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RESUMO

A familia Apocynaceae compreende cerca de 550 géneros e 5.100 espécies, com habito
variavel e distribui¢ao cosmopolita. O género Adenium ¢ de origem africana e asiatica, e
suas espécies sao conhecidas como “rosa do deserto”. Nove espécies de Adenium (A.
oleifolium, A. swazicum, A. boehmianum, A. multiflorum, A. obesum, A. somalense, A.
crispum, A. socotranum ¢ A. arabicum) sao usadas para fins ornamentais e
farmacoldgicos, mas, apesar da exploragdo comercial ser recente, o crescimento no
mercado floricultor ¢ grande. Além de ser uma planta exuberante com caules distintos e
esculturais, apresentam flores com uma ampla diversidade de cores e formas. Apesar do
crescente investimento na cadeia produtiva das rosas do deserto, informagdes basicas
sobre a genética do grupo sdo escassas. Dados de nimero e morfologia cromossomica,
organizagdo dos cariotipos, padroes de distribui¢do de bandas heterocromaticas, sitios
de DNA ribossdmicos e estimativas do conteudo de DNA nuclear sdo importantes para
entender a evolucao de grupos vegetais € a organizacao sistematica das plantas. Assim,
a caréncia no emprego dessas ferramentas em géneros botanicos como Adenium, tem
limitado nossa compreensdo sobre a evolugdo desses genomas. Nesse sentido, o
presente trabalho agrega conhecimento citogendmico ao comparar duas espécies que
diferem quanto ao nivel de ploidia. A andlise citogenética mostrou cariotipos com
predominancia de cromossomos meta e submetacéntricos, 2n=2x=22 (11 m + 11 sm) em
A. obesum e 2n=2 x=44 (40 m + 4 sm) em A. arabicum, com genomas variando de
2C=2,06 pg em A. obesum a 2C=291 em A. arabicum. Ha uma predominancia de
bandas DAPI" (ricas em AT) na regido proximal dos cromossomos, ¢ bandas CMA*
(ricas em GC) nas regides terminais. Em intérfase os cromocentros concentraram
bandas ricas em AT (DAPI"), sempre com bandas ricas em GC (CMA™) posicionadas na
periferia dos cromocentros. A espécie diploide A. obesum apresenta quatro sitios de
DNAr, enquanto a poliploide 4. arabicum apresenta oito sitios, localizados na fragado
terminal dos cromossomos. Os sitios de DNAr estdo co-localizados em blocos ricos em
GC (CMA"). As analises sugerem que, apesar da poliploidia, houve redug¢do no

conteido de DNA de 4. arabicum, considerando o conteido de DNA no complemento



monoploide, apesar de que o perfil de bandas CMA/DAPI em A. obesum e A. arabicum

tenham sido relativamente similares.

Palavras chave: Apocynaceae, bandas CMA/DAPI, citometria de fluxo, cromocentros,

DNAr, FISH, rosa do deserto



ROSA, Talita Angélica de Oliveira. Caracterizacdo citogenética e genomica de
Adenium obesum e A. arabicum (Apocynaceae). 2022. 73f. Dissertacdo apresentada
ao Programa de Pos-Graduagdo em Genética e Biologia Molecular, da Universidade

Estadual de Londrina, como requisito para a obtengado do titulo de Mestre, Londrina.

ABSTRACT

The Apocynaceae family comprises about 400 genera and 5,100 species, with variable
habit and cosmopolitan distribution. The genus Adenium is of African and Asian origin,
and its species is known as “desert rose”. Nine species of Adenium (A. oleifolium, A.
swazicum, A. boehmianum, A. multiflorum, A. obesum, A. somalense, A. crispum, A.
socotranum and A. arabicum) are used for ornamental and pharmacological purposes,
but, despite the commercial exploitation being recent, the growth in the floriculture
market is great. In addition to being an exuberant plant with distinct and sculptural
stems, they present flowers with a wide diversity of colors and shapes. Despite the
growing investment in the desert rose production chain, basic information about the
group's genetics is scarce. Data on chromosome number and morphology, organization
of karyotypes, distribution patterns of heterochromatic bands, ribosomal DNA sites and
satellite DNA and estimates of nuclear DNA contente are important to understand the
evolution of plant groups and the systematic organization of plants. Thus, the lack of
use of these tools in botanical genera such as Adenium has limited our understanding of
the evolution of these genomes. In this sense, the present work adds cytogenomic
knowledge to compare two species that differ in terms of ploidy level. The cytogenetic
analysis showed karyotypes with predominance of meta and submetacentric
chromosomes, 2n=2x=22 (11 m + 11 sm) in 4. obesum and 2n=4x=44 (40 m + 4 sm) in
A. arabicum, with genomes varying from 2C=2.06 pg in 4. obesum to 2C=2.91 in A.
arabicum. There 1s a predominance of DAPI+ bands (AT-rich) in the proximal region of
the chromosomes, and CMA+ bands (GC-rich) in the terminal regions. In interphase,
the chromocenters concentrated bands rich in AT (DAPI+), always with GC-rich bands
(CMA+) positioned on the periphery of the chromocenters. The diploid species A.
obesum has four rDNA sites, while the polyploid 4. arabicum has eight sites, located in
the terminal fraction of the chromosomes. The rDNA sites are co-located in GC-rich
blocks (CMA+). The analyzes suggest that, despite the polyploidy, there was a

reduction in the DNA content of A. arabicum, considering the DNA content in the



monoploid complement, although the profile of CMA/DAPI bands in 4. obesum and A.

arabicum have been relatively similar.

Keywords: Apocynaceae, CMA/DAPI bands, flow cytometry, chromocenters, rDNA,
FISH, desert rose
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INTRODUCAO

Os genomas vegetais sao compostos por uma fragdo de DNA ndo repetitiva, ricas em
genes, que se apresenta menos condensada em intérfase, e outra repetitiva, representada por
sequéncias de diferentes origens, hiperacumulada nos genomas, com centenas a milhares de
copias, agrupadas ou dispersas nos cromossomos que, em geral, permanecem condensadas na
intérfase (BISCOTTI et al, 2015). Parte da fragdo mais condensada e reconhecida por
técnicas de bandeamento cromossdmico ¢ denominada heterocromatina. Essa fracdo ¢ pobre
em genes constitutivos e rica em familias de DNA satélite e elementos de transposicdo
(GUERRA, 2000). Outras fracdes repetitivas podem conter genes importantes para a
sobrevivéncia das células, como por exemplo a fragdo moderadamente repetitiva contendo os
genes de DNA ribossémico (HESLOP-HARRISON; SCHMIDT, 2012; BISCOTTI et al,
2015). O acumulo diferenciado desses elementos repetitivos, em geral decorrentes de
alteracdes cromossdmicas estruturais, como amplificagdes, delegdes, crossing-over desigual e
recombinacdo ndo homodloga, juntamente com a poliploidia, sdo os principais fatores
envolvidos na variacdo no tamanho dos genomas vegetais (VICIENT; CASACUBERTA,
2017; PELLICER et al., 2018).

Os DNA repetitivos mais abundantes nas plantas sdo os elementos de transposicao (ETs).
Com base nos mecanismos de transposi¢cdo e composi¢do enzimatica, foram classificados em
duas grandes classes. Os elementos de classe I, ou retrotransposons e elementos de classe II,
ou transposons (WICKER et al., 2007; JOLY-LOPEZ; BUREAU, 2014). Os ETs podem
ocupar diferentes regides nos cromossomos, aparecendo dispersos ou localizados. Um
exemplo ¢ a localizacdo centromérica dos retrotransposons Gypsy CRM (OLIVEIRA;
TORRES, 2018; TALBERT; HENIKOFF, 2020). Estudos recentes tém demonstrado que os
elementos de transposicdo tém interacdes complexas com genes € podem contribuir com
variacOes regulatorias na expressdao génica, sendo capazes de gerar novos genes, alterar
grupos de ligacdo e relacdes de territorios cromossomicos e, dessa forma, contribuir para a
adaptagdo das plantas frente a alteracdes ambientais, e assim interferir na evolugdo dos
genomas (MAKAREVITCH et al., 2015; SAHEBI et al., 2018; QUADRANA, 2020).

Ha muitos casos relacionando DNAsat e ETs com regides de heterocromatina, sejam elas
encontradas em centromeros ou telomeros, por exemplo (LIPPMAN et al., 2004; GREWAL;

JIA, 2007). Contudo, a atividade dos ETs geralmente ¢ reprimida por mecanismos de
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condensagdo de cromatina, por pequenos RNAs de interferéncia e silenciamento epigenético
(SIGMAN; SLOTKIN, 2016).

A distribui¢do e constituicao da heterocromatina pode ser variavel entre espécies de um
género, 0 que a torna importante para estudos citogenéticos comparativos (GUERRA, 2000).
A familia Apocynaceae estd organizada em 550 géneros e 5.100 espécies, ¢ ¢ uma das
maiores familias das angiospermas (RAPINI et al., 2004; ENDRESS; LIEDE-SCHUMANN;
MEVE, 2014; SANTOS; SILVA; ALMEIDA, 2020). Algumas espécies sao utilizadas como
ornamentais, como coragao emaranhado (Ceropegia linearis E. Mey.), flor de cera (Hoya
carnosa L.), dipladénia (Mandevilla laxa Ruiz & Pavon Woodson), espirradeira (Nerium
oleander L.) (COLOMBO et al., 2018). Contudo, had espécies ornamentais toxicas ¢ outras
com utilizacdo farmacoldgica, como por exemplo, maria sem vergonha (Catharanthus
roseus (L.) G. Don f)) (WONG; LIM; CHAN, 2013) e Adenium Roemer & Schult
(SULEIMAN; BRIMA, 2021).

Dados citogenéticos em Apocynaceae sdo escassos, especialmente sobre a organizagdo
dos caridtipos, distribuigdo cromossomica da fracdo repetitiva e estimativas do conteudo de
DNA nuclear (SANTOS; SILVA; ALMEIDA, 2020). Tais informa¢des sdao importantes para
entender a evolucdo de grupos vegetais ¢ a organizacdo sistematica das plantas (GUERRA,
2008; MATA-SUCRE et al.,, 2020). Assim, a caréncia no emprego dessas ferramentas em
plantas com potencial crescimento no mercado floricultor e uso farmacoldgico como o género
Adenium, tem limitado a compreensao e as relagdes desses cariotipos e genomas.

