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RESUMO

A poliploidia (também conhecida como Whole Genome Duplication - WGD) e a
amplificacdo/desamplificacdo de DNAs repetitivos (repeats) sdo 0s principais
mecanismos responsaveis pela evolu¢do do genoma em plantas. Muitas linhagens de
angiospermas tém evidéncias de antigas WGD, a maioria estimada em 66 milhGes de
anos, sugerindo um sucesso dos poliploides ap6s as mudancas globais que levaram
a extincdo dos dinossauros no final do Cretaceo. Nesse sentido, pouco é conhecido
sobre a evolugéo das fragOes repetitivas dos genomas em linhagens que passaram
por eventos antigos de poliploidia (paleopoliploidia). O clado Malvatheca (Malvaceae)
representa um modelo interessante para estudar tal relacdo, pois a subfamilia
Bombacoideae apresenta nimeros cromossémicos altos (2n = 86 a 2n = 276) e uma
provavel origem paleopoliploide. Por outro lado, a subfamilia Malvoideae apresenta
nameros cromossdmicos mais baixos e eventos pontuais de neopoliploida. Nesse
contexto, a analise dos elementos repetitivos nessas subfamilias ajuda a elucidar o
impacto da paleopoliploidia na evolucdo dos repeats. Aqui, caracterizamos a fracao
repetitiva gendmica de 14 espécies de Bombacoideae e 11 Malvoideae e inferimos
relagbes filogenéticas com base em trés conjuntos de dados: plastomas,
abundancia/similaridade dos repeats e dominios especificos de proteinas de
elementos transponiveis. As filogenias baseadas na abundéancia e na similaridade de
repeats ndo apresentaram topologias inteiramente congruentes com a filogenia de
plastoma, sugerindo que esse método pode falhar com grupos antigos ou de origem
paleopoliploide. Além disso, para a filogenia baseada em abundéancia de repeats, 0s
tamanhos dos ramos foram mais longos em Malvoideae e mais curtos em
Bombacoideae, indicando um possivel efeito da diploidizacéo sobre a fragao repetitiva
deste grupo. No geral, dominios proteicos de diferentes elementos transponiveis ndo
mostraram um padrdo claro, com alguns elementos evoluindo aleatoriamente,
enquanto outros evoluiram de acordo com as relagdes filogenéticas, sendo possivel
separar bem elementos pertencentes a representantes das duas subfamilias, sem
efeito claro da paleopoliploidia. Por fim, foi encontrada uma correlacéo significativa
entre nimero cromossdmico e diversidade de repeats, denotando um possivel efeito
da poliploidia sobre a variedade de linhagens de elementos repetitivos. Desta forma,
nossos resultados mostram que a paleopoliploidia exerce um efeito mais forte sobre
a diversidade de elementos repetitivos do que sobre a variacdo da abundancia ou

sobre as sequéncias que os compdem. Este estudo fornece insights sobre a evolugao



da fracao repetitiva em grupos paleopoliploides e destaca o potencial dos repeats para
entender a sistematica e a evolucdo das plantas.

Palavras-chave: Bombacoideae, Malvoideae, Paleopoliploidia, DNA repetitivo, Malvatheca



ABSTRACT

Polyploidy (also known as Whole Genome Duplication - WGD) and
amplification/de-amplification of repetitive DNAs (repeats) are the main mechanisms
responsible for genome evolution in plants. Many angiosperm lineages have evidence
of ancient WGD, most estimated to be 66 million years old, suggesting a success of
the polyploids after the global changes that led to the extinction of the dinosaurs at the
end of the Cretaceous. On the other hand, it is still not very well known about the
evolution of the repetitive fractions of genomes in lineages that underwent ancient
events of polyploidy (paleopolyploidy). The Malvatheca clade (Malvaceae) represents
an interesting model to study this relationship, as the Bombacoideae subfamily has
high chromosome numbers (2n = 86 to 2n = 276) and a probable paleopolyploid origin.
On the other hand, the Malvoideae subfamily has lower chromosome numbers and
punctual neopolyploid events. In this context, the analysis of the repetitive elements in
these subfamilies can help to elucidate the impact of paleopolyploidy on the evolution
of repeats. Here, we characterized the genomic repeat fraction of 14 Bombacoideae
and 11 Malvoideae species and inferred phylogenetic relationships based on three
datasets: plastomes, repeat abundance/similarity, and protein-specific domains of
transposable elements. The phylogenies based on the abundance and similarity of
repeats did not show topologies entirely congruent with the plastome phylogeny,
suggesting that this method may fail with ancient groups or groups of paleopolyploid
origin. Furthermore, for the phylogeny based on repeat abundance, branch sizes were
longer in Malvoideae and shorter in Bombacoideae, indicating a possible effect of
diploidization on the repetitive fraction of this group. In general, protein domains of
different transposable elements did not show a clear pattern, with some elements
evolving randomly, while others evolved according to phylogenetic relationships, being
possible to separate well elements belonging to representatives of the two subfamilies,
with no clear effect of paleopolyploidy. Finally, a significant correlation was found
between chromosome number and repeat diversity, denoting a possible effect of
polyploidy on the variety of lineages of repetitive elements. Thus, our results show that
paleopolyploidy exerts a stronger effect on the diversity of repetitive elements than on
the variation in abundance or on the sequences that compose them. This study
provides insights into the evolution of the repeat fraction in paleopolyploid groups and
highlights the potential of repeats to understand plant systematics and evolution.

Keywords: Bombacoideae, Malvoideae, Paleopolyploidy, repetitive DNA, Malvatheca
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1 INTRODUCAO

O estudo de dados carioldgicos, como 0s himeros cromossdmicos, contribuem
para uma maior compreensao acerca da evolucdo das espécies, bem como da
evolucdo do genoma eucarioto (Guerra 2008). As angiospermas, particularmente,
apresentam uma ampla variacao de numero cromossémico, com numeros entre 2n =4
até 2n = 640 (Uhl, 1978; Roberto, 2005), e essa variagdo esta principalmente
relacionada com alguns eventos de rearranjos cromossOmicos, tais como fisséo, fusdo
e com a duplicacdo do complemento cromossomico total, também conhecida por
poliploidia (Mayrose e Lysak 2021). A poliploidia é o fenbmeno caracterizado pela
presenca de dois ou mais genomas completos, podendo ser de dois tipos distintos: a
autopoliploidia, que se refere a multiplicacdo de conjuntos de cromossomos
geneticamente idénticos dentro de uma Unica espécie, e a alopoliploidia, a qual
envolve a hibridacdo entre duas espécies geneticamente diferentes gerando um
genoma com dois subgenomas (Ramsey e Schemske, 1998, 2002, Husband et al.,
2013). Esses eventos sao muito importantes na evolugdo das plantas, ndo s6 por
afetar a constituicdo gendmica de uma espécie, mas também por refletir diretamente
na diversificacdo dos organismos, gerando uma alta taxa de especiacdo (Weiss-
Schneeweiss et al., 2013, 2015).

Os efeitos da poliploidia tais como a duplicacdo de genes e as mudancas
ocorridas no espaco génico podem ocasionar o surgimento de novidades evolutivas.
Um exemplo é o surgimento das flores, o qual é atribuido a uma duplicacdo do genoma
total muito antigo, ocorrido na base de diversificacdo das angiospermas (Dodsworth;
Chase; Leitch, 2016). Sabendo-se da existéncia de eventos antigos e recentes de
poliploidia, € possivel também caracterizar as espécies como paleo- e neopolipléides,
de acordo com a origem (antiga ou recente, respectivamente) do evento de
poliploidizacdo (Guerra 2008). Apesar dessa caraterizacdo, por vezes, se torna dificil
reconhecer neo e paleopoliploides, uma vez que, as espécies, apos a divergéncia do
genoma poliploide, passam por varios processos de diploidizacdo, tais como a
disploidia descendente, fazendo com que o0 organismo volte a ter um comportamento
diploide (Soltis et al. 2015), bem como mudangas em sua composicao e organizacao
gendmica (Weiss-Schneeweiss et al, 2015).

Além da presenca de sequéncias codificantes, os genomas das espécies
apresentam também uma grande porcentagem composta por DNA nao-codificantes

altamente repetitivas, (Elliott; Gregory, 2015). Essas sequéncias repetitivas podem ser
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divididas em dois grupos: as sequéncias de DNA repetitivo de forma dispersa e a
sequéncias de DNA repetitivos em tandem (Weiss-Schneeweiss et al., 2015). Os DNA
repetitivos em tandem sao elementos repetitivos um seguido do outro formando
blocos, se destacando entre eles os satélites (Garrido-Ramos, 2017). Ja o DNA
disperso, € encontrado disposto de forma espalhada ao longo de todo o conjunto
cromossOmico, se destacando os elementos transponiveis, que por sua vez tem a
capacidade de se deslocar dentro do genoma (Arkhipova, 2017). Esses elementos
repetitivos podem ser classificados em Classe | e Classe Il dependendo do seu
mecanismo de transposicao (Finnegan, 1989). Dessa forma, os elementos de Classe
II, representados principalmente por retrotransposons, também podem ser
subdivididos em LTR (Long Terminal Repeats), o qual, também s&o subdivididos em
Tyl/copia e Ty3/gypsy, elementos encontrados principalmente na heterocromatina
das angiospermas (Macas et al, 2015).

