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RESUMO

O género Brachiaria (Trinius) Grisebach é composto por espécies
com diferentes niveis de ploidia e modo de reproducdo, algumas de grande
importancia econdmica sendo utilizadas como forrageiras. Estudos sobre a
composicao e relagdo gendmica dentro do género sdo restritos, assim como a
avaliacdo de marcas epigenéticas que estdo envolvidas com a organizacdo
estrutural e funcional do genoma. O objetivo do primeiro estudo foi
investigar as relagbes gendmicas entre B. ruziziensis, B. decumbens e B.
brizantha por meio da técnica de hibridizacdo gendmica in situ (GISH).
Adicionalmente, a hibridizacéo fluorescente in situ (FISH) com rDNA 45S e
5S e a quantificacdo do tamanho do genoma nuclear foram realizadas. O
hibrido 1863 (B. ruziziensis x B. brizantha) apresentou namero
cromossdmico (2n=36), quantidade de DNA (3,24 pg) e quatro sitios de
rDNA 45S e sete de 5S conforme o esperado a partir do cruzamento de B.
ruziziensis x B. brizantha. O hibrido cv. Mulato Il [(B. ruziziensis X B.
decumbens) x B. brizantha] também apresentou 2n=36 cromossomos, sete
sitios de rDNA 5S, quatro de 45S e 3,83 pg de DNA, superior a média dos
genitores (3,43 pg). No hibrido 963 (B. ruziziensis x B. decumbens), todas as
metafases apresentaram 2n=38 cromossomos, excedendo 2 cromossomos do
esperado, que representou um aumento de 0,29 pg de DNA, considerando a
média do contetldo de DNA dos genitores (3,33 pg) e a presenca de cinco
sitios de rDNA 45S e sete de 5S. A analise da GISH nos hibridos permitiu
identificar a ocorréncia de rearranjos e diferencas da contribuicdo dos
genomas genitores na constituicdo do hibrido. Com base nos resultados da
GISH foi proposta a constituicdo gendmica de B. brizantha (BBB'B'), B.
decumbens (B'B'B?B?) e B. ruziziensis (B*B?). Os genomas B, B* e B* foram
considerados homedlogos, com menor afinidade entre os genomas B e B
Em uma segunda abordagem, o objetivo foi analisar as modificacdes pos-
traducionais de histonas e metilacdo de DNA associadas com a modulagéo
da cromatina e silenciamento génico em espécies e hibridos de Brachiaria,
com diferentes niveis de ploidia e modo de reproducdo. A comparacdo da
distribuicdo cromossdémica de modificagdes de histonas entre as espécies e
hibridos revelou uma maior variagdo de tipos cromossémicos para a
marcacdo heterocromatica (H3K9me2) em B. decumbens e no hibrido 963,
enquanto que, para a marca epigenética da eucromatina (H3K4me2), a
variagdo foi maior em B. brizantha, B. decumbens e hibrido 963. A
distribuicdo cromossémica da 5-mCyt foi similar entre B. brizantha e B.
decumbens, espécies tetraploides e apomiticas, as quais diferiram do
observado em B. ruziziensis, espécie diploide e sexual. Significativas
alteracbes na metilagio do DNA foram observadas na B. ruziziensis
duplicada e nos hibridos interespecificos, possivelmente como consequéncia
dos processos de poliploidizacéo e hibridacdo, respectivamente.

Palavras-chave: Eucromatina. FISH. Forrageiras. GISH. Heterocromatina.
Metilacao.



ABSTRACT

The Brachiaria (Trinius) Grisebach genus consists of species with
different ploidy levels and reproduction mode, some of great economic
importance are used as forage. Studies about the genomic constitution and
relationship within of the genus are restricted, as well as the evaluation of
epigenetic marks that are involved in structural and functional organization
of the genome. The aim of the first study was to investigate the genomic
relationship among B. ruziziensis, B. decumbens and B. brizantha by means
of Genomic in situ Hybridization (GISH). In addition, Fluorescence in situ
Hybridization (FISH) with 45S and 5S rDNA and quantification of the
nuclear genome size were performed. The hybrid 1863 (B. ruziziensis x B.
brizantha) presented chromosome number (2n = 36), DNA amount (3.24 pg)
and four sites of 45S rDNA and seven of 5S as expected from crossing
between B. ruziziensis and B. brizantha. The hybrid cv. Mulato Il [(B.
ruziziensis x B. decumbens) x B. brizantha] also presented 2n=36
chromosomes, seven sites of 5S rDNA, four of 45S and 3.83 pg of DNA,
higher than the average of the parents (3.43 pg). The hybrid 963 (B.
ruziziensis x B. decumbens) all metaphases presented 2n = 38 chromosomes,
exceeding 2 chromosomes to the expected, which represented an increase of
0.29 pg of DNA, considering the average of DNA content of the parents
(3.33 pg ) and the presence of five sites of 45S rDNA and seven of 5S. The
GISH analysis in the hybrid indicated the occurrence of rearrangements and
differences in the contribution of parent genomes in the constitution of the
hybrid. Based on GISH results, was proposed the genomic constitution of B.
brizantha (BBB'B'), B. decumbens (B'B'B’B?) and B. ruziziensis (B°B?).
The genomes B, B* and B® were considered homeologous, with lower
affinity between the genomes B e B®. In a second approach, the aim was to
evaluate the histone post-translational modifications and DNA methylation
associated with chromatin modulation and gene silencing, in Brachiaria
species and hybrids which have different ploidy levels and reproduction
mode. Comparison of chromosomal distribution in histone modifications
among species and hybrids showed greater variation of chromosomal types
for the heterochromatic marks (H3K9me2) in B. decumbens and the 963
hybrid, while, for the euchromatin epigenetic mark (H3K4me2), the
variation was higher in B. brizantha, B. decumbens and 963 hybrid. The
chromosome distribution of 5-mCyt was similar between B. brizantha and B.
decumbens, tetraploid and apomictic species, which differ from the
distribution observed in B. ruziziensis, a diploid and sexual species.
Significant alterations in DNA methylation were observed in the duplicated
B. ruziziensis and in the interspecific hybrids, possibly as a result of
hybridization and polyploidization process.