Nesse contexto, algumas questdes foram elaboradas para conduzir esse estudo: 1) Como
estdo organizados os caridtipos de Adenium? ii) Existem relagdes entre o complemento
cromossomico € o contetdo de DNA? 1ii) Como esta distribuida a diversidade
heterocromatica no género? Sado ricas em bandas CMA/DAPI? iv) Espécies distintas
compartilham a mesma localizacdo do DNAr 35S? v) H4 relagdo entre os sitios de DNAr 35S
e as bandas CMA/DAPI? Para elucidar essas questoes, técnicas de citogenoOmica comparativa
foram utilizadas na caracterizacdo de duas espécies do género Adenium (A. obesum e A.

arabicum) da familia Apocynaceae.
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REFERENCIAL TEORICO

O segmento de plantas ornamentais

Desde a antiguidade, as plantas sdo usadas como adornos em estruturas
arquitetonicas por estabelecer um maior contato do humano com a natureza, tornando os
ambientes mais vistosos e agradaveis (WEISS, 2002). Ao longo da historia, plantas e flores de
diferentes grupos estéticos apresentam grande importidncia para a humanidade, o que
fortaleceu o setor de floricultura (AKI; PEROSA, 2002; LANDGRAF; PAIVA, 2010;
SHARROCK et al., 2014).

As plantas ornamentais apresentam elevado valor comercial e ciclo de producgdo
relativamente curto, o que possibilita um movimento constante de capital ¢ breve retorno
econdmico em relagdo aos valores investidos, com lucro superior as outras culturas, como a
de hortalicas e oleaginosas (JUNQUEIRA; PETZ, 2008). Assim, a floricultura pode ser uma
alternativa emergente na distribuicdo de renda para pequenos produtores, na reducdo do éxodo
rural e na valoriza¢ao de pequenas propriedades. De fato, investimentos nesse setor podem ser
capazes de reduzir os impactos negativos da crise econdmica e financeira no pais
(JUNQUEIRA; PETZ, 2014; LIMA-JUNIOR et al., 2015).

No Brasil, cerca de 350 espécies ornamentais nativas e exoéticas adaptadas sdo
cultivadas por cerca de 8 mil produtores em uma area equivalente a 15.000 hectares. O
mercado de flores € responsavel pela maior parcela de trabalho formal e permanente na
agricultura, com 215 mil empregos, utilizando de 15 a 20 pessoas por hectare. Esse grande
nimero de trabalhadores por area se da pela necessidade de tratos culturais especificos e
manuais (IBRAFLOR, 2021).

O setor de floricultura ¢ reconhecido também por englobar atividades relevantes as
questdes sociais, culturais e ecologicas (TERRA; ZUGE, 2013). Do ponto de vista social, a
cadeia produtiva contribui para a igualdade de género ao favorecer a inser¢ao das mulheres no
mercado de trabalho, j4 que 80% do numero total de empregos gerados ¢ feminino, resultado
normalmente incomum nas demais atividades agricolas do pais (LIMA-JUNIOR et al., 2015).
E importante mencionar que o uso do solo e da 4gua acontece de maneira moderada em
relagdo as outras culturas, pois as plantas ornamentais ocupam areas menores. Além dessa
atividade exercer menor pressdao sobre os recursos naturais, hd também o uso mais eficiente e

moderado de fertilizantes (MARQUES; CAIXETA-FILHO, 2002).
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O setor das plantas ornamentais no Brasil

A producao de flores e plantas ornamentais vém acompanhando a tendéncia de
expansao do mercado mundial, sendo considerada um dos mais promissores segmentos do
agronegocio brasileiro. Estima-se que, mesmo durante a crise econdmica dos tltimos anos, o
setor vivencia numeros extremamente significativos. O faturamento desta atividade no pais,
desde a década de 90, vem apresentando um crescimento de 15% ao ano, com lucro de RS
10,9 bilhdes em 2021 (IBRAFLOR, 2021).

A demanda mundial por flores e plantas ornamentais tem aumentado de maneira
significativa, mas 97% dos valores anuais de comercializacdo sdo essencialmente focados no
consumo interno, deixando margem para um crescimento ainda maior, com a possibilidade de
exportagdo (OLIVEIRA et al., 2021; IBRAFLOR, 2021). O Brasil possui vantagens para a
produgdo de flores, como diversidade de microclimas, disponibilidade de areas agricultaveis,
agua em abundancia, mao de obra, desenvolvimento tecnoldgico e infraestrutura, capaz de
proporcionar uma distribui¢do adequada dos produtos (JUNQUEIRA; PEETZ, 2011). Apesar
da importancia para o ramo agroindustrial, hd a necessidade de criar novas oportunidades de
negocios e de inser¢do comercial competitiva aos polos emergentes, como o investimento em
pesquisa (PINTO; GRAZIANO, 2003; JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).

A exploragdo comercial de espécies do genéro Adenium ¢é recente, e ha potencial de
crescimento no mercado floricultor. Sdo plantas com caules trabalhados, que permitem a
técnica de bonsai e enxerto. Talvez um dos pontos mais fortes seja a obtencdo de varias cores
de flores em uma Unica planta com a técnica de enxertia. Os exemplares de rosa do deserto
com maior tempo de cultivo, bem trabalhadas e mais raras, alcangcam pregos exorbitantes
(DOS REIS PORTES, 2018).

Além do aspecto ornamental, a rosa do deserto representa também uma fonte de
fitoquimicos com potenciais farmacéuticos, como a¢do anticancer, antiviral, antibacteriana,
tripanocida, acaricida e antioxidante (DIPAK; KARABI; SANKAR, 2015). Apesar da
crescente importancia de Adenium no mercado floricultor brasileiro, trabalhar com esse grupo
ainda ¢ considerado um desafio, diante da caréncia de informagdes (TTAGO-NETO et al.,

2017).
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Aspectos gerais e taxonomicos da familia Apocynaceae e do género Adenium

A familia Apocynaceae esta subdividida em cinco subfamilias; Apocynoideae,
Asclepiadoideae, Rauvolfioideae, Periplocoideae e Secamonoideae (ENDRESS; BRUYNS,
2000; ENDRESS; LIEDE-SCHUMANN; MEVE, 2014). Apocynaceae estd organizada em
550 géneros e 5.100 espécies, com habito varidvel, desde pequenas ervas, lianas, arbustos,
suculentas, plantas herbaceas e arvores em sua maioria latescentes (RAPINI et al., 2004;
ENDRESS; LIEDE-SCHUMANN; MEVE, 2014). Este grupo apresenta distribuicdo
cosmopolita, com exce¢do da Antartica (SOUZA; LORENZI, 2008; SANTOS-TRINDADE,
2014).

Algumas espécies sdo utilizadas como ornamentais, como ameixa de natal (Carissa
spectabilis Sond. Pichon), coracdo emaranhado (Ceropegia linearis E. Mey.), trombeta
(Beaumontia grandiflora Wallich), flor de cera (Hoya carnosa L.), dipladénia (Mandevilla
laxa Ruiz & Pavon Woodson), espirradeira (Nerium oleander L.), palmeira de madagascar
(Pachypodium saundersii N.E. Br.) e chapéu de napoledo (Thevetia peruviana Pers. Merr.)
(COLOMBO et al., 2018). Contudo, ha espécies ornamentais toxicas como por exemplo,
dedal de dama (Allamanda cathartica Linn.), maria sem vergonha (Catharanthus roseus (L.)
G. Don f.), jasmim manga (Plumeria rubra L.) (WONG; LIM; CHAN, 2013) e Adenium
Roemer & Schult (SULEIMAN; BRIMA, 2021).

O género Adenium compreende 9 espécies: A. oleifolium Stapf, A. swazicum Stapf, A.
boehmianum (Schinz) G.D. Rowley), A. multiflorum Klotzsch, 4. obesum (Forssk.) Roem. &
Schult, A. somalense (Balf.f.) Rowley, A. crispum Chiov, 4. socotranum (Vierh.) Lavranos e
A. arabicum Balf.f (DIMMITT; JOSEPH; PALZKILL, 2009). Essas espécies sao originarias
das regides semiaridas da Africa a Asia e, em mengio ao seu local de origem, as espécies do
género sdo conhecidas como rosas do deserto. Essas possuem habito herbaceo, suculentas, de
aspecto escultural, variavel, paquicaule, que atuam como reservatorio de agua e nutrientes
(Figuras 1A e 2A) (COLOMBO et al., 2018). As rosas do deserto possuem folhas verde-
escuras caduciformes, com flores diclamideas, pentdmeras, com variacdes de cores e formas
(SILVEIRA, 2016; COLOMBO et al., 2018). Em territorio nacional, as floragdes ocorrem
nos periodos mais quentes do ano, entre verdo e outono. Em decorréncia da auséncia de
polinizador natural, j& que tratam-se de espécies exoticas, a producao de sementes ocorre via

da polinizagdo artificial (COLOMBO et al., 2018; SKILLIN, 2021). As sementes sdo aladas e
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as capsulas apresentam em média 30 centimetros (Figuras 1D e 2D) (SENNBLAD;
BREMER, 1996).

Os estames sao em forma de cone e as anteras apresentam fendas voltadas para o
estigma da flor (SKILLIN, 2021). O ovario € sincarpico e o fruto apocarpico do tipo capsula
que, ao atingir a maturagdo em cerca de 90 dias, abre-se longitudinalmente pela linha de unido
dos carpelos, podendo produzir até 200 sementes (Figuras 1 e 2 - C e D) (DIMMITT;
JOSEPH; PALZKILL, 2009). A propagacdo da espécie ocorre por estaquia, enxertia e
sementes (COLOMBO et al., 2018).

Adenium arabicum diferencia-se das demais espécies por apresentar caule de formato
globular, com ramificagdes que partem da base do caule. As folhas sdo pilosas e as flores sao
rosa-palidas. As sementes apresentam até 3 vezes o tamanho das demais espécies de Adenium

(SURADINATA; AMALIA; NURAINI, 2017).

Figura 1. Caracteristicas morfologicas de Adenium obesum. A- Planta adulta. B ¢ C- Morfologia floral. D-

Capsulas: evidenciando sementes. Barra 1 cm. Fonte: Proprio autor.
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Figura 2 Caracteristicas morfologicas de Adenium arabicum. A- Planta adulta. B e C- Morfologia floral. D-

Capsulas: evidenciando sementes. Barra padrdo_1 cm. Fonte: Proprio autor.

Importancia da citogenética no estudo botanico

Os cari6tipos, ou conjuntos cromossomicos, podem variar quanto ao numero, tamanho
e forma dos cromossomos, em todos os estratos taxondomicos. Tais variacdes podem ser o
resultado de muitas forgas que atuam sobre os genomas em termos estruturais,
organizacionais e funcionais (GUERRA, 2000). Assim, a analise da estabilidade ou variagao
cariotipica pode auxiliar na descricdo e delimitagdo de padrdes, bem como no reconhecimento
de espécies e populacdes (HENEIDAK et al., 2019).