Atualmente, diversos estudos vém sendo realizados com foco na analise e
identificacdo da fracdo repetitiva dos genomas, sendo estes realizados a partir de
sequenciamento do genoma como os de baixa cobertura (Dodsworth et al. 2015). A
andlise da fragcdo repetitiva pode ser analisada e caracterizada com a utilizacao de
plataformas como o RepeatExplorer e o TAREAN (Novak et al, 2013). Estudo atuais,
revelaram a possibilidade do uso de sequenciamentos de DNA de baixa cobertura,
como por exemplo o “Target-capture”, que atua sequenciando regides alvos, para
estudos que visam a andalise do DNA repetitivo podendo assim reutilizar dados
utilizados em estudos anteriores. (Costa et al. 2021). Outro importante avanco no
estudo do DNA repetitivo foi a criacdo de métodos de inferéncia filogendmica
baseados tanto na abundancia (Dodsworth 2015) como na similaridade (Fan et al
2015) de sequéncias repetitivas. Além do potencial de informac¢do taxonémica,
filogenias baseadas em DNA repetitivo podem ser alvo interessante de estudo para
grupos poliploides de origem antiga.

A familia Malvaceae, pertencente a ordem Malvales, possui aproximadamente
4.225 espécies aceitas, divididas em 9 subfamilias, as quais se distribuem em 244
géneros com tracos morfologicos de dificil interpretacdo (Stevens 2001; Bayer e
Kubitzki 2003; Christenhusz e Byng 2016). Dessa forma, atrelado ao grande nimero
de representantes, as relacbes filogenéticas dentro dessa familia sdo bastante
controversas. As subfamilias Malvoideae (~1800 spp) e Bombacoideae (160 spp)

estdo distribuidas por todo o globo e sdo muito importantes economicamente na
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agricultura, silvicultura e horticultura, como o algodao (Gossypium spp) e, por serem
proximas filogeneticamente, sdo agrupadas em um clado especifico denominado
Malvatheca. Do ponto de vista citogenético, a subfamilia Bombacoideae, possui uma
provavel origem paleopoliploide, se diferenciando das outras subfamilias por ter
nameros de cromossomos significativamente maiores (Marinho et al. 2014). No
presente trabalho foram caracterizadas as fracdes repetitivas de 13 espécies de
Bombacoideae e 11 de Malvoideae, bem como a inferéncia filogenética da abundancia
e similaridade dos repeats e uma topologia de dominios proteicos especificos. Além
disso, foi construida uma filogenia de plastomas, a fim de testar o impacto da
paleopoliploidia na fracdo repetitiva dos genomas de representantes da subfamilia

Bombacoideae.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Avaliar o impacto da paleopoliploidia na fracdo repetitiva dos genomas de

espécies da subfamilia Bombacoideae.

1.1.2 Especificos

Caracterizar a fracdo de DNA repetitivo de 24 espécies da familia Malvaceae, sendo
13 pertencentes a subfamilia Bombacoideae e 11 a subfamilia Malvoideae.

Inferir relacdes filogenéticas com base na abundancia de repeats, similaridade de
repeats e dominios proteicos de elementos transponiveis

Realizar uma filogenia a partir de plastomas completos para as espécies analisadas
no estudo.

Comparar as diferentes arvores filogenéticas geradas no presente estudo, verificando
as diferencas entre as topologias de cada uma.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Genoma das plantas

O genoma é a sequéncia completa de DNA de um organismo. Além do genoma
nuclear, nas plantas, encontram-se também o genoma de cloroplasto (plastoma) e o genoma

das mitocondrias (mitogenoma). O genoma nuclear das plantas € composto por uma gama
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de sequéncias, contudo, as mais estudadas séo as de DNA de copia Unica e 0 DNA repetitivo

(Heslop-Harrison; Schwarzacher, 2011). A complexidade e diversificacdo das plantas é
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refletida também em seus genomas, onde as variagdes encontradas nos genomas das
espécies sao geralmente ocasionadas, principalmente, por processos evolutivos
como a poliploidia e a amplificacdo e/ou delecdo de DNA repetitivo, na forma de

satélites e elementos de transposicédo (Mehrotra; Goyal, 2014; Kelly et al., 2015).

2.1.1 DNA repetitivo

O DNA repetitivo € o componente principal de grande parte dos genomas das
plantas e foi por muito tempo considerado como DNA lixo, uma vez que, pouco se sabia
sobre suas fungfes e importancia nos genomas das espécies hospedeiras (Biscotti; OImo;
Heslop-Harrison, 2015). Nesse ambito, os estudos de Barbara McClintock com o milho na
década de 40 com a descoberta de um grupo de DNA repetitivo em particular, denominados
“Elementos transponiveis”, reforcam a necessidade de se estudar mais a fundo alguns desses
DNAs, visando compreender o papel desses elementos na evolucdo dos genomas das
espécies (McClintock, 1948 e 1984; Biémont, 2010).

Com o avanco das técnicas moleculares e gendmicas é possivel inferir sobre o papel
do DNA repetitivo dentro dos genomas, seu comportamento conforme as variaveis
ambientais, 0 aumento ou diminuicdo dos tamanhos dos genomas através de dele¢cbes e/ou
amplificacdes (Lyu et al., 2018; Schley et al., 2021), ou até mesmo ativando ou silenciando
genes por meio de inser¢des em regides génicas (Achrem; Szucko; Kalinka, 2020).

Além dos aspectos que dizem respeito as funcionalidades e papéis que o DNA
repetitivo assume nos genomas, hoje muito se sabe também acerca de sua
diversidade, classes e tipos, sendo ele normalmente dividido, para fins de estudo, em
duas grandes categorias, os DNAs repetitivos em tandem e os DNAs dispersos pelo genoma
(Rao et al., 2010; Satovic-Vuksic & Plohl, 2021).
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2.1.2 DNA repetitivo em tandem

O DNA repetitivo em tandem, representado pelos satélites, minissatélites,
microssatélites e o DNA ribossomal formam longos arranjos de unidades de
repeticbes chamados monémeros, sendo o0s principais componentes da
heterocromatina e considerados como as sequéncias mais dinamicas dos genomas,
devido a sua grande variabilidade estrutural e de abundéancia, refletindo assim na sua
alta taxa de evolucdo (Garrido-Ramos, 2017). Esses DNAs podem formar grandes
blocos nos genomas e séo representados principalmente por DNA ribossomal, DNA
centromérico, DNA telomérico, familias de genes codificadores de proteinas e pelo
DNA satélite (Biscotti; Olmo; Heslop-Harrison, 2015; Garrido-Ramos, 2017).

Dentre os diversos tipos de DNAs repetitivos em tandem, destaca-se o DNA
satélite, o qual tem sido considerado como um dos principais componentes da
heterocromatina, podendo ser encontrado em diferentes partes dos cromossomos das
espécies eucariotas, desde o centrbmero até principalmente as regibes
subteloméricas e pericentromericas (Guerra, 2000; Dos Santos et al., 2021). Essas

sequéncias, além de serem um dos tipos mais dindmicos nos genomas, devido a sua
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grande variabilidade estrutural e de abundancia (o que reflete em sua alta taxa de
evolucao) (Garrido-Ramos, 2017); podem formar familias distintas e serem espécie-
especificas, ou até mesmo compartilhadas entre espécies distintas. Desse modo,
mesmo que em menor proporgcdo que os elementos repetitivos dispersos, os satélites
podem vir a contribuir para o aumento e/ou diminuigdo do tamanho dos genomas das

espécies (Garrido-Ramos, 2017; Kelly et al., 2015).

2.1.3 DNA repetitivo disperso

O DNA repetitivo disperso, representado principalmente pelos Elementos de
transposicao, trata-se da fragcédo repetitiva mais abundante dentro dos genomas das
plantas (Bourgue 2009). Esses elementos transponiveis sdo divididos em duas
grandes classes, os elementos de classe |, representados principalmente pelos
retrotransposons; e 0s elementos de classe I, que tem como principal representante
os transposons (BOURQUE et al., 2018). Esses elementos, que se encontram em
abundancia nos genomas devido a sua notavel capacidade de se replicar e inserir em
novos locais do genoma independente da homologia de sequéncias, diferenciam-se
entre si pelos seus intermediarios de transposicéo, tendo como intermediarios de RNA
os de classe | e intermediarios de DNA os de classe Il (Feschotte; Jiang; Wessler
2002).

Os elementos de classe | sdo divididos em elementos ndo LTRs (do inglés Long
Terminal Repeats), representados pelos LINEs (do inglés Long Interspersed
Elements) que sdo elementos autbnomos longos intercalados, os SINEs (do inglés
Short Interspersed Nuclear Elements), elementos curtos intercalados nédo-autdbnomo,
0s quais dependem dos LINES para sua amplificacdo, ambos presentes em alta
abundéancia nos genomas de mamiferos. E os retrotransposons LTR (do inglés Long
Terminal Repeats), 0s quais possuem uma repeticdo terminal longa flanqueando o
proprio elemento e representam uma fracao consideravel dos genomas das plantas
(Feschotte; Jiang; Wessler, 2002).

Os LTR, por sua vez, agrupam-se em duas grandes superfamilias, que sédo a
Tyl/copia e a Ty3/gypsy, sendo estes 0s principais componentes dos genomas das
angiospermas, sendo presente em mais de 70% do genoma do milho por exemplo
(Kumar & Bennetzen, 1999; Meyers et al., 2001, Macas et al., 2015, Lee et al, 2017).
Os elementos das linhagens Tyl/copia e Ty3/gypsy sao encontrados principalmente

nas regides heterocromaticas dos cromossomos, e muitos estudos vem mostrando
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gue tais elementos sdo sensiveis a fatores ambientais, podendo assim, levar a suas
amplificacfes e/ou dele¢bes, impactando diretamente na evolucédo e diversificacdo
gendmica de espécies intrinsicamente relacionadas (Cao et al. 2014; Matsunaga et al.
2015).

