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RESUMO

Passiflora L. (Passifloraceae) possui mais de 575 espécies distribuidas especialmente nos
neotropicos. As passifloras, também conhecidas como maracujés, sdo cultivadas como plantas
frutiferas, ornamentais ou exploradas pelas suas propriedades medicinais. Uma grande variacdo
no tamanho do genoma e nimeros cromossdmicos € observada no género, relacionada ao seus
principais subgéneros. No entanto, 0 ndmero basico de cromossomos (X) e 0S eventos
responsaveis por essas variagles cariotipicas permanecem controversos. O objetivo deste
trabalho foi entender os principais mecanismos de evolucdo cariotipica do género Passiflora
num contexto filogenético. Apos a reconstrucdo filogenética e de numero cromossdémico, foi
constatado que o género surgiu ha 42,9 Mya, com diversificacdo no final do Paleogeno
(Eoceno-Oligoceno). O namero bésico de cromossomos ancestral inferido foi x = 6, com uma
alta diversificacdo de espécies no subgénero Passiflora (Mioceno) correlacionada a uma
mudanca cromossémica de n = 6 para n = 9 por disploidia ascendente. Esta diversificacdo do
subgénero Passiflora também foi acompanhada por aumento do tamanho do genoma. A
poliploidia, por outro lado, foi pouco frequente, observada nos subgéneros Astrophea e
Deidamioides, e ndo levou a aumentos de diversificagdo. A analise comparativa da fracdo
repetitiva em trés espécies que representam o spectrum de variacdo de contetdo de DNA do
género identificou retrotransposons LTR como 0s mais abundante nos trés genomas, mostrando
uma variacdo consideravel principalmente nos elementos Ty3/Gypsy/Tekay e
Tyl/Copia/Angela. Os DNAs satélite (satDNAs) foram menos representativos, mostrando
localizacdo preferencial em regides pericentroméricas ou proximais e subteloméricas. Enquanto
0s maiores genomas (do subgénero Passiflora) apresentaram maior acimulo de
Ty3/Gypsy/Tekay e Tyl/Copia/Angela, o0 menor genoma (do subgénero Decaloba) apresentou
maior diversidade e abundancia de satDNA. Em conjunto, a disploidia ascendente seguida de
aumento no tamanho do genoma por amplificacéo de retrotransponsons Angela e Tekay podem
ter contribuido para caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas que favoreceram uma

diversificacdo mais rapida no subgénero Passiflora.

Palavras chave: Disploidias. DNAs satélite. Evolucdo cariotipica. Maracuja. Reconstrucao
filogenética. Retrotransposons.



ABSTRACT

Passiflora L. (Passifloraceae) has more than 575 species distributed especially in the neotropics.
Passifloras, also known as passion fruit, are grown as fruit plants, ornamental or exploited for
their medicinal properties. A great variation in the genome size and chromosomes number is
observed in the genus, congruent with its main subgenera. However, its basic chromosomes
number (x) and the events responsible for these karyotype variations remain controversial. The
aim of this work was to understand the main mechanisms of karyotype evolution of the
Passiflora genus in a phylogenetic context. After phylogenetic and chromosome number
reconstruction, it was found that the genus appeared 42.9 Mya, with diversification at the end
of the Paleogene (Eocene-Oligocene). The basic ancestral chromosomes number inferred was
X = 6, with a high species diversification in the Passiflora subgenus (Miocene) correlated with
a chromosomal change from n = 6 to n = 9 due to ascending dysploidy. This diversification in
Passiflora subgenus was also accompanied by an increase in the genome size. Polyploidy, on
the other hand, was infrequent, as in the subgenera Astrophea and Deidamioides, and did not
lead to increases in diversification. A comparative analysis of the repetitive fraction in three
species representing the spectrum of variation of DNA content of the genus identified LTR
retrotransposons as the most abundant in the three genomes, showing considerable variation
mainly in the elements Ty3/Gypsy/Tekay and Tyl/Copia/Angela. Satellite DNAs (satDNAS)
were less representative, showing preferential location in pericentromeric or proximal and
subtelomeric regions. While the largest genomes (Passiflora subgenus) presented the highest
accumulation of Ty3/Gypsy/Tekay and Tyl/Copia/Angela, the smallest genome (Decaloba
subgenus) showed greater diversity and abundance of satDNA. Together, ascending dysploidy
followed by an increase in the genome size by amplification of retrotransponsons Angela and
Tekay may have contributed to morphological and ecological characteristics that favored faster

diversification in the subgenus Passiflora.

Keywords: Dysploidy. Satellite DNAs. Karyotype evolution. Passion fruit. Phylogenetic

reconstruction. Retrotransposons.
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1 INTRODUCAO

O género Passiflora (Passifloraceae), possui distribuicdo principalmente em regides
tropicais e subtropicais da América, Africa e Asia, com aproximadamente 575 espécies
(ULMER; MACDOUGAL, 2004). Com base em caracteres florais e vegetativos, o género foi
tradicionalmente dividido em 22 subgéneros, no entanto, diferentes estudos filogenéticos
baseados em marcadores plastidiais e nucleares, juntamente com caracteres morfologicos, leva
areducdo no numero de subgéneros propostos para quatro (Astrophea, Deidamioides, Decaloba
e Passiflora). Revisbes subsequentes propuseram adicionar o subgénero Tryphostemmatoides
(BUITRAGO; MACDOUGAL; COCA, 2018; MUSCHNER et al., 2012) e Tetrapathea
(KROSNICK et al., 2009), com uma e trés espécies cada respectivamente. As espécies do
género apresentam uma ampla variacao no tamanho e nimero cromossémico, sendo observados
quatro grupos em relacdo ao nimero bésico: x =6, 9, 10 e 12. O numero cromossémico basico
X = 6 foi proposto como primério, sendo que x = 9, x = 10 e x = 12 foram considerados como
secundarios (MELO et al., 2001).

Dados sobre o conteudo de DNA também estdo disponiveis para varias espécies do
género e mostram uma variagdo maior que 10 vezes, sendo de 1C =0, 212 pg em P. organensis,
subgénero Decaloba, a 1C = 2,680 pg para P. quadrangularis, subgénero Passiflora (SOUZA
et al., 2004; YOTOKO et al., 2011). A variacdo do tamanho do genoma esta correlacionada
positivamente com o tamanho das flores dentro deste género (YOTOKO et al., 2011). O género
Passiflora € um excelente modelo de estudo para investigacdo do papel das mudancas
cromossémicas na diversificacdo e expansdo das espécies devido a sua ampla distribuicdo e
variabilidade nas caracteristicas morfoldgicas e citogenéticas.

O conteldo desta tese esta dividido em dois capitulos: o primeiro contém uma filogenia
datada, com 102 espécies com numeros cromossdémicos disponiveis. Foi feita uma reconstrucéo
de nimeros cromossémicos com varias abordagens e uma analise de taxas de diversificagdo no
género. Este artigo foi publicado na revista Systematics and Biodiversity. No segundo capitulo,
analisamos a fracdo repetitiva de trés espécies de Passiflora com diferentes tamanhos

gendmicos. Este artigo serd submetido a revista Planta.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 RECONSTRUCAO DE CARACTERES ANCESTRAIS

A utilizacdo de filogenia molecular tem contribuido para o entendimento da direcéo de
mudangas cromossdmicas. A interpretacdo dos dados citogenéticos considerando as relacdes
filogenéticas entre as espécies é fundamental para tracar a origem e evolucdo das mudancas
cariotipicas envolvidas na diversificacdo das espécies (VAIO et al., 2013; COSTA et al., 2017,
PEREZ-ESCOBAR et al., 2017). A diversidade de dados citogenéticos pode ser usada para
essas analises. A reconstrucao de numeros cromossémicos para inferir eventos de poliploidia e
disploidia ttm demonstrado que disploidias descendentes, ou seja, diminuicdo do numero
cromossémico, sdo mais frequentes que as ascendentes, quando este numero aumenta
(GUERRA, 2008). Porém, um trabalho recente mostrou que as disploidias ascendentes sdo mais
frequentes do que as descendentes, jA que a disploidia seria menos desvantajosa que a
poliploidia em termos de geracédo de linhagens persistentes a longo prazo, porque as transicdes
disploides ndo implicam necessariamente alteracdes no conteddo do DNA, mas apenas
rearranjos estruturais do genoma(ESCUDERO et al., 2014).

Além do numero cromossdmico, as analises filogenéticas podem ser utilizadas para
estudar os padrdes de bandeamento cromossémico, numero e distribuicdo de sitios de DNA
ribossomal, tamanho do genoma, entre outros (COSTA et al., 2017; VAN-LUME et al., 2017).
Algumas dessas andlises sdo feitas simplesmente comparando os dados citogenéticos com as
relacbes entre as espécies presentes em uma arvore filogenética. Como foi realizado para
Passiflora, utilizando dados de nimeros cromossdmicos “plotados” numa filogenia molecular
(HANSEN et al., 2006). Uma outra op¢do é fazer a reconstrucdo de caracteres ancestrais
utilizando métodos baseados em analises probabilisticas, o que tém permitido testar hipoteses
de evolucdo cromossdmica dentro de uma filogenia, reconstruindo os caracteres ancestrais
como, por exemplo, nimero cromossémico (MORAES et al., 2015). A reconstrucdo de
caracteres pode ser feita utilizando o programa Mesquite (MADDISON; MADDISON, 2008),
0 qual ndo é especifico para nimeros cromossémicos, ou por meio de ferramentas como o
ChromEvol (MAYROSE, 2010; GLICK; MAYROSE, 2014), que é capaz de estimar o numero
cromossémico ancestral ao longo de cada ramo de uma filogenia, levando em consideracéo
mecanismos como poliploidia e disploidia. Além disso, € possivel incluir tamanho genémico
nessas analises utilizando acessorios como a ferramenta phytools do R, que possibilita a
reconstrucdo do tamanho do genoma das especies.

Para o género Passiflora existem dois trabalhos de reconstru¢cdo de numero
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cromossomico, ambos utilizando a filogenia de HANSEN et al. (2006). O primeiro deles teve
como objetivo testar se, a topologia das arvores filogenéticas influenciava nos resultados da
reconstrucdo utilizando varios géneros. Para Passiflora, os autores observaram que o0 nimero
basico ancestral variou a depender do método utilizado, obtendo x = 6 e x =12 em arvores
ultramétricas (em que é pressuposta uma taxa constante - ou seja, as distancias a partir da raiz
para cada ponta de ramo sdo iguais) e ndo ultramétricas (em que a taxa varia e as distancias a
partir da raiz para cada ponta de ramo sdo diferentes), respectivamente (CUSIMANO;
RENNER, 2014). O segundo trabalho investigou o papel das disploidias e poliploidias e de
possiveis alteragdes do tamanho do genoma associados a evolucdo das angiospermas
(ESCUDERO et al., 2014). Para isso, utilizaram 15 clados de angiospermas, entre eles
Passiflora, e observaram que, para o género, a disploidia ascendente foi a forca evolutiva
atuante. Poliploides originados recentemente ndo conseguem persistir, sugerindo que a
disploidia pode ter persisténcia comparativamente mais prolongada do que a poliploidia
(ESCUDERO et al., 2014).

Novas abordagens vém sendo empregadas em estudos filogenéticos, o que tem
permitido analisar e sugerir dire¢bes para mudangas cromossoémicas. Por meio da combinacéo
de dados cariotipicos e analises moleculares (BAKKER et al., 2000; MARTEL et al., 2004;
ENKE; GEMEINHOLZER, 2008; STUESSY et al., 2011; COSTA et al., 2017), os estudos
filogenéticos comparativos permitem inferir de maneira mais clara os eventos de hibridizacéo
ou mudancas nos numeros cromossomicos que levam a formacdo de novas espécies
(MURRAY, 2002), em alguns casos, este tipo de estudo tem revelado tendéncias de evolugédo
cromossdmica ndo evidenciadas anteriormente. No género Melampodium, além de
caracteristicas morfoldgicas consideradas ancestrais, 0 nimero basico x = 10 era tido como
ancestral, uma vez que era encontrado em mais de 50% dos representantes deste grupo
(STUESSY, 2009). Analises filogenéticas moleculares, entretanto, permitiram reconstruir o
estado cromossémico ancestral (plesiomarfico) e revelaram x = 11 como nimero mais provavel,
sendo os demais niimeros resultantes de disploidias ascendentes ou descendentes (BLOCH et
al., 2009). Estas anélises combinadas (filogenia molecular + citogenética) tém demonstrado
também que as disploidias descendentes sdo mais frequentes que as ascendentes na maioria dos
grupos de plantas analisados, embora, ambos casos tenham ocorrido durante a evolugdo, como
em Melampodium (BAKKER et al., 2000; STUESSY et al., 2011; CUSIMANO et al., 2012).

Além dos nimeros cromossdmicos basicos ancestrais, as analises filogenéticas podem
ser utilizadas para estudar a evolugédo nos padrdes de bandeamento cromossémico, bem como
do ndmero e distribuicdo dos sitios de DNA ribossomais 5S e 35S (MURRAY, 2002;
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DOBIGNY et al., 2004). Mais recentemente, essas analises combinadas com estudos de
tamanho do genoma em plantas sugeriram gque o tamanho do genoma ancestral em plantas seria
pequeno, mas tanto ganhos como perdas de DNA ocorreram ao longo da evolucdo, além de
permitir reconhecer a direcdo das mudancas ocorridas. No caso da familia Liliaceae ha indicios
de que o genoma ancestral fosse pequeno e que este, ao longo de sua evolucdo, teria sofrido
grandes mudancas em alguns dos géneros, tanto no sentido de aumento quanto a reducdo do
tamanho do genoma (LEITCH et al., 2007).

Nas familias Araceae e Portulacaceae (CUSIMANO et al.,, 2012; OCAMPO;
COLUMBUES, 2012) estes modelos permitiram propor um nimero cromossémico bésico maior
do que esperado no primeiro caso e confirmar um daqueles anteriormente propostos para
Portulacacea familia, além disso, eventos de poliploidia e disploidias foram identificados como
recorrentes na evolugdo cariotipica das mesmas. Embora este método apresente algumas
limitagdes, tais como em casos de multiplos nimeros cromossémicos para uma mesma espécie,
bem como na inferéncia de eventos de poliploidia impar, ele representa uma forma rapida e
relativamente simples de analisar nUmeros cromossémicos ancestrais e eventos cromossdmicos

ocorridos durante a evolucdo de espécies vegetais (ver GUERRA, 2012).

2.2 EVOLUCAO CARIOTIPICA

Os cromossomos sdo as unidades herdaveis dentro do nucleo das células dos eucariotos,
cada um deles esta representado por uma unica molécula de DNA linear e de dupla fita que
corresponde geneticamente a um grupo de ligacdo. Estas moléculas lineares permitem a
acumulacdo de DNA (geralmente redundante), ocasionando a alta diversificagdo tanto
qualitativa como quantitativa que é observada nos cromossomos de eucariotos. O uso de dados
cariotipicos na taxonomia € conhecido como citotaxonomia e tem contribuido
significativamente na determinacdo das relacbes geneticas entre especies ou dentro de
populagdes, tanto em plantas como em animais. A maioria dos estudos cromossémicos inclui a
descricdo do cariétipo, o qual se refere ao aspecto fenotipico do complemento cromossémico
na met&fase mitotica. Na descri¢do do cariotipo de uma espécie, sdo consideradas diferentes
caracteristicas cromossdmicas como morfologia, nimero, tamanho absoluto e relativo dos
cromossomos, simetria cariotipica (determinada pela posi¢cdo do centrémero e tamanho dos
cromossomos), distribuicdo da heterocromatina e nimero e localizacdo do DNAr, além do
tamanho do genoma (LEVIN, 2002). Esses dados tém sido observados na maioria das espécies

de plantas e animais, e 90% dessas espécies analisadas diferem no cariétipo (RIESBERG, 2001;
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LAl et al., 2005).

A morfologia dos cromossomos esta determinada pela posi¢do da constri¢do primaria,
denominada centrémero, a qual subdivide o cromossomo em bragos. Os bra¢os cromossémicos
podem ser de tamanho igual ou diferente e, dependendo da relagdo de ambos os bragos, podem
ser classificados em quatro tipos diferentes: metacéntrico, submetacéntrico, acrocéntrico e
telocéntrico (GUERRA, 1986). As mudancas na morfologia dos cromossomos sdo, em geral,
produzidas por rearranjos cromossomicos. Esses rearranjos podem ser na sequéncia do préprio
DNA, na composicdo das proteinas relacionadas ou na morfologia, tamanho e nimero de
cromossomos, todas estas caracteristicas podem estar sujeitas a mudancas evolutivas e,
portanto, diferir entre e dentro dos mais variados organismos (SCHUBERT, 2007). Um
rearranjo resulta da unido das extremidades de DNA livres diferentes, e dependendo do tipo,
pode ocorrer mudanca no tamanho e nimero de cromossomos, assim como alteracdo na ordem
e combinagdo génica nos grupos de ligagdo. Os rearranjos cromossdmicos que mudam a
morfologia cromossdmica sdo as inversdes pericéntricas, neste caso, as quebras ocorrem em
ambos os lados do centrdmero dos bracos cromossémicos. Outros tipos de rearranjos
cromossémicos envolvem mudancas na morfologia e no tamanho dos cromossomos. Nas
translocacGes reciprocas sdo trocados segmentos cromossémicos entre dois cromossomos ndo
homdlogos enquanto nas transloca¢fes nao reciprocas a troca de segmentos é unidirecional.
Outros tipos de mudancas que podem afetar o tamanho e a morfologia séo a perda (delecéo), e
a duplicdo ou insercdo de segmentos de DNA. As primeiras sdo mais toleradas naqueles
organismos nos quais existem mais de duas copias do genoma (poliploides) e nos casos que
envolvem sequéncias dispensaveis. A segunda ocorre em geral por insercdo de elementos
transponiveis que, além de propiciar rearranjos cromossdémicos, tem sido indicada como uma
das principais causas para 0 aumento do tamanho do genoma entre diferentes organismos
(SCHUBERT; LYSAK, 2011).

Os numeros cromossémicos variam amplamente nas plantas. O menor ndmero
conhecido é de 2n = 4, descrito para espécies pertencentes a distintas familias, sendo duas
espécies de Poaceae, uma espécie de Hyacinthaceae, uma Cyperaceae e duas Asteraceae
(BENNET, 1998). Por outro lado, os maiores nimeros cromossdmicos tém sido observados em
Ophioglossum reticulatum (Pteridofita), com 2n = ca. 1200, no género Sedum (Crassulaceae),
com 2n = 640 e na monocotiledénea Voanioala gerardii (Arecaceae), com 2n = ca. 596. Varios
grupos de plantas apresentam um numero constante de cromossomos, como por exemplo, 0s
géneros Lilium e Pinus, nos quais todas as espécies apresentam 2n = 24, a subfamilia

Aurantioideae da familia Rutaceae com 2n = 18 ou ainda nas familias Magnoliaceae,
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Bromeliaceae e Cactaceae, nas quais a maioria das espécies apresentam 2n = 38, 50 e 22,
respectivamente (GUERRA, 2008; IPCN 2012 http://www.tropicos.org/project/ipcn). Embora
varios grupos apresentem essa estabilidade no numero de cromossomos, uma grande
porcentagem de plantas apresenta mudancas geralmente relacionadas a diferencas taxonémicas
e evolucdo desse grupo de organismos.

Um conceito fundamental em taxonomia relacionado com o nimero cromossémico, € 0
do nimero cromossémico basico (x). STUESSY (2009) o definiu como o menor nimero
haploide de um grupo de taxa relacionados. Entretanto, segundo GUERRA (2008), 0 nimero
cromossémico basico seria aquele que esté presente na populacéo inicial de um clado ou taxon
e, portanto, cada espécie, género ou familia teria um Unico nimero bésico ancestral.