Dados citogenéticos como numero e morfologia cromossomica, organizacdo dos
cariotipos, padroes de distribuicdo de bandas heterocromadticas, familias de DNA repetitivo,
sitios de DNAr e DNA satélites, assim como as estimativas do conteudo de DNA nuclear, sdo
uteis em comparacdes genéticas e citotaxondmicas (GUERRA, 2008). Tais informagdes
podem revelar aspectos da evolucdo de grupos vegetais e ajudar a organizar a sistematica das
plantas (GUERRA, 2008; MATA-SUCRE et al., 2020).

Nesse sentido, a aplicacao dessas ferramentas em grupos botanicos poucos explorados
pela citogenética, como as Apocynaceae, ¢ de extrema importancia. Assim, como visto em

Solanaceae, com diversos estudos citogendmicos em géneros de importancia comercial, como
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S. tuberosum L. (batata), S. melongena L. (berinjela), Capsicum L. (pimentas), Solanum
lycopersycum L. (tomate), Physalis L. (jud), Nicotiana L. (tabaco), Petunia Juss. (petunias) e
0 Cestrum L. (damas-da-noite) (OLMSTEAD, 2008; LIMA, 2017). Em Physalis o uso de
ferramentas citogendmicas analisou a diversidade genética e a possibilidade de cruzamento
entre as espécies com base no numero ¢ na semelhanga cromossdmica. Tais informagdes
auxiliaram nas condu¢des de programas de melhoramento e hibridacdo das espécies
(ARAUIJO, 2012).

Variagdes nos niveis de ploidia podem ocorrer em qualquer fase do desenvolvimento
das espécies vegetais (NOVIKOVA; HOHMANN; VAN DE PEER, 2018). Mas, em geral,
tais alteragdes sdo fixadas nas populagdes quando essas atingem o trato reprodutivo e vencem
as barreiras pré e pds-zigoticas. Poliploidia, aneuploidia e disploidia sdo variagdes numéricas
importantes na especiagdo e diversificagdo das plantas (SOLTIS; SOLTIS, 2004; SOLTIS;
SOLTIS, 2009; DE STORME; MASON, 2014). Cerca de 80% das espécies de plantas
vasculares existentes sdo poliploides (MASTERSON, 1994; MOGHE; SHIU, 2014). Essa
abundancia de poliploides em espécies selvagens sugere vantagens evolutivas, que permitiram
adaptacdes em novos nichos ecologicos em decorréncia do maior nimero de genes
disponiveis, independente ou ndo de fenotipos similares aos progenitores diploides
(HEGARTY; HISCOCK, 2008; AVERSANO et al., 2012).

Organismos poliploides sdo aqueles que apresentam mais de dois conjuntos
cromossomicos nos nicleos (RANNEY, 2006; CHEN, 2010). De acordo com a origem da
poliploidia, as espécies podem ser classificadas como autopoliploides, quando os conjuntos
extras tém origem no mesmo genoma, € alopoliploides, quando os genomas sdo originados
por meio da hibridagio interespecifica (TAMAYO-ORDONEZ et al., 2016). De acordo com
o numero de conjuntos cromossdmicos, os poliploides sdo classificados em triploides (3x),
tetraploides (4x), hexaploides (6x), e assim por diante (OLSEN; RANNEY; VILORIA, 2006).

Além da poliploidia, ha alteracdes relacionadas ao ganho ou perda de um ou mais
cromossomos. Essas sdo chamadas de disploidia e aneuploidia. No primeiro caso, as
modifica¢cdes numéricas sdo causadas por rearranjos, como fusdes que levam a variacdo
decrescente (diminuicdo do numero), e fissdes que levam a uma variagdo crescente ou
aumento no numero cromossomico (GUERRA, 2008; UDALL et al., 2019). As alteragcdes
cromossomicas associadas a disploidia podem consistir em alteragdes neutras, € nao
contribuir para os processos de especiagdo (ESCUDERO et al., 2014), como visto na espécie

holocéntrica Eleocharis maculosa (DA SILVA; GONZALEZ-ELIZONDO; VANZELA,
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2008), por exemplo. No segundo caso, a aneuploidia, ¢ um evento que leva ao ganho ou perda
de um ou mais cromossomos, provocado pela ndo disjun¢do durante as divisdes celulares.
Isso pode ocorrer pelo retardo cromossomico, formagao irregular das fibras do fuso ou outros
eventos (NASMYTH; HAERING, 2009; SIEGEL; AMON, 2012). A aneuploidia ¢
organizada em quatro tipos: nulissomia (perda de um par homdlogo), monossomia (perda de
um Unico cromossomo), trissomia (ganho de um Unico cromossomo) e tetrassomia, quando ha
o ganho de 2 copias de cromossomos homologos (ZHANG et al., 2013). Os aneuploides
podem apresentar genomas muitas vezes desbalanceados (SIEGEL; AMON, 2012), e parecem

ser mais tolerados em poliploides (GUERRA, 2008).

Caracteristicas citogenéticas em Apocynaceae e Adenium

Na familia Apocynaceae os numeros basicos variam de x= 8, 9, 10 e 11, sendo x=11
considerado o nimero primitivo na familia, aparecendo em cerca de 60% dos géneros
(ALBERS; MEVE, 2001; MOTOHASHI et al, 2008). Embora pouco estudadas, as
Apocynaceae parecem apresentar cariotipos relativamente homogéneos em termos
intragenéricos, quando comparados com géneros distintos. A variagdo numérica vai de 2n=10
no género Rhabdadenia Miill. Arg. (SOUZA; 2015) a 2n=88 em Rauvolfia L. (VAN DER
LAAN; ARENDS 1985). A maioria dos géneros sdo caracterizados por um numero basico
constante (VAN DER LAAN; ARENDS, 1985). Mas, variagdes cromossdmicas numéricas
sao observadas em Plumeria L. com 2n=36 ¢ 54 (CHAUHAN; RAGHUVANSHI, 1977),
Asclepias L. com 2n=22 e 24 (MOYER, 1936) e Allamanda L. com 2n=18, 22 ¢ 36 (BRITO
et al., 2014; SAENSOUK; SAENSOUK, 2021).

Variagcdes numéricas foram atribuidas a eventos de aneuploidia, disploidia e
poliploidia. As espécies poliploides sdo principalmente tetraploides com 2n=4x=44, mas ha
também registros de octaploides, como no género Rauvolfia L. com 2n=8x=88 (ALBERS;
MEVE, 2001). Poliploidia intra e interespecificas parecem ser importantes na diferencia¢do
cariotipica de algumas Apocynaceae, como nos géneros Kopsia Dumort. (2n=36 e 72),
Catharanthus G. Don (2n=16, 24 e 32) e Ceropegia L. com 2n=22 e 44 (VAN DER LAAN;
ARENDS, 1985; MEVE; LIEDE-SCHUMANN, 2007).

Cariotipos com 2n=2x=22 também foram observados nas subfamilias monofiléticas
Rauvolfioideae e Apocynoideae (LIVSHULTZ et al, 2007; YANG et al, 2016). Na

subfamilia Apocynoideae, que engloba a tribo Nerieae com os géneros Nerium L. e Adenium,
22



o numero diploide 2n=2x=22 ¢ comum (VAN DER LAAN; ARENDS, 1985), assim como
poliploides (4. swazicum) com 2n=4x=44 (DAS; MOHANTY; DAS, 1999). Para esse grupo,
x=11 ¢ considerado o nimero cromossomico basico da tribo Nericae (ALBERS; MEVE,
2001).

As informacdes cariotipicas em Adenium sao limitadas, e o estudo mais abrangente foi
publicado por Das, Mohanty e Das (1999). Esses autores também estimaram a quantidade de
DNA 4C em 6 espécies: A. arabicum, A. obesum, A. multiflorum, A. somalense, A. speciosum
e A. swazicum. O género Adenium apresenta caridtipos assimétricos e predominancia do
nimero cromossomico 2n=2x=22, como ¢ o caso da 4. obesum e A. arabicum, com exce¢ao
de A. swazicum com 2n=4x =44 (DAS; MOHANTY; DAS, 1999).

As Apocynaceae exibem, em geral, cariétipos com cromossomos submetacéntricos e
metacéntricos, com variacao no tamanho dos cromossomos de 0,5 um a 3,5 um (ENDRESS;
BRUYNS, 2000; ENDRESS; LIEDE-SCHUMANN; MEVE, 2014). Na maioria dos géneros,
os cromossomos sdo pequenos de dificil contagem e mensuragdio (VAN DER LAAN;
ARENDS, 1985). Em alguns casos, os comprimentos médios dos cromossomos sdo maiores
que o encontrado para a familia Apocynaceae, como em Gomphocarpus sinaicus (Boiss.)
Muschl. (Subfamilia Asclepiadoideae) com 9 pum e em trés espécies de suculentas;
Caudanthera sinaica (Dec.) A. Berger, C. edulis (MEVE; LIEDE-SCHUMANN, 2007) e
Desmidorchis acutangula (Decne) com 7,25 pm, 6,14 pm e 5,38 um (HENEIDAK et al.,
2019).

Espécies de Nerium apresentam cariotipos simétricos com cromossomos metacéntricos
pequenos e variacdo de 0,8 pm a 1,6 uym (CHAUHAN; RAGHUVANSHI, 1977;
EBRAHIMI; GHORBANI NOHOOIJI; MIRI, 2021). Em Adenium ha variagdo de 1,3 um a
3,2 um (ROY TAPADAR, 1964) e 1,21 pm a 2,55 pm (DAS; MOHANTY; DAS, 1999). Ha
um relato com hibridos de A. obesum com variagdo cromossomica de 2,56 a 5,13 pum
(HASTUTI; SURANTO; SETYONO, 2009). Estes dados quando comparado com estudos
anteriores diferem do esperado para o grupo (MOTOHASHI et al., 2008). Provavelmente, a
variagdo no tamanho dos cromossomos relatada em Hastuti, Suranto e Setyono (2009) deva
ser decorrente de medi¢des em cromossomos com diferentes niveis de condensacdo, como ja
apontado por Van der Laan e Arends (1985).

Estimativas de conteido de DNA no género Adenium ainda sdo escassas, com apenas
registros de valores 4C utilizando a técnica de microdensitometria por Feulgen. De acordo

com Das, Mohanty e Das (1996), o contetido 4C de DNA foi de 12,76 pg em A4. arabicum,
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13,94 em A. obesum, 10,96 em A. multiflorum, 11,75 em A. somalense, 14,49 em A.
speciosum e 18,37 no poliploide A. swazicum, o que equivale a um valor 2C médio de ~6,86
pg. Na familia Apocynaceae, as estimativas dos tamanhos dos genomas por citometria de
fluxo mostram que o conteido de DNA 2C varia de 0,60 no genéro Apocynum L. (BAl et al.,
2012) a 4,90 pg em Hoodia gordonii Masson (ZONNEVELD; LEITCH; BENNETT, 2005).

