 32 2 2
P. lacerum (Jacq.) Schott Guiana; Cultivated at RBG Kew/ 1979-3173 117.45 2.33-4.67 32 10 2
Schizophyllum P. bipennifolium Schott INPA, Acre, Brazs"\;/g;;t'vated atLGBV; 100.20 226-402 32 8 3
, Floresta da Tijuca, Rio de Janeiro, Brazil;
P. nadruzianum Sakur. Cultivated at LGBV: LSBC175 90.74 1.72 - 3.88 32 2 2
Floresta da Tijuca, Rio de Janeiro, Brazil;
P. pedatum (Hook.) Kunth Cultivated at LGBV: MC081 85.74 1.48 - 3.50 32 4 2
. Urucu, Amazonas, Brazil; Cultivated at
P. quinquelobum K.Krause LGBV: MC080 77.60 1.40-3.19 32 4 2
. P. angustilobum Croat & Heredia, Costa Rica; Cultivated at RBG
Tritomophyllum Grayum Kew/ 1996-4420 88.27 1.55-4.23 34 3 2
P. tripartitum (Jacq.) Schott ~ Capas, Mex'c%g(;‘_'z"égzed at RBG Kew/ 100.20 186-438 34 6 2

Abbreviations: LGBV: Laboratory of Genetics and Plant Biotechnology, Federal University of Pernambuco (Recife, Brazil); RBG Kew: Royal Botanic Gardens,
Kew (Richmond, United Kingdom).



Figure 1. Fluorescent in situ hybridization of 35S (green) and 5S rDNA (red) on mitotic
chromosomes of Philodendron species, counterstained with DAPI and pseudocolored in
gray. a Philodendron billietiae; b P. quinquenervium; ¢ P. maximum; d P. uleanum; e P.
giganteum; f P. distantilobum; g P. krugii; h P. nadruzianum; i P. fragrantissimum. Bar in i
represents 5 ym.
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Figure 2. Distribution of repetitive sequences in species of Thaumatophyllum
and Philodendron species, counterstained with DAPI and pseudocolored in gray
(35S rDNA in green, 5S rDNA in red, and telomeric probe in pink). a T. lundii; b
T. mello-barretoanum; ¢ P. angustilobum; d P. bipennifolium; e P. glaziovii; f P.
giganteum; g P. callosum. Bar in g represents 5 um.



[ rDNA 358
I rDNA 58

hyllum spr (2n=32)

322"

%% T. saxicola (2n = 36)
58% T. corcovadense (2n = 36)

— 58 T. lundii (2n = 36)

o

D 10

i
55558

% P. fragrantissimum (2n = 32)

T. mello-barretoanum (2n = 34)

Philodendron hederaceum (2n = 32)
section Philodendron

section Philodendron

P. renauxii (2n = 34)
section Baursia

glaziovii (2n = 34)

_ %%%%% ;ction Baursia

- P.

5 % % % 5 section Macrobelium

L @ P. maximum (2n = 34)
_ J section Philodendron

eximium (2n = 32)

8 8 P. quinquelobum (2n = 32)
section Schizophyllum

" BEEsEs

i
”_[_%iﬁﬁaéa

=p=n
s

P. nadruzianum (2n = 32)
% section Schizophyllum

P. bipennifolium (2n = 32)
section Schizophyllum

P. pedatum (2n = 32)
section Schizophyllum

P. billietiae (2n = 32)
ﬁ é section Philodendron
P. quinquenervium (2n = 32)
i 1 section Macrobelium
ﬁ% P. melinonii (2n = 30)

section Philodendron

P. giganteum (2n = 30)
section Philodendron

P. lacerum (2n = 32)
section Polytomium

P. barrosoanum (2n = 32)
section Macrobelium

P. tenue (2n = 34)

BE%%% %8% P. schmidtiae (2n = 32)

Wi

section Philodendron

section Macrobelium

- 5% P. annulatum (2n = 32)
% P. megalophyllum (2n = 34)
— section Philodendron

P. tripartitum (2n = 34)
section Tritomophyllum

P. uleanum (2n = 34)
section Macrobelium

75

Figure 3. Chromosomal patterns
for rDNA in 22 Philodendron and
five = Thaumatophyllum  species
plotted in a modified phylogeny
based on Vasconcelos et al. [11].
The underlined chromosomes
presented heteromorphism, and it
was not possible to identify their
respective homologs.
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a - Philodendron angustilobum (2n=34) b - P. burle-marxii (2n = 34)

section Tritomophyillum section Macrobelium

¢ - P. distantilobum (2n = 32) d - P. inconcinumm (2n = 32)
section Polytomium section Macrobelium

e - P. krugii (2n = 34) f- P. smithii (2n = 32)
section Macrobelium section Macrobelium

0= 5=EEES

Figure 4. Chromosomes mapped with 35S (green) and 5S (red) rDNA probes in six
species of Philodendron subgenus Philodendron not included on Vasconcelos et al. [11]
phylogeny. Underlined chromosomes presented heteromorphism, and it was not possible
to identify their respective homologs.

A 209
2 Figure 5. Features of the satellite

* ITATTTTTTAASCTAsATTTACTAGSACCCACCTC CTOCTIT CAATTTTATTCCACS | DNA  PeSatt  from  Philodendron
callosum. a Reconstructed monomer
using WeblLogo [67]. A cluster of
conserved and degenerated plant
telomeric motifs is present at the
repeat unit and represents more than
half of its full size (box). b Layout of
cluster 228 obtained from Repeat
Explorer output (Vasconcelos et al.
unpublished data) and c¢ Dotplot
graph showing the internal
organization of the sequence.
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Resumo

Para Philodendron, foram descritas variagdes no numero cromossémico e
no tamanho do genoma, o que indica que o DNA repetitivo parece ser um
importante componente para a dinamica da evolugao cariotipica do taxon. Desta
forma, o presente trabalho visou realizar uma analise comparativa das principais
sequéncias repetitivas e do tamanho do genoma de seis espécies de
Philodendron. DNAs genémicos de seis espécies foram extraidos e sequenciados
em uma plataforma lllumina e analisados mediante plataforma RepeatExplorer. A
fragado repetitiva variou de 33,75% (P. quinquelobum; 2C/ 4,60 pg) a 67,71% (P.
melinonii; 2C/ 4,20 pg), ndo sendo observada correlagdo entre a proporgao de
DNA repetitivo e o tamanho do genoma para a presente amostra. Os genomas
foram compostos principalmente por retrotransposons LTR Ty3-Gypsy e Ty1-
Copia, sendo as linhagens Chromovirus e Ogre-Tat, ambas Ty3-Gypsy, as mais
abundantes. Além disso, 10 clusters de DNA satélite foram identificados e
caracterizados. As sequéncias mais abundantes foram hibridizadas in situ nos
cromossomos de P. melinonii, evidenciando distribuicdo dispersa para os
retroelementos, preferencialmente localizados nas regibes pericentroméricas
heterocromaticas visualizadas mediante coloracido CMA/DAPI. Nosso trabalho
mostra variagdes tanto na proporcao total da fracdo repetitiva dos genomas de
espécies de Philodendron quanto na abundancia das linhagens identificadas,
indicando uma auséncia de correlagdo entre os tamanhos dos genomas e as
fracdbes do DNA repetitivo e uma rapida evolucdo da fracdo repetitiva desses

genomas.