Os dados gendmicos obtidos através de sequenciamentos de baixa cobertura,
vem permitindo uma analise acurada dos elementos repetitivos que compdem 0s
genomas das espécies, podendo serem utilizados para reconstrucdes filogendmicas
e analises comparativas entre as espécies (Macas et al., 2015; Novak et al., 2020; Costa
et al., 2021).

2.2 Sequenciamento gendmico de Nova geracao

Opcdes cada vez mais rapidas e menos onerosas de sequenciamentos estédo
se fazem presentes em contraste as maneiras mais classicas, como o
sequenciamento Sanger por exemplo. Os sequenciamentos de Nova Geragdo ou
também conhecido por NGS (Next Generation Sequence) tem a vantagem de
conseguir realizar um nimero maior de leituras em um curto espaco de tempo, indo
desde a obtencéo de dados mais simples a mais complexos. Técnicas como Genome
skimming, por exemplo, é uma das metodologias mais simples que consiste em um
sequenciamento superficial do DNA gendmico, na qual se obtém uma consideravel
fracdo de alta cépia do genoma (desde plastoma, mitogenoma e DNA repetitivo).
Esses dados podem ser utilizados em anadlises filogenbmicas e também para a
caracterizacao da fracdo repetitiva de DNA das espécies (Dodsworth 2015).

Por outro lado, sequenciamentos do tipo target-capture, visam uma
subamostragem diferente dos genomas sequenciados, onde o foco sdo sequéncias
especificas de baixa cépia do genoma nuclear (Andermann et al. 2020). Contudo, a
freacao off-target do sequenciamento pode ser reutilizada, onde pode ser aproveitada
a fracao repetitiva e utilizada para fins tais quais os de genome skimming (Costa et al.
2021).

2.3 Filogenbmica

Os dados de sequenciamento NGS utilizados para analises in silico das fragbes
repetitivas do genoma podem ser utilizados para inferéncias filogendmicas, sendo
muito encontradas em trabalhos mais recentes que visam elucidar questdes

filogenéticas entre as espécies (Costa et al. 2020). Utilizando informacgfes como a
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abundéancia dos elementos repetitivos para a construcdo de arvores, foi possivel
perceber sinais filogenéticos significativos, tal como os gerados a partir de dados de
regides nucleares, plastidiais e ribossomais (Dodsworth et al. 2016). Analogo a isso,
a similaridade dos repeats também pode apresentar sinais filogenémicos presente em
alguns grupos de espécies quando se utilizam, por exemplo, abordagens como de
inferéncias filogenéticas como o AAF (do inglés Assembly and Alignment-Free) que
gera arvores a partir de dados de sequenciamentos de genomas nao montados (Fan
et al 2015). Atrelada a esse tipo de analise, dados de nimeros cromossémicos se
apresentam de forma complementar, uma vez que ajudam a endossar aspectos

ligados a variacdo cromossdmica e relacdes de parentesco.

2.4 Poliploidia

O conjunto cromossdmico de uma espécie € denominado cariétipo. Um dos
principais caracteres utilizados para estudos relacionados a filogenia e a evolucao
cromossbmica das espécies sdo a disploidia, que consiste em rearranjos
cromossOmicos estruturais gerando o aumento ou a perda do niumero cromossémico,
a qual pode ser ascendente e descendente respectivamente que, geralmente nao
resulta em perda ou ganho do material genético; e a poliploidia que consiste na
duplicacdo ou multiplicacdo de um conjunto cromossdémico inteiro (Guerra 2008). Além
disso, outras variacbes podem afetar nos niameros cromossémicos das espécies,
como por exemplo, aneuplodias e 0os cromossomos B sendo assim rearranjos
numérico gerando a perda ou ganho do material genético. O nivel de ploidia varia
geralmente durante a fase ontogénica das plantas, é utilizado a letra (n) para
expressar a fase gamética e o (2n) para a fase esporofitica ndo especificando o nivel
de ploidia do organismo (Guerra 2008, 2012).

A duplicacéo inteira do genoma das plantas WGD (Whole Genome Duplication)
chamada também de poliploidia, foi inicialmente dividida em quatro tipos pelos
estudos do botanico Stabbins no final da década de 1940, considerando aspectos
genéticos e citogenéticos. Atualmente, consideram-se apenas dois: os alopoliploides,
que é fruto da hibridacéo entre duas espécies diferentes e os autopoliploides, evento
gue ocorre com a duplicacdo do conjunto genético dentro de uma so espécie (Ramsey
e Schemske, 1998). Além disso, € considerada também um dos eventos mais
importantes para a evolugéo e diversificacédo, principalmente em plantas com flores,

uma vez que, seu surgimento provavelmente se deu apds um evento antigo de WGD
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além de outras novidades evolutivas reveladas por dados de sequenciamento (Soltis
et al., 2009; Jiao et al., 2011).

Conceitos introduzidos a esse tema, também se referentem a origem ancestral
recente ou antiga da poliploidia, a neopoliploidia e a paleopoliploidia respectivamente
(Guerra 2008), que por sua vez se mostram importantes, uma vez que o cariétipo dos
poliploides antigos passam por processos chamados de diploidizacdo que, com a
perda de copias de genes duplicados, entre outras coisas, consiste na volta do

comportamento diploide em organismos poliploides (Soltis et al; 2015).

2.5 Familia Malvaceae

Malvaceae € uma familia de angiospermas que agrupa cerca de 4,225
espécies, distribuidas entre 224 géneros e nove subfamilias, sendo elas
Bombacoideae, Brownlowioideae, Byttnerioideae, Dombeyoideae, Grewioideae,
Helicteroideae, Malvoideae, Sterculiodeae e Tilioideae (Bayer e Kubitizki). Esse grupo
€ muito bem distribuido sendo Pantropical e possuindo plantas economicamente
importantes como o Cacao (Theobroma cacao), o Quiabo (Abelmoschus esculentus),
Durian (Durio zibethinus), Cola (Cola spp.) e o Baoba (Adansonia spp.). As espécies
dessa familia possuem diferentes tipos de habitos como arvores, arbustos e ervas,
podendo ter folhas simples, lobadas palmadas, digitatas ou palmatinervias, por vezes
apresentando nectario extrafloral com frutos deiscentes ou indeiscentes e flores
unissexuais ou hermafroditas (Bayer e Kubtizki 2003).

Do ponto de vista citogenético, a subfamilia Bombacoideae se destaca
diferenciando-se das outras subfamilias por ter uma provavel origem paleopoliploide
(Marinho et al 2014). Trabalhos recentes trazem informacfes de novas contagens
cromossémicas demonstrando um numero alto de cromossomos na maioria das
espécies do grupo, evidenciando uma suposta poliploidia nesse grupo. Além disso, as
espécies do grupo também demonstraram comportamento diploide apresentando
pares de sitios de DNAr e pares de bandas heterocromaticas sugerindo a

diploidizacdo em Bombacoideae (Figueredo et al 2016; Costa et al 2017).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Aquisicéo de dados ngs e caracterizacao da fracao repetitiva

Os dados foram aproveitados de sequenciamentos de genome skimming e
target-capture encontradas disponiveis no banco de dados NCBI e também cedida
por nossos colaboradores.24 espécies do clado Malvatheca, dais quais 11
representaram a subfamilia Malvoideae e 13 a subfamilia Bombacoideae foram
analisadas, filtradas e tratadas por qualidade através da plataforma RepeatExplorer2,
(Novak et al., 2013) e foi realizada uma analise de agrupamento de reads baseada
em similaridade de sequéncia. Foram feitas analises individuais para cada espécie e
uma comparativa utilizando todo o conjunto de dados. A andlise comparativa foi
realizada com um total de 1.091.952 reads e a cobertura gendmica de cada uma das
espécies foi calculada pela férmula (r x 1)/g, onde r foi o nimero de leituras utilizadas
na analise; | corresponde ao comprimento das leituras e g € o tamanho do genoma
haploide em pb. Foi feito um calculo da cobertura considerando um tamanho
aproximado de acordo com a espécie filogeneticamente mais proxima e com namero
cromossOmico mais proximo ja que nao tinhamos o tamanho do genoma para todas

as especies.
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3.2 Diversidade dos repeats e correlacdo com o nimero cromossoémico

Calculamos a diversidade de linhagens de repeats nos genomas utilizando o
indice de diversidade de Shannon (H, Shannon, 1948) e o indice de diversidade de
Simpson (D, Simpson, 1949). Desta forma mostrando a probabilidade de que dois
individuos (neste caso coOpias de repeats) retirados aleatoriamente de uma
comunidade (neste caso um genoma) pertencam a mesma espécie (neste caso
linhagem de repeat). Para isso utilizamos as abundéncias de cada linhagem de
repeats encontradas pela analise comparativa do RepeatExplorer.

Para investigar se a relacdo entre a diversidade de repeats em um dado
genoma estava relacionada com a poliploidia, realizamos uma anélise de correlacédo
de Pearson entre os indices de Shannon e de Simpson com o0 himero cromossémico
das espécies de Malvatheca utilizando o pacote ‘stats’ implementado no RStudio (R
Core Team, 2019).