Os genomas das plantas

Os genomas das plantas s3o compostos por sequéncias codificantes e ndo codificantes,
as quais encontram-se distribuidas ao longo dos cromossomos. A cromatina ativa ou
potencialmente ativa, ¢ rica em genes e mais descondensada em intérfase, enquanto que a
fragdo pobre em genes constitutivos e rica em DNA repetitivo, aparece mais condensada. Um
exemplo dessa fracdo mais condensada ¢ a heterocromatina (KUBIS; SCHMIDT; HESLOP-
HARRISON, 1998; GUERRA, 2008; HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2011;
HESLOP-HARRISON; SCHMIDT, 2012), que pode conter desde DNA satélite até elementos
transponiveis (CONTENTO; HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2005;
SHCHERBAN, 2015). Muitas das regides cromossdmicas que concentram familias
repetitivas de DNA podem ser ricas em DNA moderadamente repetitivo, composta por genes
de DNA ribossomicos (DNAr) e outros genes importantes para a manutencdo celular
(histonas e de citoesqueleto) (SHCHERBAN, 2015).

Os elementos transponiveis sdo sequéncias de repeti¢des dispersas €, com base em seu
mecanismo basico de transposicao e sua composi¢cdo enzimatica, foram classificados em duas
grandes classes. Os elementos de classe I ou retrotransposons, se movimentam nos genomas
utilizando um mecanismo de ‘“copia e cola”, via RNA intermedidrio modulado pela
transcriptase reversa. Os elementos de classe II, ou transposons, movimentam-se por meio de
um mecanismo de “corta e cola”, no qual o elemento ¢ excisado de uma regiao e reintegrado
em outra utilizando a enzima transposase (WICKER et al., 2007; JOLY-LOPEZ; BUREAU,
2014). As atividades dos elementos transponiveis podem influenciar na quantidade do
genoma nuclear, e alterar a expressdo de genes, a depender do ponto de inser¢do no genoma
(VICIENT; CASACUBERTA, 2017). No entanto, a maioria dos elementos transponiveis sdo
inativos, em decorréncia de mutacdes que alteram sua estrutura, por mecanismos epigenéticos
que levam ao silenciamento, ou pela insercdo em regides ndo génicas e inativas

(BENNETZEN, 2000; BENNETZEN; WANG, 2014). Os retrotransposons com LTR,
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especialmente os das superfamilias Copia e Gypsy, sdo os mais abundantes nos genomas
vegetais. Membros das classes 1 e II diferem pelo nimero e ordem das sequéncias que
codificam para as proteinas funcionais, presenca ou auséncia de LTRs (long terminal
repeats), TIRs (terminal inverted repeats), entre outras caracteristicas, € as relagdes entre
esses elementos sdo usualmente estabelecidas pelas andlises e alinhamento de suas sequéncias
(NEUMANN et al., 2019).

Como mencionado anteriormente, a poliploidia € o principal mecanismo que aumenta
o conteudo de DNA nos genomas das plantas, mas, de maneira secundaria, variagcdes na
fragdo de DNAs repetitivos, pelo acumulo ou eliminagdo de repeats, delecdes, amplificacdes,
crossing-over desigual, recombinagdo ndo homologa e ilegitima, sdo importantes fatores que
provocam a diferenciagdo gendomica (GROVER; WENDEL, 2010; BENNETZEN; WANG,
2014). Informagdes sobre a distribuicdo cromossomica da fracdo repetitiva na familia
Apocynaceae ainda sdo limitadas, hd dados mostrando que a propor¢do de DNA repetitivo
pode variar dentro dos géneros. De acordo com Santos, Silva e Almeida (2020), a fragao
repetitiva ocupa desde 51% do genoma de Asclepias syriaca (L.) e at¢ 20% do genoma de
Hancornia speciosa (Gomes).

A fragdo de DNA satélites, ou DNAsat, também desempenha um papel consideravel
na diferenciagdo dos genomas vegetais. Essa fragdo ¢ composta por uma diversidade de
mondmeros organizados em tandem, ndo codificantes, cuja composicao (tamanho, nimero e
posi¢do dos monOmeros) varia entre as espécies, acompanhando, em geral, a filogenia
(GARRIDO-RAMOS, 2015). Em teoria, os mondmeros de DNAsat podem ter tamanhos
variados, a partir de 30 pb, sendo as sequéncias mais curtas conhecidas como microsatélites
(SSR <10 pb) e minisatélites (>10 pb), mas o que mais importa ndo € o tamanho dos repeats,
mas sim o modo de amplificacdo e distribuicdo nos cromossomos (GARRIDO-RAMOS,
2017; THAKUR; PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021). As repeticdes de DNAsat se acumulam
nas regioes de heterocromatina, ¢ sdo encontradas formando blocos nos centromeros,
pericentromeros e subtelomeros, enquanto os microsatélites e minissatélites t€ém um perfil
mais disperso, ocorrendo em regides pericentroméricas, intersticiais e subteloméricas
(HOUBEN et al., 2007; GARRIDO-RAMOS, 2017). Espécies proximas podem conter as
mesmas sequéncias satélites, mas isso nao € uma regra. Algumas familias de DNAsat podem
apresentar pouca divergéncia entre as sequéncias, € uma alta similaridade intra e
interespecifica, mas isso também ndo ¢ uma regra (GARRIDO-RAMOS, 2017; THAKUR et

al., 2021).
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Heterocromatina em Apocynaceae

A heterocromatina ¢ caracterizada por ser uma regido de cromatina altamente
condensada, replicacdo tardia, rica em DNAs repetitivos, altamente metilada, comumente
associada ao silenciamento transcricional. Essa regido ¢ evidenciada pela técnica de
bandeamento C, na qual apresenta um padrdo de coloragdo denso, diferente do observado no
restante  dos cromossomos (RICHARDS; ELGIN, 2002; HESLOP-HARRISON;
SCHWARZACHER, 2011). A distribuicdo e constituicdo da heterocromatina pode ser
variavel entre espécies de um género (GUERRA, 2000), podendo ser ricas em AT ou GC e
formar blocos ou faixas em diferentes regides cromossOmicas (proximal, intersticial e
terminal). A caracterizagdo e distribui¢do da heterocromatina pode ser avaliada com o uso de
técnicas convencionais, como bandeamento C-Giemsa, com fluorocromos CMA
(cromomicina A3) e DAPI (4'-6-diamidino-2-fenilindol), ou por técnicas citomoleculares,
como a hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNA satélite, ou por
imunolocalizagdo de histonas modificadas (GUERRA, 2000; BRASZEWSKA-ZALEWSKA;
DZIURLIKOWSKA; MALUSZYNSKA, 2012; LIU; MIN, 2016; ZHOU et al., 2020). Dados
de bandeamento cromossOmico em Apocynaceae, embora limitados, mostram uma
distribui¢do varidvel da heterocromatina. Guimardes et al. (2012) mostraram que em
Catharanthus roseus, o bandeamento C seguido de coloragdo DAPI revelaram regides
paracentroméricas ricas em AT em quatro pares cromossdmicos. A medicao dessas regioes
sugere que 20% do comprimento total do complemento cromossdmico equivalem as bandas
DAPI. Dados similares foram publicados por Datta er al. (2020), porém, esses autores
associaram a heterocromatina aos cromocentros nos nucleos interfasicos. Sinais DAPI e CMA
positivos foram observados em intérfase, profase e metafase. Datta et al. (2020), também
associaram as diferengas nas regides ricas em GC e AT aos tipos florais de cores branca e
rosa. No tipo floral rosa foram observados um total de 7 bandas CMA " nas regides terminais
de bracos curtos dos pares 4, 6 e 7, enquanto no cromossomo 8, apenas um homologo
apresentava bandas, indicando possivelmente uma deleg¢do. No tipo floral branco 4 bandas
CMA" foram encontradas também nas regides terminais. As bandas apareceram nos pares 4 €
6. Um maior nimero de bandas DAPI" foi observada no tipo floral branco (10) quando
comparado ao tipo floral rosa (6). Porém, no tipo floral rosa as bandas DAPI" foram terminais,
nos bragos curtos dos pares 5, 6 e 8, enquanto que no tipo floral branco as bandas DAPI"
apareceram nas regides centroméricas dos pares 1, 4, 5, 7 e 8. O estudo de Datta et al. (2020)

sugere que ha diversidade no ntimero de bandas AT e GC, mesmo em genomas semelhantes.
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O estudo mais detalhado com bandeamento na familia Apocynaceae, trouxe um
apanhado de 15 espécies representando 8 géneros, com numeros diploides variando de 18 a 34
(SANTOS, 2017). As espécies apresentaram uma elevada variabilidade quanto ao ntimero,
padrio e distribui¢do de bandas heterocromaticas. As bandas CMA" ocorreram em todas as
espécies analisadas e variaram de 2 a 18, localizadas em regides terminais e
paracentroméricas. Algumas espécies apresentaram bandas ricas em GC em duas posigdes
(paracentroméricas e/ou terminais) e nenhuma banda DAPI". Ha casos, particulares como em
Temnadenia stellaris (Lindl. Miers) com 18 bandas paracentroméricas CMA" e P. peltatus
com 34 bandas terminais DAPI". Foi observado heterocromatina associada a RONs em
(Mandevilla tenuifolia (Woodson), Aspidosperma pyrifolium (Mart. & Zucc.), Temnadenia
stellaris e Tabernaemontana catharinensis (A. DC.) e a sitios de DNAr. Bandas DAPI"
também variaram, de 2 a 34, em regides terminais e paracentroméricas. Algumas espécies
como Mandevilla leptophylla (A. DC. K. Schum.), Peltastes peltatus (Vel. Woodson) e
Petalostelma dardanoi (Fontella) apresentaram blocos heterocromaticos paracentroméricos,

ocupando quase a totalidade de alguns cromossomos (SANTOS, 2017).