Palavras-chave: Composi¢cao gendmica, elementos transponiveis, DNA repetitivo,

DNA satélite, tamanho de genoma.
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Introdugao

Philodendron (Araceae) engloba espécies de monocotiledbneas que estéo
amplamente distribuidas no continente americano (Coelho et al., 2015; Boyce e
Croat, 2018). Atualmente as espécies sdo agrupadas em dois subgéneros:
Pteromischum (81 spp.) e Philodendron (ca. 400 spp.) com base em caracteres
morfolégicos e moleculares (Grayum, 1996; Croat, 1997; Sakuragui et al., 2018;
Vasconcelos et al., 2018). Dentre as 73 espécies de Philodendron, cujos numeros
cromossOmicos foram avaliados, foi observada uma variagcdo de 2n = 26 a 2n =
40, sendo sugerido numero basico primario de x = 16, com Ccromossomos
relativamente pequenos e de morfologia bastante similar (Correia-da-Silva et al.,
2014; Vasconcelos et al., 2017; Sakuragui et al., 2018).

Adicionalmente, registros de tamanho de genoma foram descritos para 142
espécies (2,4 a 10,56 pg/2C) (Olszewska e Osiecka, 1982; Ghosh et al., 2001;
Zonneveld et al., 2005; Lakshmanan et al., 2015; Vasconcelos, 2015). Contudo,
Vasconcelos (2015) sugere uma superestimativa dos valores encontrados para P.
erubescens C.Koch. & Bousche (2C = 10,56 pg), P. selloum K.Koch (= P.
bipinnafitium Schott ex Endl., 2C = 10,0 pg), e P. squamiferum Poepp.& EndI. (2C
= 9,30 pg) por Ghosh et al. (2001), sendo neste caso a variagdo do conteudo 2C
reduzida para 2,4 a 7,58 pg/2C. As referidas variagbes no tamanho dos genomas,
associadas a diferentes quantidades de sitios de DNAr mapeados nos
cromossomos de 28 espécies do género (dois a 16 sitios) (Vasconcelos et al., em
preparagao), sugere forte influéncia do DNA repetitivo sobre estes genomas.

A fragdo repetitiva dos genomas € constituida principalmente por
retrotransposons LTR, Ty1-Copia e Ty3-Gypsy, que se acumularam ao longo de
eventos de amplificacdo (Piégu et al., 2006; Neumann et al., 2006; Novak et al.,
2014), bem como em menor proporgao pelas sequéncias repetidas em tandem,
conhecidas como DNA satélite (Wicker e Keller, 2007; Llorens et al., 2011; Piégu
et al., 2015; Puterova et al., 2017). Diversos estudos apontam que o balango entre
acumulo e eliminagdo de sequéncias de DNA repetitivo (Bennetzen e Wang,
2014) influencia diretamente no genoma, sugerindo a presenga de correlagao
entre 0 aumento/diminuicdo no tamanho do genoma e a dindmica dessas
sequéncias (Morgante et al., 2007; Proost et al., 2011; Jiao et al., 2012). Um

exemplo € o aumento proporcional na abundancia de elementos Ty3-Gypsy
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observado entre 10 espécies de Helianthus (Asteraceae) com genomas variando
entre 6,94 a 24,23 pg (Tetreault e Ungerer, 2016; Qiu e Ungerer, 2018).

Devido ao avanco das ferramentas de bioinformatica e ao barateamento
dos custos de sequenciamento de nova geragdo, abordagens combinadas
envolvendo identificagéo e classificagao das por¢des repetitivas dos genomas, por
meio de comparacgao par-a-par das sequéncias, vém sendo publicadas com maior
frequéncia (Novak et al., 2010; 2013; 2017). Variagbes nas propor¢des das
diferentes linhagens de DNA repetitivo tém observadas quando comparadas
espécies proximamente relacionadas (Bilinski et al., 2017) e mesmo quando
comparados genomas de individuos de sexos diferentes de uma mesma espécie
(Puterova et al., 2017).

Desta forma, com base nas variagdes cariotipicas observadas em
Philodendron subg. Philodendron até o momento, buscamos responder as
perguntas a seguir: (i) qual a composigao da fragdo repetitiva dos genomas no
grupo? (ii) os genomas de espécies distantemente relacionadas seriam
conservados em termos de sequéncias repetidas? (iii) a fragcado de DNA repetitivo
esta relacionada ao tamanho do genoma? Para responder a essas perguntas, foi
realizado sequenciamento de baixa cobertura (~0,2x) e analise de agrupamento a
fim de caracterizar a fragdo repetitiva dos genomas de seis espécies de
Philodendron subg. Philodendron com conteudos de DNA e numeros

cromossomicos diferentes.

Materiais e Métodos

Material vegetal, extragdo do DNA gendmico e sequenciamento

Os genomas de seis espécies de Philodendron pertencentes ao subgénero
Philodendron foram analisados: P. billietiae, P. blanchetianum, P. callosum, P.
melinonii, P. quinquelobum e P. quinquenervium (Tabela 1). O DNA gendémico foi
extraido a partir de folhas jovens, segundo o protocolo CTAB descrito por Weising
et al. (2005). Adicionalmente, foi realizada uma etapa de precipitagcdo de
polissacarideos contaminantes, de acordo com Michaels et al. (1994). Foram

realizados sequenciamentos shotgun de bibliotecas paired end a partir de ~50 ng
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de DNA usando duas plataformas lllumina diferentes: as bibliotecas de P.
callosum e P. melinonii  preparadas usando o0 kit lllumina
NexteraDNA e sequenciadas em um MiSeq com v3 kit de 500 ciclos; as
bibliotecas das demais espécies foram preparadas com o kit QXT SureSelect
(Agilent Technologies), de acordo com as recomendacdes do fabricante, e
sequenciadas em um NextSeq 500 com o kit NextSeq 500 v2 high-output de 300

ciclos.