3.3 Relacgdes filogenéticas baseadas em plastomas completos

As montagens dos plastomas das espécies analisadas foram montadas
contrarreferéncia da espécie Ceiba speciosa, obtida através do banco de dados do
NCBI (acesso NC_057077). Para isso foi mapeados os reads de cada espécie contra
0 genoma referéncia utilizando a funcdo “Map to reference” do software Geneious
v.6.0.3 (Kearse et al. 2012). Os alinhamentos foram realizados utilizando o MAFFT
(Katoh and Standley, 2013). Para simplificac&o, foi utilizado o modelo mais geral de
substituicdo de DNA GTR + | + G (Abadi et al., 2019). Foram inferidas as relacées
filogenéticas utilizando Méaxima Verossimilhanca (ML) pelo FastTree (Price et al.
2010). A visualizacdo e a edicdo das arvores foram realizadas pelo FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3.4 Relacoes filogenéticas baseadas em DNA repetitivo

O metodo de inferéncia filogenética empregado foi 0 baseado em abundéancia
de repeats que permite fazer a comparacao entre a abundancia de diferentes classes
de elementos repetitivos entre diferentes espécies que, possuem sinal filogenéticos
guando tratadas como caracteres continuos. (Dodsworth et al., 2015). Primeiramente,
foi concatenada as leituras para as 24 espécies com cobertura de aprox. 0,065 x, com
codigos de quatro caracteres para cada espécie. Foi executada uma analise de

agrupamento comparativa (agrupamento simultaneo de todas as espécies no conjunto
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de dados) no Repeat Explorer com configuracfes padréo sobre os dados (Novak et
al. 2013).

Ja para a analise filogenética baseada em similaridade de sequéncia, foi usada
a abordagem de alinhamento e montagem livre (AAF) (Fan et al., 2015) usando todas
as leituras identificadas como repeticoes pelo RepeatExplorer. Essa abordagem gera
filogenias a partir de dados de sequéncia de genoma ndo montados, independente da
montagem ou do alinhamento do genoma. Dessa forma é calculada as propriedades
estatisticas das distancias pareadas entre genomas, otimizando a selecdo de
parametros e realizar bootstrapping.

3.5 Filogenia de dominios conservados de elementos transponiveis

Foram extraidos o dominio proteico da transcriptase reversa dos trés
elementos mais abundantes da superfamilia Tyl/copia (ALE, Ikeros e SIRE) e dos trés
elementos mais abundantes da superfamilia Ty3/gypsy (CRM, Ogre e Tekay)
encontrados nas espécies utilizando a ferramenta DANTE (Domain-based Annotation
of Transposable Elements) com configuracdes padrées (Novak et al. 2013), com o
intiuito de investigar a homologia e a evolugdo dinamica dos retrotransposons LTR. O
DANTE realiza anotacdes e a classificagdo dos dominios protéicos homélogas aos
dados disponiveis no banco de dados de dominios proteicos Viridiplantae (Neumann
et al. 2019). Os dominios encontrados foram alinhados usando MAFFT (Katoh and
Standley, 2013). Foram ciradas filogenias para cada um dos elementos com base nos
alinhasmentos realizados por meio do plugin FastTree implementado no Geneious
v.6.0.3 (Kearse et al. 2012)

4 RESULTADO

4.1 Artigo: Declinio dos dinossauros e sucesso dos poliploides: consequéncias
genbmicas da paleopoliploidia na subfamilia Bombacoideae (Malvaceae) no

final do Cretaceo
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Resumo

A poliploidia (também conhecida como Whole Genome Duplication - WGD) e a
amplificacdo/ desamplificacdo de DNAs repetitivos (repeats) sao 0s principais
mecanismos responsaveis pela evolucdo do genoma em plantas. Muitas linhagens de
angiospermas tém evidéncias de antigas WGD, na maioria estimadas em 66 milhdes
de anos, sugerindo um sucesso dos poliploides ap6s as mudancas globais que
levaram a extingdo dos dinossauros no final do Cretdceo. Nesse sentido, pouco €
conhecido sobre os mecanismos de evolucédo das fracdes repetitivas dos genomas
em linhagens que passaram por eventos antigos de poliploidia (paleopoliploidia). A
subfamilia Bombacoideae (Malvaceae) representa um modelo interessante para
estudar tal relacéo, pois apresenta numeros cromossdmicos altos (2n = 86 a 2n = 276)
e uma provavel origem paleopoliploide. Por outro lado, a subfamilia Malvoideae
apresenta niameros cromossémicos mais baixos e eventos pontuais de neopoliploida.
Aqui, caracterizamos a fracdo repetitiva genémica de 14 espécies de Bombacoideae
e 11 Malvoideae e inferimos relacdes filogenéticas com base em trés conjuntos de
dados: plastomas, abundancia/ similaridade dos repeats e dominios especificos de
proteinas de elementos transponiveis. A caracterizacdo das fracfes repetitivas dos
representantes do clado Malvatheca revelaram uma alta diversidade de repeats com
predominio de LTRs Ty3/gypsy, sem tendéncias diferenciais entre Bombacoideae e
Malvoideae. No geral, dominios proteicos de diferentes elementos transponiveis ndo
revelaram evidéncias de impacto da paleopoliploidia na sua diversificacdo. As
filogenias baseadas na abundancia e similaridade de repeats ndo apresentaram
topologias congruentes com a filogenia de plastoma, sugerindo que esse método pode
falhar com grupos antigos. Por outro lado, para a filogenia baseada em abundancia
de repeats, os tamanhos dos ramos foram mais longos em Malvoideae e mais curtos
em Bombacoideae, evidenciando diferentes taxas evolucdo dos repeats nessas
subfamilias. Por fim, foi encontrada uma correlagdo significativa entre nuamero
cromossOmico e diversidade de repeats, denotando um possivel efeito da poliploidia

sobre a variedade de linhagens de elementos repetitivos. Desta forma, nossos
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resultados mostram que a paleopoliploidia provavelmente exerce um efeito mais forte
sobre a diversidade de elementos repetitivos no genoma do que sobre a variacao
quantitativa/ qualitativa dos repeats. Este estudo fornece insights sobre a evolucédo da
fracdo repetitiva do genoma em grupos paleopoliploides, o que é desafiador dada a
idade antiga dessas WGD.

Palavras-Chave: Bombacoideae, Malvoideae, Paleopoliploidia, DNA repetitivo

INTRODUCAO

Um dos eventos mais importantes relacionado a evolugcdo das plantas é a
poliploidia (também conhecida como Whole Genome Duplication - WGD), que se trata
da presenca de dois ou mais genomas completos em uma espécie, o qual afeta ndo
s6 0 genoma, mas também interfere na especiacao e diversificacdo dos organismos
(Soltis et al., 2009; Weiss-Schneeweiss; Schneeweiss, 2013). Especialmente nas
angiospermas, hé evidéncias de WGDs recorrentes, e o ancestral de todas as plantas
com flores foi provavelmente originado de uma linhagem poliploide (Jiao et al. 2011).
Muitos WGDs de plantas parecem associados a periodos de aumento do estresse
ambiental e/ou flutuacBes, uma tendéncia que é evidente tanto para os poliploides
atuais (neopoliploides) quanto para poliploides antigos (paleopoliploides), formados
independentemente em diversas familias de angiospermas no periodo da extingédo do
Cretaceo-Paleogeno (aprox. 66 Ma) (Vanneste et al. 2014; Marinho et al. 2014).
Curiosamente, 0 evento que extinguiu os dinossauros parece ter atuado como um filtro
ambiental que selecionou positivamente os poliploides em plantas (Venneste et al.
2014).

Existem basicamente dois tipos de poliploidia: (i) autopoliploidia, que se refere
a multiplicagédo de conjuntos de cromossomos geneticamente idénticos dentro de uma
Unica espécie e, (ii) alopoliploidia, que envolve a hibridizagdo entre duas espécies
geneticamente diferentes (Ramsey e Schemske, 1998, 2002, Husband et al., 2013).
A poliploidia tem sido considerada um dos processos mais importantes para 0 sucesso
da evolucéo e diversidade das espécies vegetais por estar associada a uma alta taxa
de especiacdo (Wood at al, 2009). Por conseguinte, a duplicacdo de genes e as
mudancas no espago génico consequentes da poliploidia podem ocasionar o
surgimento de novidades evolutivas, como por exemplo, a apari¢éo das flores, a qual
é atribuida a uma duplicacdo total do genoma na base de diversificacdo das
angiospermas (Soltis et al 2015; Dodsworth; Chase; Leitch, 2016). Apos a divergéncia
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do genoma poliploide, acontece um processo conhecido como diploidizacdo, que
inclui a perda de genes duplicados, diminuicdo do nimero cromossoémico (disploidia
descendente) e diminuicdo do tamanho do genoma, fazendo com que o organismo
volte a um estado diploide (Soltis et al. 2015).