As mudancas cariotipicas ocorrem devido a mudancas estruturais que levam a adigdes e
delecBes de nucleotideos, duplicagcbes totais do genoma ou duplicacdo em pequenos blocos
cromossémicos, além de hibridizacdo interespecifica (SCHUBERT, 2007). As alteracdes
cromossomicas podem ocorrer devido a mudangas na composi¢cdo de DNA, como resultado de
eventos de rearranjos primarios e secundarios. Os rearranjos primarios ocorrem durante o
mecanismo de reparo de DNA como inser¢oes, delecdes, duplicacles, inversdes e translocacbes
reciproca, jé os rearranjos secundarios sdo recombinagdes homdlogas entre regiGes cromossémicas
rearranjadas, que originam novos cariotipos (SCHUBERT; LYSAK, 2011). Uma forma de estudar
essas mudancas, é a comparacdo de numeros cromossdmicos ou na ordem de fragmentos
cromossémicos entre as espécies por métodos como hibridizacédo in situ fluorescente (FISH). A
FISH permite usar uma sequéncia de DNA de interesse marcada com um fluorocromo ou molécula
sinalizadora e, ao hibridiza-la no cromossomo, permite localizar as sequéncias mapeadas em
relacdo a eucromatina, heterocromatina, centrémeros e telémeros, e permite também mapear clone
a clone ao longo dos cromossomos. A FISH de BACs (cromossomos artificiais de bactérias -
BACs) é especialmente indicada para construir mapas cromossomicos de espécies que apresentam
um genoma pequeno, uma vez que BACs de espécies com grandes genomas frequentemente
posuem sequéncias repetidas que inviabilizam o mapeamento das sequéncias Unicas de interesse
contidas nos mesmos (JIANG; GILL, 2006). A BAC-FISH é importante para realizar
mapeamentos comparativos utilizando, individualmente ou em grupos, BACs marcadores de uma
especie em espécies proximas do género ou familia (LYSAK et al., 2010; IOVENE et al., 2008;
TANG et al., 2008; FONSECA; PEDROSA-HARAND, 2013). A utilizacdo de BAC-FISH em
Brachypodium, que também apresenta genoma sequenciado, demonstrou que a variacdo de
namero cromossdmico disploide nesse género esta principalmente associada a eventos de insercdo

céntrica (IDZIAK et al., 2014), mecanismo até pouco tempo desconhecido em plantas e
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demonstrado em estudos comparativos em gramineas (MURAT et al.,, 2010). Com o
sequenciamento do genoma completo em larga escala, € possivel fazer analises comparativas entre
genomas e detectar quebras de macro e microsintenia de forma ainda mais acurada (EICHLER,
2003; HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2011).

2.2.1 Disploidia e Poliploidia

Existem dois tipos de mudancas no numero cromossdmico que estdo relacionados com a
filogenia e a evolugdo cariotipica, as quais sdo a poliploidia e a disploidia, enquanto as
aneuploidias ndo possuem implicagdes na evolucdo (GUERRA, 2000). A disploidia é uma
mudanca gradativa no nimero cromossdmico haploide observado entre espécies evolutivamente
préximas, esta mudanca pode resultar no aumento ou na diminui¢cdo do nimero cromossémico,
sendo denominadas disploidia ascendente e descendente, respectivamente. Essas mudangas tém
como consequéncia a formacao de uma série cromossdmica (série disploide) e tém sido observadas
em varios géneros de plantas. Um exemplo bem estudado é o do género Melampodium, no qual
existe uma série disploide n =9, 10, 11, 12, 14, sendo um dos maiores padrdes de varia¢do dentro
de Asteraceae. Analises moleculares recentes neste género tém mostrado que x = 11 seria 0 nimero
cromossémico basal e, portanto, disploidia ascendente e descendente teriam ocorrido durante sua
evolugédo (STUESSY et al., 2011).

Essas mudancas em numero sdo devidas principalmente a translocacdes Robertsonianas,
fissbes centroméricas de cromossomos bibraquiais (disploidia ascendente) ou fusdes céntricas dos
bracos longos de dois cromossomos acrocéntricos ou telocéntricos (displodia descendente). Um
exemplo disso ocorre no género Nothoscordum, com espécies apresentando 2n = 8, todos
metacéntricos, e 2n = 10, com seis pares metacéntricos e dois acrocéntricos. Em outros casos, 0s
mecanismos relacionados com a mudanca de nimero ndo séo claros e envolvem distintos tipos de
reestruturacdes cromossémicas (SCHUBERT; RIEGER, 1985; SCHUBERT, 2007; SCHUBERT;
LYSAK, 2011). As disploidias descendentes parecem ter sido mais frequentes durante a evolugédo
das plantas (GUERRA, 2000).

Atualmente, o uso de técnicas mais especializadas, tanto citogenéticas como moleculares,
tém possibilitado determinar com mais detalhe as diferentes reestruturacdes cromossémicas que
levaram a mudanca de numero e ordem das mesmas. Na familia Brassicaceae, estudos
citogenéticos permitiram mostrar que as mudancas de nimeros cromossémicos dentro da familia
foram4ew mais complexas do que apenas a ocorréncia de simples transloca¢bes Robertsonianas.

Os numeros cromossdmicos em Brassicaeae variam desde 2n = 8 até 2n = 256 (LYSAK et al.,
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2006). Arabidopsis thaliana (L.), Heynh. apresenta 2n = 10 e este nimero representa um carater
derivado do ancestral do clado ao qual pertence (n = 8) e no qual podem ser encontrados também
A. lyrata L. e Capsella rubella L. com 2n = 16. Utilizando pintura cromossémica comparativa,
LYSAK et al. (2006), determinaram que na reducdo do nimero cromossémico de A. thaliana para
n =5 estiveram envolvidos varios rearranjos cromossémicos que incluiram quatro inversdes, duas
translocacdes e trés eventos de fusdo cromossdmica. No género Brassica, no entanto, as anélises
de MANDAKOVA e LYSAK (2008) mostraram uma translocacdo entre dois cromossomos na
origem de algumas espécies com x = 7 e que a reducao de x = 8 para x = 7 teria ocorrido mais de
uma vez na evolucdo do género, envolvendo diferentes inversdes e fusdes cromossémicas.

Muitos dos rearranjos ocorridos durante a evolucdo tém sido também detectados mediante
a comparacao de sequéncias de DNA em genomas completos montados. Por exemplo, LUO et al.
(2009) demonstraram, mediante a analise de sintenia de determinadas regiGes cromossdmicas, que
em Triticeae 0 nimero cromossémico basico x = 7 derivou de x = 12 pela inser¢do de quatro
cromossomos nas regides centroméricas de outros quatro cromossomos, além de um outro evento
de fusdo e translocacdo. Recentemente, 0 sequenciamento de duas espécies de Solanum, S.
pimpinellifolium e S. lycopersicum, e a comparacgédo destes com o genoma de S. tuberosum, tem
mostrado a existéncia de 11 inversdes cromossomicas entre 0s genomas do tomate e da batata (The
Tomato Genome Consortium, 2012).

Outra importante fonte de variagdo de nimero cromossémico € a poliploidia, a qual
consiste na duplicacdo de todo o complemento cromossémico de uma espécie (WENDEL,
2000), sendo um evento importante para plantas, animais, fungos e protozoarios, como vem
sendo evidenciado por duplicagcdes gendmicas antigas que tém sido observadas nos genomas
desses grupos. Nas angiospermas se acredita que entre 50 e 70% das espécies sdo poliploides,

e se forem considerados os eventos antigos de duplicacdo essa porcentagem chega a 100%
(MASTERSON, 1994; WENDEL, 2000; CUI et al., 2006, SOLTIS; SOLTIS, 2009).

Diferentes estudos tém sugerido que as espécies poliploides possuem uma maior
adaptabilidade e um aumento da tolerancia a diferentes condigdes ambientais, provavelmente
devido a presenga de maiores combinacdes de alelos disponiveis para a sele¢do, permitindo
adaptacGes a mudancas drésticas ocorridas no ambiente (FAWCETT et al., 2009). Isso pode
estar relacionado com alteracbes na morfologia, fenologia, fisiologia e ecologia que sdo
inerentes a poliploidia e podem ocorrer em poucas geracoes (LEVIN, 2002). Baseado nisso tem
sido proposto que a poliploidia teria contribuido na sobrevivéncia, propagacao e éxito evolutivo
de vérias linhagens de plantas durante os eventos de extin¢do que ocorreram entre o Cretaceo e
Terciario (FAWCETT et al., 2009; SOLTIS; BURLEIGH, 2009).
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Os poliploides podem ser classificados de duas formas diferentes resultando em quatro
tipos principais: neopoliploides, paleopoliploides, alopoliploides e autopoliploides (GUERRA,
2008). Os conceitos de paleo e neopoliploide estdo relacionados com o tempo de formacgéo dos
poliploides, entre aqueles de uma origem antiga e recente, respectivamente. Os
paleopoliploides, sdo aqueles nos quais 0s ancestrais sdo desconhecidos ou estéo extintos, sendo
dificeis de caracterizar, mas analises de sequenciamento do genoma de plantas tém auxiliado
na deteccdo dos eventos de paleopoliploidia, levando inclusive a constatacdo de que muitas
espeécies teriam sofrido uma ou mais duplica¢fes do genoma durante a evolugdo. Por exemplo,
0 sequenciamento de Arabidopsis thaliana confirmou duas duplicacbes recentes
compartilhadas com a linhagem das Brasicaceae e um terceiro evento provavelmente
compartilhado com o resto das eudicotiledéneas (ver BARKER et al., 2009). Para o milho
também foram detectadas duas duplicacbes genémicas antigas, uma no ancestral que deu
origem as gramineas e um outro evento mais recente na linhagem do milho (PATERSON et al.,
2003). Eventos mais recentes de duplicacdo ocorreram no ancestral das solanaceas, nas
leguminosas Glycine e Medicago e no ancestral comum ao género Gossypium (ver ADAMS;
WENDEL, 2005). Por outro lado, os neopoliploides, por serem de origem recente, sdo mais
faceis de reconhecer e caracterizar (STEBBINS, 1971).

A outra forma de classificacdo da poliploidia esta baseada na similaridade genética dos
genomas envolvidos na origem do poliploide, sendo reconhecidos dois tipos principais, alo e
autopoliploides (STEBBINS, 1971). Os alopoliploides sdo aqueles surgidos por hibridizacao
interespecifica, em alguns casos intergenérica, enquanto os autopoliploides séo originados a
partir da autofecundacéo ou do cruzamento entre ou dentro de populacfes pertencentes a uma
mesma espécie (SOLTIS; SOLTIS, 2000b), tradicionalmente tem sido aceito que a
alopoliploidia seja a via mais frequente para a formacéo de poliploides em plantas (VEILLEUZ,
1985; CARPUTO et al., 2003), embora analises recentes sugiram que autopoliploides também
apresentem uma alta frequéncia na natureza (SOLTIS et al., 2007). Tanto em alo- quanto em
autopoliploides a producdo de gametas ndo reduzidos tem sido a via mais frequente para a
formacdo do poliploide. A producdo de gametas ndo reduzidos é uma condi¢do herdada e
governada por poucos genes e aumenta com o estresse ambientaln o que pode favorecer a
formagéo de poliploides durante mudangas climaticas (PARISOD et al., 2010).

A alopoliploidia € um dos mecanismos mais frequentes de especia¢do em angiospermas,
sendo um dos principais responsaveis pela diversidade deste grupo de plantas. Na sua formacéo
podem estar envolvidos gametas ndo reduzidos ou a hibridizacdo pode ser seguida por

duplicacdo somatica, restaurando a fertilidade de um hibrido estéril. A maioria dos eventos
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ocorre entre espécies filogeneticamente proximas e existem registros de alopoliploides na
maioria das familias das angiospermas. Estes eventos de alopoliploidia podem ser
extremamente recentes, em alguns casos surgindo nos Gltimos 150 anos, como observado em
Spartina anglica, Senecio cambrensis, Cardamine schultzii, Tragopogon mirus e T. miscellus
(ver referéncias em SOLTIS; SOLTIS, 2009). Um dos casos mais conhecidos e estudados é o
evento de alopoliploidizacdo que deu origem ao trigo, Triticum aestivum, aproximadamente
8.500 anos atrés (LEVY; FELDMAN, 2004). O mesmo surgiu a partir da hibridizacdo entre
uma espécie tetraploide e uma espécie diploide pertencentes aos géneros Triticum e Aegilops,
respectivamente (FELDMAN, 2001). Trigo, algoddo e Arabidopsis teriam surgido a partir de
um ou poucos eventos de hibridizacdo. No entanto, para a maioria dos casos tem sido
demonstrado que os alopoliploides sdo formados através de maultiplas origens (SOLTIS;
SOLTIS, 2009), e por cruzamentos reciprocos (diferentes combinacgdes de citoplasma-nucleo,
materno e paterno), como nos casos dos géneros Tragopogon e Brassica (CHEN; NI, 2006).
Esta formacéo recorrente que envolve, em geral, diploides geneticamente distintos, tem como
consequéncia a producdo de uma série de populacdes geneticamente diferentes, e o fluxo génico
entre essas populacdes independentes, pode permitir recombinacédo e formacdo de genotipos
adicionais (SOLTIS; SOLTIS, 2000b).

J& os autopoliploides so caracterizados por uma redundancia no genoma, pela presenca
de heranca polissomica e pela formagcdo de multivalentes durante a meiose (RAMSEY;
SHEMSKE, 2002). Por essas razdes, por muito tempo a autopoliploidia foi considerada como
um evento raro e representando um “caminho sem saida” na evolucdo. Além disso, a
autopoliploidia é mais dificil de ser detectada pois, em geral, os autopoliploides sao
morfologicamente similares aos progenitores diploides (SOLTIS et al., 2009). Entretanto,
estudos recentes comprovaram que a frequéncia dos autopoliploides é maior do que foi
considerada (SOLTIS et al., 2009; RAMSEY; SCHEMSKE, 1998), sugerindo que a simples
duplicacdo do genoma representa uma vantagem evolutiva (PARISOD et al., 2010).

Os eventos de poliploidizagéo, tanto alopoliploidia como autopoliploidia, acarretam
frequentemente em incompatibilidades em varios niveis, desde um desenvolvimento anormal e
fitness reduzido até falhas na reproducdo. Todas essas incompatibilidades tém que ser
resolvidas no poliploide recente, de maneira a permitir a sua sobrevivéncia e seu
estabelecimento e assegurar o éxito evolutivo a longo prazo (LIU et al., 2009). Os estudos
citogenéticos foram os primeiros a mostrar o choque gendmico e a instabilidade genémica nos
hibridos e poliploides recém-formados (ver GAETA; PIRES, 2010). Um dos trabalhos

pioneiros mostrou que rearranjos gendmicos podem ocorrer imediatamente apds a duplicacédo
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gendmica em alotetraploides sintéticos de Brassica (SONG et al., 1995), a partir desse trabalho,
baseados em varias técnicas de analise, diversos pesquisadores tém mostrado que as mudancas
genéticas e epigenéticas sdo uma consequéncia comum na pés-poliploidizacdo, denominadas
diploidizacéo, tanto em eventos naturais como em artificiais (WENDEL, 2000; DOYLE et al.,
2008; LEITCH; LEITCH, 2008). A resposta a cada evento de poliploidizacdo, entretanto,
parece ser diferente entre diferentes organismos e inclusive dentro de um mesmo taxa, podendo
ser encontrado desde uma grande reestruturacdo do genoma até uma estase genémica, além
disso, a resposta pode ser imediata ou ao longo de varias geracdes, indicando que nao existem
regras que possam predizer a rea¢do do genoma a esses eventos (HUFTON; PANOPOULUS,
2009).

As mudancas no genoma dos poliploides tém sido explicadas por diferentes
mecanismos, incluindo recombinacéo, ativacdo de elementos transponiveis, defeitos na meiose
e mitose, alteracdes epigenéticas que levam a mudancas nos padrdes de expressdo, delecdo de
DNA, entre outros rearranjos cromossomicos (MADLUNG et al.,, 2005; HUFTON;
PANOPOULUS, 2009). Em alopoliploides do género Brassica tém sido observados ganhos e
perdas frequentes de marcadores moleculares nas primeiras geracdes logo depois da
poliploidizacéo, indicando rearranjos gendémicos, a maioria dos mesmos, parece ser devido a
recombinacdo entre os cromossomos homoeologos que resulta do pareamento mei6tico
irregular. No caso do trigo, 0os mecanismos envolvidos nas mudancas parecem ser diferentes,
pois tanto em poliploides naturais como em sintéticos tem sido observada uma perda de DNA
entre 5-15% em poucas geracdes (LIU et al., 2009; QI et al., 2010). No caso do milho,
aproximadamente a metade dos genes duplicados foram perdidos durante os 11 milhdes de anos
posteriores ao evento de poliploidia que deu origem ao progenitor dessa espécie (MESSING et
al., 2004). A eliminacdo de DNA tem sido observada em outros poliploides como Spartina e
Tragopogon (TATE et al., 2006; SALMON et al., 2005; LIM et al., 2008). Essa perda de DNA
estaria relacionada com a manutencdo ou estabelecimento de pareamento cromossémico em
bivalentes durante a meiose e, portanto, seria mais prevalente nos alopoliploides do que nos
autopoliploides (PARISOD et al., 2010). No caso de Arabidopsis, tem sido observada uma
perda preferencial de algumas classes de genes. Por exemplo, aqueles genes envolvidos na
transcricdo e traducdo de sinais tém sido mantidos, mas outros, como os relacionados com o
reparo do DNA ou proteinas de organelas, tém sido preferencialmente perdidos (BLANC;
WOLFE, 2004).

Além de rearranjos no genoma, podem ocorrer mudangas epigenéticas nos poliploides,

as quais podem contribuir para aumentar a diversidade, plasticidade e heterose e gerar variacgéo,
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que pode permitir adaptacGes a novas condicbes (COMAI, 2005). As taxas e direcdo das
mudancas genéticas e epigenéticas sdo influenciadas pelo modo de poliploidizacdo
(alopoliploidia ou autopoliploidia) (BEEST et al., 2012). Reorganiza¢Ges epigenéticas e
mudancas na expressdo dos genes tém sido descritas para varios alopoliploides (LIU;
WENDEL, 2003; LEVY; FELDMAN, 2004; PAUN et al., 2006), mas ndo em autopoliploides
(PARISOD et al., 2009). Os alopoliploides, portanto, parecem precisar de maiores
modificacdes epigenéticas para reestabelecer a compatibilidade entre genomas divergentes
(RIESBERG, 2001). Embora existam muitos exemplos de mudancas logo depois dos eventos
de poliploidia, existem outros casos em que tais mudangas ndo tém sido observadas. Por
exemplo, alopoliploides sintéticos de Gossypium apresentam aditividade genémica dos
parentais e uma estase epigenética, mostrando a diversidade de respostas a poliploidizacéo entre
diferentes organismos.

A diploidizacéo inclui todas as respostas a poliploidia, tanto os efeitos genéticos como
0s epigenéticos, e ocorre diferencialmente em autopoliploides e alopoliploides (CIFUENTES
et al., 2010). Isso porque, em geral, a duplicacdo do genoma seria um evento menos drastico
que a unido de dois genomas diferentes (CHEN; NI, 2006). Dessa forma, nos alopoliploides
formados pela unido de genomas mais divergentes, € esperado que ocorram varias das
mudangas descritas acima (DOYLE et al., 2008).

2.2.2 Evolucéo no tamanho do genoma

Cada espécie de planta possui um nimero especifico de pares de bases de DNA em seu
ndcleo, o qual é referido como contetdo de DNA nuclear ou tamanho do genoma. O contetdo
de DNA nuclear tanto em animais como em plantas foi durante muito tempo mensurado por
meio da microdensitometria de Feulgen e na atualidade por citometria de fluxo. Na primeira,
0s nucleos, fixos numa lamina e corados com o reativo de Schiff, tem seus contetdos de DNA
medidos ao microscopio optico com base na quantidade de energia emitida. Ao passo que, na
citometria de fluxo, os nucleos se encontram em solucdo e podem ser corados com diferentes
fluorocromos. Neste caso é medida a intensidade da energia emitida quando os fluorocromos
sdo excitados por um laser ou outra fonte de energia. Com o desenvolvimento destas técnicas
muito mais rapidas e eficientes, um numero cada vez mais alto de medigdes de contetdo de
DNA, em diferentes organismos, tém sido realizadas e os dados tem sido compilados em
diferentes bases de dados para plantas (http://data.kew.org/cvalues).

Embora o conteudo de DNA seja praticamente constante dentro de uma espécie
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(GREILHUBER, 2005), 0 mesmo varia em varias ordens de magnitude entre e dentro dos
grupos filogenéticos (NARAY AN, 1998). O maior registro entre plantas, e também para todos
0s eucariotos, € em Paris japonica (Melanthiaceae), um octaploide (2n = 8x = 40) que apresenta
um valor 1C de 152,23 pg (PELLICER et al., 2010). J& 0 menor contetdo de DNA nuclear
entre plantas pertence a familia Lentibulariaceae, Genlisea margaretae com um valor 1C de
0,06 pg (GREILHUBER etal., 2006; BENNET; LEITCH, 2011). Apesar desta grande variagéo,
a maioria das plantas apresenta um valor 1C relativo pequeno e sé algumas linhagens
apresentam tamanhos elevados (KELLY; LEITCH, 2011). Interessantemente, as espécies com
grandes genomas nao estdo distribuidas de forma uniforme na arvore evolutiva, mas restritas a
alguns clados, como o de Liliales (monocotiledoneas), Santalales (eudicotileddneas) e
Ophioglossales (Pteridofitas), (LEITCH et al., 2005; LEITCH et al., 2010) indicando que o
aumento do genoma representa um evento recorrente e independente na evolucdo das plantas
(LEITCH et al., 2005).