Keywords: Euchromatin. FISH. Forage. GISH. Heterochromatin.
Methylation.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Gramineas do g@énero Brachiaria (Trinius) Grisebach [(syn.
Urochloa Hochst. ex A. Rich.) R.D.Webster] reiinem cerca de 100 espécies
(RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996), sendo algumas de grande
importancia econémica como forrageiras (VALLE; JANK; RESENDE,
2009). Estima-se que aproximadamente 85% das éareas de pastagens
cultivadas no Brasil, utilizam cultivares de Brachiaria (MACEDO, 2006),
dentre as quais as de maior importancia agronémica sdo as apomiticas e,
geralmente, poliploides B. brizantha (Hochst. ex A. Rich.), B. decumbens
Stapf, B. humidicola (Rendle) Schweick e a diploide e sexual B. ruziziensis
(R. Germ & Evrard) (VALLE; PAGLIARINI, 2009).

As espécies do género Brachiaria tem despertado interesse para o
melhoramento genético, por sua ampla distribuicdo e adaptacdo no pais. Os
programas tém utilizado como estratégia a avaliacdo e selecdo de gendtipos
superiores, aléem de cruzamentos intra e interespecificos envolvendo B.
brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis tetraploidizada (SOUZA
SOBRINHO, 2005; VALLE; PAGLIARINI, 2009).

Apesar de existir grande semelhanca entre as espécies do género
Brachiaria e haver a possibilidade de se obter cruzamentos interespecificos,
estudos especificos sobre a relagdo gendmica dentro do género sdo escassos.
Nesse sentido, andlises citolégicas, morfolégicas e moleculares tém
contribuido para o estabelecimento de uma relacdo entre as espécies. Analise
de divergéncia genética baseada em caracteres morfologicos (ASSIS et al.,
2002; RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996), marcadores moleculares
RAPD (AMBIEL et al., 2010; TOHME et al., 1996) e ISSR (AZEVEDO et
al., 2011) e polimorfismo do espagador transcrito interno (ITS) do DNA
ribossomal (TORRES-GONZALEZ; MORTON, 2005), classificaram B.

ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha em um mesmo grupo.
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Adicionalmente, o pareamento cromossdmico na meiose em hibridos
(MENDES-BONATO et al., 2006; RISSO-PASCOTTO et al., 2004a)
também tém contribuido para avaliacdo das relacBes gendmicas entre as
espécies de Brachiaria. No entanto, ainda ndo ha clareza com relacédo a
caracterizagao/composicdo dos genomas, que foram, a principio, designados
a partir de estudos com meiose, com as iniciais dos nomes cientificos das
espécies, sendo genoma R para B. ruziziensis e genoma B para B. brizantha.

Analises de citogenética molecular, tais como, as técnicas de FISH e
GISH, fornecem um resultado visual e direto para a investigagdo da
composicdo e relagdo gendmica entre espécies, e tem sido amplamente
utilizadas para melhorar o conhecimento e diferenciacdo dos genomas de
plantas (WOLNY et al., 2011), solucionar alguns processos de evolugéo
cromossdmica, incluindo rearranjos estruturais (KSIAZCZYK et al., 2014) e
estudos sobre relacdes filogenéticas e gendmicas (KOPECKY et al., 2006;
REIS et al., 2014). A GISH ainda néo foi usada para discriminar 0s genomas
das espécies de Brachiaria, mas tem sido aplicada com essa finalidade em
alguns grupos importantes de gramineas, tais como, Pennisetum
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2013; REIS et al., 2014), Lolium e Festuca
(KOPECKY et al., 2009) e Setaria (ZAO et al., 2013).