Organizagdo e distribuicdo do DNAr

Os DNAs ribossdmicos sdo sequéncias génicas presentes nos genomas em inimeras
copias, organizadas em tandem. As regides codificadoras dos genes de DNAr sdo constituidas
por sequéncias altamente conservadas entre as espécies, e Uteis como marcadores
cromossomicos em estudo comparativo e filogenético (HEMLEBEN et al., 2021). Dois tipos
de DNAr estdo presentes nas plantas, o DNAr 35S e 5S (GARCIA; KOVARIK, 2013). O
DNAr 35S ¢ organizado em subunidades formadas por regides codificadoras dos genes 18S,
5.8S e 268, regides transcritas internas (ITS1 e ITS2), transcritas externa (ETS) e ndo
transcrita (NTS) do espagador intergénico (IGS) (HEMLEBEN et al., 2021). A regido do ITS
1 esta situada entre os genes 18S e 0 5.8S, ja o ITS 2 estd entre os genes 5.8S e 26S (HU et
al., 2019; HEMLEBEN et al., 2021). Os sitios de DNAr 35S e suas regides espagadoras
transcritas € ndo transcritas correspondem as regides organizadores de nucléolo (NORs)
(HESLOP-HARRISON; SCHMIDT, 2012). Os genes de DNAr 5S sdo constituidos por uma
regido génica conservada de 120pb, também apresentam promotores externos no espagador
intergénico (IGS) e ocorrem como repeti¢des em tandem (ROSER et al., 2001), na maioria

das vezes separados da fragdo de DNAr 35S (ROA; GUERRA, 2015).
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Estudos com FISH utilizando sondas de DNAr para a familia Apocynaceae, foram
realizadas em trés espécies e apenas dois géneros: Catharanthus (C. roseus) ¢ Cynanchum
(EU.) (C. wilfordii e C. auriculatum) (GUIMARAES et al., 2012; KIM et al., 2020). Em C.
roseus, os autores mostraram sinais de FISH terminais em um tnico par de cromossomos (6),
com a sonda de DNAr p7a71 de trigo, contendo o fragmento de 18S-5.85-26S
(GUIMARAES et al., 2012). Os dados de FISH em Cynanchum wilfordii mostraram dois
sitios terminais de DNAr 35S (KIM et al., 2020; LEE et al., 2022).

Justificativa

O mercado brasileiro de plantas ornamentais tem acompanhado a tendéncia de
expansao do mercado mundial, com lucro de R$ 10,9 bilhdes em 2021, sendo considerado um
segmento promissor do agronegocio. No Parand, o setor de floricultura apresentou
crescimento de 29,2%, com renda bruta de R$ 171,6 milhdes. Os nticleos regionais de
Curitiba, Maringa, Cascavel, Toledo e Londrina correspondem a 88% da producao do estado.
Os numeros favoraveis apresentados, sdo resultantes da diversidade de microclimas,
disponibilidade de 4reas agricultaveis, 4gua em abundancia, mao de obra e infraestrutura
(DERAL, 2021).

A producdo de flores ¢ reconhecida como uma alternativa emergente na distribuicao
de renda para pequenos produtores, na reducao do €xodo rural e na valorizacdo de pequenas
propriedades (JUNQUEIRA; PETZ, 2014; LIMA-JUNIOR et al., 2015). Fato este, capaz de
reduzir os impactos negativos da crise econdmica. Atualmente, no Brasil, este setor ¢
responsavel pela maior parcela de trabalho formal e permanente na agricultura, sdo gerados
210 mil empregos (IBRAFLOR, 2021).

Dentre as plantas com aplicagdo ornamental e farmacoldgica destaca-se o género
Adenium, com espécies suculentas de caule escultural e variagdes nas formas e cores das
flores (PLAIZIER, 1980). Tais caracteristicas morfologicas lhes conferem um elevado
potencial ornamental e alto valor comercial (VARELLA et al., 2015; COLOMBO et al.,
2018).

Considerando a ampla utilizacdo do género Adenium no mercado de flores e a fase
inicial dos programas de melhoramento vegetal, informagdes basicas sobre a citogenética e os
genomas dessas espécies sao de fundamental importancia. Neste contexto, dados de

citogenética convencional como, caracterizagdo € comparagao dos caridtipos, variagdes
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numéricas ou estruturais, identificagdo de regides heterocromaticas e a hibridizagdo in situ,
podem ampliar a compreensdo dos processos evolutivos aos quais 0s genomas passaram,

fornecendo informagdes das relagdes entre entre A. obesum e A. arabicum.

OBJETIVOS
Objetivo geral

Compreender as diferengas cariotipicas e gendOmicas entre A. obesum e A. arabicum,

utilizando dados de citogenética convencional, molecular e conteido de DNA nuclear.

Objetivos especificos

1. Comparar as duas espécies quanto ao nimero e morfologia cromossdmica e entender o
processo de poliploidia;

Comparar e entender as diferencgas cariotipicas por meio do bandeamento cromossdmico;
Entender a organizagdo do DNAr 358S;

Entender as diferengas genomicas com base nos valores C de DNA;

w»ok »w N

Compreender o processo de diferenciagdo cariotipica em Adenium ¢ compara-lo as

demais Apocynaceae.
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Resumo

Introduc¢do: O género Adenium Roem. & Schult. (Apocynaceae) compreende espécies
suculentas com caule escultural e variagdes nas formas e cores das flores. S3o plantas
originarias de regides semiaridas da Africa e Asia. Apresentam importincia farmacolégica
devido aos compostos secundarios, mas espécies como A. obesum e A. arabicum (rosas do
deserto) vém se destacando no setor de plantas ornamentais. Apesar dos grandes
investimentos na cadeia produtiva, informagdes basicas sobre a citogenética € o genoma
dessas espécies foram pouco exploradas. O presente artigo agrega conhecimento genético
basico pela comparagdo gendmica e cariotipica entre 4. obesum (2n=22) e A. arabicum
(2n=44).

Metodologia: Esse estudo comparativo foi baseado em analises citogenética (coloracao
convencional, bandeamento cromossdmico e FISH) e genomica (citometria de fluxo).
Resultados e Discussdo: A andlise citogenética mostrou caridtipos com predomindncia de
cromossomos meta e submetacéntricos, 2n=2x=22 (11 m + 11 sm) em A. obesum e 2n=4x=44
(40 m + 4 sm) em A. arabicum, com genomas variando de 2C=2,06 pg em A. obesum a
2C=291 para A. arabicum. Ha uma predominincia de bandas DAPI" (ricas em AT) na regido
proximal dos cromossomos, € bandas CMA" (ricas em GC) nas regides terminais, associadas
principalmente com o DNAr. As bandas DAPI estdo associadas a formacao de cromocentros
em intérfase, sempre com bandas CMA posicionadas na periferia. Aparentemente houve

redu¢do no conteido de DNA no processo de poliploidia, e isso pode ser notado no
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comprimento cromossdmico total e nas estimativas de valor C de 4. arabicum poliploide. A
espécie diploide A. obesum apresenta quatro sitios de DNAr, enquanto a poliploide A.
arabicum apresenta oito sitios, localizados na fra¢ao terminal dos cromossomos.

Palavras chave: bandas CMA/DAPI, cromocentros, DNAr, FISH, rosa do deserto

Introduciao

O género Adenium (Forssk.) Roem. & Schult, pertence a familia Apocynaceae e ¢
originario das regides semiaridas da Africa e Asia (Oyen 2008; Limones et al. 2018). Sio
espécies suculentas tipicas das savanas e florestas abertas de solo arenoso ou rochoso,
apresentam caule escultural, com variagdes nas formas e cores das flores (Plaizier 1980).
Tais caracteristicas morfoldgicas lhes conferem um elevado potencial ornamental e alto valor
comercial (Varella et al. 2015; Colombo et al. 2018). Adenium obesum € a espécie mais
conhecida do género, em fun¢do das propriedades medicinais (Versiani et al. 2014; Hossain
2018). De acordo com Akhtar ef al. (2017) e Gurung et al. (2020), sdo conhecidos mais de 50
compostos secundarios, entre glicosideos, flavondides e terpendides, sendo alguns toxicos e
outros com atividades bioldgicas importantes, como antivirais, antibacterianos, antitumorais e
antioxidantes. Apesar do crescente interesse fitoquimico do grupo, a maior parte do
investimento em cultivo, melhoramento e producdo de hibridos estd sendo feito para fins
ornamentais, mas sem conhecimentos genéticos basicos das espécies do género.

Do ponto de vista citogenético, representantes de Apocynaceae foram estudados
principalmente quanto aos nimeros cromossdmicos (Singh 1951; Darlington e Wylie 1955;
Roy Tapadar 1964; Santos 2017). Ha variagdes de 2n=10 no género Rhabdadenia Miill. Arg.
(Souza 2015) a 2n=88 em Rauvolfia L. (Van der Laan e Arends 1985), com registros de
variagdo cromossdmica numérica em Plumeria L. com 2n=36 e 54 (Chauhan e Raghuvanshi
1977), Asclepias L. com 2n=22 e 24 (Moyer 1936) e Allamanda L. com 2n=18, 22 e 36 (Brito

et al. 2014; Saensouk e Saensouk 2021). Tais variacdes ocorreram principalmente por
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disploidia e poliploidia. Poliploidia intra e interespecificas parecem ser importantes na
diferenciagdo cariotipica de algumas Apocynaceae, como nos géneros Kopsia Dumort.
(2n=36 e 72), Rauvolfia (2n=22, 44, 66 ¢ 88), Catharanthus G. Don (2n=16, 24 ¢ 32) e
Ceropegia L. com 2n=22 e 44 (Van der Laan e Arends 1985; Meve e Liede-Schumann 2007).

Contagens cromossomicas em Apocynaceae herbaceas mostraram diferentes nimeros
basicos, como x=8 em Catharanthus, x=8 ¢ 11 em Apocynum L. e Trachomitum Woodson,
x=10 em Trachelospermum Lem., x=11 em Amsonia Walter ¢ Rhazya Decne., e x=23 em
Vinca L. O nimero basico x=11 foi considerado primitivo na familia, por aparecer em cerca
de 60% dos géneros (Albers e Meve 2001; Motohashi ef al. 2008). Esses nimeros basicos sao
mantidos na subfamilia Apocynoideae, onde esta inserida a tribo Nerieae (Endress e Bruyns
2000), com os géneros Nerium L. e Adenium, ambos com 2n=22 (Van der Laan ¢ Arends
1985) e poliploides com 2n=44 (Das et al. 1999). Analises de filogenia molecular baseada em
genes plastidiais indicam que Nerium e Adenium formam um clado monofilético (Fishbein et
al. 2018; Alanazi et al. 2021). Cromossomos das espécies de Apocynaceae tendem a ser
muito pequenos, variando de cerca de 0,5 a 3,5 um, tais como descritos para espécies dos
géneros Rauvolfia e Ochrosia Juss. (Van der Laan 1985; Motohashi et al. 2008). De acordo
com esses ultimos autores, o tamanho dos cromossomos dificulta a determinacdo da posi¢ao
dos centromeros.