Clusterizagao e caracterizagcdo das sequéncias repetitivas

A analise de agrupamento e caracterizagdo da fragdo repetitiva dos
genomas foi realizada na plataforma Galaxy/RepeatExplorer, utilizando o servidor
Elixir-cerit (https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz). Primeiramente, as sequéncias
foram filtradas por qualidade (limites de corte 10/95) e os reads foram pareados. A
clusterizagao foi realizada com uma sobreposi¢ao minima de 55% e similaridade
de 90%. Para cluters nao identificados pela plataforma, foram realizadas buscas
usando bases de dados diferentes (NCBI, UniProt, Pfam).

Adicionalmente, foi utilizada a ferramenta TAREAN, incluida na plataforma
Galaxy/RepeatExplorer, para a identificagdo das sequéncias de DNA satélite
(Novak et al, 2010; 2013; 2017). A organizacdo em tandem foi checada
manualmente por meio da observagcdo da presenca de subrepeticbes nas
sequéncias dos contigs dos respectivos clusters, utilizando a ferramenta DOTTER
(Sonnhammer e Durbin, 1995). Duas estratégias foram utilizadas para a
caracterizagdo dos elementos repetitivos: 1) inicialmente, os genomas foram
analisados individualmente (cobertura ~0,2x para cada espécie, Tabela 1) para
caracterizagdo global da fragdo repetitiva; 2) posteriormente, uma analise
comparativa foi realizada. As sequéncias de todas as espécies do estudo foram
combinadas (cobertura de 0,1x do genoma de cada), com o intuito de identificar e
comparar clusters de DNA repetitivo compartilhados entre as distintas espécies. O
tamanho do genoma em Mpb foi calculado tomando como base a relagédo 1 pg
equivalendo a 978 Mpb (Dolezel et al., 2003). Essa mesma relacao foi utilizada
para quantificacao das proporcdes dos diferentes tipos de sequéncias repetitivas.

Adicionalmente, o teste de Pearson foi usado para correlacionar o
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conteudo de DNA 2C (ver Vasconcelos, 2015) e a fracdo do DNA repetitivo, com o
BioEstat 5.0 software.

Desenho de primers e reacao de PCR

Primers foram desenhados para o dominio da integrase de trés elementos
retrotransposons mais abundantes utilizando o programa Primer3 (Untergasser et
al., 2012) implementado no Geneious R7 (Biomatters). Para os elementos Ogre e
Chromovirus, primers foram desenhados e amplificados a partir do genoma de P.
callosum, enquanto que para o elemento Maximus foi utilizado o genoma de P.
melinonii (Tabela S1). As reagdes PCR de um total de 50 yL continham 10 ng de
DNA gendémico, 0,2 mM de dNTP, 2,5 mM de MgCl2, tamp&o de PCR 1x, 0,4 uM
de cada primer e 1 U de enzima Taq polimerase. As reagdes incluiram 30 ciclos
de amplificagcédo (50 s a 94 °C para desnaturagao, 1 min a 60 °C para anelamento
e 1 min a 72 °C para alongamento). O DNA amplificado pela PCR foi sequenciado
e comparado aos contigs correspondentes no Repeat Explorer, para confirmar as

identidades.

Preparagdes cromossémicas, coloragado CMA/DAPI e hibridizacdo in situ

flourescente

Philodendron melinonii foi utilizada como modelo para as analises
citogenéticas. Para a obtencdo de metafases mitéticas, root tips were pretreated
at 8 °C for 24 h in 8-hydroxyquinoline (2 mM) and fixed in Carnoy at room
temperature. Root were digested in enzyme solution containing 2% cellulase (w/v)
(Onozuka R-10, Serva) and 20% pectinase (v/v) (Sigma-Aldrich) overnight at 37
°C and slides were made by crushing the meristematic tissue in 45% acetic acid. A
coloragcdo CMA/DAPI seguiu as recomendagdes descritas por Silva et al. (2016).
A Hibridizagdo in situ foi realizada de acordo com Vasconcelos et al. (2015),
except for the chromosome denaturing which occurred separately from the probe
in 70% formamide in 2xSSC at 80-85 °C for 7 min, and then dehydrated for 5 min
in an alcoholic series (70% and 100% ) at -20 °C. Stringency wash was performed

in 40% de acordo com Ribeiro et al. (2017). As rea¢des de PCR foram marcadas
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por nick translation com digoxigenina-11-dUTP (Roche) e detectadas usando anti-
digoxigenina conjugado com rodamina (Roche). As imagens foram capturadas
utilizando um microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB acoplado com uma
camera Leica DFC 340FX, usando o programa CW 4000 da Leica. As imagens
foram otimizadas para melhor brilho e contraste com o Adobe Photoshop CS3
(Adobe Systems Incorporated).

Resultados

Caracterizagao genémica das espécies de Philodendron

Na analise dos genomas de seis espécies do subgénero Philodendron,
uma pequena variagao foi observada em relagdo ao tamanho dos genomas, com
valores 2C variando de 4,20 pg (4107.6 Mbp), em P. melinonii, a 5,22 pg (5105.16
Mbp), em P. callosum. Entretanto, a fragdo de DNA repetitivo apresentou maior
variacdo (cerca de duas vezes), observando-se uma propor¢ao dos genomas
analisados de 33,76% (1519 Mpb), em P. quinquelobum, a 67,72% (2782 Mpb),
em P. melinonii (Figura 1, Tabela 2). Apenas P. billietiae e P. quinquelobum
apresentaram genomas constituidos por menos de 40% de DNA repetitivo,
enquanto as outras quatro espécies analisadas apresentaram uma fracao de DNA
repetitivo superior a 60% (P. blanchetianum, P. callosum, P. melinonii e P.
quinquenervium). Contudo, ndo foi observada corelagao significativa entre os
tamanhos dos genomas e suas respectivas proporgdes de DNA repetitivo para a
presente amostragem (r = 0.3838; p = 0.4526).

Os retrotransposons do tipo LTR foram os elementos mais abundantes,
sendo as sequéncias do tipo Ty3-Gypsy de 1.96 a 5.27 vezes mais abundante que
os elementos Ty1-Copia. A fragcao de elementos tipo Ty3-Gypsy variou de 18,56%
(669 Mpb) a 63,14% (1684 Mpb), em P quinquelobum e P. melinonii,
respectivamente, enquanto que a propor¢ao de Ty1-Copia variou de 2,99% (134
Mpb), em P. quinquelobum, a 20,85% (856 Mpb), em P. melinonii (Figura 1, Tabela
2).