O genoma dos eucariotos, além da presenca de sequéncias codificantes de
cOpia Unica (genes), é também composto, em sua maior parte, por sequéncias nao-
codificantes altamente repetitivas especialmente em plantas (Elliott; Gregory, 2015).
Este DNA repetitivo € dividido em duas grandes categorias: os DNAs repetitivos em
tandem e os DNAs repetitivos dispersos (Mehrotra e Goyal, 2014). Os DNA repetitivos
em tandem sdo elementos repetitivos em grandes blocos adjacentes, destacando-se
os chamados DNA satélite (Garrido-Ramos, 2017). Os elementos dispersos estao
dispostos de forma dispersa ao longo de todo o genoma (Weiss-Schneeweiss;
Schneeweiss, 2013). Dentre os DNAs repetitivos dispersos, os mais estudados sdo
os elementos transponiveis, que possuem a capacidade de se “mover” ao longo do
genoma hospedeiro (Arkhipova, 2017). Estes séo classificados de acordo com o
mecanismo utilizado para sua transposicao, sendo divididos em elementos Classe |
retrotransposons e os de Classe Il, transposons de DNA (Finnegan, 1989). Dentre os
retrotransposons, 0s elementos que mais se destacam sédo os do tipo LTR (Long
Terminal Repeat) que podem ser divididos em duas superfamilias, Tyl/copia e
Ty3/gypsy, encontrados principalmente na heterocromatina das angiospermas e
responsaveis por compor elementos como o centrbmero, e contribuir
significativamente para a variagdo no tamanho do genoma (Marques et al. 2015;
Macas et al. 2015).

A identificacdo da fracdo repetitiva pode ser feita a partir de um
sequenciamento do genoma de baixa cobertura, também conhecido como genome
skimming (Dodsworth et al. 2015). Atualmente, a plataforma mais utilizada para a
analise do DNA repetitivo é o RepeatExplorer, que utiliza um algoritmo de
agrupamento baseado em gréaficos para agrupar sequéncias de alta copia com base
na similaridade, com posterior identificagcdo de dominios codificadores de proteinas
por referéncia cruzada com um extenso conjunto de bases de dados atualizadas
(Novak et al., 2013). Recentemente, foi visto que, além do tradicional uso de dados
de baixa cobertura, dados obtidos por sequenciamentos como target-capture (no qual
varias sondas genOmicas s&o projetadas para “capturar’” e enriquecer regides

codificantes especificas de baixa copia do genoma nuclear) podem ser utilizadas para



27

esse tipo de estudo, por meio da reutilizacdo da fracdo off-target do sequenciamento
(Costa et al. 2021). Outro importante avanco no estudo do DNA repetitivo foi a criacdo
de métodos de inferéncia filogendmica baseados tanto na abundancia (Fan et al.
2015) como na similaridade (Dodsworth et al. 2015) de sequéncias repetitivas
(abordagens repeat-based). Além do potencial informacdo taxondmica, arvores
baseadas em DNA repetitivo podem trazer insights sobre a evolucéo das diferentes
linhagens de DNA repetitivo, 0 que pode ser potencialmente informativo em linhagens
paleopoliploides.

Na familia Malvaceae, a subfamilia Bombacoideae se destaca por ter uma
origem paleopolipléide entre 62-56 Ma, (Marinho et al. 2014; Costa et al. 2017). Essa
familia pertence a ordem Malvales e possui cerca de mais de 4.225 espécies aceitas
distribuidas em 244 géneros (Stevens 2001; Bayer e Kubitzki 2003; Christenhusz e
Byng 2016). As relacdes filogenéticas dentro dessa familia séo bastante controversas
por ter uma grande quantidade de espécies e pela dificuldade em interpretar tracos
morfolégicos que, de acordo com dados moleculares parecem ser homoplasicos
(Alverson et al. 1999; Le Péchon and Gigord 2014). Malvaceae € dividida em 9
subfamilias (Bombacoideae, Brownlowioideae, /Byttnerioideae, Dombeyoideae,
Grewioideae, Helicteroideae e Malvoideae) (Bayer et al. 1999). As subfamilias
Malvoideae (~1.800 spp) e Bombacoideae (160 spp) sdo comumente agrupadas em
clado informal conhecido como Malvatheca. Essas subfamilias apresentam
distribuicdo pantropical e sdo muito importantes economicamente na agricultura,
silvicultura e horticultura, tendo como alguns dos principais representantes o algodao
(Gossypium spp.), o quiabo (Abelmoschus esculentus), o baoba (Adansonia spp.) e
Hibiscus (Bayer e Kubitzki 2003).

Do ponto de vista citogenético, a subfamilia Bombacoideae se diferencia das
outras subfamilais por apresentar nimeros cromossémicos altos (2n= 86 a 2n = 276)
(Baum e Oginuma 1994; Costa et al 2017; Figueredo et al 2016; Marinho et al. 2014).
Revisdes citogenéticas recentes de géneros da subfamilia Bombacoideae, indicam
estabilidade numérica em nivel genérico sugerindo que a variabilidade de nameros
cromossOmicos é menor do que reportada na literatura (Baum e Oginuma 1994; Costa
et al 2017; Figueiredo et al 2016). Recentes estudos mostram que apesar do elevado
namero cromossOmico, as especies possuem poucos pares de bandas
heterocromaticas, assim como poucos sitios de DNA ribossomal, sugerindo que sejam

genomas altamente diploidizados (Figueredo et al 2016; Costa et al 2017).
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O objetivo do estudo foi testar o impacto da paleopoliploidia na fracao repetitiva
dos genomas de representantes da subfamilia Bombacoideae. Para isso, foi realizada
a caracterizacdo da fracdo repetitiva de 13 espécies de Bombacoideae e 11 de
Malvoideae e inferidas topologias filogenéticas com base em trés conjuntos de dados:
abundancia de repeats, similaridade de repeats e dominios proteicos especificos de
elementos transponiveis. Além disso, foi realizada uma filogenia a partir dos
plastomas completos a fim de realizar a comparacdo das diferentes topologias das
arvores no estudo. A partir desse conjunto de dados, visamos responder as seguintes
perguntas: 1) A origem paleopoliploide gerou diferentes tendéncias evolutivas dos
DNAs repetitivos no clado Bombacoideae? 2) E possivel inferir filogenias repeat-

based (Dodsworth et al. 2015) para o clado Malvatheca?

MATERIAIS E METODOS

Aquisicao de dados NGS e caracterizacao da fracao repetitiva

No presente estudo, foram utilizados dados aproveitados de sequenciamento
target-capture e genome skimming disponiveis no banco de dados NCBI e cedida por
nossos colaboradores. Foram analisadas 24 espécies pertencentes ao clado
Malvatheca, dais quais 11 representaram a subfamilia Malvoideae e 13 a subfamilia
Bombacoideae. A lista de todas as espécies utilizadas, bem como os cédigos de
acesso ao NCBI se encontram listados na Tabela 1.

Tabela 1. Lista de espécies e dados citoldgicos utilizados nesse estudo.

Bombacoideae n 1C Acesso Sequenciamento
Adansonia digitata L. 80 1.67 SRX7064907 HybSeq
Adansonia grandidieri Baill. 44 -  SRX7064909 HybSeq
Adansonia gregorii F.Muell. 44 -  SRX7064910 HybSeq
Adansonia madagascariensis Baill. 44 - SRX7064914 HybSeq
Adansonia perrieri Capuron 44 - SRX7064913 HybSeq
Adansoniarubrostipa Jum. & H.Perrier 44 - SRX7064901 HybSeq
Adansonia suarezensis H.Perrier 44 - SRX7064911 HybSeq
Adansonia za Baill. 44 - SRX7064903 HybSeq
Bombax ceiba L. 46 1.62 SRX7064904 HybSeq
Bombax ceiba L. 46 1.62 Nisa HybSeq
Pachira aquatica Aubl. 44 2.28 Nisa HybSeq
Pseudobombax croizatii A.Robyns - - SRX7064905 HybSeq

Pseudobombax croizatii A.Robyns - - Nisa HybSeq


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX7064907%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX7064909%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX7064910%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX7064914%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX7064913%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX7064901%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX7064911%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX7064903%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX7064904%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX7064905%5baccn%5d
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Scleronema micranthum (Ducke) Ducke - - SRX7064906 HybSeq
Scleronema micranthum (Ducke) Ducke - - Nisa HybSeq
Ceiba pentandra (L.) Gaertn. 46 1.75 Flavia HybSeq
Malvoideae n 1C Acesso Sequenciamento
Abelmoschus esculentus (L.) Moench 60 1.70 SRX2990989 HiSeq
Abutilon theophrasti Medik. 21 140 SRX9130922 HiSeq X Ten
Althaea officinalis L. 21 - SRX2855182 MiSeq
Gossypium arboreum L. 13 1.72 SRX5759203 HiSeq X Ten
Gossypium raimondii Ulbr. 13 0.90 SRX341462 HiSeq
Hibiscus syriacus L. 40 - SRX529352 HiSeq
Kokia drynarioides Lewton 12 0.60 SRX3304973 HiSeq
Malva sylvestris L. 21 150 ERX3149988 HiSeq
Malva moschata L. 21 1.36 ERX3149982 HiSeq
Malva pusilla Sm. 21 - SRX7432590 HiSeq
Thespesia populneoides (Roxb.) Kostel. 26 4.10 SRX706235 HiSeq