Além das relagdes gendmicas, outro fator interessante a ser estudado
em espécies do género Brachiaria esta relacionado a aspectos epigenéticos,
no qual é possivel estudar a plasticidade gendmica das espécies. Os
mecanismos epigenéticos sdo capazes de alterar o padrdo temporal, espacial
e a abundancia da expressao génica, nos quais se destacam, a metilagdo do
DNA, as modificacdes de histonas e o0 RNA de interferéncia (SiRNA)
(CHEN; SHAOLEI; MENG, 2010). As modificacbes de histonas e a
metilagdo do DNA podem constituir marcas caracteristicas de determinadas
regides cromossdmicas, tais como regides eucromaticas e heterocromaticas
(FENG; JACOBSEN, 2011) que, respectivamente, caracterizam regides
ativas e inativas geneticamente. Assim, de forma semelhante aos estudos

realizados com outras espécies, tais como milho (HE et al., 2010) e
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Arabidopsis thaliana (VAUGHN et al., 2007), é plausivel o estudo da
distribuicdo nuclear e em nivel cromossémico, de marcas epigenéticas em
gendtipos como os de Brachiaria que apresentam diferentes modos de
reproducdo e que rellnam em seu processo evolutivo, eventos de
poliploidizacdo e hibridacdo interespecifica. A avaliacdo de espécies de
Brachiaria pode ser um bom modelo para estudar a plasticidade do genoma
em plantas de reproducgdo sexual e apomitica, diploide e tetraploides naturais
(alotetraploides) e induzidos (autotetraploides) e também em hibridos
interespecificos. Dentre as possibilidades de estudo, uma delas é realizar um
mapeamento de regides eucromaticas, heterocromaticas e silenciadas nos
cromossomos/genomas de  Brachiaria, utilizando a técnica de
imunolocalizacdo de histonas modificadas e metilacdo do DNA.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar as
relacbes gendmicas e aspectos epigenéticos em espécies de Brachiaria e

hibridos interespecificos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Brachiaria (Trinius) Grisebach: aspectos taxonémicos,

boténicos e citogenéticos

Gramineas do género Brachiaria (Trinius) Grisebach [(syn.
Urochloa Hochst. ex A.Rich.) R.D.Webster], pertencem a tribo Paniceae,
subfamilia Panicoideae e familia Poaceae, retinem cerca de 100 espécies de
gramineas (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996). Algumas espécies
apresentam grande importancia econdmica, como as forrageiras. Elas séo
amplamente distribuidas nos paises tropicais e subtropicais, com grande
concentragdo no continente africano, o qual é considerado seu centro de
origem. As plantas desse grupo se estabelecem em habitats muito variados,
desde varzeas inundaveis até regibes semidesérticas. A ocorréncia mais
comum, no entanto é em savanas, também chamada de “cerrados” (SOUZA
SOBRINHO, 2005; VALLE; PAGLIARINI, 2009).

Brachiaria foi descrita pela primeira vez por Trinius, em 1834, que a
classificou como uma subdivisdo de Panicum, e posteriormente, em 1953,
foi elevada a categoria de género por Grisebach (RENVOIZE; CLAYTON,;
KABUYE, 1996).

Brachiaria, Urochloa, Eriochloa e Panicum formam um grupo de
géneros que compartilham a via fotossintética C4 com a utilizacdo da enzima
PEP-CK (Fosfoenol Piruvato Carboxiquinase). No entanto, esses géneros
apresentam limites taxonémicos ainda indefinidos. As principais
caracteristicas que identificam o género Brachiaria, dentro da tribo
Paniceae, sdo as espiguetas ovais a oblongas, arranjadas em racemos
unilaterais, com a gluma inferior adjacente a raquis, em posicdo adaxial.
(PEREIRA et al., 2001; RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996). No
entanto, essas caracteristicas ndo sdo consistentes dentro do género, pois, as

vezes, elas sdo dificeis de distinguir.
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Os critérios taxondmicos utilizados, tanto em relacdo ao género
Brachiaria quanto as espécies componentes ndo sdo ainda bem definidos.
Com base em estudos da biologia floral foi sugerida uma nova nomenclatura
para algumas espécies, antes formalmente inseridas no género Brachiaria,
incluindo-as no género Urochloa. No entanto, por falta de informacdes
convincentes, esta nova sistematica tem sido utilizada em trabalhos recentes
como forma de sindnimos para algumas espécies do género Brachiaria,
sendo nomeadas Urochloa brizantha, Urochloa decumbens, Urochloa
dictyoneura, Urochloa humidicola e Urochloa ruziziensis (TORRES-
GONZALEZ; MORTON, 2005).

Além da confusdo taxondmica, ha também um problema de
identificacdo dentro do género. Segundo Mass (1996) o processo de
disseminagdo durante o intercdmbio de germoplasma das espécies de
Brachiaria, contribuiu para aumentar a confusdo na identificacdo dos
acessos, no qual um mesmo genoétipo foi distribuido com varios nomes
diferentes ou identificado de forma errada.