As diferencas existentes no contetdo de DNA entre diferentes grupos de plantas tém
comecado a ser utilizadas na sistematica. Embora as espécies de um género possam apresentar
um mesmo numero cromossdmico e caracteristicas cariotipicas, estas podem mostrar grande
variacdo no contetdo de DNA, podendo a mesma ser efetiva na delimitagdo infragenérica
(OHRI, 1998; ZONNEVELD, 2001; TORRELL; VALLES, 2001; ZONNEVELD, 2008;
HAWKINS et al., 2008). O tamanho do genoma também estd relacionado com vérias
caracteristicas fenotipicas e com alguns caracteres relevantes para o0 melhoramento genético ou
para estudos ecolégicos (BENNET, 1998).

Entre as principais causas do aumento no tamanho do genoma em plantas estdo os
eventos de poliploidizacdo (BENNET; LEITCH, 2005). Em pteridéfitas, por exemplo, a
maioria das espécies apresentam grandes conte(dos de DNA, como € o caso de Ophioglossum
petiolatum com um valor 1C de 65,6 pg e aproximadamente 2n = 960 (OBERMAYER et al.,
2002). Em outros grupos, entretanto, este aumento do genoma ndo mostra nenhuma relacéo
direta com a poliploidia, como em Pinus, no qual as espécies sao todas diploides (2n =24) e 0
valor 1C pode ser igual ou maior a 35 pg (BENNET; LEITCH, 2011) ou em Fritillaria
japonica, espécie diploide (2n = 22) com 1C = 87,3 pg (AMBROZOVA et al., 2011). Estas
diferencas entre os tamanhos do genoma e a auséncia de relacdo direta com a complexidade dos
organismos foi denominada de paradoxo do valor C (SWIFT, 1950). Atualmente ¢ sabido que
variagdes na fracdo ndo codificante do genoma, tais como sequéncias satélite e elementos
transponiveis, e, sobretudo os retrotransposons sdo um dos principais fatores envolvidos no

paradoxo C (BENNET; LEITCH, 2005). Os elementos repetitivos podem alcancar um alto
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namero de copias nos genomas vegetais, podendo, no caso dos retrotransposons, chegar a
constituir mais da metade de um genoma (BENNETZEN, 2000), variando, por exemplo, entre
14% em mamdo (MING et al., 2008) até > 75% no milho (BAUCOM et al., 2009).

Em geral, os modelos de dindmica evolutiva de elementos transponiveis assumem a
ocorréncia de uma amplificagdo em massa nas geracoes seguintes ao evento de transposi¢éo, o
qual € seguido pela estabilizacdo no nimero de copias quando a transposicdo replicativa é
equilibrada pela selecdo natural contra as inser¢ées (BOUTIN et al., 2012). Porém, anélises de
retrotransposons e outros elementos transponiveis em diferentes organismos tém mostrado que
a taxa de transposicdo ndo é constante (HAWKINS et al., 2009). A proliferacdo seria um
processo dindmico que ocorreria repetidamente e em pouco tempo durante a evolugdo
(HAWKINS et al., 2009), com diferentes familias se alternando em picos de amplificacdo. O
resultado é que as linhagens experimentam ganhos recorrentes de DNA, controlados por varios
fatores como modificacdes nos padrdes de metilacdo e taxas de recombinacdo, entre outras
(RABINOWICZ et al., 2003; TSUKAHARA et al., 2009; GROVER; WENDEL, 2010;
BOUTIN et al., 2012). Estes episodios estariam relacionados com uma resposta a fatores
gendmicos e ambientais, como eventos de hibridizacdo, poliploidia ou estresse ambiental
(GRANDBASTIEN, 1998; KASHKUSH et al.,, 2003; MADLUNG; COMAI, 2004;
YAAKOQOV; KASHKUSH, 2011).

Proliferacdes recentes de elementos transponiveis tém sido observadas em milho, arroz
e algoddo. No primeiro caso, 0s estudos sugerem que o genoma foi duplicado em pouco mais
de trés milhdes de anos devido somente a amplificacdo de elementos transponiveis (SAN
MIGUEL et al., 1998). Esse mesmo padrdo foi observado em Oryza australiensis, o qual
experimentou uma duplicacdo no tamanho do genoma nos ultimos dois milhdes de anos devido
a rapida proliferacdo de trés tipos de retrotransposons do tipo LTR (Long Terminal Repeat)
(PIEGU et al., 2006). No caso do algoddo, as diferencas gendmicas entre espécies distintas de
Gossypium séo devidas principalmente a variacdo no nimero de copias de um retrotransposon
tipo Ty3/Gypsy, ocorrida em distintos eventos (HAWKINS et al., 2009). Outro exemplo de
aumento no tamanho do genoma sem poliploidia é no pimentdo, Capsicum annuum, que
apresenta um elevado tamanho do genoma (2.700 Mpb). Neste caso, a expansdo esta
relacionada apenas ao acumulo de uma unica familia de elemento repetitivo tipo Ty3-Gypsy
(PARK et al., 2012).

Nas pesquisas sobre tamanho do genoma em plantas, BENNETZEN e KELLOG (1997)
propuseram que a evolugdo deste parametro seria unidirecional, com genomas pequenos

tendendo ao processo de ‘engordamento’ por meio dos processos de poliploidia e amplificagdo
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de retrotransposons. Porém, agora € sabido que embora o genoma ancestral fosse
provavelmente pequeno, ao longo da evolugdo das plantas ocorreram diversos eventos nédo
somente de aumento do conteddo de DNA mas também de reducdo (DEVOS et al., 2002;
LEITCH et al., 2005). Por exemplo, estudos em diferentes espéecies de Gossypium mostraram
que a taxa de remogdo dos elementos transponiveis é suficiente para compensar a proliferacéo
dos mesmos, indicando que a taxa de perda de DNA pode ser extremamente variavel dentro de
um género e que 0s mecanismos de perda de DNA podem reverter um aumento do genoma. Os
mecanismos de diminuicdo do tamanho do genoma séo pouco conhecidos. Tém sido propostos
principalmente dois como responsaveis das diminui¢des observadas, que sdo a recombinagédo
homdloga desigual e recombinacdo ilegitima (BENNETZEN et al., 2005; HAWKINS et al.,
2008). Estes mecanismos que permitem a eliminacdo de DNA, principalmente elementos
transponiveis variam entre espécies, por exemplo, em Arabidopsis, a recombinacdo ilegitima
apresenta um maior impacto que a recombinacao desigual ndo homaologa, enquanto no arroz foi
encontrado o contrério (DEVOS et al., 2002; MA et al., 2004), embora a recombinacao desigual
consiga remover uma quantidade maior de DNA, a recombinacdo ilegitima apresenta um
alcance maior de acdo, por ndo depender de homologia de sequéncias (GROVER; WENDEL,
2010).

As diferencas encontradas no conteido de DNA entre espécies parecem, portanto,
responder a um equilibrio entre 0 aumento dos elementos transponiveis e a resposta do genoma
a eliminacdo dos mesmos. Algumas espécies possuem uma baixa taxa de delecdo dos elementos
transponiveis e uma alta proliferacdo dos mesmos e, portanto, uma tendéncia a aumentar o
tamanho do genoma. As que apresentam genomas pequenos, entretanto, como Arabidopsis,
Oryza e Gossypium raimondii, apresentam pouca tolerancia a proliferacdo ou um eficiente
mecanismo de eliminacdo dos elementos transponiveis e por isto apresentam a tendéncia a
diminuir ou manter um pequeno contedo de DNA (GROVER; WENDEL, 2010).

2.2.3 Sequéncias de DNA

Além da morfologia e numero cromossdmico, outras caracteristicas podem ser
analisadas nos caridtipos, como a distribuicdo e diversidade de bandas heterocromaticas e
localizagd@o de genes e outras sequéncias Unicas (WEISS-SCHNEEWEISS; SCHNEEWEISS,
2013). O DNA nuclear de plantas € constituido por sequéncias de cOpia Unica e também por
varias classes de sequéncias repetitivas estas constituem grande parte dos genomas e podem ser

encontradas tanto organizadas em tandem (micro-, mini- e satélites DNA), quanto dispersas no
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genoma (HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2011). Estas sequéncias repetitivas
usualmente estdo associadas a formagdo de heterocromatina que, no geral, podem estar
localizadas nos centromeros, teldomeros e em blocos heterocromaticos intersticiais (GREWAL;
JIA, 2007).

Apesar da grande variedade de tamanho, nimero cromossdémico e quantidade de DNA
presente nas espéecies vegetais, caracteristicas estruturais dos cromossomos como centrémeros,
telomeros e compactacdo da cromatina sdao em geral bem conservadas. As sequéncias
repetitivas que compdem essas regides, exceto pelo teldmeros, evoluem mais rapidamente que
as sequéncias Unicas e estdo envolvidas com mecanismos de evolugdo gendmica. Os elementos
transponiveis, por exemplo, sdo sequéncias capazes de se movimentar dentro do genoma e gerar
expansdo do mesmo e, até mesmo, alterar a funcdo dos genes (TENAILLON; HOLLISTER,;
GAUT, 2010), estes elementos também podem facilitar a ocorréncia de rearranjos
cromossémicos, devido a eventos de recombinacdo homologa ectdpica entre as varias copias

de elementos transponiveis presentes no genoma (GRAY, 2000).

2.2.4 A fracdo repetitiva do genoma

A grande maioria dos genomas sdo compostos por sequéncias de DNA repetitivo. Em
humanos, por exemplo, essa porcdo corresponde a mais de 50% do genoma total. Essas
repeticdes surgem por mecanismos que geram copias extras de uma sequéncia que é inserida
no genoma, elas podem se apresentar intercaladas com sequéncias unicas, chamadas de DNA
repetitivo disperso, ou alinhadas lado a lado, ou seja, em tandem (TREANGEN; SALZBERG,
2012). O DNA repetitivo pode ser espécie-especifico ou, até mesmo, cromossomo-especifico.
Algumas copias sdo altamente conservadas, como o DNAr 5S e 35S; e outras apresentar
mudancas rapidas, gerando diferenciacdo. Por muito tempo o DNA repetitivo foi considerado
DNA “lixo” ou “egoista”, porém, sabe-se hoje que o0 DNA repetitivo desempenha importante
papel na composicdo e evolucdo dos genomas (BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON,
2015).

As sequéncias repetidas em tandem ou DNA satélite sdo sequéncias geralmente ndo
codificantes, abundantes e dispostas em uma conformacéo head-to-tail, ou seja, orientadas na
mesma direcdo. Essas sequéncias sdo dinamicas, alterando-se rapidamente em numero e
posicdo de sitios (BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015; GARRIDO-RAMOS,
2015). Além disso, os DNAs satélite sdo formados por mondmeros que podem variar em

comprimento, composi¢do de nucleotideos, complexidade das sequéncias e abundancia
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(PLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC, 2012). O crossing over desigual entre regides
homdlogas € um dos mecanismos que pode levar a expansdo e reducdo dos arranjos de
sequéncias. Além disso, uma mutacdo que ocorre em um mondmero pode se espalhar dentro
das unidades de repeticdo ou ser eliminada por homogeneiza¢do. Os mecanismos envolvem
transferéncia de sequéncia ndo reciproca por recombinacdo desigual, conversao génica ou
transposicdo. A fixacdo de uma variante na populacgdo é resultado da recombinagdo na meiose
e segregacdo cromossémica, esse fenémeno é conhecido como evolugdo em concerto, e origina
padrdes variados de familias de DNA repetitivo, gerando em geral homogeneidade dentro das
espécies e diversidade entre as espécies (FELINER; ROSSELLO, 2012; PLOHL;
MESTROVIC; MRAVINAC, 2012). Assim, espécies distintas podem apresentar familias de
DNA satélites diferentes ou esses satélites podem ser compartilhados entre espécies
relacionadas. Em Phaseolus L., diferentes familias de satélites, como o satélite khipu e o satélite
jumper compde as regides subteloméricas e pericentroméricas de algumas espécies analisadas
deste género (RIBEIRO et al., 2017a).

Além das sequéncias distribuidas em tandem, os organismos eucariontes possuem
sequéncias de DNA repetidas no genoma de maneira dispersa. Conhecidas como elementos
transponiveis, essas sequéncias sdo capazes de se mover ao longo do genoma e se inserir de
forma autdnoma em lugares diferentes. Podendo compor 75% do DNA nuclear, os elementos
transponiveis foram caracterizados pela primeira vez em 1940 por Barbara McClintock no
genoma de milho (LEE; KIM, 2014; NEUMANN et al., 2019). Os elementos transponiveis
podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de transposicdo em duas classes, 0s
elementos de Classe I, ou retrotransposons, se transpdem por meio de um mecanismo de copy-
and-paste, para se transpor, esses elementos sdo transcritos em RNA mensageiro e, por meio
da acdo da transcriptase reversa, copias de DNA complementar sdo geradas e posteriormente
reintegradas no genoma. Os elementos de Classe | sdo subdivididos em subclasses de acordo
com seu mecanismo de reinsergdo no genoma, sdo essas LTR e ndo LTR, conforme apresentam
presenca ou auséncia do Long Terminal Repeat (LTR) (BOURQUE et al., 2018; WICKER et
al., 2018; NEUMANN et al., 2019). Ja os elementos de Classe |1, ou transposons de DNA, sdo
elementos que possuem em seus terminais sequéncias invertidas que sdo reconhecidas por uma
enzima transposase, que é responsavel pelo corte e reinsercéo destes elementos em outros locais
do genoma (WICKER et al., 2018; BOURQUE et al., 2018). Além dessas classificacfes, 0s
elementos transponiveis também podem ser ordenados em superfamilias e familias de acordo
com a similaridade e organizacdo dos seus dominios proteicos, por exemplo, 0s

retrotransposons do tipo LTR possuem uma estrutura bem conservada e apresentam pelo menos
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os dominios: GAG, protease (PROT), transcriptase reversa (RT), ribonuclease H (RH) e
integrase (INT). A ordem desses dominios classifica os elementos LTRs nas subfamilias
Ty1/Copia e Ty3/Gypsy (NEUMANN et al., 2019).

Os elementos transponiveis apresentam regides preferenciais para sua insercdo e sao
extensas fontes de mutacdes e polimorfismos, estando assim associados a rearranjos gendmicos.
Podem também desempenhar fungdes especificas nos cromossomos. Em Drosophila, um
elemento do tipo LINE € responsavel pela manutencdo dos teldmeros para compensar a perda
da telomerase que ocorreu em dipteros (PARDUE; DEBARYSHE, 2011; BOURQUE et al.,
2018). Os efeitos dos elementos transponiveis no genoma podem ser bastante dinamicos, eles
podem se expandir em massa e gerar genomas grandes ou se acumular em regides
heterocromaticas de genomas pequenos. Em espécies do género Zea L., 0 aumento de algumas
familias de elementos resultou em um genoma 2x maior de Zea luxurians (Durieu e Asch.)
R.M. Bird em relacdo a Z. mays L. e Z. diploperennis Iltis, Doebley e R. Guzméanem em menos
de 2 milhdes de anos (ESTEP; DEBARRY; BENNETZEN, 2015). A transposicdo desses
elementos pode também alterar a expressao génica ao se inserir perto ou dentro de regides como
éxons, introns e regides reguladoras.

Com o avanco das tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS), ficou cada
vez mais facil fazer um sequenciamento de baixa cobertura para identificacdo das sequéncias
repetitivas mais abundantes (WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2015). Dessa forma, também foi
possivel notar um avan¢o em programas e metodologias para a analise e montagem dessas
sequéncias. O RepeatExplorer é uma ferramenta cada vez mais utilizada na caracterizacdo das
sequéncias repetitivas, é acessivel através da web (https://repeatexplorer-elixir.cerit- sc.cz) e,
usando um algoritmo de agrupamento de sequéncias, facilita a identificacdo de repeti¢cdes sem
a necessidade de bancos de dados de referéncia de elementos conhecidos. Como o algoritmo
usa sequéncias curtas e aleatorias do genoma, € ideal para analise de dados gerados por
sequenciamento de nova geracdo, algumas ferramentas adicionais auxiliam ndo s6 na
classificacdo do DNA repetitivo, mas também na comparacao de sequéncias repetitivas entre
maultiplas espécies (NOVAK et al.,, 2013). Diversos trabalhos recentes demonstram a
aplicabilidade desse programa na identificacdo e caracterizacdo de sequéncias repetitivas
(MARQUES et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017b; UTSUNOMIA et al., 2017).

2.2.5 Distribuic@o cromossémica da fragdo repetitiva

O uso de técnicas moleculares como a FISH € indispensavel para o mapeamento das
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sequéncias repetitivas nos cromossomos, possibilitando o entendimento da distribuicdo e
dindmica dessas sequéncias (WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2015). Em muitos eucariontes, as
regibes centroméricas e teloméricas sdo compostas por sequéncias repetitivas que podem
influenciar nos rearranjos cromossémicos. Regides subteloméricas e pericentroméricas sdo
consideradas hotspots de insercbes ou retencdo de sequéncias repetitivas (EICHLER,;
SANKOFF, 2003). Uma familia do elemento LTR- Ty3/Gypsy-Chromovirus-CRM
(retrotransposon centromérico de milho) foi encontrada na mesma regido em diversas outras
espeécies e interagem com a proteina centromérica CENH3 (NAGAKI et al., 2004; ZHANG et
al., 2017). Em Rhynchospora pubera (Vahl) Boeckeler foram identificadas e confirmadas
sequéncias especificas das regiGes centroméricas, pela primeira vez em uma espécie com
cromossomos holocéntricos, a familia de DNA satélite Tyba e retrolementos centroméricos séo
as principais sequéncias de DNA associadas com o0s centrébmeros difusos dessa espécie
(MARQUES et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017b).

Em alguns grupos o numero cromossémico basico tem sido conservado com pouca ou
guase nenhuma mudanca e, portanto, é facilmente identificado, mas em outros grupos o nimero
cromossémico basico tem experimentado varias mudancas, de forma que se torna dificil

reconhecer o numero original (GUERRA, 2000).

2.3 O GENERO PASSIFLORA L.

Passifloraceae s.s. (TOKUOKA, 2012) originou-se hd 65,5 milhdes de anos atras,
(Paleoceno), na Africa, atravessou para a Europa/Asia alcancando o Novo Mundo por meio de
pontes terrestres (MUSCHNER et al., 2012). Passiflora L. € o maior género da familia, e
engloba mais de 575 das 705 espécies, distribuidas especialmente nos Neotrépicos (ULMER,;
MACDOUGAL, 2004). A América do Sul é o centro de origem de mais de 95% das espécies
do género, sendo o Brasil um dos principais centros de diversidade (Flora do Brasil, 2020). O
género apresenta uma morfologia floral particularmente marcante e diversificada, com simetria
radial, presenca de discos nectariferos na base do hipanto, além da corola filamentosa (JUDD
et al., 2015). O género é monofilético (FEUILLET; MACDOUGAL, 2003; HANSEN et al.,
2006; KROSNICK et al., 2013; YOCKTENG; NADOT, 20044, 2004b), o que é suportado por
trés caracteres diagndésticos: as séries de filamentos da corona, gavinhas axilares e flores
especializadas (JUDD et al., 2015). Sua ampla variagdo morfoldgica parece ser o resultado de
seu habitat diverso, bem como suas rela¢Ges coevolutivas com muitos organismos, incluindo

uma ampla gama de polinizadores, como pequenos e grandes insetos, passaros € morcegos
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(OCAMPO PEREZ; COPPENS D'EECKENBRUGGE, 2017). Com base em caracteres florais
e vegetativos, o género foi tradicionalmente dividido em 22 subgéneros (KILLIP, 1938), mais
recentemente reunidos em quatro subgéneros principais: Astrophea, Deidamioides, Decaloba e
Passiflora (ULMER; MACDOUGAL, 2004). Revisdes subsequentes propuseram adicionar o
subgénero Tryphostemmatoides (BUITRAGO; MACDOUGAL; COCA, 2018; MUSCHNER
et al., 2012) e Tetrapathea (KROSNICK et al., 2009), com uma e trés espécies cada.

O subgénero Decaloba, com 230 espécies, tem como caracteristicas as glandulas
ocelares, pequenas flores e € o Unico subgénero que possui tanto espécies do Novo Mundo
como do Velho Mundo. O subgénero Deidamioides é um grupo de 14 espécies encontradas em
América Central e do Sul. Subgénero Astrophea consiste em 60 espécies de lianas e arvores
pequenas a médias que sdo mais diversas nas planicies de norte da América do Sul
(KROSNICK et al., 2013). Por fim, o subgénero Passiflora inclui 250 espécies e,
caracteristicamente, exibe grandes flores com mltiplas séries de filamentos coronais. E 0 mais
diversificado em América do Sul e € o maior e mais conhecido dos subgéneros, em parte pela
importancia econdmica de algumas das espécies, tais como o maracuja amarelo (P. edulis Sims)
ou 0 maracuja doce (P. alata Curtis) (ULMER; MACDOUGAL, 2004).