O estudo citogenético mais abrangente em Adenium foi publicado por Das et al.
(1999), o qual, além de analisar nimeros cromossdmicos, também estimou o comprimento
cromossomico total e a quantidade de DNA 4C em A. arabicum, A. obesum, A. multiflorum,
A. somalense, A. speciosum e A. swazicum, utilizando citofotometria com a coloracdo de
Feulgen. Esses autores mostraram que ha variagdes nos tamanhos e formas dos cromossomos

entre as espécies, além de variagdes na simetria dos caridtipos e contetido de DNA genomico.
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Esses dados somaram caracteristicas que colocam em evidéncia os conflitos taxondmicos no
género (Plaizier 1980; Das et al. 1999; Hastuti et al. 2009).

Apesar da contribuicdo de Das et al. (1999), estudos iniciais realizados por nods
mostraram diversas caracteristicas cariologicas notdveis, como uma grande variagdo no
nimero ¢ tamanho de cromocentros em intérfase, riqueza em regides ricas em bases AT.
Como as espécies de Adenium estdo sendo amplamente utilizadas em programas de
melhoramento vegetal voltado a cadeia produtiva de flores ornamentais, o objetivo desse
estudo foi agregar conhecimento genético basico pela comparagdo gendmica e cariotipica
entre A. obesum (2n=22) e A. arabicum (2n=44), baseado em dados de citogenética

convencional, molecular e conteudo de DNA nuclear.

Materiais e métodos
Material botanico

Sementes e plantulas de Adenium obesum (cultivares TS001 e TS002) e A. arabicum
(cultivares TSO013 e TS014) foram obtidas da colecdo da empresa Flora Takemura, Distrito da
Warta-Parand, e cultivadas na casa de vegetacdo do Laboratorio de Citogenética e

Diversidade Vegetal, Universidade Estadual de Londrina, Brasil.

Estimativa dos valores C de DNA

O conteudo de DNA nuclear foi estimado seguindo o protocolo proposto por Praga-
Fontes et al. (2011), com adaptagdes, como a utilizacdo de polietileno glicol (PEG) a 7% no
tampao de isolamento dos nucleos, como antioxidante. Para a analise do valor C de DNA
foram utilizados ntcleos de tecido foliar jovem de Pisum sativum L. (2C = 9.09 pg; Dolezel et
al. 1998), como padrdo, juntamente com o tecido foliar jovem de A. obesum e A. arabicum

fragmentadas em 125 pL do tampao Otto I (Otto, 1990) contendo PEG 40% e RNAse a 1
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mg/mL. Posteriormente, as amostras foram filtradas em uma malha de nylon de 25 pum,
centrifugadas a 100 g por 5 minutos e tratadas com uma solugdo composta por 375 pL de
solugdo tampao Otto II, PEG 40%, RNAse Img/mL e iodeto de propidio a 1mg/mL, por 40
minutos.

As medi¢des foram realizadas usando o citometro de fluxo BD Accuri C6 (BD
Biosciences), seguindo as especificacdes do fabricante, em trés estimativas independentes em
dias diferentes. Foram estimados no minimo 50 mil eventos por rodada, para cada espécie. Os
valores de 2C foram calculados como a média do pico da amostra / média do pico padrdo x

2C da quantidade padriao de DNA (pg).

Citogenética convencional, molecular e PCR

As células foram obtidas a partir de meristemas radiculares e florais, tratadas com uma
solugdo saturada de paradiclorobenzeno por 2 h, fixadas em uma solucao etanol: 4cido acético
(3:1, viv) por 24 h, e estocados a -20 °C. Meristemas foram digeridos em uma solucdo
composta por celulase a 2% e pectinase 20% (w:v), ambos da Sigma, a 37 °C por 1 h e
hidrolisadas com HCI 5M a temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, as amostras
foram preparadas por esmagamento em uma gota de 4cido acético a 60%. As laminulas foram
removidas apos congelamento em nitrogénio liquido, secas a temperatura ambiente e coradas
com Giemsa a 2%. Laminas permanentes foram montadas com Entellan (Merck).

O bandeamento C - CMA/DAPI foi feito como descrito por Guerra e Souza (2002), em
laminas preparadas por esmagamento utilizando meristemas digeridos com celulase a 2% e
pectinase 20% (w:v). ApoOs o preparo, as laminas foram envelhecidas por trés dias e coradas
com cromomicina A3 (CMA3) a 0.5 mg/mL por 90 minutos e em seguida com 4-6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) a 2 pg/mL"! por 30 min. As amostras foram montadas em um meio

composto por glicerol/tampao Mcllvaine (pH 7.0, 1:1, v:v) com 2.5mM de MgCl,.
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A hibridizacdo in situ com fluorocromos (FISH) foi feita em laminas preparadas como
descrito para o bandeamento C- CMA/DAPI, a sonda p7a71 contendo a sequéncia de rDNA
18S-5.8S-26S isolada de trigo (Gerlach e Bedbrook 1979) foi usada para localizar os sitios
cromossomicos de DNAr 35S. A sonda foi marcada através de reagdo com kit Nick
Translation (Roche Diagnostics®) com nucleotideo conjugado a digoxigenina (Dig-11-
dUTP). A FISH foi realizada como descrita por Da silva et al. (2008), onde a sonda foi
utilizada em uma mistura de 34 pL contendo formamida a 100% (15 puL), polietileno glicol a
50% (6 nL), 20x SSC (3 nL), 100 ng de DNA de bloqueio (1 uL), SDS a 10% (1 nL), e 200
ng (4 pL). As amostras foram desnaturadas 90 °C por 10 min, e a hibridizacdo feita a 37° C
por 24 horas em uma camara umida. As lavagens pés-hibridizagdo foram feitas em tampao
SSC (citrato de sodio salino) com estringéncia de 70%. A sonda marcada com digoxigenina
foi detectada com anti-digoxigenina-rodamina, ¢ as lavagens pos-detec¢do feitas em 4x
SSC/0.2% Tween 20, a temperatura ambiente. As laminas foram contra coradas com 4 pL de
DAPI a 2 ug/mL"! por 30 min, e montadas com 25 uL de DABCO, composto por glicerol
(90%), 1,4-diaza-biciclo (2,2,2)-octano (2.3%), 20 mM TrisHCI, pH 8.0 (2%), 2,5 mM MgCl,

(4%) e 4gua ultrapura (1,7%).

Resultados

Os caridtipos em Adenium

A andlise dos nucleos interfasicos mostrou a presenga de cromocentros bem
delimitados em ambas as espécies, com predominancia de poucos cromocentros grandes em
nucleos menores e muitos cromocentros menores quando os nucleos apresentam-se em
tamanho maior (Figuras 1A-B e E-G). A andlise cariotipica convencional mostrou meiose

com segregacdo normal e com quiasmas terminais ou subterminais (Figura 1D). Em mitose
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ha predominancia de cromossomos meta e submetacéntricos, sendo 27=2x=22 (11 m + 11 sm)
em A. obesum (Figura 1C) e 2n=4x=44 (40 m + 4 sm) em A. arabicum (Figura 1H). Foram
encontradas diferengas nas formulas cariotipicas, em fun¢do de diferencas nas formas e
tamanhos dos cromossomos. 4. obesum apresentou cromossomos maiores, com tamanhos
variando de 1,25 a 2,45 pm e comprimento cromossdmico total (CT) de 20,82 um (Figura
2A), enquanto que em A. arabicum a variagdo foi de 0,96 a 2,06 um e comprimento
cromossomico total de 30,71 um (Figura 2B). Apesar do CT em A. arabicum ser maior
67,8%, esse valor foi cerca de 25% menor do que o esperado para um genoma autopoliploide
a partir de A. obesum, que hipoteticamente seria 41,64 um. As estimativas dos tamanhos dos
genomas por citometria de fluxo mostraram um valor de 2C=2,06 pg para A. obesum e
2C=2,91 para A. arabicum (Figuras 2A e B). A quantidade de DNA nuclear em A4. arabicum
¢ de 70,7% maior que a 4. obesum, o que se aproxima da diferenca observada nas medigdes

cromossomicas.

Bandeamento C- CMA/DAPI

A coloracdo com os fluorocromos DAPI (que se ligam preferencialmente em regides
ricas em AT) e CMA (que se ligam em regides ricas em GC), mostrou bandas positivas de
tamanhos diferentes em varios locais nos cromossomos. Os ntcleos interfasicos também
mostrou sinais DAPI" formando cromocentros (Figuras 3A e C) e sinais CMA™ dispostos ao
redor do nucléolo e na periferia dos cromocentros (Figuras 3B, C-H, J ¢ K). Em A. obesum,
os sinais DAPI" predominaram nas regides paracentroméricas de 6 cromossomos (Figura
3D), os sinais CMA" apareceram nas regides paracentroméricas (2 cromossomos) e
terminais (4 cromossomos), sendo dois sinais fortes e quatro mais fracos (Figura 3E), um
destes sinais sdo adjacentes ao bloco DAPI" como destacado nos boxes pelas setas (Figuras

3
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de 10 cromossomos, destes 8 ocupam quase que a totalidade do brago curto (Figura 3I)
adjacentes a esses os sinais CMA" ocorreram nas regides proximais de 6 cromossomos
(Figura 3J), como destacado nos boxes pelas setas (Figuras 3J ¢ K). H4 um unico registro
heteromorfico de bandas DAPI' na regido paracentromérica do brago longo do cromossomo 1
em A. arabicum (Figura 2B) ¢ banda terminal CMA " também no brago longo do cromossomo
2 em A. obesum (Figura 2A).

Na meiose de 4. obesum, os cromocentros DAPI+ foram pouco evidentes na intérfase
inicial e os sinais CMA" formaram um ou dois blocos proximos ao nucléolo (Figuras 4A-C),
enquanto que em intérfase mais proximas a profase, houve reorganizagdo de cromocentros
(DAPT") e quatro sinais CMA™ (Figura 4D). Em zigdéteno e paquiteno, os cromocentros
proximais (DAPI") se destacaram, e os sinais CMA" apareceram como um grande bloco

terminal, adjacente ao bloco DAPI, e outros dois menores (Figura 4 E-F).

FISH com sonda de DNAr

FISH com sonda (p7a71) foram usadas para determinar a distribui¢do dos sitios de
DNATr 35S nos cromossomos metafasicos e nucleos interfasicos do género Adenium.
Em A. obesum e A. arbicum o DNAr 35S foram encontradas duas condi¢des distintas: 1)
auséncia de associagdo com heterocromatina e ii) associagdo com segmentos C-CMA" e
coloragdo intensa quando comparado as demais bandas. A co-localizacdo de sitios de DNAr
35S em dominio heterocromatico rico em GC ocorreram nas regides terminais dos bragos
curtos dos dois cromossomos menores em ambas, 4. obesum e A. Arabicum.