Estudos especificos sobre a relacdo gendmica dentro do género
Brachiaria sdo escassos, no entanto, analises citol6gicas, morfoldgicas e
moleculares tém contribuido para o estabelecimento de uma relacdo entre as
espécies.

Andlise de divergéncia baseada na avaliacdo de 24 caracteres
morfol6gicos classificou as principais espécies do género em trés diferentes
grupos: o primeiro constituido por B. brizantha, B. decumbens e B.
ruziziensis; o segundo por B. dictyoneura e B. humidicola; e o ultimo grupo
por espécies de B. jubata (ASSIS et al., 2002).

Estudos sobre a divergéncia genética utilizando marcadores
moleculares RAPD (AMBIEL et al., 2010) e ISSR (AZEVEDO et al., 2011)
incluiu genoétipos de B. ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha em um
mesmo grupo e B. humidicola foi separada em outro grupo. A proximidade
filogenética entre essas espécies foi reforcada em estudos sobre a filogenia

no género baseado em dados moleculares (espagador transcrito interno ITS1,
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5.8s e ITS2 do rDNA nuclear) e morfologicos (TORRES-GONZALEZ;
MORTON, 2005). Entretanto, com base em anélise de um conjunto de
sementes, viabilidade de mudas e pareamento cromossémico em hibridos,
Lutts, Ndikumana e Louant (1991) constataram que B. ruziziensis ¢ mais
estreitamente relacionada com B. decumbens do que B. brizantha.

O género é caracterizado por uma maioria de espécies poliploides e
apomiticas. A apomixia esta normalmente associada a poliploidia e esta, por
sua vez, frequentemente resulta em irregularidades meidticas levando a
baixa fertilidade do polen. O modo de reproducdo sexual, geralmente é
encontrado no nivel diploide e esta associado ao pareamento e divisao
cromossdmica regular (PEREIRA et al., 2001; VALLE; PAGLIARINI,
2009). A apomixia descrita é do tipo aposporica, e 0 saco embrionario do
tipo Panicum com quatro ndcleos, enquanto as plantas sexuais apresentam
sacos embrionéarios do tipo Polygonum, com oito ou mais ndcleos (VALLE;
GLIENKE; LEGUISAMON, 1994).

As plantas do género Brachiaria, geralmente sdo caracterizadas por
serem robustas, cespitosas, com 1,5 a 2,0 m de altura, colmos inicialmente
prostrados. Seus rizomas sdo geralmente muito curtos e retorcidos, as
inflorescéncias podem atingir até 40 cm de comprimento, com 4 a 6
racemos, medindo de 7 a 10 cm de comprimento, e sdo geradas a partir de
colmos eretos. Possuem bainhas pilosas e as laminas foliares sdo linear-
lanceoladas, esparsamente pilosas na face ventral e glabras na face dorsal
(SEIFFERT, 1984).

As espécies caracterizam-se por apresentar numero bésico de
cromossomos x = 6, 7, e 9, com predominancia de x=9 (DARLINGTON;
WYLIE, 1955; DUJARDIN, 1979; MORRONE; ZULOAGA, 1992; RISSO-
PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE, 2006; VALLE; SAVIDAN, 1996).
Valle e Pagliarini (2009) sumarizaram os dados encontrados na literatura
sobre o nivel de ploidia de algumas dessas espécies, das quais as de maior
interesse agrondmico e econdmico sdo: B. brizantha (2n = 2x = 18; 2n = 4x
= 36; 2n = 5x = 45 ou 2n = 6x = 54), B. decumbens (2n = 2x = 18 ou 2n = 4x
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= 36), B. dictyoneura (2n = 4x = 36 e 2n = 6x = 54), B. humidicola (2n = 6x
=36, 2n = 7x =42 e 2n = 9x = 54) e B. ruziziensis (2n = 2x = 18).

A caracterizacdo cromossdmica foi realizada por Bernini e Marin-
Morales (2001) em 12 acessos de cinco espécies de Brachiaria. Os autores
relataram varia¢fes no nimero cromossémico em B. decumbens (2n = 18 e
36) e em B. humidicola (2n = 36, 42 e 54). B. jubata e B. brizantha
apresentaram 2n = 36 e B. ruziziensis, 2n = 18. Os cari6tipos foram
classificados como simétricos, com tendéncia & assimetria em direcdo aos
poliploides. Além disso, foi sugerido também que alteragdes estruturais
como delecdes e adigdes e, principalmente, a poliploidia esta envolvida na
evolucéo desse género.

De acordo com Valle e Savidan (1996), plantas naturalmente
diploide de B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis exibem meiose
regular, com a formacdo de nove bivalentes e modo sexual de reprodug&o.
As plantas tetraploides apresentam meiose bastante irregular, com a
formagé&o frequente de univalentes a tetravalentes, e a apomixia como modo
de reproducéo.