As sequéncias de todas as espécies analisadas foram filtradas e tratadas por
qualidade. Através do pipeline RepeatExplorer2, implementado no servidor Elixir-Cerit
(https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz) (Novak et al., 2013), foi realizada uma analise
de agrupamento de reads baseada em similaridade de sequéncia. Dois tipos de
analises foram realizadas, uma individual (onde cada espécie foi analisada
separadamente a fim de caracterizar a fracao repetitiva do genoma de forma mais
detalhada) e uma analise comparativa (utilizando os dados concatenados das
sequéncias das espécies, com o intuito de comparar a porcao repetitiva de todas elas).
A analise comparativa foi realizada com um total de 1.091.952 reads e a cobertura
gendmica de cada uma das espécies foi calculada pela formula (r x I)/g, onde r foi o
namero de leituras utilizadas na analise; | corresponde ao comprimento das leituras e
g € o tamanho do genoma haploide em pb. Como ndo possuiamos informacdes de
tamanho do genoma para todas as espécies, para o calculo da cobertura foi
considerado um tamanho aproximado de acordo com a espécie filogeneticamente
mais préxima e com numero cromossdmico mais préximo. O total de leituras
analisadas por espécie tanto para a analise individual quanto para a comparativa para

cada uma delas se encontra detalhado na Tabela 1.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX7064906%5baccn%5d
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Diversidade dos repeats e correlacdo com o0 nUmero cromossémico

Tem sido proposto que métricas de diversidade utilizadas na ecologia de
comunidades podem ser aplicadas de forma analoga em analises genémicas, onde o
genoma representa uma comunidade e as diferentes linhagens de elementos
repetitivos representam diferentes espécies (Schley et al. 2022). Desta forma,
buscamos calcular a diversidade de linhagens de repeats nos genomas analisados
utilizando duas métricas: o indice de diversidade de Shannon (H, Shannon, 1948) e o
indice de diversidade de Simpson (D, Simpson, 1949). Estas métricas informam a
probabilidade de que dois individuos (neste caso copias de repeats) retirados
aleatoriamente de uma comunidade (neste caso um genoma) pertengam a mesma
espécie (neste caso linhagem de repeat). Quanto maior o valor dos indices, menor
essa probabilidade, o que indica uma alta diversidade para a comunidade (genoma)
analisado. Para esta analise, utilizamos as abundancias de cada linhagem de repeats
encontradas na analise comparativa do RepeatExplorer.

Para investigar se a diversidade de repeats em um dado genoma estava
relacionada com a poliploidia, fizemos também uma analise de correlacédo de Pearson
entre os indices de Shannon e de Simpson com o nimero cromossémico das espécies
de Malvatheca. Para isso, utilizamos o pacote ‘stats’ implementado no RStudio (R
Core Team, 2019).

Relac0es filogenéticas baseadas em plastomas completos

Os plastomas referentes as espécies analisadas no trabalho foram montadas
contra referéncia de Ceiba speciosa, obtida no banco de dados do NCBI (acesso
NC_057077). Para isso mapeamos o0s reads de cada espécie contra 0 genoma
referéncia usando a funcéo “Map to reference” do software Geneious v.6.0.3 (Kearse
et al. 2012). Os alinhamentos dos plastomas foram feitos usando MAFFT (Katoh and
Standley, 2013). Para simplificacdo, usamos o0 modelo mais geral de substituicdo de
DNA GTR + | + G (Abadi et al., 2019). As relagdes filogenéticas foram inferidas usando
Maxima Verossimilhanca (ML) usando FastTree (Price et al. 2010). As arvores foram

visualizadas e editadas no FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Relag0es filogenéticas baseadas em DNA repetitivo
Foi empregado um método de inferéncia filogenética baseado em abundancia
de repeats que permite comparar a abundancia de diferentes classes de elementos


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)
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repetitivos entre espécies diferentes que, tratadas como caracteres continuos,
possuem sinal filogenético (Dodsworth et al., 2015). Primeiro, concatenamos as
leituras para nossas 24 espécies com cobertura de aprox. 0,065 %, com codigos de
quatro caracteres para cada espécie. Sobre esses dados, foi executada uma anélise
de agrupamento comparativa (agrupamento simultdneo de todas as espécies no
conjunto de dados) no Repeat Explorer com configuracfes padrédo (Novak et al. 2013).
Como as sequéncias foram codificadas com os nomes das espécies, pudemos
identificar o numero de leituras que cada espécie contribuiu para cada cluster gerado,
que é proporcional & abundéancia de cada repeticdo no genoma de cada espécie.
Para a analise filogenética baseada na similaridade de sequéncia, foi usada a
abordagem de alinhamento e montagem livre (AAF) (Fan et al., 2015) usando todas
as leituras identificadas como repeticdes pelo RepeatExplorer. A AAF gera filogenias
a partir de dados de sequéncia de genoma nao montados, independente tanto da
montagem quanto do alinhamento do genoma. Assim, ele calcula as propriedades
estatisticas das distancias pareadas entre genomas, permitindo otimizar a selecao de

parametros e realizar bootstrapping.

Filogenia de dominios conservados de elementos transponiveis

O dominio proteico da Transcriptase Reversa dos trés elementos mais
abundantes da superfamilia Tyl/copia (ALE, Ikeros e SIRE) e dos trés elementos mais
abundantes da superfamilia Ty3/gypsy (CRM, Ogre e Tekay) encontrados nas
espécies analisadas foram extraidos usando a ferramenta DANTE (Domain-based
Annotation of Transposable Elements) com configuracdes padrées (Novak et al.
2013), a fim de explorar a homologia e entender a evolucdo dinamica dos
retrotransposons LTR. Esta ferramenta faz a anotacdo e a classificacdo dos dominios
protéicos homologas aos dados disponiveis no banco de dados de dominios proteicos
Viridiplantae (Neumann et al. 2019). Todos os dominios encontrados para cada
elemento foram alinhados usando MAFFT (Katoh and Standley, 2013). Com base
nesses alinhamentos, filogenias para cada um dos elementos foram criadas por meio

do plugin FastTree implementado no Geneious v.6.0.3 (Kearse et al. 2012).

RESULTADOS

Caracterizacao da fracao repetitiva
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Para a analise individual do RepeatExplorer, 0 niumero de reads analisados
variou de 84.423 para a espécie Abutilon theophrasti até 1.794.593 para a espécie
Hibiscus syriacus. Foi observada uma variacdo na abundancia total de DNA repetitivo
de 19,9% (Adansonia perrieri) a 68,7% (Ceiba pentandra) entre as espécies da
subfamilia Bombacoideae e de 21,4% (Malva pusilla) a 59,4% (Thespesia

populneoides) na subfamilia Malvoideae (Figura 1).
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Figura 1. Composicédo da fracéo repetitiva de espécies das subfamilias Bombacoideae
(clado vermelho) e Malvoideae (clado azul).

Com relacdo aos elementos transponiveis, as duas subfamilias apresentaram
uma maior porcentagem de elementos de Classe | do que Classe Il, com o destaque
para a superfamilia de retrotransposons LTR Ty3/gypsy que variou de 1,1% em
Adansonia gregorii a 48,5% em Thespesia populneoides, com predominéncia das
familias de elementos Ogre, Tekay e Athila para ambas as subfamilias. Ja em relacéo
aos retrotransposons LTR do tipo Tyl/copia, as proporc¢des variaram de 0,8% em
Adansonia gregorii a 15% em um dos acessos de Bombax ceiba. Os elementos mais
predominantes dentre os Tyl/copia foram SIRE, Ikeros, e Tork para ambas as
subfamilias (Figura 1; Tabela 1). O DNA satélite variou de 0.02% em Gossypium
arboreum a 18% em Adansonia rubrostipa. De forma geral, a subfamilia
Bombacoideae apresentou uma maior abundéancia de DNA satélite, especialmente

dentre as espécies do género Adansonia (7,2% em Adansonia za até 18% em
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Adansonia rubrostipa). Nao foi observado nenhuma sinapomorfia gendmica
(presenca/ auséncia ou abundancia de repeats) que distinga claramente as

subfamilias Bombacoideae e Malvoideae (Figura 1).

Analise comparativa das fracfes repetitivas

Para investigar o compartilhamento de clusters de sequéncias repetitivas, foi
também realizada uma andlise comparativa pelo RepeatExplorer. Na subfamilia
Bombacoideae pode-se observar um alto compartiihamento de diferentes clusters
entre as espécies do género Adansonia, que apresentaram composi¢cao bastante
similar. Interessantemente, Pseudobombax croizatii e Pachira aquatica, espécies de
géneros distintos dentro de Bombacoideae, apresentaram alto compartilhamento de
clusters identificados como pertencentes as linhagens Ogre e CRM (Figura 2). No
geral foi observado um grau mais alto de compartilhamento de repeats na subfamilia

Bombacoideae no que na subfamilia Malvoideae (Figura 2).
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Figura 2. Analise comparativa dos elementos repetitivos de espécies das subfamilias
Bombacoideae (vermelho) e Malvoideae (azul).
Diversidade dos repeats e correlacdo com o nimero cromossémico

Os indices de diversidade de Shannon e Simpson para linhagens de repeats
em Malvatheca variaram de H = 0,21 e D = 0,08 em G. arboreum att H=1,59e D =
0,78 em A. rubrostipa. No geral, espécies de Malvoideae apresentaram valores
menores para ambos os indices (H =0.21 e D =0.08 em G. arboreum até H = 1.12 e

D =0.63 em M. pusilla), enquanto representantes de Bombacoideae apresentaram
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valores maiores (H =0.87 e D = 0.51 em Pa. aquatica at¢ H=1,59e D = 0,78 em A.
rubrostipa). Também encontramos correlacfes significativas entre os valores de
ambos os indices de diversidade e nimero cromossémico em Malvatheca (R = 0.55,
p = 0.0036 para Shannon e R = 0.55 e p = 0.0034 para Simpson), sugerindo uma
possivel relacdo entre poliploidia e incremento de diversidade dos repeats no clado

Bombacoideae (Figura 3).
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Figura 3. Indicie de diversidade dos repeats (Shannon e Simpson) em representantes
do clado Malvatheca.