Dentre os Ty3-Gypsy, a linhagem Chromovirus apresentou maior propor¢ao
em quase todos os genomas (variando de 2,99%, em P. quinquelobum a 29,89%
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em P. quinquenervium), exceto para P. quinquelobum que apresentou em seu
genoma uma maior quantidade do elemento Athila (8,40%). Adicionalmente, Ogre-
tat foi encontrado em proporgcdes variando de 3,47% em P. quinquelobum a
18,47% em P. blanchetianum (Tabela 2). Embora menos abundante, Ty1-Copia
mostrou um maior numero de linhagens, uma vez que seis diferentes tipos foram
identificados (Ale, Angela, lvana, Maximus, Tar e Tork), com destaque para
Maximus e Angela, sendo mais abundante em P. melinonii (18,5%) e em P.
callosum (8,44%), respectivamente. As demais linhagens identificadas, em geral,
compuseram menos de 1% da fragao repetitiva dos genomas dessas espécies
(Tabela 2).

A analise comparativa, com pequenas exceg¢des, ndao mostrou grande
discrepancia em relacdo as sequéncias identificadas na analise individual,
mostrando que a grande maioria dos clusters € compartilhada entre as diferentes
espécies (Figura 1, Tabela 2). Entretanto, a variacdo encontrada para P. billietiae,
em especial na quantidade de elementos LTR, pode ser reflexo da grande
quantidade de repeats nao classificados na analise individualizada. Ja para o
genoma de P quinquelobum, o maior percentual de elementos repetidos
detectado na analise individual, em relacdo a comparativa, aponta para a
presenca de uma maior quantidade de sequéncias exclusivas para essa espécie
(Figura 1, Tabela 2). Vale ressaltar que os repeats nao classificados na analise
individual incluem também os DNA satélites (Tabela 2), os quais foram
identificados apenas na analise comparativa (Tabela 2).

A fracao correspondente aos DNA satélites variou bastante nos genomas
das espécies analisadas, embora ndo tenha ultrapassado 2,48% do DNA
repetitivo total. Dez clusters foram identificados e mostraram abundéancia total
variando de 0,02% a 2,48%, em em P callosum e P. quinquelobum,
respectivamente (Tabela 2). As unidades de repeticdo foram bastante distintas em
tamanho e composicdo de sequéncia, variando de 14 a 1230 bp, sendo
observada também a presenca de subrepeti¢cdes internas (Figura 2). Para P.
quinquelobum, foram identificados quatro clusters de DNA satélite exclusivos
dessa espécie, trés dos quais parecem representar subfamilias de um mesmo
DNA satélite (CL189, CL209 e CL247). Os demais DNAs satélites estavam

presentes na maioria das espécies e variaram apenas em abundancia (Tabela 3).
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Analises citogenéticas

A dupla coloragdgo CMA/DAPI, em P. melinonii (2n = 30), revelou regides
heterocromaticas que ocupam quase todo o cromossomo ou estdo localizadas
nas regides pericentroméricas (Figura 3A). A FISH nessa mesma espécie,
utilizando como sondas os trés retroelementos mais abundantes, Chromovirus,
Ogre-tat e Maximus, identificados nos genomas do género, revelou que estes
elementos se distribuem nas regides ricas em heterocromatina CMA™* (Figuras 3B-
D), além de estarem localizados de forma dispersa ao longo dos cromossomos.
Também pudemos evidenciar que os elementos presentes em menor proporg¢ao
no genoma de P. melinonii, Maximus (18,5%) e Ogre-tat (11,02%), estao
localizados mais dispersamente nos cromossomos, enquanto que Chromovirus
(29,64%) foi localizado de forma mais concentrada em determinadas regifes

cromossoémicas, apresentando uma marcag¢ao de maior intensidade (Figura 3B).

Discussao

No presente trabalho, relatamos o primeiro estudo utilizando analise
genbmica in silico para identificagdo de sequéncias repetitivas em espécies de
Araceae. As espécies do subgénero Philodendron analisadas apresentaram
pequena variagdo nos tamanhos de genoma (4,20 a 5,22 pg), com valores
proximos ao valor médio para o grupo, provavelmente correspondente ao valor
ancestral (4,54 pg/2C; Vasconcelos, 2015). Na fracdo do DNA repetitivo, as
linhagens de elementos encontradas foram em geral semelhantes, independente
da distancia filogenética entre as espécies (Vasconcelos et al., 2018), diferindo
principalmente em suas propor¢des nos genomas. Mesmo espécies
proximamente relacionadas e com tamanhos de genomas similares, como P.
billietiae (4,86 pg) e P. quinquenervium (4,66 pg), puderam apresentar propor¢des
de sequéncias repetitivas bastante diferenciadas, apesar dos genomas de
tamanhos similares. Possivelmente, diferentes familias de DNA repetitivo estao
sendo amplificadas e/ou eliminadas ao longo da divergéncia dessas espécies,
indicando uma rapida evolugao da fracao repetitiva desses genomas. Tal fato é

corroborado pela rapida evolugcdo dos elementos de transposi¢cao observada nos
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genomas vegetais como um todo, o que pode levar a enormes variagdes entre
espécies proximamente e distantamente relacionadas (Du et al., 2010).

A proporcao de DNA repetitivo entre as espécies analisadas de 33,76 a
67,72%, com quatro das seis espécies com fracdo acima de 62%, evidenciando
que grande parte dos genomas destas espécies é composta por sequéncias de
DNA repetitivo. Contudo, ndo foi detectada correlacdo entre o tamanho dos
genomas e a fragdo das sequéncias de DNA repetitivo total para as seis espécies
analisadas, com valores 2C considerados intermediarios para o grupo (4,20 a
5,22 pg). Por outro lado, vale ressaltar a pequena amostragem do presente
trabalho, considerando a ampla variacdo de conteudo de DNA para esse
subgénero (2,97 a 7,07 pg, 96 espécies), sendo observada inclusive variagédo
intraespecifica, como em P. quinquenervium (4,26 a 4,92 pg; Vasconcelos, 2015).

Altas fragbes de DNA repetitivo sdo muito comuns em plantas, como por
exemplo, nos géneros Hippophae (Elaeagnaceae; Puterova et al., 2017),
Orobanche (Orobanchaceae; Piednoél et al., 2015) e Posidonia
(Potamogetonaceae), destacando P. oceanica (L.) Delile (5,58 pg), com 97,9% de
DNA repettivo (Barghini et al., 2015). Dentre os elementos repetitivos em
genomas vegetais, os retrotransposons do tipo LTR sdo em geral os mais
abundantes (Galindo-Gonzalez et al., 2017), sendo considerados como uma forga
direcionadora da evolugdo genémica (Kim e Choi, 2018; Qiu e Ungerer, 2018).
Nas espécies analisadas, a abundancia de retrotransposons LTR (18,56 a 63,14%
da fragdo repetitiva), pode estar relacionada a divergéncia gendmica entre as
espécies do grupo.