Em A. obesum, os sitios de DNAr 35S foram observados nas posi¢des terminais dos

bragos curtos de quatro cromossomos e nos cromocentros em intérfase (Figuras 3J-M).
Resultado similar foi observado em A. arabicum poliploide, mas com oito sitios de

hibridizacdo, concentrados nas regides terminais dos cromossomos (Figuras 3N-O).
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Discussao
Citogenética de Apocynaceae e Adenium

Dados de nimero e morfologia cromossomica, organizagdo dos cariotipos, meiose €
estimativas do conteudo de DNA nuclear sdo importantes na analise genética comparativa
(Guerra 2000). Quando somados a informagdes de familias de DNA repetitivo, como bandas
heterocromaticas e sitios de DNAr, a citogenética comparativa torna-se mais eficaz,
ampliando o potencial das montagens de mapas cromossdmicos fisicos e a compreensdo das
relagdes entre espécies e populacdes (Guerra 2008; Mata-Sucre et al. 2020). A aplicacao
dessas ferramentas em grupos botanicos amplos como as Apocynaceae, ¢ ainda mais
importante.

Segundo Defani-Scoarize et al. (1995) e Martins et al. (2010) o comportamento
meidtico nas plantas esta diretamente relacionado a fertilidade, e ao sucesso reprodutivo, ja
que alteragdes na divisdo celular refletem na viabilidade dos graos de polen. Enquanto as
formagdes de quiasmas atuam como um indicativo de similiridade genética, e em Adenium
sua baixa ocorréncia sugerem que exista pouca afinidade cromossomica dentro de um mesmo
genoma, ja que quanto maior o niimero de univalentes, menor a afinidade genémica (Techio e
Davide 2007). Nesse sentido, a o comportamento meidtico regular de A. obesum e A.
arabicum demonstraram que as espécies analisadas podem ser opgdes parentais candidatas
para técnicas de melhoramento genético.

Espécies de Apocynaceae apresentam cromossomos pequenos € morfologicamente
dificeis de serem analisados, como ja havia sido apontado por Albers e Meve (2001). Ha
evidéncias de variagdes no numero e tamanho dos cromossomos nas subfamilias
Rauvolfioideae, Periplocoideae, Asclepiadoideae, Secamonoideae e Apocynoideae (Endress e
Bruyns 2000; Endress et al. 2014). Segundo Van der Laan e Arends (1985) e Motohashi ef al.

(2008), os cromossomos em Apocynaceae variam de 0,5 pm a 3,5 um, e ha predominéncia de
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cromossomos meta e submetacéntricos. Mas ha casos particulares, como em Gomphocarpus
sinaicus (Boiss.) Muschl. (tribo Asclepiadeae), onde os cromossomos podem alcangar cerca
de 9 um (Heneidak et al. 2019).

A subfamilia Apocynoideae ¢ considerada monofilética, com estabilidade cariotipica
com 2n=2x=22 (Livshultz et al. 2007; Yang et al. 2016). Espécies do género Nerium (tribo
Nerieae, subfamilia Apocynoideae) tém 2n=2x=22, com cromossomos metacéntricos
pequenos (0.8 a 1.6 um) e caridtipos simétricos (Chauhan e Raghuvanshi 1977; Ebrahimi et
al. 2021). Esse perfil cariotipico se assemelha muito ao de Adenium.

Nossa andlise realizada em A. obesum e A. arabicum mostrou caridtipos com
2n=2x=22 e 2n=4x=44, respectivamente, com predomindncia de cromossomos pequenos,
metacéntricos ¢ submetacéntricos, o que concorda com dados ja publicados para outras
espécies de Apocynaceae, incluindo Adenium (Roy Tapadar 1964; Van der Laan ¢ Arends
1985). Se considerarmos x=11 como numero cromossdmico basico da tribo Nerieae (Albers e
Meve 2001), tanto A. Swazicum G.D. Rowley reportado por Das et al. (1996) quanto A.
arabicum estudado aqui seriam tetraploides com 2n=4x=44. Contudo, ha algumas
inconsisténcias nas medi¢des realizadas por diferentes pesquisadores. Nossos dados de
medidas cromossOmicas variaram de 1,25 a 2,45 um em A. obesum e de 0,96 a 2,06 um em A.
arabicum, o que difere dos valores publicados por Das ef al. (1999). Apesar de considerarmos
que tal diferenca se d4 por medicdes em metafases com diferentes niveis de condensacdo, a
publicacio de Hastuti et al. (2009) em hibridos de 4. obesum mostra uma variacao
cromossOmica de 2,56 a 5,13 pm.

Registros de estimativas dos valores 2C em Apocynaceae mostram que o conteudo de
DNA varia de 0,60 pg no genéro Apocynum L. (Bai et al. 2012) a 4,90 pg em Hoodia
gordonii Masson (Zonneveld et al. 2005). As estimativas de 2C=2,06 pg em A. obesum e

2C=2,91 em A. arabicum sdo compativeis ao observado em Apocynaceae. Os dados obtidos
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por Das et al. (1996), com valores 4C=12,76 pg em A. arabicum ¢ 13,94 pg em A. obesum,
com a técnica de microdensitometria por Feulgen, representam uma grande diferenca, que
pode ser explicada por detalhes metodoldgicos, como a preparagdo das amostras, do tempo de
hidrolise e do tipo de tecido utilizado, o que para Bennet e Smith (1976) e Schifino-Wittmann
(2001) seria a explicacdo para muitas das inconsisténcias relacionadas ao conteido C de
DNA. De qualquer modo, os dados de Das et al. (1996) remetem a materiais com 0s
mesmos niveis de ploidia, o que difere da nossa amostra de 4. arabicum que ¢ tetraploide.

Duplicagoes de genomas completos que culminam em poliploidia foram muito
importantes nos processos de diferenciagdo gendmica e especiacdo (Levin e Soltis 2018). A
poliploidia ¢ muito comum nas angiospermas (cerca de 80%) pode se dar durante o
desenvolvimento ontogenético gametofitico (n) e esporofitica (2n) das espécies (Novikova
et al. 2018). Apenas 12,5% das Apocynaceae estudadas por Roy Tapadar (1964) seriam
poliploides, mas Van der Laan e Arends (1985), estimaram que esse valor poderia ser maior,
aproximadamente 22%. Aparentemente, os cromossomos de alguns taxons poliploides
tendem a ser menores do que os diploides (Albers e Meve 2001; Du et al. 2017), e isso foi
observado tanto nas medi¢des cromossdmicas quanto nas estimativas dos valores C de DNA
de A. arabicum, quando comparado com A. obesum. Albers e Meve (2001) sugeriram uma
tendéncia de redugdo no tamanho dos cariotipos nas espécies da subfamilia Periplocoideae
(plesiomorfica) em comparagdo as espécies de Asclepiadoideae (apomorfica).

As diferengas observadas no comprimento cromossomico total e nas estimativas de
valor C entre 4. obesum diploide e A. arabicum poliploide, que apresentou um genoma menor
que o esperado, pode ser explicada Segundo Leitch e Bennett (2004), Leitch et al. (2008) e
Roa e Guerra (2012) pelo processo de diploidizagdo, comum em plantas poliploides, que
tendem a reduzir o tamanho original do genoma monoploide. Essa condi¢do provavelmente

seja explicada em razdo dos poliploides j& apresentarem um genoma maior. E possivel que
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isso esteja associado a alguma vantagem competitiva em comparagdo aos diploides,
considerando o custo bioquimico inerente de sintese deste DNA extra, especialmente em
espécies que ocupam ambientes pobres em minerais, como € o caso da Adenium. Além disso,
flutuagdes no tamanho dos genomas associadas a acdo de elementos transponiveis ou de
rearranjos cromossomicos poderiam influenciar ao aumento ou a diminui¢ao nos tamanho dos
genomas (Leitch e Bennett 2004; Leitch ez al. 2008).

Diferencas nos tamanhos de genomas e cariotipos também podem ocorrer em
populacdes com distribui¢do geografica distinta (Savas Tuna et al. 2019). Para Silveira et al.
(2016) ha uma predominancia de espécies poliploides em ambientes com condi¢des climaticas
severas. Felix e Guerra (2000) reportaram que orquideas diploides dos géneros Catasetum e
Oncidium predominam em habitats epifiticos, enquanto que aquelas poliploides apresentaram
habitos terrestres e rupicolas. Diferengas interespecificas na distribuicao diploide e poliploide
podem ser explicadas provavelmente em decorréncia de pressdes derivadas de isolamento,
como alteracdes de altitude e clima, que contribuem para diversificacdes genéticas (Savas
Tuna et al. 2019; Fallahi et al. 2020). As Apocynaceae africanas diploides com 2n=22
distribuem-se principalmente em regides subtropicais (Livshultz et al. 2007; Yang et al.
2016), enquanto que as poliploides parecem ocorrer em areas adjacentes (DeWet 1980; Albers
e Meve 2001). Tais dados concordam com a distribuicdo geografica do género Adenium, ja
que A. arabicum (tetraploide) ocorre na Ardbia Saudita, e 4. swazicum, também poliploide,
tem ocorréncia limitada & regido norte da Africa do Sul, com condi¢des climaticas mais
severas, enquanto que 4. obesum (diploide) ocorre na Africa Subsaariana (Dipak et al. 2015),

predominantemente mais umida (Rishmawi et al. 2016).
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Organizagdo genomica e DNA repetitivo em Adenium

Os genomas vegetais sao constituidos por sequéncias codificantes e ndo codificantes,
que encontram-se distribuidas de maneira agrupada ou dispersa ao longo dos cromossomos
(Heslop-Harrison e Schwarzacher 2011). A eucromatina, rica em genes e potencialmente
ativa, diferencia-se da heterocromatina por essa fragdo ser rica em familias de DNA
repetitivo, em especial DNA satélites, e por ser mais condensada e ter baixa densidade de
genes (Kubis et al. 1998; Heslop-Harrison e Schmidt 2012). H4 ainda regides ricas em DNA
moderadamente repetitivo, composta por sequéncias de DNA ribossdmicos € outros genes
importantes para a manutengdo celular (histonas e de citoesqueleto). Mas a porcao repetitiva
dominante (cerca de 80%) nos genomas das plantas ¢ a dos elementos de transposicao (ETs),
como transposons, retrotransposons e outras sequéncias de naturezas similares (Contento et
al. 2005; Dodsworth et al. 2015).