Apesar de existir grande semelhanca entre espécies do género e
haver a possibilidade de se obter cruzamentos interespecificos, a analise
meidtica de hibridos, obtidos por cruzamentos interespecificos utilizando-se
gendtipos tetraploides artificiais de B. ruziziensis como genitores femininos
e gendtipos tetraploides de B. brizantha e B. decumbens como genitores
masculinos, tem revelado uma alta frequéncia de anormalidades meioticas
sendo, a maioria delas, na meiose | e relacionadas & segregacdo irregular de
cromossomos, tipica de poliploides (ADAMOWSKI; PAGLIARINI;
VALLE, 2008; FELISMINO et al., 2008; FELISMINO; PAGLIARINI;
VALLE, 2008; FUZINATTO; PAGLIARINI; VALLE, 2007, 2008;
MENDES-BONATO et al, 2004, 2006; MENDES-BONATO;
PAGLIARINI; VALLE, 2006, 2007; RISSO-PASCOTTO et al., 2004a,
2004b; RISSO-PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE, 2005).
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Mendes-Bonato et al. (2006) relataram uma reduzida afinidade entre
0s genomas parentais em hibridos de B. brizantha x B. ruziziensis, o qual
frequentemente formou bivalentes distribuidos em duas placas metafasicas,
sugerindo assim, a ocorréncia do pareamento cromossémico dentro do
mesmo genoma, denominados genoma R (B. ruziziensis) e genoma B (B.
brizantha). Assincronia de ambos 0s genomas parentais foi relatado em um
hibrido triploide (2n = 3x = 27) de B. brizantha x B. ruziziensis, onde o
genoma R (genitor feminino) permaneceu atrasado em relacdo ao genoma B
(genitor masculino) e foi eliminado em micrdsporos na tétrade (RISSO-
PASCOTTO et al., 2004a).

No entanto, o comportamento meidtico em hibridos interespecificos
ndo é sempre idéntico, analises meidticas do pareamento cromossdmico na
diacinese em hibridos demonstram comportamento genotipo especifico, ou
seja, a afinidade gendmica estd relacionada com a base genética dos
genotipos envolvidos no cruzamento. Adamowski, Pagliarini e Valle (2008),
por exemplo, observaram uma alta frequéncia de multivalentes na diacinese
em hibridos de B. brizantha x B. ruziziensis, demonstrando que as espécies
sdo relacionadas e a introgressdo génica entre elas é possivel por meio da
recombinagao.

Utilizando a citometria de fluxo para avaliacdo de uma colecdo de
Brachiaria com relagdo ao conteldo de DNA nuclear e o nivel de ploidia
correspondente, Penteado et al. (2000) detectaram a presenca de variagdo
intra e interespecifica na quantidade de DNA e nos niveis de ploidia, além de
encontrarem pela primeira vez, a presenca de pentaploides naturais no
género.

O tamanho do genoma de quatro espécies de Brachiaria foi
estimado por Ishigaki et al. (2010) utilizando a citometria de fluxo. O
resultado foi expresso em valor C e diferiu entre as cultivares analisadas,
aumentando de acordo com o nivel de ploidia. Os maiores valores foram
encontrados em poliploides apomiticos (B. decumbens tetraploide 1633 Mpb
C, B. brizantha tetraploide 1404 Mpb C™, B. brizantha pentaploide 1743
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Mpb C* e B. humidicola hexaploide 1953 Mpb C™) ja a espécie diploide
sexual apresentou menor valor C (B. ruziziensis 615 Mpb C™). Esses
resultados demonstram que o tamanho do genoma depende do nivel de
ploidia e modo de reproducdo em Brachiaria. A caracterizacdo do nivel de
ploidia por meio da citometria de fluxo também foi estimado por Timbo et
al. (2014) nas espécies comerciais B. ruziziensis, B. decumbens e B.
brizantha, que apresentaram quantidade média de DNA igual a 1,74 pg
(picogramas), 3,74 pg e 3,52 pg, respectivamente.

O uso da técnica de FISH (Fluorescent in situ hybridization) em
analise citogenética de Brachiaria, permitiu o mapeamento fisico de
sequéncias heter6logas de rDNA, associado com a cariotipagem
convencional em acessos de B. brizantha sexual diploide (BRA 002747) e
apomiticos tetraploides (BRA 000591), onde evidenciou-se a Ultima sendo
de origem alopoliploide. Com base nos resultados e no conhecimento
anterior sobre a apomixia em B. brizantha, os autores sugeriram que a
origem da apomixia foi provavelmente uma consequéncia da hibridagéo
(NIELEN et al., 2010).

A coexisténcia de diferentes genomas, ou seja, alopoliploidia nas
espécies de Brachiaria também foi evidenciado nos estudos de Akiyama,
Yamada-Akiyama e Ebina (2010) através da técnica de FISH. Os autores
observaram diferengas no nimero de loci 5S ndo apenas entre espécies, mas
também dentro das espécies.