Os elementos Ty3-Gypsy foram os mais abundantes, com proporgéao 1,96 a
5,27 vezes maior que os do tipo Ty1-Copia. Sdo aparentemente responsaveis por
grande parte da expansdo dos genomas analisados, especialmente para as
espécies P. blanchetianum, P. callosum, P. melinonii € P. quinquenervium, que
apresentaram fragdo Ty3-Gypsy entre 41,0 a 44,36% do genoma total (2C
variando de 4,20 a 5,22 pg). A elevada abundancia de sequéncias Gypsy tem sido
reportada com grande frequéncia para outros grupos de plantas (Zhu et al., 2016;
Feng et al., 2017; Qiu e Ungerer, 2018), embora ndo seja universal (Gonzalez e
Deyholos, 2012; He et al., 2015). Em espécies de Helianthus, por exemplo, uma
forte correlagc&o positiva foi observada entre a abundancia de Gypsy e o tamanho

do genoma nuclear (Qiu e Ungerer, 2018). Por outro lado, P. billietiae (2C = 4,86
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pg) € P. quinquelobum (2C = 4,60 pg) apresentaram uma menor proporgao de
DNA repetitivo devido principalmente a uma menor abundéncia de elementos
Ty3-Gypsy (17,84 e 14,87%, respectivamente). Para essas duas espécies, o
relativo aumento do tamanho de seus genomas parece estar relacionado a um
DNA repetitivo heterogéneo com abudancia relativamente baixa, como sugerido
para espécies de Fritillaria (Kelly et al., 2015).

As linhagens Ty3-Gypsy Chromovirus e Ogre-tat foram as mais abundantes
nos genomas das espeécies de Philodendron. A linhagem Chromovirus é
amplamente distribuida em gimnospermas e angiospermas, sendo relatada a
associagao de chromodominios com modificagdes na cromatina (Kordis, 2005;
Gao et al., 2008; Novikova, 2009). Ja os retroelementos do tipo Ogre-tat foram
apelidados de “gigantes”, uma vez que estes podem ter um comprimento de até
25 kb e LTRs com mais de 6 kb (Neumann et al., 2003, 2006), sendo
identificados, por exemplo, nos genomas de Fabaceae, Solanaceae e Salicaceae,
havendo pouca conservacdo de suas sequéncias de nucleotideos, apesar de
seus dominios de proteinas serem altamente conservados (Macas e Neumann,
2007).

Mudancas na dinamica do DNA repetitivo durante o processo de
especiacao nao sao bem compreendidas. Sabe-se que as diferentes familias de
elementos transponiveis se expandem em diferentes periodos ao longo do
processo evolutivo, uma vez que se tem verificado que algumas familias sdo mais
propicias a serem mais ativas do que outras (Baucom et al., 2009; Vitte et al.,
2007; Wicker e Keller, 2007; Estep et al., 2013). Em espécies portadoras do
genoma tipo AA de Oryza (Poaceae), por exemplo, foram identificadas 790
familias diferentes de retrotransposons LTR, com grandes amplificacbes
associadas a altos niveis de retrotransposicdo para as diferentes espécies,
provavelmente devido a grandes estresses ambientais ou a outros eventos
aleatdrios que ocorreram ao longo do tempo de divergéncia entre as espécies do
grupo (Zhang e Gao, 2017).

Novas tecnologias tém permitido um aumento no numero de informacgdes a
respeito da contribuicdo das sequéncias repetitivas na evolugdo dos
cromossomos vegetais (Li et al., 2017). De uma forma geral, as regides
heterocromaticas tém abundancia de sequéncias repetitivas. Estes elementos

estdo localizados de forma mais pontual ou uniformemente distribuidos nos



88

genomas, como observado em Anemone, Pulsatilla e Hepatica (Ranunculaceae)
(Mlinarec et al., 2016), Saccharum (Poaceae) (Huang et al., 2017; Zhang et al.,
2017a) e Oryza (Zhang et al., 2017b). Tem-se observado que em plantas com
genomas maiores que 10 pg (2C), os elementos transponiveis possuem uma
tendéncia de estarem localizados mais dispersamente, como ocorre nas
Fabaceae Vicia pannonica Crantz (Neumann et al., 2006) e Lathyrus sativus L.
(Ceccarelli et al., 2013). Em P. melinonii (2C = 4,2 pg), com tamanho de genoma
intermediario, a localizagdo cromossOmica de trés diferentes retroelementos
evidenciou um acumulo preferencial nas regides pericentroméricas, com
marcagao dispersa adicional ao longo dos bragos cromossémicos. Este acumulo
preferencial por determinadas regides cromossOmicas tem sido relatado tanto
para plantas com genomas menores, como descrito para Coffea arabica L. (2C =
2,40 pg) e outras espécies do género (Rubiaceae) (Bennett e Leitch, 2012; Lopes
et al, 2013), localizados em clusters nas regides terminais e
intersticiais/proximais, e para Manihot esculenta Crantz (Euphorbiaceae, 2C =
1,66 pg) em clusters nas regides proximais (Bennett e Leitch, 2012; Wang et al.,
2014), quanto para plantas com genomas intermediarios, como observado em
Erianthus arundinaceus (Retz.) Jeswiet (Poaceae, 2C = 7,26 pg) nas regides
subterminais (Bennett e Leitch, 2012; Huang et al., 2017).

Nosso trabalho fornece uma visdo geral acerca da propor¢édo e da
diversidade do DNA repetitivo dos genomas de espécies do subgénero
Philodendron e sua relagdo com as regides heterocromaticas. Variagoes tanto na
propor¢cao total da fracdo repetitiva quanto na abundancia das linhagens
identificadas foram observadas, sugerindo uma rapida evolugdo da fragao
repetitiva. Contudo, ndo foi detectada uma correlacdo entre a fracdo de DNA
repetitivo e o conteudo 2C para a presente amostra. Por outro lado, linhagens
semelhantes puderam ser encontradas mesmo considerando espécies
distantemente relacionadas, sendo as linhagens Chromovirus e Ogre-tat do grupo
dos retrotransposons Ty3-Gpysy as mais abundantes na fragdo do DNA repetitivo
das espécies do referido subgénero. Contudo, esse panorama da fragao repetitiva
de Philodendron pode variar a medida que mais espécies sejam analisadas, uma
vez que o género é bastante diverso em numero de espécies, com uma ampla
distribuicdo geografica, além do DNA repetitivo apresentar rapida evolugéo nos

genomas vegetais.
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Tabela 1. Espécies do subgénero Philodendron com suas respectivas procedéncias para valores

de conteudo de DNA (Vasconcelos, 2015) e sequenciamento do genoma.