Muitas espécies selvagens possuem frutos comestiveis e sdo plantadas na América
Latina, mas ndo sdo amplamente exploradas comercialmente. Cruzamentos interespecificos
foram realizados como uma alternativa para a introducdo de genes selvagens para as espécies
cultivadas. Alguns hibridos sexuais foram obtidos com o objetivo de aumentar o valor
ornamental das plantas (VANDERPLANK, 1991), tolerar baixas temperaturas (KNIGHT,
1991) ou melhorar as caracteristicas agrondémicas (KNIGHT, 1991; RUBERTE-TORRES;
MARTIN, 1974). Hibridos somaéticos também foram produzidos para obter plantas resistentes
a doencas ou baixas temperaturas (DORNELAS et al., 1995; OTONI et al., 1995;
BARBOSA;VIEIRA, 1997). A auto-incompatibilidade € um mecanismo bastante comum em
Passiflora (PAYAN; MARTIN, 1975; REGO et al., 2001).

Em Passiflora a primeira filogenia molecular foi reconstruida em 2003, por
MUSCHNER e colaboradores. Foram investigadas as relacfes filogenéticas de 61 espécies,
classificadas em 11 dos 23 subgéneros sugeridos. Foram utilizados trés marcadores
moleculares, os espacadores internos transcritos ribossomicos nucleares (nrITS), as regides
espacadoras plastidial trnL - trnF (~1000 pb) e o gene plastidial rps4 (~570 pb). Trés principais
clados foram altamente suportados, independentemente do marcador e método filogenético
utilizado. Um clado incluiu os subgéneros Distephana, Dysosmia, Dysosmioides, Passiflora e

Tacsonioides, um segundo, os subgéneros Adopogyne, Decaloba, Murucuja e Pseudomurucuja,
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e um terceiro, o subgénero Astrophea. Os autores os nomearam como Passiflora, Decaloba e
Astrophea, respectivamente. A posicdo do subgénero Deidamioides ndo foi definida
(MUSCHNER et al., 2003).

No trabalho seguinte, foi elaborada uma filogenia molecular utilizando o gene ncpGS
(nuclear-encoded chloroplast-expressed glutamine synthetase gene) para examinar as relagoes
entre as espécies de Passiflora e a arvore resultante foi comparada com a classificacéo proposta
por FEUILLET e MACDOUGAL (2003). As 90 espécies examinadas se dividiram em oito
subgéneros principais: Plectostemma, Granadilla, Astrophea, Deidamioides, Polyanthea,
Disosmia, Tetrapathea e Tryphostemmatoides. Também observaram uma correlacdo geral entre
a posicao filogenética das diferentes espécies e seu numero de cromossomos (YOCKTENG;
NADOT, 2004).

As relacBes filogenéticas do género também foram analisadas usando dados de dois
marcadores de cloroplasto: o intron rpoC1 e a regido espagadora trnL/trnT. Os resultados das
analises filogenéticas dos dados da sequéncia trnL/trnT apoiaram a reducdo dos 22 subgéneros
de KILLIP para quatro, conforme tinha sido proposto em um novo sistema de classificacao por
FEUILLET e MACDOUGAL (2004) (HANSEN et al., 2006).

Com o objetivo principal de avaliar a distribuicdo biogeografica do género para
compreender sua historia evolutiva, um total de 106 espécies amplamente distribuidas, com
amostras representativas dos quatro subgéneros aceitos por FEUILLET e MACDOUGAL
(2004), foram analisadas a partir de sequéncias de sete regides de DNA (genomas plastidiais,
mitocondriais e nucleares) (MUSCHNER et al., 2012). Trés subgéneros principais foram
monofiléticos (Astrophea, Passiflora e Decaloba) e foi proposta a inclusdo de outro subgénero
(Tryphostemmatoides) na classificagdo infragenerérica de Passiflora. A divergéncia observada
pelos autores, entre 0s quatro subgéneros em Passiflora foi muito antiga, variando de ~32 a ~38

Mya.

2.3.1 Citogenética de Passiflora

Embora 0s nimeros de cromossomos e outros parametros citogenéticos de Passiflora
tenham sido estudados, o nimero de espécies com valor 2n (104) ou 2C conhecidos (50) ¢
proporcionalmente pequeno considerando sua possivel contribuicdo para os estudos de
melhoramento e evolucdo. Além desses pardmetros, 0 comportamento mei6tico e a viabilidade
do pdlen, o estabelecimento de cari6tipos e os marcadores cromossémicos como bandas e

hibridizagdo in situ sdo ferramentas importantes que podem ser Uteis para desenvolver
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estratégias para a conservacao de germoplasma e para entender as relacdes entre as espécies de
Passiflora. O conhecimento citogenético colabora para o planejamento das hibridizagdes
interespecificas e também fornece informacdes relacionadas ao efeito do genoma individual no
pareamento no hibrido.

O nUmero de cromossomos € conhecido em menos de 20% das espécies de Passiflora
(SOARES-SCOTT et al.,, 2005). As espécies podem ser divididas em quatro grupos
carioldgicos, representados por x =6,x=9,x=10ex =12 (MELO; GUERRA, 2003). A maior
parte apresentou 2n =12 ou 18, mas 2n = 14, 20, 22, 24, 36, 72 e 84 também foram encontradas
nas espécies nativas e introduzidas de Brasil. Aneuploidia e poliploidia tém sido relatadas como
mecanismos evolutivos (MELO et al., 2001), embora a maioria das espécies de Passiflora seja
diploide. Citotipos foram descritos para P. misera Kunth com 2n = 12 e 36 e P. suberosa L.
com 2n = 12, 24, 36. O namero de cromossomos 22 foi relatado para P. foetida, mas segundo
MELO et al. (2001), esta espécie apresentou as constrigdes secundarias proximais distendidas
na profase e na prometafase que podem ser confundidas com dois cromossomos, levando a
interpretacdo incorreta de 2n = 20.

STOREY (1950) examinou diferentes espécies, hibridos interespecificos e racas
poliploides de Passiflora e concluiu que o nimero cromossdmico basico desse género era x =
3 ou x =6. Para DARLINGTON e WYLIE (1956, citado por MEHETRE; DAHAT, 2000), o
namero cromossdmico basico foi x = 9. Estudos subsequentes sugeriram que 0 ndmero
cromossémico basico do género poderia ser X1 = 6, enquanto X2 = 9, X2 = 10 e X2 = 12 s&o apenas
nameros basicos secundarios (MELO et al., 2001; MELO; GUERRA, 2003). No entanto, x =
12 pareceu desempenhar um papel importante na evolugcdo do grupo, pois estava melhor
representado nos demais géneros da familia. Nesse caso, os mecanismos de alteracdo
cromossémica provavelmente relacionados a essas alteracdes seriam disploidia descendente (x
=12 » 6) ou poliploidia (x = 6 » 12). A analise do cariotipo do género Passiflora possibilitou a
observacao de variagdes intra e interespecificas na morfologia dos cromossomos. A anélise
indicou que o numero e a posi¢éo dos satélites, constricdes secundarias, nimero e comprimento
dos cromossomos e a posicdo do centrdbmero eram provavelmente caracteristicas dos
subgéneros e secdes (BEAL, 1973a, b; SNOW; MACDOUGAL, 1993; MAYEDA, 1997;
VIEIRA et al., 2004).

Varios caridtipos foram propostos para 0 maracuja amarelo (OLIVEIRA; COLEMAN,
1996; SOARES-SCOTT, 1998; MELO et al., 2001; MELO; GUERRA, 2003; CUCO et al.,
2001; PRACA et al., 2008; VIANA; SOUZA, 2012), mas ndo ha consenso sobre a morfologia

cromossdmica, com valores relatados variando entre dois pares (1 e 8) de cromossomos
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submetacéntricos e sete pares de metacéntricos (CUCO et al., 2001) a trés pares de
submetacéntricos (1, 8 e 9) e seis pares de metacéntricos (2 a 7) (PRACA et al., 2008). O
numero e localizacdo de constricbes secundarias detectados no cariotipo do maracuja também
variam, e foram detectados no cromossomo 8 (OLIVEIRA, 1996); nos bracos longos dos
cromossomos 4 e 7 (SOARES-SCOTT, 1998); e nos cromossomos 1, 2, 7 e 8 (PRACA et al.,
2008). Regibes organizadoras nucleolares ativas (NORSs) foram detectadas por colora¢do com
nitrato de prata em cromossomos 8 e 9 de P. edulis, associados as suas constri¢cdes secundarias
(MAYEDA, 1997).

Usando a dupla coloragio CMA (cromomicina A3) e DAPI (4 ', 6-diamidino-2-
fenlindol), foram detectados blocos positivos para CMA na regido terminal de dois pares de
cromossomos e nao foi visualizada heterocromatina positiva para DAPI. Os blocos CMA+
foram restritos ao DNA ribossomal 35S (DNAr) no braco longo dos cromossomos 7 € 9 (MELO
et al., 2001; MELO; GUERRA, 2003). Contudo, também foram relatados sitios de DNAr 35S
no brago curto do cromossomo 7 e brago longo do cromossomo 8 (PRACA et al., 2008). De
acordo com CUCO et al. (2005), o DNAr 5S estava localizado no brago longo do cromossomo
4 e segqundo MELO e GUERRA (2003), no braco longo do cromossomo 5.

O contetdo de DNA nas espécies do género Passiflora mostram uma variagdo maior
que 10x%, variando desde 1C = 0,212 pg em P. organensis, subgénero Decaloba, a 1C = 2,680
pg para P. quadrangularis, subgénero Passiflora (SOUZA et al., 2004; YOTOKO et al., 2011).
Dentro do subgénero Passiflora, a variacdo no tamanho gendmico € consideravel, variando
desde 1C = 0,263 em P. palmieri e 1C = 0,481 em P. foetida até 1C = 2,208 em P. alata e 1C
= 2,680 pg para P. quadrangularis (YOTOKO et al., 2011). Existe dentro do género uma
correlacdo positiva entre tamanho do genoma e tamanho de flores. Assim, as espécies do género
se tornam modelos ideais para investigar evolugdo cariotipica considerando a composicdo da
fracdo repetitiva e rearranjos estruturais e numéricos, como também uma possivel associacédo
desses fatores a sua diversificagdo morfoldgica e ecologica. Ndo existem na literatura dados do
tamanho gendmico para espécies dos subgéneros Astrophea, Tryphostemmatoides e
Tetrapathea, e para o subgénero Deidamiodes s6 sdo conhecidos dados para o tamanho do
genoma de P. deidamioides com 1C = 0,80 pg (YOTOKO et al., 2011).

Devido ao seu interesse comercial, mapas de ligacdo baseados em marcadores
moleculares foram construidos para o maracuja (CARNEIRO et al., 2002; LOPES et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2008). No entanto, apenas dados parciais de sequenciamento do genoma
foram publicados (ARAYA et al.,, 2017; MUNHOZ et al., 2018). Foi desenvolvida uma

biblioteca de BACs (Bacterial Artificial Chromosomes) que contém o genoma da espécie
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fragmentado e clonado. A facilidade de sequenciamento possibilitou o desenvolvimento de uma
estratégia para sequenciamento parcial dos clones de BAC, obtendo sequéncias dos terminais
dos BACs ou BAC-end Sequences BES (VENTER et al., 1998). Essa estratégia tem facilitado
aos pesquisadores a ter uma primeira visao sobre a composicao de um genoma. Para Passiflora
edulis Sims, o maracuja-azedo, foi construida uma biblioteca gendmica com 82.944 clones
BAC, com tamanho médio dos insertos de 108 kb. Dez mil BES foram analisados e
identificados como portadores de elementos moveis repetitivos (19,6% de todas as BES),
sequéncias simples e proteinas putativas (SANTOS et al., 2014). Com a disponibilidade de
BACs cromossomos-especificos (SANTOS et al., 2014; SADER et al., 2019b), foi possivel
definir um cari6tipo para o maracuja azedo (P. edulis) e realizar 0 mapeamento comparativo
entre espécies proximas (DIAS et al., 2020), uma vez que as sequéncias nucleotidicas entre
taxons proximos em geral sdo suficientemente conservadas (PEDROSA et al., 2002; LYSAK
et al., 2005).

Alguns autores observaram polimorfismo intraespecifico, principalmente em relacéo ao
numero de satélites e a localizacdo (OLIVEIRA; COLEMAN, 1996; MAYEDA, 1997; SOUZA
et al., 2003c). MAYEDA (1997) sugeriu a presenca de dois pares maiores de cromossomos
(cariotipo assimétrico) e dois satélites como caracteristicas do género Passiflora. De acordo
com MELO et al. (2001), as se¢des Xerogona, Decaloba e Cieca do subgénero Plectostemma
apresentaram constrigdes secundarias muito caracteristicas e seu nimero e posicao foram as
caracteristicas cariologicas mais importantes, principalmente na se¢do Decaloba. Basicamente,
as espécies apresentaram cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, com simetria de
cariotipo variavel (MELO et al., 2001; BEAL, 1973a, b; VIEIRA et al., 1997; OLIVEIRA;
COLEMAN, 1996; SOARES-SCOTT et al., 1999).

O comprimento do complemento cromossdmico varia significativamente de 32,9 a 62,3
um (BEAL, 1973a, b; MAYEDA, 1997; SOUZA et al., 2003c; VIEIRA et al., 2004).
Compreender essa diversificagdo no comprimento do genoma € importante porque € um
processo significativo durante a especiacdo da planta (GREILHUBER, 1998). Estudos de
padroes de bandas foram realizados usando corantes com afinidade para as bases A-T ou C-G
(MELO et al., 2001) e com prata para colorir a regido organizadora do nucléolo (Ag-NOR)
(MAYEDA, 1997). Os estudos envolvendo bandas Ag-NOR, onde apenas as NOR ativas foram
detectaveis (SCHWARZACHER et al., 1980) foram realizadas em P. alata, P. amethystina, P.
coccinea, P. edulis, P. incarnata e P. maliformis. Em algumas espécies, havia mais de um par
de cromossomos portador de regido organizadora do nucléolo, como em P. coccinea
(MAYEDA, 1997; VIEIRA et al., 2004).
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O bandeamento CMA-DAPI foi realizado em oito espécies: P. amethystina, P. caerulea,
P. capsularis, P. edulis, P. foetida, P. racemosa, P. rubra e P. tricuspis, que apresentaram de
um a trés pares de blocos CMA+, mas ndo apresentaram a heterocromatina DAPI+, sendo que
as posicoes do bloco CMA+ estavam de acordo com as caracteristicas morfoldgicas observado
nos pares de cromossomos em relacdo a presenca das constri¢cfes secundarias (MELO et al.,
2001) e com 0 namero e a posicdo dos locais de DNAr 35S detectados pela FISH. Por outro
lado, o nimero de sitios DNAr 5S néo se correlacionou com nenhum outro parametro citolégico
(MELO; GUERRA 2003). Os estudos visando o mapeamento do DNAr 35S mostraram a
presenca de constri¢fes secundérias e satélites associados aos cromossomos 8 e 9 em P. edulis,
com quatro sitios, e P. amethystina, com seis sitios. Ambas as espécies foram utilizadas como
progenitoras e o hibrido somatico apresentou dois locais a mais que a progenitora (CUCO et
al., 2001). MELO e GUERRA (2003) analisaram a variacdo nos locais DNAr 5S e 35S em 20
espécies de Passiflora (21 tdxons) e observaram que as espécies diploides com x = 6, em geral,
apresentavam apenas dois sitios de DNAr 5S e dois ou quatro de DNAr 35S. Esses estavam
relacionados ao nivel de ploidia, enquanto outras espécies com x = 9 e x = 10 frequentemente
exibiam mais de dois locos do DNAr 35S e 5S. Segundo esses autores, em geral, 0 nimero e a
localizacéo dos locais DNAr 5S e 35S foram consistentes com a hipotese de x = 6, originalmente
diploide, como o provavel genoma ancestral do género, enquanto o grupo de espécies com X =
9, x =10 e x = 12 foram considerados de origem tetrapl6ide com disploidia descendente (12 »
10 » 9) e reducdo (silenciamento de genes) de alguns locais redundantes, principalmente os do
5S DNAr.

Estudos meidticos realizados nas espécies cultivadas e selvagens de Passiflora
indicaram estabilidade meidtica (BARBOSA; VIEIRA 1997a, b; MELO et al., 2001; SOUZA,
2002; SOUZA et al., 2003a). As espécies com 2n = 18, em geral, apresentaram meiose regular
e alta fertilidade (FERREIRA, 1994). Algumas espécies com 2n = 24, P. pentagona e P.
suberosa, apresentaram comportamento meidtico incomum. Foram observadas muitas
irregularidades que poderiam levar essas espécies a um indice meiotico abaixo de 90%
(SOUZA, 2002). Os cromossomos retardatarios, pontes de anafase (BARBOSA; VIEIRA,
1997b; SOUZA, 2002), segregacdo ndo orientada na metéfase e anafase | (SOUZA et al., 1996),
anormalidades na orienta¢do do fuso e assincronismo foram as irregularidades mais comuns
observadas e, consequentemente, produtos pos meidticos andmalos como ménadas, diades,
triades e poliades foram formados (SOUZA, 2002; SOUZA et al.; 2003a). As espécies
apresentaram bivalentes como as associagdes cromossdmicas predominantes, mas também

foram observados univalentes e quadrivalentes em espécies diploides (MELO et al., 2001,
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SOUZA, 2002; SOUZA et al., 2003a). Estudos nos hibridos F1 interespecificos demonstraram
instabilidade meiotica. Segundo SOARES-SCOTT et al. (2003), houve claras diferencas no
comportamento meidtico entre os hibridos, e o hibrido sexual mostrou meiose mais regular do
que o hibrido somatico. Estudos sobre a frequéncia e posicdo dos quiasmas sdo raros em
Passiflora. SOUZA (2002) observou que o nimero total médio de quiasmas nas espécies de
Passiflora com n = 6 foi de 6,6, enquanto nas espécies comn =9 e n =12 foram 10,5 e 12,1,
consecutivamente. O indice de recombinacao variou de 16,49% entre as espéciescomn =6 e
até 34% entre as espécies com n =9, enquanto nas espécies com n = 12 a variacao entre especies
foi praticamente nenhuma (apenas 0,7%). Os quiasmas intersticiais predominaram. O indice
meiotico (IM), ficou abaixo de 89% em espécies com n = 12 e acima de 92% para todas as
outras espécies estudadas. O comportamento meidtico no grupo de espécies com n = 12 foi o
unico considerado semelhante devido aos aproximadamente 12 quiasmas por célula. O quiasma
tendia a ocorrer na posicao intersticial e o IM foi de aproximadamente 88%. Segundo LOVE
(1951), as plantas com um IM de 90 a 100% poderiam ser consideradas citologicamente
estaveis, mas na verdade era impossivel garantir a estabilidade nas plantas com indice de 88 a
92%, uma vez que as plantas com um MI menor que 90% provavelmente apresentavam
dificuldades para cruzamentos interespecificos.

O estudo citogenémico de regides repetitivas no genoma de P. edulis, uma espécie de
valor agronémico relevante, foi realizado mediante sequenciamento de proxima geracdo (NGS)
e analise de bioinformatica realizada pelo pipeline RepeatExplorer. Os autores observaram que
P. edulis possui um genoma altamente repetitivo, com predominio do retrotransposon LTR
Ty3/Gypsy. Trés grupos de DNAs de satélite (Clusters 69, 118 e 207) e sete grupos de (LTR)
retrotransposons das superfamilias Tyl/Copia e Ty3/Gypsy e familias Angela, Athila,
Chromovirus e Maximus Sire (6, 11, 36, 43, 86, 94 e 135) foram caracterizados e analisados.
O mapeamento cromossdmico de DNAs satélite mostrou dois locais de hibridacdo co-
localizados na regido do DNAr 5S (PeSat_1), hibridizacdes subterminais (PeSat _3) e
hibridizagdo em quatro locais, co-localizados na regido 45S DNAr (PeSat_2). A maioria das
hibridizagdes de retroelementos mostraram sinais dispersos nos cromossomos, divergindo em
abundancia, e apenas o cluster 6 apresentou marcacao de regides pericentroméricas. Nao foram
observados DNAs de sateélites e retroelementos associados ao centromero (PAMPONET et al.,
2019).
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Main Conclusions

While two lineages of retrotransposons were more abundant in larger Passiflora genomes,
the satellitome was more diverse and abundant in the smallest genome.