A variacdo observada no nimero de cromossomos, na quantidade de
DNA nuclear, aliada as irregularidades meidticas presentes nos poliploides,
sugerem que em Brachiaria tenha ocorrido a alopoliploidiza¢do de genomas
distintos ou ocorreu diferentes processos de poliploidizagdo na historia
evolutiva do género, assim como em outras gramineas (VALLE; SAVIDAN,
1996).



19

2.2 Avaliagdes citogenéticas no melhoramento de Brachiaria

Plantas forrageiras possuem um importante papel na agropecuaria,
sendo utilizadas como fonte nutritiva para o gado. Nesse sentido, gramineas
forrageiras como as do género Brachiaria desempenham um papel
primordial na producdo de carne e de leite no Brasil, inicialmente por
viabilizarem a pecuaria em solos 4cidos e fracos (ARAUJO; DEMINICIS;
CAMPQOS, 2008) e atualmente por possuir espécies com resisténcia a
cigarrinha das pastagens (SOUZA SOBRINHO; AUAD; LEDO, 2010) e por
compor sistemas de integracdo Lavoura-Pecuaria-Floresta  (iLPF)
(MACHADO; BALBINO; CECCON, 2011).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica -
IBGE (2006), as areas de pastagens sdo de aproximadamente 170 milhdes de
hectares e estima-se que, aproximadamente, 85% dessas areas utilizam
cultivares de Brachiaria (MACEDO, 2006), dentre as quais, as de maior
importancia agrondmica sdao as apomiticas e, geralmente, poliploides B.
brizantha (Hochst. ex A. Rich.), B. decumbens Stapf, B. humidicola (Rendle)
Schweick e a diploide e sexual B. ruziziensis (R. Germ & Evrard). Por sua
ampla distribuicdo e adaptacdo, algumas espécies de Brachiaria tem
despertado interesse para 0 melhoramento genético (VALLE; PAGLIARINI,
2009).

Os programas de melhoramento tém utilizado como principal
estratégia a avaliagdo e selecdo de genotipos superiores, além de
cruzamentos intra e interespecificos envolvendo B. brizantha, B. decumbens
e B. ruziziensis tetraploidizada (SOUZA SOBRINHO, 2005; VALLE;
PAGLIARINI, 2009). Desta forma, buscam-se obter hibridos persistentes
que relnam caracteristicas desejaveis de genitores agronomicamente
promissores, tais como adaptacdo a solos acidos, alta produtividade, bom
valor nutritivo e resisténcia a cigarrinha-das-pastagens (PEREIRA et al.,
2001).
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Uma das limitagbes do melhoramento via hibridacdo no género
Brachiaria é a diferenga de ploidia entre as plantas sexuais e apomiticas
(ARAUJO, 2005) o que dificulta os cruzamentos, gerando um baixo nimero
de hibridos e com alto grau de esterilidade (VALLE et al., 2004). Sendo
assim, uma estratégia interessante tem sido a tetraploidizacdo artificial da
espécie diploide e sexual B. ruziziensis, para possibilitar a realizagdo de
hibridacGes interespecificas com genotipos tetraploides e apomiticos de B.
brizantha e B. decumbens (ISHIGAKI et al., 2009) e assim explorar a
variabilidade genética para a selecdo de materiais superiores (PEREIRA et
al., 2001; SOUZA SOBRINHO, 2005).

A inducéo da poliploidia é feita utilizando substancias antimitdticas,
tais como a colchicina, um alcaloide amplamente utilizado em espécies
forrageiras (PEREIRA et al., 2012). Nesse sentido, varios trabalhos foram
desenvolvidos em Brachiaria, a partir de sementes germinadas in vivo
(SWENNE; LOUANT; DURJARDIN, 1981; TIMBO et al., 2014), pelo
cultivo in vitro de sementes germinadas e maltiplos brotos (ISHIGAKI et al.,
2009) e segmentos basais (PINHEIRO et al., 2000; SIMIONI; VALLE,
2009).

A primeira cultivar hibrida de Brachiaria lancada foi a cultivar
Mulato |, que reuniu caracteristicas favoraveis de B. ruziziensis e B.
brizantha cv. Marandu (SOUZA SOBRINHO, 2005). Posteriormente, o
CIAT (Centro Internacional de agricultura Tropical) langou a cv. Mulato I1.
Esse hibrido é o resultado de trés geragBes de cruzamento e selegdo,
iniciados com o cruzamento de B. ruziziensis x B. decumbens. As progénies
sexuais deste primeiro hibrido foram cruzadas com acessos de B. brizantha,
0 que permitiu a selecdo de um clone apomitico que se converteu na cv.
Mulato 1, a qual foi caracterizada como uma graminea de alta qualidade e
producdo forrageira, resistente as cigarrinhas e adaptada aos solos tropicais
acidos e bem drenados (ARGEL et al., 2007).