Filogenia de dominios proteicos dos elementos filogeneticamente abrangentes no

clado Malvatheca

Foram identificados seis elementos, trés Ty3/gypsy (Ogre, CRM e Tekay) e trés
Ty3/copia (Sire, Ikeros e ALE) como abundancia relativamente alta e compartilhada
em todas as espécies analisadas. Assim, nos investigamos a homologia entre esses
elementos transponiveis, construindo topologias baseadas nas sequéncias de
dominios proteicos conservados identificados pela ferramenta DANTE do
RepeatExplorer. Foi possivel observar uma alta estruturacdo separando os dominios

da transcriptase reversa das subfamilias Bombacoideae e Malvoideae. A excecéo foi
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a topologia dos elementos LTR Ty3/gypsy/CRM que apresentaram clados agrupando
juntos elementos das duas subfamilias. No geral foi observado um numero
relativamente equilibrado de elementos para cada uma das subfamilias, exceto para
a arvore ALE e Ikeros (com maior diversidade de elementos da subfamilia Malvoideae)
e SIRE (com maior diversidade de elementos da subfamilia Bombacoideae).

Essa estruturacdo pode ser vista principalmente nas arvores baseadas nos
dominios de elementos do tipo Tekay, SIRE, Ikeros e ALE. Em contraste, apesar de
ainda apresentarem um certo grau de estruturacdo entre as subfamilias, as arvores
dos elementos Ogre e CRM possuem um numero maior de clados onde se observam

dominios referente a espécies das duas subfamilias aninhados (Figura 4).

Sire Ale lkeros

Ty1/Copia

Ty3/Gypsy

Figura 4. Arvores geradas a partir dos dominios proteicos dos elementos repetitivos
encontrados em representantes da subfamilia Bombacoideae (vermelho) e da

subfamilia Malvoideae (azul).

Relacdes filogenéticas baseadas em DNA repetitivo

As relacdes filogenéticas utilizando os plastomas completos das espécies
analisadas apresentou n0s em geral bem suportados, entre 0.98 e 1 pp (probabilidade
posterior), com a excec¢do do n6 que originou Adansonia rubrostipa (Figura 5a e 5b).
Em ambas as subfamilias, espécies e/ou acessos pertencentes ao mesmo género
formaram clados monofiléticos, como visto em Adansonia, Pseudobombax, Bombax,
Malva e Gossypium. Na subfamilia Bombacoideae, os géneros Pseudobombax, Ceiba
e Pachira formaram uma linhagem monofilética com suporte maximo diretamente irma

do clado formado pelas espécies analisadas do género Adansonia. Estes quatro
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géneros, por sua vez, tiveram como irmdo o género Bombax, com o género
Scleronema sendo a primeira linhagem a divergir dentro da subfamilia. Na subfamilia
Malvatheca foi possivel identificar dois clados com alto suporte. O primeiro clado foi
formado por dois subclados distintos, sendo um formado por espécies do género
Malva, Althaea officinalis, Abutilon theophrasti, e um subclado irm&o composto pelas
espécies Abelmoschus esculentus, Hibiscus syriacus. O segundo clado foi formado
pelas espécies de Gossypium, Kokia drynarioides e Thespesia populneoides.

Em relacdo a arvore de similaridade de repeats baseada na abordagem AAF,
a grande maioria dos nés apresentaram suporte maximo com exce¢éo do no ancestral
do primeiro clado principal de Malvoideae (approx. 57%) (Figura 5b). As topologias
nao se mostraram inteiramente congruentes com a arvore baseada em plastomas,
com poucas diferencas em relagdo as duas arvores. Dentre estas diferencas,
destacam-se varias trocas de posi¢cées dentro do género Adansonia na subfamilia
Bombacoideae e a troca de posicéo entre os géneros Thespesia e Kokia no segundo
clado da subfamilia Malvoideae. Outra diferenca significativa na subfamilia
Bombacoideae foi a mudanca de posicdo das linhagens do género Scleronema e
Bombax. Enquanto na topologia dos plastomas essas linhagens foram a primeira e
segunda a divergir respectivamente, na arvore AAF elas foram reconstruidas como
irmas de Adansonia. Consequentemente, o clado Pseudobombax+Ceiba+Pachira
apareceu na topologia AAF como irmao do resto da subfamilia.

Em contraste, a filogenia baseada na abundancia dos elementos repetitivos
ndo se mostrou congruente a baseada em plastomas, apresentando maiores
diferencas (Figura 5a). Na subfamilia Bombacoideae, observou-se a troca de posicéo
de todas as espécies do género Adansonia, além desse ser reconstruido como
linhagem irm& de Bombax, enquanto Scleronema apareceu como irma de
Pseudobombax+Ceiba+Pachira. Para a subfamilia Malvoideae, Hibiscus syriacus,
Abelmoschus esculentus e Abutilon theophrasti apareceram aninhadas no segundo
clado, junto com as espécies de Gossypium, Kokia drynarioides e Thespesia
populneoides.

Além das diferengas posicionais, foi também observada uma diferenca em
relacdo ao tamanho dos ramos entre as duas arvores baseadas em repeats. Na arvore
AAF foram observados ramos relativamente grandes e uniformes para a maioria das
espécies. Ja a topologia de abundancia dos elementos repetitivos mostrou um

contraste de variacdo nos tamanhos dos ramos entre as duas subfamilias, com
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espécies de Malvoideae apresentando ramos claramente maiores em comparacao
com Bombacoideae. Em Bombacoideae, o tamanho dos ramos variou de 0 nas
espécies do género Adansonia a 0,2 em Pachira aquatica, enquanto em Malvoideae

a variacédo foi de 0,1 em Malva sylvestris a 0,38 em Abutilon theophrasti.

DISCUSSAO

A origem paleopoliploide no clado Bombacoideae relacionada a incremento de

diversidade dos repeats

Nés apresentamos aqui a primeira andlise genébmica comparativa do clado
Malvatheca, com foco em representantes da subfamilia Bombacoideae. Essa
subfamilia € monofilética e se destaca por apresentar nimeros cromossémicos altos
(Baum e Oginuma 1994; Figueredo et al. 2016; Costa et al. 2017) associado a um
tempo de origem antigo (62-56 milhdes de anos) o0 que sugere uma origem
paleopoliploide (Marinho et al. 2014). A estabilidade citomolecular, evidenciada pelo
namero/ posicao dos sitios de DNAr, sugere que esses genomas ja estejam altamente
diploidizados e corrobora a hipotese de origem paleopoliploide (Figueredo et al. 2016;
Costa et al. 2017). As andlises das fracdes repetitivas dos genomas revelaram uma
alta diversidade dos repeats no clado Malvatheca. Esses resultados contrastam com
uma maior similaridade na composicdo de repeats em andlises gendmicas
macroevolutivas (Beric et al. 2021; Zuo et al. 2022). Essa alta diversidade em
Malvatheca pode estar associada a idade antiga do grupo e/ ou diversidade ecoldgica
dos seus representantes (Zizka et al. 2019). E interessante que o destino da maioria
dos poliploides recém-formados parece um beco sem saida evolutivo ao longo da
competicao por seus progenitores especializados diploides (Stebbins 1950, Wagner
1970, Mayrose et al. 2011) devido a uma gama de efeitos negativos associados, como
exclusdo de citdtipos minoritarios, anormalidades meidticas e mitoticas graves e
instabilidade gendmica associada a ploidia (Levin 1975, Madlung et al. 2005, Wang et
al. 2010). No entanto, parece que existe uma forte ligacdo entre estresse ambiental
e/ou flutuacdo e duplicacdo do genoma, como suportado pelo estabelecimento de
linhagens paleopoliploides a partir do Cretaceo—Palaeogeno (Vannestre et al. 2014;
Marinho et al. 2014). Surpreendentemente, antigas WGD no Cretaceo—Palaeogeno
(66 Ma) ocorreram independentemente em vérias familias de angiospermas (ex:
Rosaceae, Fabaceae, Salicaceae, Brasicaceae, Malvaceae, Asteraceae,

Ranunculaceae, Poaceae e Musaceae). Isso sugere que essa origem poliploide de
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cada linhagem pode ter impulsionado a evolucdo de inovacdes bioldgicas e
especiacao no contexto de condi¢cdes encontradas apos fim do Cretaceo, por meio de
extensa modificacdo de rede e diversificacdo funcional de genes reguladores e de
desenvolvimento duplicados (Vanestre et al. 2014). Parece, assim, que o papel do
ambiente tanto no estabelecimento dos poliploides quanto no seu sucesso evolutivo
constitui um aspecto importante que merece uma investigacao mais aprofundada em
Bombacoideae.

No clado Malvatheca como um todo, assim como individualmente nas
subfamilias Bombacoideae e Malvoideae, houve uma maior abundancia gendémica de
elementos LTRs da superfamilia Ty3/gyspsy do que de Tyl/copia. Esse padrédo é
amplamente reportado em outros grupos plantas (Macas et al 2015; Neumann et al.
2020; Mata-Sucre et al. 2020). E interessante notar que o evento antigo de WGD na
origem de Bombacoideae aparentemente ndo causou uma alteracdo nessa tendéncia.
Esse resultado corrobora analises prévias que sugerem que ndo existe mudanca na
abundéancia de TE associada a WGD antigas (Beric et al. 2021). Por outro lado, nas
analises gendmicas comparativas foi observada uma pequena quantidade de repeats
(TEs e DNAsat) com forte sinal filogenético, sendo espécie- ou género-especificos.
Isso sugere uma heterogeneidade na idade de origem/ amplificacdo desses elementos
repetitivos, que podem ter um rapido turnover (Dodsworth et al. 2020). Nesse sentido,
0s DNAsats parecem apresentar uma evolucdo mais acelerada, apresentando um
forte significado filogenético sendo inclusive utilizados para remontar relacdes de
parentesco e/ou origem de paleopoliploides (Oliveira et al. 2021).