Abstract

Repetitive sequences are ubiquitous and fast-evolving elements responsible for size variation
and large-scale organization of plant genomes. Within Passiflora genus, a ten-fold variation in
genome size, not attributed to polyploidy, is known. Here, we applied a combined in silico and
cytological approach to study the organization and diversification of repetitive elements in three
species of these genera representing its known range in genome size variation. Sequences were
classified in terms of type and repetitiveness and the most abundant were mapped to
chromosomes. We identified Long Terminal Repeat (LTR) retrotransposons as the most
abundant elements in the three genomes, showing a considerable variation among species.
Satellite DNAs (satDNASs) were less representative, but highly diverse among species, showing
preferential location at pericentromeres and subtelomeres. SatDNA repeats were genus-
distributed and species-specific. Our results clearly confirm that the largest genome species
(Passiflora quadrangularis) presents a higher accumulation of repetitive DNA sequences,
specially Angela and Tekay elements, making up most of its genome. Passiflora cincinnata,
with intermediate genome and from the same subgenus, showed similarity with P.
guadrangularis regarding the families of repetitive DNA sequences, but in different
proportions. On the other hand, Passiflora organensis, the smallest genome, from a different
subgenus, presented greater diversity and the highest proportion of satDNA. Altogether, our
data indicate that while large genome evolve to an accumulation of retrotransponsons, small

genomes evolve to diverse and accumulate a different repeat type and satDNAs.

Keywords: chromosomes, genome skimming, NGS, passion-fruit, retrotransposons, satDNA.
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Abbreviations

Cy3-dUTP: 5-amino-propargyl-2'-deoxyuridine 5'- triphosphate coupled to red cyanine
fluorescent dye

DAPI: 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole

FISH: Fluorescent in situ hybridization

LTR: Long terminal repeat

NGS: Next-generation sequencing

rDNA: Ribossomal DNA

RT: Retrotransposons

satDNA: Satellite DNA

TAREAN: TAndem REpeat ANalyser

TEs: Transposable elements

Introduction

Eukaryotic genomes are composed of a large amount of different classes of repetitive DNA
sequences, either dispersed (mainly transposons and retrotransposons, as well as some protein-
coding gene families) or arranged in tandem (ribosomal RNA, protein-coding gene families,
and mostly satDNAs, mini- or microsatDNA) (Lopez-Flores & Garrido-Ramos, 2012; Biscotti
et al. 2015). Transposable elements (TES) represent up to 90% of the genome size, for example,
45% of the human genome (Lander et al. 2001), the 52% of the opossum genome (Mikkelsen
et al. 2007), or 85% of the maize genome (Schnable et al. 2009). Repetitive DNA sequences
has been referred to as the repeatome (Goubert et al. 2015; Jouffroy et al. 2016; Pita et al. 2017,
Hannan 2018). Repeat motifs can vary extensively in sequence and abundance (De Koning et
al. 2011; Biscotti et al. 2015; Maumus & Quesneville 2016). Thus, transposable elements
(retroelements and DNA transposons) and tandem repeats (satDNA and rDNA) have been
postulated to have multiple roles in the genome, including genome stability, recombination,
chromatin modulation and modification of gene expression (Biscotti et al. 2015). Apart from

polyploidy, genome size variation in plants has been a consequence of variation in these two
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types of sequences and may reflect different evolutionary strategies in speciation (Albach &
Greilhuber 2004).

TEs are repeated and mobile DNA sequences, with the ability to move within genomes.
Two classes of TEs are distinguished: Class | elements, or retrotransposons, use reverse
transcriptase to copy an RNA intermediate into the host DNA, they are divided into Long
Terminal Repeat (LTR) and non-LTR elements. Class Il elements, or DNA transposons, use
the genome DNA of the element itself as the template for transposition, either by a “cut and
paste” mechanism, involving the excision and reinsertion of the DNA sequence of the element,
by using a rolling circle process or a virus-like process (Levin and Moran, 2011; Pritham, 2009).
These two classes are subdivided into super-families and families on the basis of their
transposition mechanism, sequence similarities and structural relationships (Wicker et al.

2007). The set of transposable elements in a genome is also known as mobilome (Siefert 2009).

Satellite DNAs (satDNA) have been the most unknown part of genomes. Initially also
considered as junk DNA, and currently is an increasing appreciation of the functional
significance of satDNA repeats (Kidwell 2002; Garrido-Ramos 2017). SatDNA families
accumulate in the heterochromatin at different parts of the eukaryotic chromosomes, mainly in
pericentromeric and subtelomeric regions, but they also span the functional centromere
(Garrido-Ramos 2015). Their rapid evolution and constant homogenization (“concerted
evolution”) (Hemleben et al. 2007) give rise to sequences that are species- or genome-specific
(Lane Rayburn and Gill 1986; Metzlaf et al. 1986; King 1995). This process generates

divergence between species or reproductive groups (Lopez-Flores and Garrido-Ramos 2012).

The genus Passiflora L. belongs to the family Passifloraceae Juss. ex Kunth, which is a
member of the Malpighiales order (Judd et al. 2008). Passiflora is a large and morphologically
variable genus and it includes 575 species distributed in the tropical and subtropical regions of

America, Africa and Asia (Ulmer and MacDougal, 2004), with its diversity center in South
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America (Bernacci et al. 2015). A substantial variation of genome sizes has been reported for
the genus (Yotoko et al. 2011). Considering all data available for genome size of 62 species,
comprising (10% of the genus), the difference between the largest and smallest genomes is
currently as high as 10 times [0.212 pg in P. organensis Gardner, (Decaloba subgenus); and
2.68 pg in P. quadrangularis L., (Passiflora subgenus)] (Souza et al. 2004; Yotoko et al. 2011).
The species of Passiflora also show variation in chromosome size and number, and are arranged
into four groups according to their basic chromosome numbers: x = 6, 9, 10, and 12 (Melo and
Guerra 2003; Hansen et al. 2006). A recent diversification in the subgenus Passiflora (Miocene)
was associated to chromosome number change from n = 6 to n = 9 and an increase in genome
size. Polyploidy was restricted to few lineages and was not associated with species
diversification or genome size variation. Thus, dysploidy together with genome size increase

could have been acted as the main drivers in the evolution of Passiflora (Sader et al. 2019a).

The study of repetitive DNA and its impact in genome size evolution has been facilitated
significantly since the introduction of next generation sequencing (NGS) technologies
(Margulies et al. 2005). The clustering procedure of genome sequence reads based on similarity
has been improved by employing graph-based methods (Novék et al. 2010). This approach has
been efficient in the identification and characterization of repeat elements in several organisms

(Aversano et al. 2015; Derks et al. 2015; Wolf et al. 2015).

In the Passiflora genus, there are two recent works describing the repetitive fraction of
the genome, both were performed in the “yellow passion-fruit”, P. edulis Sims. (Costa et al.
2019; Pamponet et al. 2019). A total of 250 different TE sequences were identified (96% Class
I, and 4% Class Il), corresponding to ~19% of the P. edulis draft genome (assembled “De novo”
from Illumina NGS reads) (Araya et al. 2019). TEs were found preferentially in intergenic
spaces (70.4%), but also overlapping genes (30.6%). A higher proportion of LTR

retrotransposons (LTR-retrotransposons) was observed in P. edulis, totaling 53% of the
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genome. Ty3/gypsy superfamily was the most abundant (33.33%), followed by Tyl/copia
(16.89%) (Pamponet et al. 2019). Ribosomal DNA (5S and 35S) accounted for 1% of the
genome, and the lowest proportion was observed for satDNAs, reaching less than 0.1%. LTR-
retrotransposons accounted for 181 single elements corresponding to ~ 13% of the draft genome
(Costa et al., 2019). A phylogenetic inference of the reverse transcriptase domain of the LTR-
retrotransposons revealed association of 37 elements with the Copia superfamily (Angela, Ale,
Tork, and Sire) and 128 with the Gypsy (Del, Athila, Reina, CRM, and Galadriel) superfamily,
and Del elements were the most frequent. According to insertion time analysis, the majority
(95.9%) of the LTR-retrotransposons were recently inserted into the P. edulis genome (< 2.0
Mya), and with the exception of the Athila lineage, all LTR-retrotransposons were
transcriptionally active. Some lineages appear to be conserved in wild Passifora species (Costa

et al. 2019).

In the light of this information, the aim of this work was to identify and classify the
repetitive elements in the Passiflora genome, considering the range of genome size variation,
in order to understand the cause of the large variation of genome size in the genus. For this,
three species were chosen, the smallest genome species, the largest genome species and a
medium-sized genome. Their genomes were sequenced with low coverage and reads were
clustered by sequence similarities to recognize and characterize the most abundant sequences
at chromosomal level.

Material and Methods

Plant material

The materials used in this work included P. organensis Gardner (2n = 2x = 12), P. cincinnata
Maxwell (2n = 2x = 18) and P. quadrangularis L. (2n = 2x = 18) plants. Although P. organensis
is considered synonymous of P. porophylla Vell. (The Plant List, http://www.theplantlist.org/),

the individuals from Bahia, Brazil) correspond to P. organensis (Cauz, personal
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communication). The plants used for sequencing and cytogenetics were maintained in the
Experimental Garden of the Federal University of Pernambuco, Recife, Brazil.

Next generation sequencing, processing data, and clustering analysis

DNA isolation from leaves of P. cincinnata and P. quadrangularis plants was carried out
according to Weising (2005). Sequencing was performed on an lllumina MiSeq for each species
using 250 nt paired-end reads in BGI Group (China). Sequences of P. organensis, provided by
Prof. Marcelo Dornelas (UNICAMP), as performed in the Earlham Institute (Norwich, UK).

We performed a quality trimming in the three reads libraries (Quality cut-of value: 20
Percent of bases in sequence that must have quality equal to/higher than the cut-of value: 90).
The similarity-based clustering analysis was performed in  RepeatExplorer
(https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz) (Novak et al. 2010, 2013), with a read similarity cut-
off of 90%. We have performed two different analyses: 1) an individual analysis for each
species, with a larger coverage (Table S1) to better characterize all TE families using automatic
option sampling in RepeatExplorer and 2) a comparative analysis, using reads libraries of the
three species.

Resulted clusters with genomic percentage above 0.01% were further manually
examined to characterize the most abundant repetitive families. The TAREAN tool from Repeat
Explorer was applied for satellite DNA repeat identification (Novak et al.2017). Clusters that
were not classified in that way were annotated by the examination of cluster graph shape to
know if they showed any potential satDNA characteristic, and by similarity searches using
BLASTN and BLASTX against non-redundant protein sequences public databases
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Repeat composition was calculated excluding
clusters of organelle DNA probably representing extranuclear DNA from chloroplast and
mitochondria.

We perform comparative clustering in RepeatExplorer using 561,853 total reads.
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Combined, the repeats identified for each species represented 41,542 reads for P. organensis
(0.05x), 235,288 reads for P. cincinnata (0.04x), and 285,022 for P. quadrangularis (0.03x) of
the total genome for each species (Table S1).
Satellite DNA characterization
To perform a high-throughput analysis of satellite DNA we used satMiner pipeline, a toolkit
for mining and analyzing satDNA families (https://github.com/fjruizruano/satminer). The
satMiner protocol consists of the extraction of tandem repeat sequences and their subsequent
analyses. For satDNA mining, we first performed a standard RepeatExplorer individual
clustering on 2 x 200,000 paired reads. Then, we followed the protocol suggested by Ruiz-
Ruano et al. (2016) using the satMiner toolkit, in order to detect as many satDNAs as possible
in the genome. Briefly, the protocol consists of reads quality trimming with Trimmomatic
and then clustering a selection of 2 x 200,000 reads with RepeatExplorer. In those assembled
contigs of clusters with a typical tandem repeat structure (i.e., spherical or ring-shaped), we
searched for tandem repeated structures with DotPlots tools in Geneious R8.1 software
(Kearse et al. 2012). Then, we used DeconSeq software to filter out reads showing homology
with all previously identified clusters. Then, using a sample of the remaining reads, we
started an additional round performing a new RepeatExplorer clustering duplicating the
number of reads for each new run, until no new repeat was identified or not reads available.
We performed a homology search between all repeat unit sequences found and
grouped them as the same sequence variant, same family and same superfamily if identity
was higher than 95%, 80% and 50%, respectively. The satDNA were named using the two
letters for species name followed by the monomer size. We determined the abundance for
each variant by using the ‘map to reference’ tool in Geneious Prime 2019.0.4 and we
calculated the relative abundance by dividing the amount of mapped reads by the total

number of reads. In order to amplify the annotated satDNAs by PCR, we aligned satDNA
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monomers to get a consensus sequence and selected the most conserved region to design
primers with Primer3 tool (Untergasser 2012) in Geneious R8.1 software (Kearse et al.
2012). Primers were designed facing towards ensuring to minimize the distance between
them or even overlapping them up to 3 bp at the 5’ end, when necessary.

To know if all satDNA found in P. organensis were present in the other two species,
we used ‘map to reference’ tool in Geneious Prime 2019.0.4 to search for these sequences
against all reads (12,222,646 reads in P. quadrangularis; 6,758,428 reads in P. cincinnata
and, 112,367,646 reads in P. organensis). In addition, to check if satDNA corresponded to
the 1GS region of the rDNA, we assembled the complete 35S rDNA sequence of the three
species with NOVOPIlasty (Dierckxsens et al. 2016) using a random selection of 10 million
read pairs. As a seed reference, we used the 5.8S rDNA sequence from Passiflora edulis
species obtained from GenBank (accession number MF327245).

Phylogeny of Gypsy-Tekay

To better understand the dynamics of Gypsy-Tekay retrotransposons in the three species, we
analyzed these elements in more detail using similarity searches against all Gypsy elements
identified in the Gypsy Database (Neumann et al. 2019). The Gypsy-Tekay Integrase protein
domains were extracted from full-length REs using the RepeatExplorer platform (Novak et al.
2010). Further, nucleotide sequences were translated in all possible reading frames and the
resulting peptides were aligned together with a specific set of integrases from Ty3/gypsy
elements using MAFFT (Katoh & Standley, 2013) with “Auto” option. The alignment was used
to construct phylogenetic trees using Neighbor Joining Tree Protein using Geneious Prime
2019.0.4 (http://www.geneious.com, Kearse et al. 2012).

Molecular cytogenetic techniques

Root tips obtained from plants growing in pots were pretreated with 2 mM 8-hydroxyquinoline

for 4,5 h at 10°C, fixed in ethanol-acetic acid (3:1 v/v), and stored in fixative at —20°C. Root
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tips were digested using a solution containing 2% cellulase and 20% pectinase (w/v) for 90 min
at 37 °C and chromosome preparations were performed according to Carvalho and Saraiva
(1993).

For each especies, the repetitive DNA for the probes were isolated by PCR. The PCR
mix contained 1 pl of template DNA (25 ng), 0.5 U Taq DNA polymerase (homemade), 5 ul
10x Taq buffer, 0.25 mM of each dNTP, and 0.5 uM of each primer in a total volume of 50 pl.
The PCR program consisted of 35 cycles, each with 1 min denaturation at 94°C, 1 min annealing
55-57°C (depending on the primer pair used), 1 min extension at 72°C, and a final extension of
10 min. PCR products were purified by precipitation and one microgram each was labeled by
nick translation (Invitrogen or Roche Diagnostics) with Cy3-dUTP (GE) or Alexa 448-5-dUTP
(Life Technologies). The 25-28S, 5.8S, and 18S rDNA clone (pTa71) from Triticum aestivum
(Gerlach and Bedbrook 1979), labeled with digoxigenin-11-dUTP (Roche) was used to localize
35S rDNA sites.

The Fluorescent in situ Hybridization procedure applied to mitotic chromosomes was
essentially the same as previously described (Fonséca et al. 2010). Hybridization mix consisted
of 50% (v/v) formamide, 10% (w/v) dextran sulfate, 2X SSC, and 2-5 ng/ul probe. The slides
were denatured for 5 min at 75°C and hybridized for 24 h at 37°C. The final stringency was
76%. Image capture was done in an epifluorescence Leica DMLB microscope using the Leica
QFISH software. For final processing, images were artificially coloured using the Adobe
Photoshop software version 10.0 and uniformly adjusted for brightness and contrast only.
Results
Genomic Composition
P. organensis: The 299 clusters that corresponded to at least 0.01% of the genome (from 84 up
to 11,269 reads) contained 722,865 reads corresponding to 28.38% of the genome. One cluster

corresponded to 5S rDNA (0.02%) and three clusters to 35S rDNA (1.9%). The superfamilies
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Ty3/gypsy retrotransposons were the most abundant dominated by Tekay (17.37%) and
Galadriel (), against 2.70% of Tyl/copia, mainly Bianca. This is followed by satellite DNA
(1.50%) (Table 1).

P. cincinnata: All 252 clusters (from 49 up to 10,774 reads) contained 455,846 reads
corresponding to 60.49% of the genome and their identification showed that the most abundant
superfamilies corresponded to Tyl/copia (35.69%, mainly Angela), followed by Ty3/gypsy
retrotransposons (18.47%, from which 9.98% of Chromovirus, Tekay, while 8.48% Gypsy/non-
Chromovirus, Athila). LINEs, 35S rDNA and 5S rDNA represent (0.04%), (0.72%) and
(0.025%) of the genome (Table 1).

P. quadrangularis: All 161 clusters (from 106 up to 34,517 reads) contained 994,022 reads
corresponding to 73.05% of the genome and their identification showed that the most abundant
superfamilies corresponded to Ty3/gypsy [41.23%, Tekay (35.71%) and Athila (5.51%)].
followed by Tyl/copia [25.45%, Angela (24%), Ale (0.92%), Tork (0.30%), SIRE (0.21%) and
Bianca (0.01%)] and LINEs (2.38%). The 35S rDNA corresponded to 0.74% of the genome
(Table 1).

Comparative analyses: of repeats in the three species revealed that Ty3-Tekay, Tyl-Angela,
and Ty1-SIRE elements, were shared by the two species of the Passiflora subgenus, with the
exception of cluster 26 (which was only found in P. quadrangularis). For P. organensis we
only found cluster 29, that was not present in the other two species (Figure 1).

Phylogeny of Gypsy-Tekay

Because Gypsy-Tekay was the element present in the three sampled species, was analyzed this
element in more detail using similarity searches against the GypsyDatabase to better understand
its divergency. Most of the Tekay elements identified were incomplete or truncated. The
phylogenetic reconstruction of the integrase of full-length Tekay elements revealed that similar

elements are shared among species (Figure 2). The first and second clades were shared by the
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three species. The third clade is shared by the Passiflora subgenera species (P. cincinnata and
P. quadrangularis) and the fourth lineage has grouped only P. organensis elements.
Satellitome in Passiflora

Because no satDNA was identified among the most abundant repeats in the Passiflora
subgenus, we used the toolkit satMiner to find repeats that were in lower abundance in the
genome. We performed nine iterations in P. organensis and two in P. cincinnata and P.
quadrangularis (because there remained no readings available for both species). In total we
found 45 different satDNA families, with repeat unit lengths ranging between 52 and 3,998 bp,
with 977 bp mean value (Table 2). The A+T content of the consensus satDNA sequences varied
between 38.2% and 76.2% among families, with 60.9% median value, indicating a slight bias
towards A+T rich satDNA. Sequence comparison between repeat units of the 45 satDNA
monomers detected homology between PorSat01-161 and PorSat01-162 (83.6%). PciSat01-145
and PquSat01-145 shared 86.1% of sequences homology. These four satDNA showed 54.5%
of homology and were grouped into superfamily 1 (PassSFO1) (Figure S1).

PorSat25-3100 was also found in P. cincinnata (0.0000001%) and P. quadrangularis
(0.000001%), while PorSat23-970 was presented in P. quadrangularis (0.04%), but absent in
P. cincinnata.

After assembling the Passiflora rDNAs, we have performed automatic gene annotation
and described the gene sequences corresponding to tha 26S, 18S and 5.8S genes and the
transcribed spacer regions (ITS1 and ITS2) (Figure S2). Also, using bioinformatics tools we
have observed high similarity (100% identity) between PquSat05-100 satellite and the IGS
region of the 35S rDNA sequence. The region of similarity is made up of four subunits, two
of 595 and two of 344, with smaller (100 to 200bp) subrepeats (Figure S3). We hypothesize
that PquSat05-100 satellite derives from a small fraction of IGS, which was amplified in the

P. quadrangularis genome.
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Chromosomal Localization

To determine the chromosomal location of the most abundant TE families, Ty1/Angela and
Ty3/Tekay, we prepared probes containing the integrase domain from clusters CL5 and CL6,
respectively, from P. quadrangularis for Fluorescence in Situ Hybridization (FISH).
Tyl/Angela retroelements were dispersed in P. quadrangularis chromosomes, with an
increased signal at proximal regions in some chromosomes. Tekay elements also showed a
dispersed distribution in all chromosomes in P. quadrangularis and P. cincinnata, while in P,
organensis it was present in pericentromeric regions (Figure 3).