202 Cobertura
Espécie Procedéncia 2n’ (pg) do genoma
P9 sequenciado
Kew/1975-1460 4,88 + 0,10 -
Philodendron
Kew/2005-2363 32 4,86 + 0,01 -
billietiae
Carajas/ITV1706 - 0,24x%
Kew/1977-581 4,29 + 0,07 -
Carajas/ITV1689 - 0,18x%
Kew/1978-1657 5,25+ 0,04 -
P. callosum 28
4LGBV/SV022PF 5,22 £ 0,04 0,23x%
Kew/1984-1079 4,20 + 0,06 -
P. melinonii Kew/1993-2030 30 4,26 + 0,10 -
LGBV/MC085 - 0,31x
Kew/1979-3174 4,66 + 0,14 -
Kew/1980-1637 4,92 + 0,06 -
P. quinquenervium LGBV/SV076VR 32 4,26 £ 0,09 -
FZBBH/ARA2001067 4,17 £ 0,02 -
Carajas/ITV1753 - 0,22x
FZBBH/ARA2000060 3 4,60 + 0,04 -
P. quinquelobum Carajas/ITV2202 - 0,21x

Valores 2n compilados de Vasconcelos et al. (2017).

2Valores 2C compilados de Vasconcelos (2015).
3Fundagéo Zoobotanica de Belo Horizonte.

4Laboratorio de Genética e Biotecnologia Vegetal, UFPE.



Tabela 2. Proporcao de sequéncias repetitivas (%) identificadas nos genomas de espécies do subgénero Philodendron, através de analise individual e
comparativa dos genomas, utilizando a plataforma Galaxy/RepeatExplorer.
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Sequéncias repetidas (%)

Classe de DNA repetitivo P. caIIosuma P. quinquelobgm P. biIIietiaea P. quinquenervium P. meIinoniia P. blanchetian:lm
(5,22 + 0,04) (4,60 £ 0,04) (4,86 £ 0,10) (4,66 * 0,14) (4,20 * 0,06) (4,29 + 0,07)
Individual Comparativa : Individual Comparativa : Individual Comparativa Individual Comparativa | Individual Comparativa : Individual Comparativa
LTR Ty3-Gpysy 42,78 37,57 14,87 7,28 17,84 26,5 44,37 42,16 41,01 40,68 43,33 43,85
Athila 0,55 - 8,40 3,52 0,27 - 0,20 - 0,35 - 0,37 -
Chromo 29,11 26,33 2,99 0,86 13,46 18,36 29,89 29,89 29,64 29,59 24,49 26,99
Ogre-tat 13,12 11,24 3,47 2,90 4,11 8,16 14,27 12,27 11,02 11,09 18,47 16,86
LTR Ty1-Copia 15,64 14,41 2,99 1,53 4,37 5,86 8,43 8,25 20,85 19,21 7,74 8,73
Ale 0,19 0,15 0,73 0,29 - 0,05 0,15 0,11 0,15 0,09 0,22 0,19
Angela 8,44 8,07 0,09 - 0,99 1,42 2,02 2,29 2,03 1,99 2,02 2,01
Ivana 0,01 - 1,83 1,24 - - - - 0,06 - - -
Maximus 6,61 5,97 0,14 - 3,38 4,37 6,23 5,81 18,50 17,04 5,48 6,48
Tar 0,19 0,16 - - - 0,01 0,03 0,02 0,11 0,07 0,01 0,02
Tork 0,20 0,06 0,21 - - 0,01 - 0,02 - 0,02 0,01 0,03
Nio Cligificado 0,38 0,44 0,69 1,25 0,14 0,75 0,79 1,05 1,28 0,26 0,59 0,57
LTR Total 58,80 52,42 18,56 10,06 22,35 33,13 53,59 51,46 63,14 60,15 51,66 53,15
Retrotransposon LINE 1,41 1,03 1,04 0,54 0,08 0,08 0,14 0,11 0,18 0,12 0,45 0,39
Transposon 2,22 1,80 0,37 0,92 0,43 0,73 0,76 1,16 0,81 0,83 1,94 1,13
rDNA 0,53 0,39 3,28 3,38 1,04 0,97 2,03 1,31 0,14 0,16 0,93 0,89
58 0,06 0,06 0,27 0,27 0,16 0,17 0,17 0,16 0,01 0,06 0,04 0,09
458 0,47 0,33 3,01 3,11 0,88 0,80 1,86 1,15 0,13 0,10 0,89 0,80
DNA Satélite - 0,02 - 2,48 - 1,01 - 1,09 - 0,09 - 1,53
Nio 'éff:;}iscado 452¢ 2,83 10,51¢ 2,09 15,11¢ 1,44 5.85¢ 2,32 3,45°¢ 1,65 8,12°¢ 2,63
DNA Repetitivo Total 67,48 58,49 33,76 19,47 39,01 37,36 62,37 57,45 67,72 63,00 63,10 59,72

aMédia dos valores 2C, em pg, descritos anteriormente na literatura e compilados na Tabela 1.
bValor de contetdo de DNA 2C do acesso FZBBH/ARA2000060 (Tabela 1).

¢Incluso DNA satélite



Tabela 3. Proporgao de DNAs satélites identificados no genoma de espécies do subgénero Philodendron (%) por meio de analise comparativa, utilizando a

plataforma Galaxy/RepeatExplorer e a ferramenta TAREAN.
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Satélite Repeat (bp)

DNA satélite (%)

P. billietiae P. blanchetianum P. callosum P. melinonii P. quinquenervium P. quinquelobum
CL36 45 0,50 0,37 0,017 0,014 0,61 -
CL100 155 0,026 1,06 - 0,032 0,044 -
CL115 14 0,058 0,013 - - 0,019 0,84
CL145 10002 0,37 0,077 - - 0,30 -
CL189 157> - - - - - 0,54
CL209 1580 - - - - - 0,44
CL228 355P - - - - - 0,37
CL247 2492 - - - - - 0,30
CL334 12302 0,02 - - 0,047 0,063 -
CL367 Variavel 0,02 - - - 0,05 -

aPresencga de subrepeticdes
bSubfamilias
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Tabela S4. Sequéncias de primers utilizados para amplificar retrotransposons do genoma do subgénero Philodendron, dominio de proteina usado como alvo,

comprimento esperado do produto e temperatura de anelamento usada nas reagdes de PCR.