O melhoramento via hibridacdo depende do desenvolvimento de

métodos seguros para certificagdo dos cruzamentos e identificagdo de



21

hibridos obtidos, uma vez que, em Brachiaria, ndo se faz emasculacdo
prévia ao cruzamento e, portanto, algumas plantas da progénie podem ser
fruto de autofecundacdo. Entre as possibilidades, ha os descritores
morfol6gicos, no entanto, estes podem sofrer influéncia do ambiente além de
s6 poderem ser aplicados na planta adulta, apds o florescimento (PEREIRA
etal., 2001).

Outra possibilidade sdo os marcadores moleculares, considerados
como ferramenta segura e precoce para identificacdo de hibridos. Além de
acessarem diretamente o genétipo da planta, os marcadores ndo sofrem
influéncia do ambiente e podem ser utilizados em qualquer estagio de
desenvolvimento (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998; SILVA et al,
2005). Atualmente, a Embrapa Gado de Leite vem testando marcadores do
tipo SSR (Simple Sequence Repeats) ou microssatélites especificos para
Brachiaria. Estes marcadores sdo codominantes, por isso sdo considerados
ideais para a certificacdo de hibridos (FERREIRA; GRATAPAGLIA,
1998).

Esta avaliagdo também pode ser realizada através da anélise
citogenética convencional, no entanto, o hibrido apresenta 0 mesmo ndmero
cromossémico dos parentais (2n = 4x = 36) e esta avaliagdo devera ser feita
com base em diferengas na morfologia cariotipica, conforme estudos
realizados por Bernini e Marin-Morales (2001).

Alternativamente, a identificacdo de hibridos pode ser realizada por
meio da Hibridizacéo in situ gendbmica (GISH). Esta técnica permite que os
cromossomos de diferentes genitores em plantas hibridas sejam
diferencialmente identificados (GUERRA, 2004; RAINA; RANI, 2001),
além de possibilitar o entendimento de outros fendmenos decorrentes do
evento de hibridizacdo e poliploidizacdo, como 0s rearranjos gendmicos e
eliminacdo cromossémica, bem como para entender as relacdes gendmicas
entre as espécies do género. No entanto, ndo ha relatos sobre a utilizacdo

dessa técnica em espécies e hibridos de Brachiaria.
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Em alguns grupos de plantas, tais como, Pennisetum (ANDRADE-
VIEIRA et al., 2013; REIS et al., 2014), Lolium e Festuca (CAO et al., 2000;
KOPECKY et al., 2006; KSIAZCZYK; TACIAK; ZWIERZYKOWSKA,
2010) e trigo (GERMAND et al., 2005) tem-se utilizado sondas gendmicas
gue sdo formadas pelo DNA gendmico total de uma espécie, para distinguir
0s cromossomos oriundos de diferentes parentais, em hibridos
interespecificos ou em espécies alopoliploides (GUERRA, 2004; RAINA,;
RANI, 2001).

A técnica de GISH foi desenvolvida originalmente para demonstrar
gue os genomas parentais de um hibrido entre Hordeum chilense e Secale
africanum podiam ser reconhecidos durante todo o ciclo celular e que
ocupavam diferentes dominios no nucleo interfasico (SCHWARZACHER et
al., 1989). Pefialoza e Pozzobon (2007) destacam as aplicacfes de GISH na
caracterizacdo de genomas e cromossomos em poliploides hibridos, plantas
hibridas, alopoliploides parciais, assim como na identificagdo de
translocagdes e inversdes, contribuindo desta forma para o entendimento dos
processos que levaram a especiacao.

Varios estudos ja utilizaram as técnicas de hibridizacdo fluorescente
e gendmica in situ (FISH e GISH) para melhorar o conhecimento e
diferenciagdo do genoma da planta (WOLNY et al, 2011;
ZWIERZYKOWSKI et al., 2008), solucionar alguns processos de evolugao
cromossdmica, incluindo rearranjos estruturais (KOPECKY et al., 2006;
KSIAZCZYK et al, 2014) e estudos sobre relagdes filogenéticas e
gendmicas (KOPECKY et al., 2006; REIS et al., 2014). A GISH fornece um
resultado visual e direto para investigacdo da composicdo e relacdo

gendmica entre espécies.

2.3 Organizacgdo da cromatina e epigenética

Em eucariotos, 0 DNA nuclear esta associado com histonas e outras

proteinas em uma complexa estrutura denominada cromatina. O
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nucleossomo é a unidade fundamental da cromatina, que consiste em um
centro proteico no qual o0 DNA enrola-se em, aproximadamente, 1,7 voltas
com aproximadamente 147 pares de bases (Pb). O centro proteico é
composto por um octdmero das quatro principais histonas (H3, H4, H2A,
H2B), sendo que as histonas H2A e H2B formam dois dimeros e as histonas
H3 e H4 formam um tetramero (JIN et al., 2008; KOUZARIDES, 2007). Os
nucleossomos adjacentes sdo interligados por uma dupla fita de DNA livre,
denominado DNA de ligacdo, com comprimento que varia de 15 a 55 pb
(HESLOP-HARRISON, 2000).