To determine the chromosome location of the tandem repeats, we used the most
abundant satDNA found using Tarean and the first rounds of satMiner (RO and R1) as probe.
PquSat01-145 hybridized predominantly in subterminal sites in most chromosomes of P.
quadrangularis and P. cincinnata (Figure 4). Satellite PquSat05-100 showed six terminal
signals, as well as weak dispersed signals in 10 chromosomes of P. quadrangularis, and four
terminal signals in P. cincinnata. In both species, the strong signals co-localized with the 35S
rDNA sites (Figure 4). The other satDNAs from P. quadrangularis and P. cincinnata
(PquSat02-408, PquSat03-55, PquSat04-457, PquSat06-1083 and PciSat02-111) showed
variable dispersed patterns (Figure 4).

In P. organensis, PorSat01-161 and PorSat12-167 showed subterminal distribution in
one chromosome pair each. PorSat02-1800 showed a subterminal site in one chromosome pair
and a pericentromeric site in another. PorSat04-1004 showed pericentromeric signals in another
chromosome pair. These four repeats are useful markers for chromosome identification.
PorSat07-641 showed pericentromeric distribution in all chromosome pairs, with variable
intensity (Figure 5). PorSat05-510 showed dispersed distribution in all chromosome pairs,
while PorSat09-52, PorSat11-371 and PorSat13-398 showed a scattered distribution throughout

the genome.
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Discussion

In the present work, we report the first comparative study using genomic in silico analysis and
citogenomics for comprehensive characterization of repetitive elements in Passiflora. Here,
were analyzed three Passiflora genomes with at least ten-fold difference in genome size (207
to 2,621 Mbp). Plant genome sizes span several orders of magnitude ranging from the 63-64
Mbp in Genlisea sp. (Fleischmann et al. 2014) to the more than 148,851 Mbp genome of Paris
japonica (Pellicer et al. 2010). Significant genome size variations are also common even within
a single genus such as Gossypium, Oryza and Oxalis where 3, 3.6 and 70-fold genome size
variations have been reported, respectively (Ammiraju et al. 2006; Hendrix and Stewart, 2005;
Vaio et al. 2018). This genome size variation in plants is mainly due to polyploidization (Adams
and Wendel, 2005; Bennetzen et al. 2005) and TE proliferation and/or elimination (Devos et al.
2002; Hawkins et al. 2009; Ma et al. 2006; Neumann et al. 2006).

We observed that about 28 to 73% of the genome is composed by TEs and between
0,1% and 4% by satellite DNA, which is comparable to other plant genomes of similar sizes
(Macas et al. 2011; Macas et al. 2015). In P. quadrangularis, we observed that Ty3/gypsy
dominated (35%), represented by Tekay and Athila, and Ty1/Angela was highly abundant with
(24%).while Ty1/copia retrotransposons showed higher proportion (35,7%) in P. cincinnata
(Angela being the most abundant lineage, 29%). This high abundance of Copia has already been
observed in the passion-fruit, Passiflora edulis (16,89%, Pamponet et al. 2019), another species
from the Passiflora subgenus (1,232 Mpb, Yotoko et al. 2011). In Passiflora edulis, Costa et
al. (2019) corroborated Angela as the most abundant lineage (1.9%) from the Copia superfamily
(3.12%) and Tekay (8.5%, referred to as Del) from Gypsy (10.52%). In P. organensis, Angela
was not detected, but Tekay accounted for most of its repeats (17.37% out of 28.38% of
repeats). Thus, we can affirm that the increase in genome size within the genus, so far apparently

concentrated in the Passiflora subgenus, was caused by an increase in both Gypsy with 33% in
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P. edulis (Pamponet et al. 2019), 18.45% in P. cincinnata and 41.22% in P. quadrangularis
compared to 20.26% in P. organensis (Decaloba subgenus), and to Copia elements with
35.66% in P. cincinnata, 25.44% in P. quadrangularis and 16.89% in P. edulis vs. 2.7% in P.
organensis. Angela elements appear in large proportion in the Passiflora subgenus, but was not
present in Decaloba subgenus (P. organensis).

We observed that most transposable element families are represented only by two or
three clusters indicating their long term presence without changes in sequence or structure. Only
Athila, Angela and Tekay (and SIRE in P. cincinnata only) retrotransposons were found in
multiple clusters suggesting higher divergence and abundance. Most of the Tekay elements
were incomplete or truncated in the three species, suggesting active elimination. Thus, the
increase in genome size may be due to large and long term bursts, so far not counterbalanced
by sufficient removal mechanisms (Ibarra-Laclette et al. 2013). The opposite was observed in
Fritillaria, where the evolution of truly obese genomes were largely determined by the failure
of the mechanisms responsible for repeated elimination that effectively operate in species with
smaller genomes to counteract genome expansion (Ambrozova et al. 2011). Transposable
elements are frequently recognized as “genomic fossils” that were once autonomous, but, at
some point, they experience a mutation that leaves them inactive (Cruz et al. 2014). The
majority of P. edulis TEs (70.8%) were incomplete, corroborating previous findings showing
that most TE copies are either defective or fossilized (Costa et al. 2019). Only Angela showed
a higher proportion of complete elements in P. edulis (Costa et al. 2019), compatible with a
burst of amplification restricted to the subgenus Passiflora.

Divergence in repetitive DNA is a primary driving force for genome and chromosome
evolution. The relationships of full-length Tekay elements from the three species in the
phylogenetic reconstruction showed that most of the clusters are shared by P. cincinnata and

P. quadrangularis. This similarity probably reflects that they already existed 12 Mya in the
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common ancestor of these species (Sader et al. 2019a). The clusters that are shared by the three
species probably belong to a Gypsy element that was already present in the common ancestral
between the two subgenus, before its evolutionary divergence >40 Mya (Sader et al. 2019a).
According to Costa et al. (2019), insertions of retroelements in P. edulis were dated between 1
and 2 Mya. In our work we have seen that some Tekay clusters were present in the last common
ancestral among the three species. Apart from methodological differences, a possible
explanation for this discrepancy could be that the authors analyzed TEs from gene-rich regions,
which are located at chromosomal ends (Sader et al. 2019b). In our case, we used elements
from the most abundant clusters that may have accumulated in the pericentromeric regions for
longer time. Furthermore, it is possible that young, full-length elements representing older
Tekay lineages are present in these genomes. The prevalence of young, full-length LTR retro-
transposons has been found previously in plants (SanMiguel et al. 1998; McCarthy et al. 2002),
baker’s yeast (Jordan and McDonald 1999), C. elegans (Bowen and McDonald 1999), and D.
melanogaster (Bowen and McDonald 2001).

In situ localization of the retrotransposons in pericentromeric regions or dispersed
throughout the chromosomes is a common feature of plant genomes of similar sizes, small and
large, respectively (Miller et al. 1998; Cheng and Murata 2003; Nagaki et al. 2004, Neumann
et al. 2011). The literature indicates that retrotransposons generally accumulate in dispersed
patterns across plant chromosomes, unlike satellite DNAs that form more defined clusters
(Heslop-Harrison and Schwarzacher 2011; Heslop-Harrison and Schmidt 2012; Ribeiro et al.
2017; de Souza et al. 2018). A dispersed distribution was also observed in P. edulis, where
terminal or subterminal regions of the chromosome arms are gene-rich, while the proximal
regions are gene-poor and consist of dispersed repetitive sequences (Pamponet et al. 2019;
Sader et al. 2019; Stack et al. 2009). This distribution patterns suggest that gene-rich regions,

and probably recombination, is more evenly distributed in P. organensis, except in
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pericentromeric regions, while higher in chromosomal ends in P. quadrangularis and P.
cincinnata, as well as in P. edulis.

The PquSat05-100, observed in P. quadrangularis and P. cincinnata, was probably
originated from the 1GS regions of the 35S rDNA. There are several examples where satDNA
originated from the IGS or rDNA coding genes (Garrido-Ramos 2015; Plohl 2012), for
example, the satDNA Jumper, in the Phaseolus genus, derives from the NTS of the 5S rDNA
(Ribeiro et al. 2016), showing that this phenomenon is rather common that rare in plants.

We have found one subtelomeric superfamily (SF1) of satDNA present in all three
species estudied here and in P. edulis (Pamponet et al. 2019), but no conserved putative
centromeric repeat was found. Conserved centromeric repeats in a genus or beyond is rare
(Zhong et al. 2002), but conserved subtelomeric repeat was also found in Phaseolus (Ribeiro et
al. 2019). Only PorSat06-1200 is a possible centromeric satellite (data not show). Furthermore,
the CRM elements, which are centromeric in other species such as maize (Zhong et al. 2002),
are in very low abundance in Passiflora (no detected in P. quadrangularis; 0.4% in P.
cincinnata; and 0.31% in P. organensis). Therefore, the nature of Passiflora centromeres needs
to be further characterized.

Passiflora organensis, the species with the smaller genome, contains an unusually large
number of different satDNA. This wide diversity in satDNA has not been previously observed
in plants, only in Luzula (Heckman et al. 2013), a species with holocentric chromosomes.
Hence, to know if these satDNA were present in the other two species, we used bioinformatics
tools, to search for all those satDNA in the other two species. Only one of these satDNA clusters
(PorSat25-3100) was also detected in both species of the Passiflora subgenus (although in very
low proportions) and PorSat23-970 was also found only in P. quadrangularis. This could be
due to the fact that, in these “fat” genomes, the satDNAs present in low or very low abundance

failed to be detected using RepeatExplorer pipeline. Using satMiner, the search for satDNA
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was more efficient, although satDNA in very low abundance, such as PorSat25-3100 and
PorSat23-970, were only possible to find using the Map to reference tool in Geneious. Thus,
for large genomes, it is difficult to find satellites in very low abundance, them, we suggest the
use of the three combined approaches (Repeat explorer and Tarean; and Satminer; and finally
“Map to reference” using Geneious). Thus, the comparative analyses with species with smaller
genomes may be a good option for finding satDNA using this approach. The fact that species
with smaller genome size, in this case P. organensis, has a greater variability in satDNA

Different satDNA families may be present in one species. For example, there are up to
15 families in Pisum sativum (Macas et al. 2007), 62 families in Locusta migratoria (Ruiz-
Ruano et al. 2016), or 9 satDNA families within the human genome (Levy et al. 2007; Miga
2015). However, there are usually one or a few predominant satDNA families in each species
(Macas et al. 2007; Ruiz-Ruano et al. 2016; Levy et al. 2007; Miga 2015). In Passiflora genus,
we have observed only one subtelomeric superfamily (SF1) of satDNA present in all three
species estudied here and in P. edulis (Pamponet et al. 2019). This low degree of sharing of
most satDNA and TE families (Figure 6) confirm the long divergence time between subgenus
Passiflora and Decaloba genomes (Sader et al. 2019a).

Conclusions

This is the first comparative study of the repetitive fraction in the Passiflora genus, expanding
the extremes of genomic sizes, and including two subgenus (Passiflora and Decaloba) and
including two cultivated species (P. cincinnata and P. quadrangularis). Our results showed that
Passiflora quadrangularis presents a higher accumulation of repetitive DNA sequences, but
less divergence in relation to P. organensis. Passiflora cincinnata showed similarity with P.
quadrangularis regarding the families of repetitive DNA sequences, although in different
proportions, probably reflecting phylogenetic relationships. Passiflora organensis presented

greater diversity and the highest proportion of satDNA. Together, our data pointed out that the
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satellitome is not the fraction responsible for the increase in genome size in Passiflora. This
increase was originated by the expansion, of two main retroelement lineages (Gypsy/Tekay and

Copia/Angela retrotransposons).
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Figure 1. Comparative clustering in the three Passiflora species.
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Figure 2. Phylogenetic relationship of Ty3/gypsy elements of Passiflora based on the integrase domain (INT)
aminoacids. Sequences used for comparison were retrieved from RexDB, Neumann et al. (2019).
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Figure 3. Chromosomal distribution of the two most abundant TEs in Passiflora genomes. (a) Copia/Angela
element in P. quadrangularis; (b-c) Gypsy/Tekay element in P. quadrangularis (b) and P. organensis (c)
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Figure 4. FISH detection of satellite repeats on mitotic chromosomes of Passiflora cincinnata and P.
quadrangularis (Passiflora subgenus species).
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Table 1. Genome proportion (%) of repetitive sequences identified in individual analyses of three Passiflora
genomes.

Repeat Genome proportion (%)
P. organensis P. cincinnata P. quadrangularis

Class |
Ty3/Gypsy
Chromovirus
CRM 0.31 0.37
Galadriel 0.75 0.05
Reina 0.06 0.01
Tekay 17.37 9.54 35.71
Non-chromovirus
Athila 0.35 8.48 5.51
Ogre 1.42
Ty1/Copia
Ale 0.82 0.04 0.92
Angela 29.05 24.00
Bianca 0.96 0.09 0.01
Ikeros 0.16
Ivana 0.34 0.03
SIRE 5.74 0.21
TAR 0.13 0.01
Tork 0.45 0.54 0.30
LINE 0.63 0.04 2.38
Pararetrovirus 1.11 0.04
Class 11
TIR 0.48
CACTA 0.03
SatDNA 1.50
rDNA
5S 0.02 0.02
35S 1.19 0.72 0.74
Unclassified repeats 0.45 5.54 3.17

Total 28.38 60.49 73.05
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Table 2. SatDNAs identified using the RepeatExplorer and satMiner pipelines for Passiflora quadrangularis, P.
cincinnata and P. organensis showing length (nt), A + T content (%), abundance (%), and Genbank accession

number
Family Round pb A+T Abundance Genbank Total (%)/Total
(%) (%) Accession (Mpb)
P. cincinnata 0.1085/0.978 Mpb
PciSat01-145 R1 (CL6) 145 43.4 0.1061
PciSat02-111 R1(CL358) 111 65.8 0.0024
P. organensis 4.0908/9.78 Mpb
PorSat01-161 Tarean (CL7) 161 38.6 3.3970
PorSat02-1800 Tarean (CL80) 1800 53.2 0.1060
PorSat03-665 Tarean (CL92) 665 58.9 0.0670
PorSat04-1004 Tarean (CL95) 1004 54.6 0.0620
PorSat05-510 Tarean (CL81) 510 46.8 0.0960
PorSat06-1200 Tarean (CL166) 1200 69.3 0.0170
PorSat07-641 Tarean (CL188) 641 54.8 0.0150
PorSat08-1557 Tarean (CL84) 1557 70.9 0.1160
PorSat09-52 Tarean (CL273) 52 63.2 0.0130
PorSat10-104 Tarean (CL246) 104 53.9 0.0140
PorSat11-371 RO (CL89) 371 42.9 0.1200
PorSat12-167 R1 (CL128) 167 70.1 0.0300
PorSat13-398 R1 (CL62) 398 62.3 0.0027
PorSat14-861 R1 (CL77) 861 65.7 0.0087
PorSat15-320 R1 (CL187) 320 76.2 0.0039
PorSat16-1562 R2 (CL27) 1562 65.6 0.0098
PorSat17-965 R2 (CL65) 965 60 0.000027
PorSat18-871 R2 (CL179) 871 63.3 0.0072
PorSat19-162 R2 (CL182) 162 64.2 0.0016
PorSat20-719 R3 (CL34) 719 65.4 0.0036
PorSat21-81 R3 (CL132) 81 62 0.0000096
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PorSat22-703 R4 (CL71) 703 65.4 0.00004
PorSat23-970 R4 (CL87) 970 62 0.00006
PorSat24-502 R4 (CL104) 502 71.7 0.000011
PorSat25-3100 R4 (CL173) 3100 62.3 0.000035
PorSat26-1176 R5 (CL93) 1176 63 0.000033
PorSat27-1839 R6 (CL29) 1839 61.2 0.000023
PorSat28-426 R6 (CL54) 426 61.7 0.000007
PorSat29-576 R6 (CL60) 576 74.7 0.000014
PorSat30-506 R7 (CL68) 506 59.3 0.000026
PorSat31-1003 R7 (CL61) 1003 58.6 0.000011
PorSat32-1142 R7 (CL121) 1142 65.6 0.000012
PorSat33-2013 R8 (CL181) 2013 64.8 0.000016
PorSat34-3341 R8 (CL863) 3341 61.2 0.000017
PorSat35-2125 R8 (CL699) 2125 60 0.000008
PorSat36-3998 R8 (CL301) 3998 64.3 0.000017
PorSat37-3415 R8 (CL461) 3415 59.1 0.000012
P. quadrangularis 0.2213/4.89 Mpb
PquSat01-145 Tarean (CL92) 145 65.3 0.0540
PquSat02-408 RO (CL81) 408 55.6 0.0190
PquSat03-55 R1(CL39) 55 38.2 0.0110
PquSat04-457 R1(CL181) 457 48.3 0.0065
PquSat05-100 R1(CL526) 100 39.8 0.1300
PquSat06-1083 R2 (CL143) 1083 66.6 0.0008
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Table S1 Genome size in pg and Mbp of the analysed Passiflora species. Coverage was calculated as follow: cov
= (r x I)/g, whereas r corresponds to number of reads used in our analysis, | to read length and g to haploid genome
size in bp.

P. organensis P. cincinnata P. quadrangularis
2n= 12 18 18
Genome size (1C) 0.212pg 1.420pg 2.680pg
207.3Mbp 1,388.7 Mbp 2,621.1 Mbp
Individual clustering 600,000 494,343 1,044,658
Cov 0.72x 0.09x 0.1x
Comparative 41,542 235,288 285,022

clustering
Cov 0.05x 0.04x 0.03x
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Figure S1. a) Alignment and b) DotPlot of satDNA PorSat01-161 and PorSat01-162 sequences showing the high
similarity (>87%) between them. c) Alignment and d) DotPlot of satDNA PorSat01-161, PquSat01-145 and
PciSat01-145 sequences showing the similarity (54%) between them.
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185 rDNA 5.8 IDNA 265 rDNA
BP SSDNA: dsDNA: GC BP ssDNA: dsDNA: GC SSDNA: dsDNA: GC
Pcin 1,809bp  560.650kDa  1117.779kDa  49.90% 164bp  50.755 kDa 101344 kDa  55.50% 3,392 bp 1052.291kDa  2095.559 kDa  57.80%
Pquad  1,809bp 560.705kDa  1117.778kDa  49.80% 162bp  50.143 kDa 100.109 kDa  55.60% 3,392 bp 1052.456 kDa  2095.550 kDa  57.60%
Porg 1,809bp  560.748 kDa 1117.772kDa  49.50% 162 bp 50.187 kDa 100.104 kDa  52.50% 3,392 bp 1052.566 kDa  2094.893 kDa  56.40%
Identity 99.60% 97% 98.50%
ITs1
BP ssDNA: dsDNA: GC
Pcin 221bp 68.157 kDa 136.595kDa  67.90%
Pquad 224bp 69.236 kDa 138.436 kDa  62.10%
Porg 280bp 86.817 kDa 173.023 kDa 53.90%
Identity 66.10%
Ims2
BP ssDNA: dsDNA: GC
Pcin 216 bp 66.882 kDa 133.502 kDa 66.80%
Pquad 213 bp 65.937 kDa 131.648 kDa 67.10%
P e SN R E e i Porg 197 bp 60.873 kDa 121.738 kDa 55.80%
Identity 77.70%
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Figure S2. Alignment of 35S rDNA between P. organensis, P. cincinnata and P. quadrangularis. Details from b)
5.85 rDNA gene ¢) ITS 1 and d) ITS 2 and tables with different comparative parameters: size (bp), molecular
weight (ssSDNA) and dsDNA, and GC content.
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found.
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4 CONCLUSOES

o A filogenia datada para Passiflora, incluindo 102 espécies com nUmeros

cromossémicos disponiveis, suporta X = 6 como nimero basico do género.

o A poliploidia foi restrita a poucas linhagens e ndo estava associada a diversificagdo de
espécies.
o Uma diversificagdo recente foi observada no subgénero Passiflora (Mioceno)

relacionada a mudanga no nimero cromossdmico de n = 6 para n = 9 e a um aumento no
tamanho genémico.

o Disploidia ascendente, juntamente com o aumento do tamanho do genoma, foram as
principais forcas evolutivas em Passiflora.

o O estudo comparativo da fracdo repetitiva de uma espécie de Passiflora selvagem (P.
organensis) e duas espécies cultivadas (P. cincinnata e P. quadrangularis) mostraram que P.
quadrangularis apresenta maior acimulo de sequéncias repetitivas de DNA, mas menor
divergéncia em relacdo a P. organensis.

o P. cincinnata mostrou similaridade a P. quadrangularis em relacdo as familias de
sequéncias repetitivas de DNA, embora em propor¢oes diferentes, provavelmente refletindo
suas relacdes filogenéticas.

o P. organensis apresentou maior diversidade e a maior proporcao de satDNA.

o O aumento do tamanho do genoma em Passiflora subgénero Passiflora foi originado
pela expansdo de dois principais retroelementos (retrotransposons Gypsy/Tekay e

Copia/Angela), ndo por DNAs satélites.
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Abstract

Passiflora L. has more than 575 species distributed especially in the Neotropics. The
chromosome number variation in the genus is highly congruent with its main subgenera, but its
basic chromosome number (x) and the underlying events responsible for this variation have
remained controversial. Here, we provide a robust and well-resolved time-calibrated phylogeny
that includes 102 taxa, and by means of phylogenetic comparative methods (PCM) we tested
the relative importance of polyploidy and dysploidy events to Passiflora karyotype evolution
and diversification. Passiflora arose 42.9 Mya, with subgenus diversification at the end of the
Paleogene (Eocene-Oligocene). The basic chromosome number of the genus is proposed as x =
6, and a strong recent diversification found in the Passiflora subgenus (Miocene) correlated to
genome size increase and a chromosome change from n» = 6 to n = 9 by ascending dysploidy.
Polyploidy, conversely, appeared restricted to few lineages, such as Astrophea and
Deidamioides subgenera, and did not lead to diversification increases. Our findings suggest that
ascending dysploidy provided a great advantage for generating long-term persistent lineages
and promoting species diversification. Thus, chromosome numbers/genome size changes may
have contributed to morphological/ecological traits that explain the pattern of diversification

observed in the genus Passiflora.