Comprimento do

Clusters, anotacao e Temperatura de

Retrotransposon Sequéncias produto/ espécie - anelamento
- dominio usado para sonda °
utilizada como alvo (°C)
Oare-tat F: CTTTGTGCGTCATTGCCACA 765 bp/ CL8_contig256, 60
re-ta
g R: GTTGGCTGCCGTTATTCGTC P. callosum Ty3/gypsy/Ogre/Tat (INT)
. F: GCTTTTGCCTTTGCTGAGCT 843 bp/ CL2_contig59,
Chromovirus 60
R: ACTTCTGGTGGAGTGGCATG P. callosum Ty1/Copia/Chromovirus (INT)
. F: TCCACCACTCCGTTCTGTTG 715 bp/ CL20_contig1,
Maximus 60
R: ACTTGGTTGTGGCATAGGCG P. melinonii Ty1/Copia/Maximus (INT)
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Figura 1. Abundancia das principais classes de DNA repetitivo no
genoma de espécies de Philodendron. Barras representam as
propor¢cdes (em Mbp) dos elementos repetitivos obtidos na analise
individual (superior) do genoma e na analise comparativa (barras
inferiores). A representacdo esquematica das relagdes filogenéticas esta
baseada em Vasconcelos et al. (2018).
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Figura 2. Analise por Dotplot dos satélites identificados em
espéecies de Philodendron. Linhas indicam compartilhamento por
similaridade. Clusters CL189, CL209 e CL247 sdo semelhantes e
representam subfamilias de um mesmo satélite.



Figura 3. CMA/DAPI e hibridizagao in situ fluorescente em cromossomos
mitéticos de Philodendron melinonii, corados com DAPI e
pseudocolorados em cinza. (A) CMA/DAPI; (B) Chromovirus Ty3-Gpysy;
(C) Ty3-Gpysy Ogre-tat; (D) Ty3-Gpysy Maximus. Barra em D representa
S5 um.
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7 DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho foi realizado um estudo citogenémico envolvendo um total
de 34 espécies (2n = 28 a 36), 29 espécies pertencentes ao género Philodendron
e cinco a Thaumatophyllum, a fim de auxiliar no entendimento da diversidade
genética do grupo. Uma grande variabilidade cariotipica foi revelada em relagéo
ao numero e a distribuicdo dos sitios de DNAr 35S para Philodendron (dois a 16
sitios). O mesmo parece nao ocorrer em Typhonium, o género de Araceae melhor
estudado citogeneticamente até o momento. Dentre as 10 espécies analisadas
por Sousa et al. (2014), oito apresentaram quatro sitios. Apenas T. circinnatum
Hett. & J.Mood e T. laoticum Gagnep apresentaram 16 e dois sitios de DNAr 35S,
respectivamente. Por outro lado, Thaumatophyllum apresentou menor variagao
(dois ou quatro sitios terminais), indicando maior homogeneidade entre os
caridtipos. Adicionalmente, para ambos os géneros foi observada maior
estabilidade quanto aos sitios de DNAr 5S. Apesar de existirem poucos trabalhos
publicados com FISH utilizando sondas de DNAr em espécies da familia Araceae
(16 géneros), pébde-se observar uma conservagao no numero de sitios de DNAr
5S dentro do grupo, uma vez que as espécies analisadas até o momento
apresentaram, em sua maioria, um par de cromossomos portador de DNAr 5S
localizados principalmente nas regides subterminal e intercalar (Sousa et al.,
2014; Sousa e Renner, 2015).

Em Philodendron, embora apenas duas das 29 espécies analisadas
tenham apresentado numero impar de sitios para DNAr, 11 espécies
apresentaram heteromorfismos de posicdo de sitios ou de tipos cromossémicos
portadores, de modo semelhante ao observado em Scadoxus multiflorus Martyn
(Amaryllidaceae) (Monkheang et al., 2016). Numeros impares de sitios de DNAr
em espécies consideradas diploides tém sido observados em menor proporcéo
em caridtipos de plantas. Em Araceae, a presenca de trés sitios também foi
relatada para DNAr 5S [Cyrtosperma merkusii € Englerarum hypnosum (Sousa e
Renner, 2015)] e para DNAr 35S [C. merkusii e Spathiphyllum pygmaeum (Sousa
e Renner, 2015)], assim como observado, no presente trabalho em P.
bipennifolium e P. angustilobum, respectivamente. Heteromorfismo de numero de
sitios de DNAr também foi observado na espécie de Rutaceae Murraya koenigii

(L.) Spreng (como Bergera koenigii L.), que apresentou cinco sitios de DNAr 35S
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(Barros e Silva et al., 2013). A presenca de heteromorfismos para os tipos
cromossOmicos € considerado um possivel indicio de cruzamentos
interespecificos (Carvalho et al., 2005; Brasileiro-Vidal et al., 2007; Barros e Silva
et al., 2010, 2013; Yi et al., 2018).

A fim de tentar elucidar os diversos mecanismos que proporcionam a
enorme variag&do no padrao de distribuigcdo dos sitios de DNAr em vegetais, varias
hipoteses tém sido propostas (Hall e Parker, 1995; Takahashi, 2003; Raskina et
al., 2004ab; Kobayashi, 2006; Eickbush e Eickbush, 2007; Cohen et al., 2008,
2010; Guo et al., 2014; Dvorackova et al., 2015). Uma das hipéteses mais antigas
€ a do modelo de dispersao, amplificagado e delegao, proposto por Dubcovsky e
Dvorak (1995). Outros mecanismos foram sugeridos para explicar a variagdo dos
sitios de DNAr, como a recombinagao nao homologa, principalmente relacionada
as posigdes terminais destes sitios nos cromossomos (Rosato et al., 2017). O
DNAr tem sido considerado um sitio fragil, devido a repetitividade de locus,
resultando em hotspots para recombinacdo e para quebras seguidas de
rearranjos cromossOmicos, gerando por consequéncia alteragdes estruturais nos
cromossomos e variagées no numero e localizagao de sitios de DNAr (Huang et
al., 2008, 2012; Singh e Barman, 2013; Tchurikov et al., 2015; Lan et al., 2016).