Dados de sequenciamento gendmico em Apocynaceae foram baseados apenas em
bibliotecas de representacdo reduzida, direcionados a caracterizacdo dos genomas plastidial
(DNAcp) e mitocondrial (DNAmt), para estudos de relagdes filogenéticas e evolutivas
(Venter et al. 2006; Endress et al. 2007; Goyder et al. 2007; Meve e Liede-Schumann 2007).
Informacgdes sobre a distribui¢do cromossdmica da fragdo repetitiva na familia ainda sdo
limitadas. Sabe-se que essa fracdo ocupa 51,674% do genoma de Asclepias syriaca (L.)
enquanto que em Hancornia speciosa (Gomes) ¢ de 19,87%. Nos dois casos, os elementos
transponiveis foram os mais abundantes (Santos et al. 2020). Dados de bandeamento
cromossOmico em Apocynaceae mostram que em Catharanthus roseus, a heterocromatina
constitutiva ocorre em cerca de 20% do comprimento total do complemento cromossomico,
predominando nas regides paracentroméricas, como blocos DAPI" ricos em AT (Guimaraes et
al. 2012). J4 em Datta et al. (2020), a heterocromatina aparece como cromocentros ricos em

AT e GC nos nucleos interfasicos e homogeneamente distribuidas na profase e metéfase,
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exceto pelas bandas CMA" que foram observadas nas regides terminais (bragos curtos). Em
intérfase, os sinais CMA" ¢ DAPI" também aparecem como cromocentros, com as regides
ricas em GC predominando na periferia dos cromocentros. Em metafase, os sinais DAPI
predominaram nas regides paracentroméricas e os sinais CMA" também foram
preferencialmente terminais, em ambas as espécies.

Um estudo mais abrangente com bandeamento cromossdémico em Apocynaceae,
envolvendo 15 espécies de oito géneros, foi publicado por Santos (2017). Esse autor mostrou
uma grande diversidade das bandas heterocromaticas, especialmente quanto ao nimero de
bandas. As bandas CMA" foram predominantemente terminais e em alguns casos
paracentroméricas, exceto por Temnadenia stellaris (Lindl. Miers) a qual exibiu 18 bandas
paracentroméricas CMA™ e Peltastes peltatus (Vel. Woodson) com 34 bandas terminais
DAPI". Bandas DAPI' também variaram em numero (2 a 34), predominando nas regides
paracentroméricas. Em algumas espécies como Mandevilla leptophylla (A. DC. K. Schum.),
Peltastes peltatus e Petalostelma dardanoi (Fontella), os blocos heterocromaticos ricos em
AT paracentroméricas ocuparam quase que a totalidade de alguns cromossomos, o que
também foi visto aqui em Adenium.

Nossos resultados mostram que ha variagdo no tipo e quantidade de heterocromatina
no género Adenium. No entanto, também observamos semelhangas principalmente na
distribui¢do de bandas, com maior ocorréncia de DAPI" ¢ CMA™ nos bracos curtos dos
cromossomos. H& um unico registro heteromérfico de bandas DAPI™ na regido
paracentromérica do brago longo do cromossomo 1 em A. arabicum e uma banda terminal
CMA" também no brago longo do cromossomo 2 em A. obesum. Esses dados sugerem que
neste género a heterocromatina esta envolvida com rearranjos, embora ndo consigamos
identificar com clareza quais seriam essas alteragdes. Apesar disso, a identificagdo de

rearranjos foi importante para mostrar que os cariotipos em Adenium estdo em processo de
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diversificacdo, assim como registrado em algumas angiospermas (Guerra 2000, Vanzela et al.

2002; Castro et al. 2016).

Distribuicdo do DNAr em Adenium

Os ribossomos s3o encontrados no citoplasma, mitocondrias e cloroplastos de
organismos vivos, e apresentam papel crucial na sintese de proteinas. Os genes ribossémicos
sdo constituidos por sequéncias organizadas em fandem, com regides internas altamente
conservados entre as espécies, 0 que os tornam uteis como marcadores cromossdmicos em
estudos comparativos e filogenéticos (Hemleben ez al. 2021).

O DNAr 35S ¢ organizado em subunidades formadas por regides codificadoras dos
genes 18S, 5.8S e 26S, sdo transcritos como um Unico operone sao separados por
espagadores transcritos internos (ITS1 e ITS2), transcritos externos (ETS) e ndo transcritos
(NTS) do espagador intergénico (IGS) (Hemleben et al. 2021). A regido do ITS 1 esta situada
entre os genes 18S e o 5.8S, ja o ITS 2 estd entre os genes 5.8S e 26S (Hu et al. 2019;

Hemleben et al. 2021). A sonda utilizada por nds (p7a71) contém o cistron completo, isolado

de trigo e clonado em vetor plasmidial, alcangando um total de ~12Kb (Gerlach e Bedbrook
1979). As regides de DNAr 35S formam dominios cromossomicos chamados de regides
organizadoras de nucléolo (NORs) (Heslop-Harrison e Schmidt, 2012; Wang et al. 2019) e
sdo as regides cromossOmicas mais bem mapeadas em plantas (Roa e Guerra 2015).

Em Adenium os sitios DNAr 35S foram localizados nas regides terminais, nos bracos
curtos. Resultados semelhantes foram observados na familia Apocynaceae com estudos
utilizando sondas de DNAr 35S em Catharanthus roseus (2n=2x=16) (Guimaraes et al. 2012),
e em Cynanchum wilfordii Franco. & A. Sav. (2n=2x=22) (Kim et al. 2020; Lee et al. 2022).

Apesar da localizacdo terminal estdvel dos sitios de DNAr 35S em Adenium, o

tamanho dos blocos foi variavel. Esse padrdo de distribuicdo foi observado também em C.
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roseus (Guimaraes et al. 2012) e C. wilfordii (Kim et al. 2020; Lee et al. 2022), no género
Lillium L. (Lee et al. 2014) e em outro grupo de plantas, como nas cactaceas (Castro et al.
2016). Esta variagdo pode ser o resultado de rearranjos cromossdémicos envolvendo os
segmentos de DNAr 35S, decorrentes da acumulacdo e dispersdo desigual (Adams et al. 2000;

Nardy et al. 2010), o que parece ser comum em plantas (Pedrosa-Harand et al. 2006).

Conclusoes

Nessa analise citogendmica comparativa entre duas espécies do género Adenium (A.
obesum e A. arabicum) da familia Apocynaceae, foram avaliados dados dos cariotipos,
organiza¢do fisica da fracdo repetitiva rica em AT e GC e conteudo de DNA. Com base
nessas analises, conseguimos concluir que:
1. A. obesum e A. arabicum mostraram caridtipos com 2n=2x=22 ¢ 2n=4x=44, sendo que para
essa ultima espécie, a poliploidia foi registrada pela primeira vez;
2.0s caridtipos foram relativamente assimétricos, ja que houve predominancia de
cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, com cromossomos pequenos sendo cerca
de trés vezes menores que 0s maiores Cromossomos;
3. A andlise cariotipica convencional mostrou em A. obesum e A. arabicum meiose com
segregacdo normal e com quiasmas terminais ou subterminais;
4. As estimativas de 2C=2,06 pg em 4. obesum e 2C=2,91 em A. arabicum sao compativeis
ao observado em Apocynaceae, porém os valores foram bem menores do que os apresentados
por Das et al. (1999);
5. Houve reducdo no contetido de DNA no processo de poliploidia, ja que 4. arabicum
apresenta cromossomos menores € o valor C de DNA foi bem menor que o dobro do valor do

diploide;
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6. Bandas DAPI' sdo predominantemente paracentroméricas e formam cromocentros na
intérfase, sempre com bandas CMA" posicionadas na periferia desses;

7. Ambas as espécies apresentam bandas CMA™ nas regides terminais dos cromossomos;

8. A regido codificante do DNAr 35S ¢ conservada e esta co-localizada em um segmento rico em
GC nos bracgos curtos dos cromossomos;

9. Diante da simetria cariotipica altamente similar entre as espécies, a diferenciag@o cariotipica
nao se deu por grandes rearranjos cromossdmicos, mesmo na espécie poliploide A. arabicum, a
quantidade de segmentos hetecromaticos permanece semelhante ao observado na espécie diploide

A. obesum.
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FIGURAS E LEGENDAS

Figura 1. Andlises citogenéticas em A. obesum e A. arabicum. (A-B) Nucleos interfasicos com variagdo no
nimero de cromocentros em A. obesum. (C) Metafase mitotica (2n) com 22 cromossomos em A. obesum. (D)
Diacinese com 11 bivalentes em A. obesum. (E-G) Nucleos interfidsicos com variagdio no numero de

cromocentros em A. arabicum. (H) Metafase mitotica (2n) com 44 cromossomos em A. arabicum. Barra 5 pm.
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Figura 2.

Idiogramas dos cariotipos e graficos de citometria de fluxo em A. obesum e A. arabicum. Observe

os caridtipos relativamente assimétricos e a distribui¢do das regides heterocromaticas ricas em AT e GC

preferencialmente no brago curto dos cromossomos, sinais de FISH com DNAr 35S em regides terminais em A.

obesum (A) e A. arabicum (B). Dados de citometria mostram valores 2C, sendo os que maiores picos

representam G1, os menores G2 ¢ os picos intermediarios correspondem ao padrdo (P. sativum). Barra 10 um.
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Figura 3. Bandeamento DAPI e CMA. (A e C) Nucleos interfasicos com sinais DAPI" (azul) formando
cromocentros ricos em AT e sinais CMA™ mostrando regides adjacentes ricas em GC em 4. obesum. (D-E)
Metafase mitdtica em A. obesum mostrando regides ricas em AT proximais e bandas ricas em GC terminais. (F-
J) Bandeamento C em 4. arabicum. Sinais CMA™ dispostos na periferia dos cromocentros (F-H). Sinais DAPI*
proximais em metafase (I) bandas DAPI* (J) bandas CMA* (K) Metafase mitdtica em A. arabicum mostrando
regides ricas em AT proximais e bandas ricas em GC dispostos adjacentes (I-M) FISH com sonda Pza71 DNAr
35S marcada com digoxigenina e detectada com antidigoxigenina (vermelho) hibridizando em nucleo e metafase
de A. obesum (N-O) FISH com sonda Pta71 DNAr 35S marcada com digoxigenina e detectada com

antidigoxigenina (vermelho) hibridizando em nucleo e metafase de A. arabicum. Barra 5 pm.
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Figura 4. Bandeamento DAPI e CMA em células de anteras de A. obesum. (A-C) Interfase com cromocentros
DAPI+ ¢ CMA™. (D) Reorganizagdo de cromocentro (DAPI") e aumento no niamero de sinais CMA™. Zig6teno
(E) e paquiteno (F) mostrando o agrupamento de regides paracentroméricas ricas em AT (azul) e de blocos ricos

em GC (amarelo esverdeado). Barra 10 um.

73