Dominios proteicos de elementos transponiveis tendem a acumular mutacdes
ao acaso apo6s sua insercdo, dando origem a novas coOpias que podem ser
amplificadas diferencialmente no genoma (Neumann et al. 2019). Dessa forma, ao
longo do tempo, € possivel que o repeatoma de diferentes espécies apresenta
diferencas significativas na composi¢cédo de sequéncias de uma mesma linhagem de
repeats (Mascagni et al. 2020). Dada a idade de separacéo entre as duas subfamilias
do clado Malvatheca, o esperado seria uma clara separacéo entre dominios proteicos
de ambas as subfamilias. No entanto, nossos resultados corroboraram a
heterogeneidade no modo de evolucdo dos diferentes elementos transponiveis em
Malvatheca. Enquanto alguns elementos mostraram uma separagao clara entre
dominios das duas subfamilias, outros mostraram relagdes menos resolvidas, com

menor estruturacdo. Estes resultados apontam ndo s6 para uma baixa resolucéo
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filogenética promovida por repeats em Malvatheca, como também para uma baixa
influéncia da poliploidia na diversificacdo dos dominios proteicos. Interessantemente,
os dois elementos que mostram o maior grau de separacao entre as subfamilias sédo
representantes da superfamilia Tyl/copia (SIRE e IKEROS). Tem sido reportado que,
enquanto elementos Ty3/gypsy tendem a ter localizagcdo preferencial em regides
heterocromaticas (tais como centrébmeros e peri-centrémeros), elementos Tyl/copia
apresentam uma distribuicho mais dispersa/aleatoria, muitas vezes sendo
encontrados proximos a regides ricas em genes (Heckmann et al., 2013; De Souza et
al., 2018; Van-Lume et al., 2019; Neumann et al., 2021). Sendo assim, a separacao
filogenética observada entre elementos Tyl/copia das duas subfamilias pode estar
relacionada com uma distribuicdo mais conservada destes elementos no genoma.

A sugestao de que as diferentes classes de repeats que compdem um genoma
operam de forma analoga a diferentes espécies em uma comunidade é a base da
chamada “ecologia genémica” (Brookfield, 2005). Desta forma, métricas comumente
aplicadas a ecologia de comunidades podem ser utilizadas para entender a dinamica
da evolucao de repeats (Schley et al. 2022). Apesar de nossos resultados sugerirem
que a paleopoliploidia de Bombacoideae nado trouxe grandes alteracbes em relacdo a
abundéancia e sequéncia dos repeats quando comparado a Malvoideae, métricas de
diversidade dos repeats (indices de Shannon e Simpson) mostraram alta correlacao
com o namero cromossdmico. Valores baixos para os indices de Shannon e Simpson
indicam alta probabilidade de que dois repeats escolhidos aleatoriamente em um
genoma pertengcam a mesma classe, denotando alta dominancia de uma ou poucas
classes especificas (Schley et al. 2022). Por conseguinte, este resultado mostra uma
tendéncia clara de que os genomas paleopoliploides analisados aqui apresentarem
uma maior variedade de diferentes classes de elementos repetitivos. Eventos de
poliploidia geralmente ocasionam rapida mudanca na fracdo repetitiva, seja por
amplificacdo ou perda de diferentes elementos, como pode ser observado em
neopolipléides (Vicient e Casacuberta 2017). Neste caso, € possivel que poucas
classes especificas de repeats sejam mais abundantes, dominando a fracao repetitiva.
Podemos observar este cenario em espécies diploides de Malvoideae, tais como
Gossypium arboreum, Hybiscus syriacus e Malva pusilla, que apresentam poucas
clusters de repeats com uma alta abundancia em nossa analise comparativa. Por

outro lado, espécies paleopolipléides de Bombacoideae, como os individuos
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analisados de Pseudobombax croizatii e Bombax ceiba, apresentam varios clusters

com abundancias similares.

Os repeats falham em determinar relacdes filogenéticas para o clado Malvatheca, mas
apontam diferentes tendéncias entre Bombacoideae e Malvoideae

Interpretando as fracdes repetitivas dos genomas do ponto de vista de
inferéncia filogenética, tanto o método de abundancia quanto o método de similaridade
de repeats falham em mostrar relagdes verdadeiras entre as linhagens de Malvatheca.
As topologias baseadas em abundancia e similaridade de repeats revelaram
tendéncias diferentes entre as duas subfamilias, onde Bombacoidae apresenta um
mais alto grau de incongruéncia em relacédo a topologia plastidial. Esse resultado é
interessante pois sugere que a paleopoliploidia em Bombacoideae pode estar
associada a uma maior aleatoriedade na amplificacdo/ desamplificacdo dos repeats
num padrdo aparentemente randémico. Isso pode estar associado a mecanismos de
diploidizacdo, que podem ter levado de forma aleatéria que alguns repeats
apresentassem composi¢des/ abundancias similares em grupos filogeneticamente
nao relacionados (Renny-Byfield et al. 2013). Além disso, no(s) evento(s) de
poliploidia que originou o clado Bombacoideae deve ter ocorrido “choque genémico”
levando a diferentes tendéncias evolutivas em cada linhagem de Bombacoideae ao
passar do tempo (Schranz et al. 2012). E sabido que o estabelecimento de arvores
filogenéticas utilizando repeats € mais complexa em amostragens incluindo
poliploides, uma vez que podem gerar incongruéncias/ baixos suportes (Oliveira et al.
2021). Alternativamente o insucesso de estabelecimento de relacdes filogenéticas
robustas em Malvatheca pode estar associada a idade antiga do grupo, uma vez que
0s repeats apresentam evolucéo rapida e podem perder o sinal filogenético depois de
um longo tempo de divergéncia (Van-Lume et al. Em preparacao).

A nossa analise de similaridade, realizada pelo método Assembly and
Alignment-Free (AAF) (Fan et al. 2015), gerou topologias com melhores suportes, mas
também revelou incongruéncias em relacédo a arvore plastidial. Esse método constroi
filogenias diretamente a partir de dados de sequéncias gendémicas ndo montados
(reads brutos), ignorando as etapas de montagem e o alinhamento do genoma (Fan
et al. 2015). Apesar do alto potencial do método AAF para resolver relacbes
filogenéticas, inclusive entre organismos nao-modelo (Fan et al. 2015; Oliveira et al.

2021; Van-Lume et al. Em preparacao) nossos dados sugerem que essa abordagem
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pode falhar em grupos com divergéncia muito antiga. Apesar da baixa resolucéo
filogenética, a diferenciacao dos clados Bombacoideae e Malvoideae é notdria no que
diz respeito aos tamanhos dos ramos na arvore das abundancias dos repeats
(Dodsworth et al. 2015). Nesse caso, se observam ramos mais longos no clado
Malvoideae o0 que pode sugerir que o evento de paleopoliploidia no clado
Bombacoideae resultou em uma menor variacdo nas abundancias dos repeats. A
hipétese de maior estabilidade gendmica em representantes do clado Bombacoideae
€ corroborada por andlises cito-moleculares, que revelaram baixa divergéncia
cariotipica em nivel genérico (Figueredo et al. 2016; Costa et al. 2017). J& Malvoideae,
gue € composta por espécies diploides e neopoliploideis (ex. Hybiscus syriacus e
Abelmoschus esculentus) apresentou uma maior heterogeneidade dos valores de
abundéancia dos repeats. Neste caso, essa alta variagcado nas abundancias dos repeats
ocasionou ramos maiores para as espécies desta subfamilia (Dodsworth et al. 2015).
Essa tendéncia para Malvoideae é corroborada por trabalhos anteriores que indicam
gue a abundancia de TE € impactada por eventos de neopoliploidia (Parisod et al.
2010; Ag ren et al. 2016; Vicient e Casacuberta 2017). Dessa forma, apesar de nao
resolver precisamente as relacdes filogenéticas, a arvore de abundéancia dos repeats
apresentada aqui parece esclarecer tendéncias gendmicas diferenciais entre 0s

clados Bombacoideae e Malvoideae.

CONCLUSOES

A partir do presente estudo pode-se concluir que o uso de repeats para
construcBes filogenéticas de familias muito antigas como o caso da subfamilia
paleopoliploide Bombacoideae ndo € bem suportado, porém o resultado dessas
analises aponta diferentes tendéncias entre as subfamilias Bombacoideae e
Malvoideae. Em contrapartida a paleopoliploidia em Bombacoideae pode estar
associada a uma taxa maior de aleatoriedade em relacdo a amplificacdo e ou
desamplificacdo dos repeats num padrédo que aparenta ser aleatorio. Assim como
também as analises das fragBes repetitivas dos genomas mostraram uma alta
diversidade dos elementos repetitivos no clado Malvatheca. Dessa forma reforcando
a ideia da idade antiga do grupo, e ou a diversidade ecologica dos seus
representantes. Portanto, o papel do ambiente tanto no estabelecimento dos
poliploides quanto no seu sucesso evolutivo, merece uma investigacdo mais

aprofundada em Bombacoideae.
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