Por outro lado, mudangas no numero de sitios de DNAr por acdo de
retrotransposons que sao acumulados nas proximidades dos loci de DNAr, tém
sido relatados tanto para variagdes ao nivel intraespecifico quanto intragenérico
(Raskina et al., 2004ab; Kalendar et al., 2008). Em uma analise de 50 espécies de
plantas, incluindo o grupo das samambais e angiospermas, por exemplo, a
atividade de um retrotransposon ndo autbnomo, nomeado Cassandra, que
transporta sequéncias de RNAr 5S conservadas, parece estar parcialmente
relacionada a distribuicdo variavel do DNAr 5S (Kalendar et al., 2008).
Adicionalmente, em Allium cernuum Roth (Amaryllidaceae), o segmento de um
retrotransposon do tipo copia-like denominado “reliquia” e localizado na regiao
IGS do DNAr 35S, parece estar relacionado ao aumento no numero de copias e a
dispersado deste DNAr via mecanismos de homogeneizagao (Chester et al., 2010).

Retrotransposons foram abundantes nos genomas de seis espécies de
Philodendron analisadas através da plataforma RepeatExplorer. Diferentes
propor¢des foram observadas para as linhagens das superfamilias Ty1-Copia e

Ty3-Gypsy, com a fracdo de DNA repetitivo destes genomas variando em torno
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de 55,6%. Proporg¢des superiores foram observadas para genomas vegetais com
maiores conteudos de DNA, 80-85% em Helianthus annuus L. (Asteraceae) e Zea
luxurians (Durieu & Asch.) R.M.Bird (Poaceae) (Tenaillon et al., 2011; Staton et
al., 2012). Quando comparadas as propor¢des de DNA repetitivo descritas para
plantas com tamanhos de genoma menores, como H. rhamnoides, foi verificado
que 58,5% de seu genoma é constituido por sequéncias repetitivas (Puterova et
al., 2017), semelhante ao observado no género Philodendron. Adicionalmente, a
abundancia de retrotransposons LTR, que representa 80,2 % em média da fragao
repetitiva do género, € uma caracteristica comum em plantas, uma vez que esta
classe de elementos transponiveis foi indicada como a forga que direciona a
evolugado dos genomas vegetais (Kim e Choi, 2018; Qiu e Ungerer, 2018).

Philodendron callosum, P. melinonii, P. blanchetianum e P. quinquenervium
apresentaram proporgdes de DNA repetitivo em torno de 62-67% apesar de
estarem agrupadas em diferentes clados dentro do subgénero Philodendron
(Vasconcelos et al., 2018). Neste caso, a semelhanga na proporgéo da fragdo
repetitiva se opbde as diferentes proporgdes observadas quando avaliadas as
linhagens Angela, Maximus (Ty1-Copia) e Ogre (Ty3-Gypsy). Quando avaliados
em conjunto, estes resultados sugerem que diferentes familias de DNA repetitivo
estdo sendo amplificadas e/ou eliminadas ao longo do tempo de divergéncia
dessas espécies, indicando uma rapida evolugao desses genomas, 0 que parece
ser uma caracteristica de plantas com genomas menores onde a amplificagcao de
algumas familias de DNA repetitivo parece ser o principal contribuidor para a
evolugdo desses genomas (Bennetzen e Wang, 2014; Macas et al., 2015).
Diferentemente, para plantas com genomas maiores a evolugdo genémica parece
ocorrer devido a relativa auséncia de delecdes e baixo turnover do DNA repetitivo
(Kelly et al., 2015).

Ainda, para detectar tragos remanescentes de disploidia no género, sondas
de DNA telomérico foram utilizadas, a fim de verificar a possivel presenca de
sinais intersticiais (ITRs, Interstitial telomeric repeats) comuns em séries
disploides, como observado para Nothoscordum Kunth e Ipheion Raf., ambos
pertencentes a familia Amaryllidaceae (Souza et al., 2016), como também em
Typhonium (Sousa et al., 2014; Sousa e Renner, 2015). Esses ITRs podem ser
oriundos de eventos de fusdo (Fuchs et al., 1995), inversédo (Fuchs et al., 1995;

He et al., 2013), amplificagbes e transposi¢cbes (Souza et al., 2016) ou erros
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durante o processo de replicagcdo do DNA (Lin e Yan, 2008; Ruiz-Herrera et al.,
2008). Os ITRs nao foram observados em P. giganteum (2n = 30), sugerindo que
0s resquicios de sequéncias teloméricas intersticiais teriam se perdido ao longo
da evolugéao cariotipica do grupo ou estariam presentes em curtos arranjos nao
detectaveis por FISH (He et al., 2013; Calixto et al.,, 2014). Adicionalmente,
identificamos que os sinais teloméricos pericentroméricos observados em P.
callosum (2n = 28) estao relacionados a presenga de DNA satélite, como relatado
para Rumex induratus Boiss & Reuter (Polygonaceae), Jatropha curcas L.
(Euphorbiaceae), e para acessos de tomate, berinjela e batata (Solanaceae)
(Navajas-Pérez et al., 2009; Kikuchi et al., 2010; Gong et al., 2012; He et al.,
2013).

Nosso trabalho fornece uma visdo geral da composi¢céo e da diversidade
da fracdo de DNA repetitivo do genoma de espécies de Philodendron e de
Thaumatophyllum, contudo esse panorama pode variar na medida que mais
espécies sejam analisadas, uma vez que 0 género possui ampla distribuigdo

geografica e o DNA repetitivo possui rapida evolugéo nos genomas vegetais.
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8 CONCLUSOES

1. Nossos dados de contagens cromossOmicas corroboram os numeros diploides
previamente publicados para Philodendron e para Thaumatophyllum, com
excecao de P. erubescens e P. lacerum.

2. De acordo com os dados de contagem, ndo ha indicativo de eventos de
popliploidia no grupo, mas possivelmente eventos de disploidia estejam
envolvidos nas diferencas de numeros cromossdmicos (ndo comprovados
com uso de sonda telomérica Arabidopsis-like).

3. Ha grande variabilidade para numero e localizagao de sitios de DNAr 35S em
Philodendron s.I., o que sugere a ocorréncia de expansdes e/ou contragdes
do DNA repetitivo nos genomas de algumas espécies, ou de rearranjos
cromossOmicos, associados possivelmente a eventos de hibridizagao
interespecifica.

4. Os tamanhos dos genomas nao estdo diretamente relacionados a variagdao no
numero de sitios de DNAr 35S.

5. A distribuicdo aleatéria dos sitios de DNAr 35S, independente das secgdes
propostas previamente na filogenia para o subgénero, corrobora o nao
monofiletismo desses grupos.

6. Chromovirus e Ogre-tat, do grupo dos retrotransposons Ty3-Gypsy parecem
ser os responsaveis pela diversidade genémica do DNA repetitvo em
Philodendron.
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