Keywords: ancestral state reconstruction. chromosome number. diversification rates.
Dysploidy. phylogenetic comparative methods. polyploidy.

Introduction

Variation in genome size and chromosome number is widespread among plants, but its role in
species diversification and evolution has long been debated (Mayrose et al., 2011; Soltis et al.,
2009; Soltis e Soltis, 2000; Stebbins, 1971). Polyploidization (whole genome duplication-
WGD) is frequent in angiosperms and has often been associated with speciation and the origin
of novel adaptations (Bennett e Leitch, 2005; Lynch e Conery, 2000; Lynch e Force, 2000;
Soltis e Soltis, 1999; Wendel et al., 2002; Werth e Windham, 1991). Polyploidy may contribute,
for example, to higher tolerance to nutrient-poor soils and resistance to drought, cold, pests and
pathogens (Levin, 2002, 1983). As well, polyploid lineages have shown higher rates of
diversification than diploid groups, due either to increased rates of speciation, decreased rates

of extinction, or both (Soltis et al., 2009).
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It is known that chromosome numbers are repeatedly modified not only by polyploidy,
but also by the gain (e.g. ascending dysploidy via chromosome fission), or loss (e.g. descending
dysploidy via chromosome fusion) of chromosomes (Mayrose et al., 2010; Schubert e Lysak,
2011). However, the role of dysploidy in plant diversification have received quite less attention
so far. Even though it was proposed that karyotype changes resulting from dysploidy processes
endure longer than polyploidy changes over evolutionary time, dysploidy itself has been
considered as neutral with respect to long-term diversification processes (Bloch et al., 2009;
Escudero et al., 2014; Jang et al., 2013; Mas de Xaxars et al., 2016). The strategy of discussing
and interpreting karyotype changes (polyploidy / dysploidy) and their influence on plant
evolution has profoundly been impacted by the advances in molecular phylogeny. More
recently, cytogenetic data, such as chromosome number and nuclear DNA content, has started
to be examined in the light of phylogenetic trees in order to better comprehend the karyotypic
changes involved in the diversification of species (Costa et al., 2017; Ribeiro et al., 2018).
Phylogenetic comparative methods (PCMs) have an important place in evolutionary biology
nowadays and represent a reliable tool for the study of karyotype evolution and for testing the
relative importance of polyploidy and dysploidy events to plant diversification (Clarkson et al.,

2017; Costa et al., 2017; Escudero et al., 2014; Marinho et al., 2014; Ribeiro et al., 2018).

Passifloraceae s.s. (Tokuoka, 2012) is an ancient plant family, dating back 65.5 Mya
(Paleocene). It seems to fit into a biogeographic scenario already proposed for several plant
groups, originating in Africa, crossing to Europe/Asia and reaching the New World by way of
land bridges (Muschner et al., 2012). Passiflora L. is the largest genus of the family, and
encompasses more than 575 species distributed especially in the Neotropics (Ulmer e
MacDougal, 2004). Passionflowers are herbaceous or woody vines usually climbing with
tendrils, but a few are trees or shrubs (Killip, 1938). The genus is monophyletic (Feuillet e
MacDougal, 2003; Hansen et al., 2006; Krosnick et al., 2013; Yockteng e Nadot, 2004a, 2004b)
and supported by three diagnostic characters: the series of corona filaments, axillary tendrils,
and specialized flowers (Judd et al., 2015). Their wide morphological variation seems to be the
result of their habitat diversity, as well as their coevolutionary relationships with many
organisms, including a wide range of pollinators as small and large insects, birds, and bats

(OCampo e Coppens, 2017).

In the infrageneric classification of Passiflora, Feuillet e MacDougal (2003) recognized

four subgenera: Passiflora, Deidamioides, Astrophea and Decaloba. The subgenus Passiflora
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includes ca. 250 species and characteristically exhibits large flowers with multiple series of
coronal filaments. It is most diverse in South America and is the largest and best known of the
subgenera, partly because some species have economic importance (Ulmer e MacDougal,
2004). The subgenus Decaloba, with ca. 230 species, has characteristically small flowers and
it is the only subgenus to have both New World and Old World species. The subgenus
Deidamioides s.s. is a group of 14 species found in Central and South America. Lastly, subgenus
Astrophea consists of ca. 60 species of lianas and small to medium-sized trees that are most
diverse in the lowlands of northern South America (Krosnick et al., 2013). Subsequent revisions
have proposed a larger number of subgenera, adding the subgenus Tryphostemmatoides

(Muschner et al., 2012) or Tetrapathea (Krosnick et al., 2009; Buitrago et al., 2018).

The chromosome number variation in Passiflora is highly congruent with its main
subgenera. The two largest lineages (Decaloba and Passiflora) present mostly n =6 and n =9,
respectively. On the other hand, the three smaller subgenera (Tetrapathea, Astrophea and
Deidamioides) present n = 12. The basic chromosome number (x) of the genus has been a matter
of controversy, and x = 3, 6, 9 and 12 have been already proposed (Hansen et al., 2006; Melo
et al., 2001; Melo e Guerra, 2003; Morawetz, 1986; Raven, 1975; Snow ¢ MacDougal, 1993;
Storey, 1950). The lower number of DNAr sites in species with 2n = 12 suggested an ancestral
x = 6 for the genus, with increase of DNAr sites in polyploid lineages (Melo e Guerra, 2003).
On the other hand, Hansen et al. (2006) employed a maximum parsimony (MP) approach
(giving all transition types equal weights) to reconstruct ancestral chromosome numbers in the
genus. The authors hypothesized x = 12 as the basic chromosome number of the genus. This

placement implied descending dysploidy (from n = 12 to n = 9 and n = 6) without events of

polyploidy.

Although there have been several studies concerning chromosome number
reconstruction in Passiflora conducted to date (Cusimano e Renner, 2014; Escudero et al., 2014;
Mayrose et al., 2010), they all were based on Hansen et al. (2006) dataset, which contained only
57 species (~10% of the total) and low support values for some clades along the phylogeny.
Those studies were thus not conclusive about the ancestral chromosome number of the group,
with either x = 6 or 12 proposed depending on the methods used, and therefore not arrived to
the underlying mechanisms. Therefore, here we analyse the chromosomal evolution of the
genus with a substantially larger sample than previous studies and different, more accurate PCM

approaches. We aimed to: a) re-examine the phylogenetic relationships of Passiflora, gathering
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for analysis all available nuclear and plastid loci for species with available chromosome
number, to reconstruct the ancestral chromosome numbers with a more broadly sampled, and
better resolved phylogenetic hypothesis for the genus; b) investigate the correlation between
chromosome number and genome size change through evolutionary time; and (c¢) evaluate the
correlation of diversification rates and chromosome variation, aiming to better understand the

role of chromosome changes in its evolutionary history.

Material and Methods

Taxon sampling

We sampled 102 taxa of the family Passifloraceae s.s., including 97 Passiflora L., with available
DNA sequence and chromosome number (Table S1). The genera Adenia Forssk. and Turnera
L. were used as outgroup, represented by five taxa in total. The internal transcribed spacer (ITS1
and ITS2) of ribosomal nuclear region and the plastid markers psbA-trnH, trnL intron, trnlL-
trnF and trnL-trn'T were used, totalizing 359 sequences (Table S2). All sequences were obtained
following Benson et al. (2013) through the GenBank database. DNA sequences were aligned
using MUSCLE (Edgar, 2004) as a plugin in Geneious v.7.1.9 (Kearse et al., 2012) with

subsequent manual adjustments.

Phylogenetic analyses

We used jModelTest v.2.1.6 to assess the best model of DNA substitution for each individual
marker (Darriba et al., 2012) through the Akaike Information Criterion (Akaike, 1974). The
best fitting models were GTR+I+G (ITS and psbA-trnH) and GTR+G (trnL intron, trnL-trnF
and trnL-trnT) (Table S2). Phylogenetic relationships were inferred using the Bayesian
Inference (BI) approach implemented in MrBayes v.3.2.6. (Ronquist et al., 2012). All analyses
were performed for each region both separately and combined. Four independent runs with four
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) runs were conducted, sampling every 1,000 generations
for 12,000,000 generations. Each run was evaluated in TRACER v.1.6 (Rambaut et al., 2014)
to determine that the estimated sample size (ESS) for each relevant parameter was higher than
200 and a burn-in of 25% was applied. The majority-rule consensus tree and posterior
probability (PP) were visualized and edited in FigTree v.1.4.2. (Rambaut, 2014). All BI and
JModelTest analyses were performed in the CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010).

Molecular clock
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Divergence time estimates were performed in BEAST v.1.8.3. (Drummond et al., 2012;
Drummond e Rambaut, 2007) fixing the tree topology of the Bayesian analyses. Uncorrelated
relaxed lognormal clock (Drummond e Rambaut, 2007) and Birth-Death speciation model
(Gernhard, 2008) were applied. Two independent runs of 100,000,000 generations each were
performed, sampling every 10,000 generations. In order to verify the effective sampling of all
parameters and assess convergence of independent chains, we examined their posterior
distributions in TRACER v.1.6. (Rambaut et al., 2014). The MCMC sampling was considered
sufficient at effective sampling sizes (ESS) higher than 200. After removing 25% of samples as
burn-in, the independent runs were combined and a maximum clade-credibility (MCC) tree was
constructed using TreeAnnotator v.1.8.2. (Drummond et al., 2012). The BEAST analysis was
performed in CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010).

Calibrations were performed using the secondary calibrations of Bell et al. (2010) for
the crown node of Passifloraceae s.s. (71.31 Million years ago-Mya), by applying a standard
deviation of 4.0. The calibrations for the crown nodes of Passiflora (38.09 Mya) and Adenia
(26.86 Mya) followed Hearn (2006), in which standard deviation of 3.0 and 2.0 were applied,

respectively.

Phylogenetic Comparative Methods (PCM)

Previously published chromosome numbers for Passiflora were collected from the
Chromosome Counts Database (CCDB, Rice et al., 2015) and from Cusimano e Renner (2014);
and genome size data from Royal Botanic Gardens Plant DNA C-values database (Bennett e

Leitch, 2012) (Table S1). Accepted species names were updated using The Plant List (2017).

The chronogram obtained from MrBayes was used to infer evolution of haploid
chromosome numbers in Passiflora. Outgroups were pruned for the ancestral chromosome
number analyses according to McCann et al. (2016). Haploid chromosome numbers were used
to reconstruct the ancestral basic chromosome number across the phylogenetic tree using
Mesquite v.2.75 (Maddison e Maddison, 2014), RASP v. 3.2 (Yu et al., 2015) and ChromEvol
(Glick e Mayrose, 2014). The data was plotted as categorical data under Maximum Likelihood
(ML) [Markov k-state one- parameter (Mkl) model] and Maximum Parsimony (MP) in
Mesquite v.2.75. The Bayesian Binary MCMC (BBM) tool implemented in RASP v.3.2. was
also used to infer the ancestral chromosome number reconstruction under a Bayesian Inference

(BI) approach. This software has been widely used to reconstruct characters of all sorts, from
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discrete to continuous and morphological, genetic, population genetics, and to perform non-
phylogenetic multivariate analysis, among others. They operate based on different models:
Maximum likelihood (Mesquite) and Bayesian (RASP). Although both algorithms have been
used for the reconstruction of ancestral chromosome numbers (Hennequin et al., 2010; Vaio et
al., 2013), they are not specific to chromosome data assessment. Indeed, these algorithms are
likely to consider a change from x = 10 to x = 20 as a result of 10 successive alterations. Instead,

ChromEvol attributes this change to a single polyploidy event as the most likely hypothesis.

ChromEvol uses a Maximum Likelihood Estimation (MLE) approach and assumes
chromosome number variation over time as a result of a combination of polyploidy (duplication
events) and dysploidy (chromosome loss or gain events) along the branches of a phylogeny.
Therefore, to understand the events that led to the karyotypic diversity across Passiflora
phylogeny, we employed ChromEvol v.2.0, allowing us to test whether karyotypes evolved by
polyploidy or dysploidy (Glick e Mayrose, 2014). The best-fitted model accounting for that
variation in extant species was assessed under the Akaike information criterion (AIC) (Mayrose
et al., 2010) (Table S3). All models that included demi-duplication (crossing of gametes of
different ploidy levels; Mayrose et al., 2010) events were excluded from the analysis because
they suggested that 2n = 18 could be a triploid from x = 6 (Figure S1). If so, this would imply
that the karyotype 2n = 18 results by the union of a reduced gamete x = 6 with an unreduced
gamete x = 12. Triploidy, however, is generally considered as an obstacle to the origin of fertile
species due to the high order of meiotic irregularity it induces (Storey, 1950). Therefore, it
seems unlikely that the 2n = 18 species, all fertile, have originated through triploidy. If the
genome of 2n = 18 were triploid, it should also be expected three copies of each homologue
and, therefore, using specific markers, three chromosomes would be identified with each single-
copy BAC, which was not observed in Passiflora edulis (Santos et al., 2014). Besides, the
species with 2n = 18 present a regular meiosis (Barbosa e Vieira, 1997; Melo et al., 2001; Souza
et al., 2003) and a disomic segregation of genetic markers (Oliveira et al., 2008), indicating a

non-triploid origin.

The correlation between chromosome number and genome size in Passiflora was
evaluated using Phylogenetic Generalized Least Squares (PGLS) implemented in the package
caper v. 0.5.2 (Orme, 2013) in the R software v. 3.0.1. The phylogenetic signal on genome size
(1C-value) was assessed using Pagel’s lambda (Pagel, 1999) as implemented in the package

phytools v. 5.30 (Revell, 2012) also in R. To calculate lambda on chromosome number we used
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the fitDiscrete function implemented in the package Geiger v 2.0 (Pennell et al., 2014; Rabosky
etal., 2014), also in R.

Diversification rate analysis

Shifts in diversification rates were calculated using speciation/extinction model type analysis
in BAMM (Rabosky et al., 2014). For this analysis, outgroup taxa were removed and the tree
was pruned to exclude Adenia and Turnera using the ape package (Paradis et al., 2017)
implemented in R software. As BAMM works with incomplete phylogenetic datasets, it allows
a certain degree of phylogenetic uncertainty. The missing taxa per tip (subgenus) in the
phylogenetic tree was estimated according to the total number of species reported for each
subgenus by Hansen et al. (2006). Priors for the BAMM control file were generated using the
dated phylogenetic tree input into the function set BAMM priors in the package BAMM tools
v. 2.5.0 implemented in R, estimating 530 species in Passiflora, in which 57 species in
Astrophea subgenus, 220 in Decaloba subgenus, 13 in Deidamioides subgenus, and 240 in
Passiflora subgenus. The control file was set for 10,000,000 generations and the analysis was
run twice as recommended, returning similar results. Resulting MCMC Log likelihoods were
tested against generation number using the CODA package (Plummer et al., 2006) implemented
in R. All remaining outputs contained in the event data file were analysed using BAMMtools
in R. The ‘Diversification rate’ value presented in Fig. 2 was obtained by dividing the number

of species of a clade by the time of origin in millions of years (My).

Results

Phylogenetic relationships and diversification rate shifts in Passiflora

A total of 97 species of Passiflora with available DNA sequence and karyotype data were
sampled (Table S1), representing ~20% of all accepted species (575). The genus Passiflora is
monophyletic (PP 0.95) and emerged sister to Adenia (PP 1.00) (Fig.1). Within Passiflora, the
Astrophea clade (PP 1.00) appears sister to the other species of the genus. Within the major
clade (PP 0.98), two main lineages can be recognized: Decaloba clade (PP 0.95) and Passiflora
clade (PP 0.98) + Deidamioides (represented here by P. deidamioides) + Tetrapathea (P.

tetrandra). Some of the clades within Decaloba and Passiflora are also strongly supported (Fig.

1.
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The diversification of genus Passiflora occurred in the Eocene (42.9 Mya- 95% CI1 37.7—
48.19). The subgenus Decaloba emerged as the oldest clade within the genus having diversified
in the Oligocene/early Eocene (37.04 Mya- 95% CI 30.79-42.47). On the other hand, the
subgenus Passiflora (25.94 Mya -95% CI 18.87-33.55) and Astrophea (20.59 Mya -95% CI
11.5-31.16) showed more recent diversifications on early Miocene/Oligocene (Fig. 1). The
95% credible set of rate shift configurations sampled with BAMM included six distinct shift
configurations, of which the highest probability included two to three shifts. The best
configuration is represented in Figure 2 and includes two core shifts detected within Passiflora
genus: (1) a moderate increase of diversification in the Decaloba clade (~30 Mya; Oligocene),

and (2) a strong recent diversification in the Passiflora clade (~20 Mya; Miocene).

Evolution of chromosome number and genome size in Passiflora

The reconstruction using Mesquite based on different methods (MP and ML) revealed x = 12
as ancestral chromosome number (Fig. S2), as well as the reconstruction using RASP (BI) (Fig.
S3). However, the reconstructions performed with ChromEvol indicated x = 6 as the basic
chromosome number in all models (Fig. 3). The selected model was M1 (CONSTANT RATE)
(Log-likelihood = -60.87 and AIC = 127.7, best model excluding demi-duplication) (Table S3)
that considers three parameters: chromosome gain, chromosome loss, and chromosome
duplication rates. Based on this model, variations in chromosome number of Passiflora were
related to ascending dysploidy (f'= 10.7) and duplications (f = 6.8), and, with lower frequency,
to descending dysploidy (f= 1) (Fig. 3).

Based on the model M1, we found four independent genome duplication events
occurring deeper in the phylogeny: three inferred from x = 12 (expectation of 1.00) at the base
of the clade Astrophea, P. deidamioides and P. tetrandra, and one at the origin of n = 11 (P,
hahnii + P. guatemalensis) from a duplication (n =6 = n = 12) followed by a chromosome loss
(n = 11). Recent events of polyploidy were mainly inferred towards the terminals of the tree,

but were not abundant (Fig. 3).

Ascending dysploidy was inferred at the base of the Passiflora clade fromn =6 to n =
8 and to n = 9 (expectation of 2.3 and 0.7, respectively). Similar events were observed at the
origin of P. foetida n = 10 (from an ancestor with n = 9; 1.0), at the origin of Passiflora
holosericea (n=6 2> n=17;0.9), P. microstispula (n=6 > n=9; 3), and P. lancetillensis (n =

6-n=9;0.7).
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Average genome size (1C) of the genus is 1.073 pg. Subgenus: Decaloba shows 0.413
pg; Deidamioides, 0.815 pg and Passiflora, 1.311 pg (Yotoko et al., 2011). The ratio between
the largest and smallest genomes is about 10:1 (about ten-fold change): from 0.212 pg in P,
organensis (Yotoko et al., 2011) to 2.68 pg in P. quadrangularis, subgenus Passiflora (Souza
et al.,, 2004). The PGLS analysis showed no significant correlation between chromosome
number and genome size in Passiflora (p = 0.1). Nevertheless, both genome size and
chromosome number showed strong phylogenetic signals (A = 0.96/p < 0.05 and A = 1.00/p <
0.05 respectively).

Discussion

Phylogenetic relationships and diversification time in Passiflora

In the present work, we reconstructed the phylogenetic relationship of Passiflora species with
available chromosome number to estimate the ancestral basic chromosome number and to test
the role of chromosome changes in the diversification of the genus. Remaining consistent with
the previous phylogenetic hypothesis of the genus (Hansen et al., 2006; Muschner et al., 2003,
2012), our phylogeny revealed high branch support for most clades as result of the number of
species and loci used. Passiflora is highly supported as monophyletic, but few species appeared
in different clades in respect to previously studies, mostly weakly supported. The Deidamioides
subgenus s.s. (represented in our sampling only by P. deidamioides) was recovered as sister to
the Passiflora clade, yet weakly supported. Although it differed from previous studies that
placed it as sister of the subgenus Decaloba (Hansen et al., 2006; Muschner et al., 2012), its
position was consistent with more recent results from Krosnick et al. (2013) where
Deidamioides appeared related, yet in polyphyletic way, sister of the subgenera Passiflora,
Astrophea and Decaloba. Passiflora lancetillensis and P. microstipula, previously from
subgenus Deidamioides (sensu Feuillet e MacDougal, 1999), were later repositioned in
Decaloba (Hansen et al. 2006; Krosnick et al., 2013; Muschner et al. 2003). While P
microstipula appeared strongly supported at the base of the Decaloba clade, P. lancetillensis,
also with x =9, was sister to the Passiflora clade (Fig. 1). Krosnick et al. (2009) recognized the
subgenus Tetrapathea (DC.) P. S. Green, including P. kuranda Krosnick e A. J. Ford, P.
aurantioides (K. Schum.) Krosnick and P. tetrandra Banks ex DC, and raising the number of
Passiflora subgenera to five. Subgenus 7etrapathea was sister to subgenus Decaloba (Krosnick
et al., 2013), but our data recovered P. tetrandra as sister of P. deidamioides and Passiflora

clade, weakly supported.
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Our dated phylogeny showed diversification periods for the genus Passiflora L. (42.9
Mya), and subgenus Decaloba (37.04 Mya), Passiflora (25.94 Mya), and Astrophea (20.59
Mya) slightly different from those obtained from previous studies (Muschner et al., 2012; 40.5,
29.0, 16.8 and 13.8 Mya, respectively). Differences may be due to the calibration points and
the sampled species included here in comparison to the previous phylogeny (Hearn, 2006;
Muschner et al., 2012). Nevertheless, both results are congruent and match the same confidence

intervals.

Evolution of chromosome number and genome size in Passiflora

The basic number x = 6 was retrieved in the ChromEvol analyses as the ancestral number of
Passiflora, whereas MP, ML and BI analyses recovered x = 12. Several algorithms can
reconstruct ancestral chromosome numbers (McCann et al., 2016). However, these pure
mathematical algorithms are unable to attribute a putative change from n =6 ton = 12 to a
polyploidy event, which is highly frequent in plants (Cui et al., 2006; Soltis et al., 2009; Soltis
e Burleigh, 2009; Weiss-Schneeweiss et al., 2013; Wood et al., 2009). ChromEvol uses instead
a probabilistic approach including a dedicated evolutionary model that deals with changes in
chromosome number over time understanding them as the result of a combination of polyploidy
and dysploidy events along branches of a phylogeny. The likelihood approach permits to
determine not only the probability of a given chromosome number at any internal node but also
to gain insight into the evolutionary process itself (Glick e Mayrose, 2014; Mayrose et al.,
2010).

Several authors have performed chromosome number reconstructions in Passiflora
using ChromEvol. Mayrose et al. (2010) reported both x = 12 and x = 6, predicted by M0 and
M2, respectively as best-supported. Cusimano e Renner (2014) obtained different outputs
whether they used an ultrametric or non-ultrametric tree, and differences between both the
ancestral basic number (x = 6 or x = 12) and the models predicted by the program to reconstruct
the evolution of the genus. At the same time, Escudero et al. (2014) also reported x = 6 with M2
as the best-supported predicting model. Such discrepancies between reconstructed ancestral
basic numbers in Passiflora, all resulting of the same input data, led to the conclusion that a
broader sampling of chromosome numbers was required for a better resolution (Cusimano e
Renner, 2014; Mayrose et al., 2010). Indeed, using a larger dataset and a better-supported

phylogeny, we did not find differences between ultrametric and non-ultrametric trees in the
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reconstruction, in contrast to Cusimano e Renner (2014), confirming x = 6 as the basic number

of the genus.

Our results proposed ancient polyploidy events each at the origin of n = 12 in Astrophea
(20.59 Mya), Tetrapathea (represented by P. tetrandra only) and Deidamioides (represented by
P deidamioides only). As observed in different polyploid lineages, evidence of genome
duplication may disappear in the course of speciation and stabilization, since some duplicated
genes are lost or subjected to sub- and/or neofunctionalization, despite the conservation of
chromosome number (Mandakova et al., 2010; Otto, 2007; Schnable et al., 2012; Sémon ¢
Wolfe, 2007). Melo e Guerra (2003) had formerly described this in Passiflora haematostigma
(Astrophea) reporting n = 12 for a partially diploidized karyotype with two pairs of 35S DNAr
sites but only one pair of 5S DNAr site.

The basic chromosome number x = 9, at the origin of Passiflora subgenus, on the other
hand, originated by ascending dysploidy; therefore, the presence of two or three pairs of 35S
DNAr sites in the Passiflora subgenus (Melo e Guerra, 2003) may represent DNAr duplication
events, rather than the result of whole-genome duplication. Although both genome size and
chromosome number showed strong phylogenetic signal (A= 0.96 and 1.00 respectively),
indicating that closely related taxa shared more similar values for these traits against distantly
related species (see Kamilar e Cooper, 2013, for details), the PGLS analysis did not show
significant correlation between increases in chromosome number and increases in genome size.
It means that the genome size increment in Passiflora lineages is not the result of
polyploidization. In fact, neopolyploids (recent polyploids) are uncommon within the genus
(only P. misera, P. suberosa, P. tenuiloba, P. lutea and P. exsudans, from the Decaloba clade)

(Melo e Guerra, 2003).

Ascending dysploidy is presumably rarer than descending dysploidy events (Goldblatt
e Takei, 1997; Grant, 1981; Guerra, 2000), but it has been hypothesized for different plant
groups (Escudero et al., 2014; Souza et al., 2016). It has been pointed out that dysploidy
transitions incur no disadvantage in terms of generating long-term persisting lineages (Escudero
et al., 2014; Fawcett et al., 2009; Wood et al., 2009). Typically, dysploidy do not necessarily
entail changes in DNA content but only genome structural rearrangements, which have been
considered so far of neutral effect with respect to long-term diversification processes (Escudero
et al., 2014). However, we observed a recent diversification of the Passiflora subgenus

(Miocene), occurring together with the chromosome change from n = 6 to n = 9 and with a
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genome size increase (Fig. 4). The increase of genome size within the subgenus Passiflora, if
compared with other subgenera, can be at least in part explained by ascending dysploidy
(Pellicer et al., 2017). Further increase within the subgenus may be associated with
amplification of non-coding repetitive DNA, such as transposable elements, which are present

in high frequencies in plant genomes (Bennetzen e Wang, 2014).

The diversification rate increased through the genus Passiflora, although not uniformly.
In subgenus Decaloba it was higher than average, but lower than in Passiflora subgenus, and
was not associated with a chromosome number change. Despite the lack of information about
ecological factors that may be involved in this process, Decaloba species all have shorter
generation times than Passiflora species (Benson et al., 1975), what could be a factor
accelerating the evolutionary rate of Decaloba. On the other hand, both mean genome size and
mean flower diameter were significantly smaller in Decaloba (average 0.413 pg; 2.92 ¢cm) and
Deidamioides (0.815 pg; 4.69 cm) when compared to Passiflora (average 1.311 pg; 7.28 cm)
(Yotoko et al., 2011). Genome size and flower diameter correlated positively, suggesting that
variations in genome size should be considered as an adaptive process (Yotoko et al., 2011).
Thus, our results revealed a correlation between chromosome number/genome size changes and
diversification in Passiflora, probably through association to morphological/ecological

changes.

In contrast, polyploidy did not result in an increase in diversification or number of
species in the genus Passiflora. The lineages that have experienced polyploidy before their
diversification, such as Astrophea or Deidamioides, are much less species-rich than other
lineages in which polyploidy was not inferred, such as Passiflora and Decaloba. Two long-
standing opposite views regard polyploidy either as an evolutionary dead-end (Stebbins, 1950)
or as a road towards evolutionary success (Levin, 1983). Neopolyploids often undergo meiotic
abnormalities by the improper pairing of both subgenomes during cell division, leading to
genomic instability and subsequent negative effects on plant fertility and fitness (Madlung et
al., 2004). They also need to outcompete the minority cytotype disadvantage, which leads to
less fit and infertile triploid hybrids due to ineffective mating of unreduced (27) gametes with
reduced (n) gametes from the diploid progenitor majority cytotype (Levin, 1975).
Consequently, even new, stable polyploids could face severe barriers to propagation due to the
very low probability of finding enough proper partners for mating and establish a viable

population. This is especially true in self-incompatible genotypes or when vegetative
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propagation forms, such as apomixis, are not available. Indeed, it has been observed that in
polyploid plants lineages the speciation rates are lower and the extinction rates are higher than
those registered for diploid species, resulting in a lower net diversification rate. This is possibly
related to the genotypic and phenotypic instability, and the disadvantage of the minority
cytotype (Mayrose et al., 2011). Therefore, this scenario of “evolutionary dead-end” seems to

better account for what we observed in the diversification history of Passiflora polyploids.

To summarize, we established a time-calibrated, highly supported phylogeny for Passiflora,
including species with available chromosome number, that supported x = 6 as the basic
chromosome number of the genus. In addition, a recent diversification in the subgenus
Passiflora (Miocene) related to the chromosomal change from 7 = 6 to n =9 and an increase in
genome size was confirmed. Polyploidy was restricted to few lineages and was not associated
with species diversification. Thus, our results support the hypothesis that ascending dysploidy

together with genome size increase acted as the main drivers in the evolution of Passiflora.
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Table S1. Species of Passiflora showing chromosome numbers (n), 1C genome size (pg) and DNA regions used
for phylogenetic reconstruction (GenBank accession numbers, also for outgroups Adenia and Turnera)

Species n 1C Accession numbers
ITS psbA-trnH trnL trnL-trnF  trnL-trnT
Astrophea (DC.) Mast
P. haematostigma Mart. exMast. 12 AY032794 AY032819 DQ123022 AY032773
P. kawensis Feuillet 12 KP769919 DQ123023 DQ123489 DQ096769
P. macrophylla Spruce ex Mast. 12 EU907229 DQ123025 AY?210965
P. pentagona Mast. 12 KM518287 KM652335 KM652239 KM652239
P. pittieri Mast. 12 DQ995476 DQ995475 DQ123491 DQ096768
Decaloba (DC.) Rchb.
P. adenopoda DC. 6 AY632702 AY632727 AY632727
P. cf. bicornis Mill. KT699018 KT730704 KT730704
(published as P. pulchella Kunth)
P. biflora Lam. 6 AF454805 GU135451 AF454781 JX470867 DQ096787
P. bryonioides Kunth 6 JX470796 JX470869 JX470869
P. capsularis L. 6 0.319 EU907235 KP223457 HQ900955 HQ901007
P. citrina J.M. MacDougal 6 JX463165 KM652333 DQ458101 DQ458101
P. cobanensis Killip 6 JX470807 JX470873 JX470873
P. coriacea Juss. 6 DQ238787 DQ238763 DQ238789 DQ238754
P. costaricensis Killip 6 KT698995 KT730689 KT730689
P. escobariana J.M. MacDougal 6 JX470808 JX470879 JX470879
P. exsudans Zucc. 12 JX470799 JX470880 JX470880
P. gilbertiana J.M. MacDougal 6 JX470824 JX470881 JX470881
P. guatemalensis Wats. 11 DQ087419 DQO087428 DQ087428 DQ096762
P. hahnii (E. Fourn.) Mast. 11-12 JX470777 JX470884 JX470884
P. herbertiana Ker GawlI. 6 AY632711 AY632736 AY632736 DQ096783
P. holosericea L. 7 JX470781 DQO087426 DQ087426 DQ096759
P. juliana J.M. MacDougal 6 JX470791 JX470924  JX470924
P. lancetillensis J.M.MacDougal 9 KT698999 DQ123050 AY?210963 DQ096760
P. leptoclada Harms 6 0.261 JX470846 JX470889 JX470889
P. lutea L. 12 KT699003 KT730729 KT730729
P. micropetala Mast. 6 0.250 JX470847 HQ900976 DQ445933
P. microstipula Gilbert & 9 DQ458066 DQ123051 AY210966 DQ096782
MacDougal
P. misera Kunth 6 0.253 KP223368 KP223476 DQ123034 AY032777
P. morifolia Mast. 6 0.505 EU258324 AY032805 DQ123035 AY032780
P. multiflora Mast. 6 AY632715 DQ123014 AY210967 DQ096793
P. oblongata Sw. 6 JX470818 JX470895 JX470895 DQ096772
P. obtusifolia Sessé & Moc. 6 JX470793 JX470896 JX470896
P. organensis Gardn. 6 0.212 EU258414 AY032803 DQ123036 AY032779
P. perfoliata L. 6 JX470821 JX470899 JX470899 DQ096761


http://www.tropicos.org/Name/24200277?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/24200156?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/24200864?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/24200885?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/24200713?projectid=9
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-24201047
http://www.tropicos.org/Name/24200288?projectid=9
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-24200078

P. pohlii Mast. In Mart.
P. porphyretica Mast.
P. rovirosae Killip
P.rubra L.

P. sanguinolenta Mast.
P. standleyi Killip

P. suberosa L.

P

. Xitkzodz J.M. MacDougal

Deidamioides (Harms) Killip
P. deidamioides Harms
Passiflora L.

. actinia Hook

. alata Curtis

. amethystina J.C. Mikan

. antioquensis H. Karst.

. caerulea L.

. capparidifolia Killip

. cerasina Annonay & Feuillet

W U U U U U T T

. cincinnata Mast.

T

. coccinea Aubl.

o

. edmundoi Sacco

. edulis Sims

. eichleriana Mast.

. elegans Mast.

. foetida L.

. galbana Mast.

. gardneri Mast.

. gibertii N. E. Br.

. glandulosa Cav.

. ischnoclada Harms

W U U U U U U U U T O

. jamesonii (Mast.) Bailey

. kermesina Link & Otto
. ligularis Juss.
. loefgrenii Vitta

. maliformis L.

W TV TV TV T©

. manicata (Juss.) Pers.

P. mediterranea Velloso
(published as P. jilekii

. cumbalensis (H. Karst.) Harms

O ©O© O O ©O© O © O ©O© O © O O O © O O O O E oo OO OO OO O O

© O ©O© O o

0.299

0.684

0.815

1.057
2.208

1.386
2.051
1.319

1.337

0.760
1.258
1.212

0.481
1.386
1.918
1.710

0.901

1.237
1.414
1.310

0.933

EU258325

JX470810
JX470811
KT699022
KT699029
AY632718
DQ238786

EU907265

AY219240
AF454800
AY102347

AF454802

KP769887
DQ344629

KP769936

KMO01436
0

EU258371

EU258317
AY542678
DQ238783
AY032784

KT698998
KP769907
KP769890

AY032783
KR350662
KP769893
AY210937

KMO01437
4

AY102380

AY032802

AY032821
KM652334
KT721893
AY032820
DQ238762

KM652319
AY032808
KM652311

AY220135

KM652321

KM652318

KM652340
AY032811

KM652316

AY?220137
KM652323

AY032815

KM652347

AY220138

DQ123038 AY032778
JX470939 JX470939
DQ123040 JX470931
AY632741 AY032776
DQ123104 DQ123515
KT730711 KT730711
HQ900992 HQ901044
DQ123049 DQ238753

DQ445920 HQ901011

DQ123065 HQ901001
AF454778 AY032765
DQ123069 AY102397
DQ123060 DQ123498
AF454784 AY032772
HQ900954 HQ901006
HQ900956 HQ901008
DQ123071 AY102400

HQ900958 KMO01443
2

KMO014433 KMO01443
3

DQ123072 AY102399
DQ123073 AY032769
DQ123074 AY102388
DQ123075 AY032766
DQ238796 DQ238747
DQ123078 AY032770
HQ900965 DQ445935
HQ900966 HQ901018

DQ123081 DQ123505

KMO014436 KMO01443
6

DQ123083 AY032762
HQ900974 HQ901026
HQ900975 HQY01027
DQ123084 AY?210964
DQ123062 DQ123500

DQ123082 AY102387
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DQ096792
DQ096733

DQO096779

DQO096777

DQ096773

DQ096743

DQ096791

DQ096736

DQO096774
DQO096778


http://ccdb.tau.ac.il/Angiosperms/Passifloraceae/Passiflora/Passiflora%20standleyi%20Killip/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/859802190?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=FHTEZRE8014
http://www.tropicos.org/Name/24200180?projectid=9
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2559664

Wawra)

P. miersii Mast.

P. mixta L.

. mooreana Hook. f.
. mucronata Lam.

. nitida Kunth

. pilosicorona Sacco

W U T T

. platyloba Killip

. quadrangularis L.
. racemosa Brot.

. reflexiflora Cav.

. seemannii Griseb.

. serratodigitata L.

. setacea DC.

. sidiifolia M. Roem.
. Subpeltata Ortega

. subrotunda Mast.

. tarminiana Coppens & V. E.
arney

. tenuifila Killip
. tenuiloba Englem.
. tricuspis Mast.

U U U U WU U U U U U U U U U T

. tripartita (Juss.) Poir.

P. tulae Urban

P. urubicensis Cervi

P. vitifolia Kunth

P. watsoniana Mast.
Tetrapathea (DC.) P. S. Green
P. tetrandra Banks ex DC.

Outgroup

Adenia isaloensis (Perr.) W.J.de
Wilde

Adenia keramanthus Harms
Adenia volkensii Harms

Turnera subulata Sm.

Turnera ulmifolia L.

©

© © ©Oo ©

© ©O©W © © © © © © © O ©

12

[{e]

© © ©Oo o

1.452

1.512
1.849
1.400

1.643

2.680

1.076

1.387

0.928

1.318

0.287

0.277
1.582
1.414
1.305

EU258322

KMO01437
5

KT699010
AY210932
KP769946

KMO01437
8

KT699017
EF590793
KT699021
AY210928
KT699023
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Table S2. Statistics of the markers employed for analyses. For each marker the number of accessions analyzed,
the number of aligned characters (bp), the percentage of variable and conserved characters, and substitution model
of evolution are presented.

ITS psbA-trnH  trnL trnL-trnF trnL-trnT All data
combined
No. of taxa 93 38 100 98 29 102
Aligned length (bp) 423 574 689 336 603 2,625
Conserved 85 (20.0%) 276 397 147 377 1,309 (49.8%)
characters (48.0%) (57.6%) (43.7%) (62.5%)
Variable characters 321 199 233 146 134 1,004 (38.2%)
(75.8%) (34.6%) (33.8%) (43.4%) (22.2%)
Substitution model GTR+I+G  GTR+I+G GTR+G GTR+G GTR+G

Sequences obtained from previous studies through GenBank (Abbott, J.R. et al.; Abrahamczyk et al., 2014; Barros,
M.J.F. etal., Unpublished; Clifford, M.R. et al., Unpublished; Hansen et al., 2006; Inglis, P.W. et al., Unpublished,;
Kartzinel et al., 2015; Krosnick et al., 2013; Krosnick and Freudenstein, 2005; Lorenz, A.P. et al., Unpublished;
Mader et al., 2010; Muschner et al., 2012, 2006, 2003, Muschner, V.C. et al., Unpublished, Unpublished;
Ossowski, 2002; Souza et al., 2004; Thulin et al., 2012; Truyens et al., 2005; Yotoko et al., 2011)



Table S3. Summary of chromosome number evolutionary models and their respective AIC scores.

MODEL Log-likelihood AlC
M1- CONST_RATE -60.87 127.7
M2- CONST_RATE_DEMI -49.25 104.5
M3- CONST_RATE_DEMI_EST -262.2 532.5
M4- CONST_RATE_NO_DUPL -100.9 205.7
M5- LINEAR_RATE -227.9 465.9
M6- LINEAR_RATE_DEMI -231.9 473.9
M7- LINEAR_RATE_DEMI_EST -230.2 472.3
M8- LINEAR_RATE_NO_DUPL -201.7 4114
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Fig. S1. Reconstruction of chromosome number evolution in Passiflora with the Constant_Rate_Demiduplication
model. Pie charts at nodes represent the probability of inferred chromosome numbers (as indicated on references
box); numbers at nodes are those with the highest probability; numbers along branches represent the inferred
number of the four different types of events (gains, losses, duplications, and demiduplication) from maximum
likelihood estimation by simulation. The color-coding is explained in the insets.
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Fig. S2. Ancestral character reconstruction of chromosome number for Passiflora. Ancestral state reconstructions
were performed using ML or MP optimization as implemented in Mesquite. Pie charts represent the probabilities
of inferred chromosome numbers (colour coded).
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Fig. S3. Ancestral character reconstruction of chromosome number for Passiflora. Ancestral state reconstruction
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