Dois tipos de fibra de cromatina podem ser encontradas: a fibra de
10 nm de didmetro, que ¢ uma cadeia flexivel com aspecto de “colar de
contas”, onde cada esfera corresponde a um nucleossomo, e a fibra de 30
nm, em que 0s nucleossomos sdo dobrados em um arranjo solendide com,
aproximadamente, seis nucleossomos por volta. Tal conformacéo é facilitada
pela histona H1 situada imediatamente adjacente ao nucleossomo (LEWIN,
2004). O solendide dobra-se sobre si préprio formando algas sobre um
esqueleto central proteico (escaf6ide), gerando os cromémeros (300 nm). O
fio formado pelo conjunto de cromdémeros sofre pelo menos duas
espiralizacbes sucessivas para formar o cromossomo metafasico com 1400
nm (GUERRA, 1988; LEWIN, 2004).

Com relagdo & cromatina, 0 genoma dos eucariotos é organizado em
duas regides distintas, a eucromatina e a heterocromatina, que sao
citologicamente caracterizadas por diferentes graus de compactacdo da
cromatina e por modificagdes pos-sintese de histonas e DNA metilado. Estes
eventos estdo relacionados com o controle da expressdo génica e
comportamento dos cromossomos durante a divisdo celular (BANNISTER;
KOUZARIDES, 2011; FUCHS et al., 2006). Segundo Lodish et al. (2014) a
cromatina em regiGes cromossdémicas que ndo estdo sendo transcritas
encontra-se sob a forma condensada, em fibra de 30 nm ou em uma estrutura
mais condensada, enquanto que as regifes da cromatina transcricionalmente

ativas encontra-se na forma distendida de fibra de 10 nm.
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Durante o ciclo celular, a cromatina passa por intensos rearranjos
estruturais e espaciais. Tais modificagBes estdo associadas as principais
funcBes das células: replicacdo do genoma, transcricdo e condensacdo
cromossdmica (BRADBURY, 1992). Na intérfase, quando as células ndo
estdo se dividindo a cromatina encontra-se dispersa no nucleo. Na divisao
celular, ocorre um processo de compactagdo dando origem aos cromossomos
(HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2011).

O termo heterocromatina, proposto por Heitz em 1928, descreve as
regibes cromossdmicas que permanecem condensadas durante todo o ciclo
celular. Pode ser dividida em heterocromatina facultativa e a constitutiva. A
heterocromatina facultativa ocorre em apenas um dos cromossomos do par, e
é ativo em apenas um curto periodo de tempo do ciclo de vida, mantendo-se
epigeneticamente reprimido e heterocroméatico o restante da vida do
individuo, como por exemplo o cromossomo X inativo das fémeas de
mamiferos. A heterocromatina constitutiva ocorre no par de cromosomos
homoélogos e normalmente é transcricionalmente inativa. E constituida por
sequéncias de DNA altamente repetitivas, contém poucos genes e é
encontrada em centrémeros e teldomeros (BANNISTER; KOUZARIDES,
2011; SUMNER, 2003).

A heterocromatina desempenha um papel importante na manutencao
de milhares de genes e elementos de DNA seletivamente reprimidos. Varias
interacbes moleculares, tais como metilagdo de DNA e modificagdes de
histonas, bem como o recrutamento de complexos de proteinas, sdo
necessarias para iniciar e manter o estado reprimido da heterocromatina ao
longo das divisdes celulares (FRANSZ; HOOPEN; TESSADORI, 2006).

A eucromatina, em contraste com a heterocromatina, € uma regido
do cromossomo menos condensada, com genes ativos e que alterna regides
com maior e menor densidade de genes. Algumas regides da eucromatina
sdo enriquecidas com determinadas modificagbes de histonas, enquanto
outras regiBes parecem relativamente desprovidas de modificagdes. Em

geral, essas modificagdes ocorrem em “ilhas”, que tendem a ser regides que
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regulam a transcri¢do ou sdo os locais de transcrigéo ativa (BANNISTER,;
KOUZARIDES, 2011; SUMNER, 2003).

O remodelamento da cromatina pode impedir ou facilitar a ligacéo
dos fatores de transcricdo aos seus sitios, promovendo o silenciamento ou a
ativacdo génica. Este modo de regulacdo génica conhecido como regulacéo
epigenética refere-se principalmente as alteracOes hereditarias que néo estdo
associadas a sequéncia de DNA, mas podem ser confiavelmente passadas de
uma geragdo para a proxima (FUCHS et al., 2006; LEWIN, 2004). Existem
varios mecanismos epigenéticos de heranca, como a metilagdo do DNA,
modificagdes de histonas, RNA de interferéncia (SiRNA), paramutacdo,
arranjo de nucleossomos, e outros (CHEN; SHAOLEI; MENG, 2010).

Além das histonas, a cromatina durante a intérfase é composta por
um complexo de proteinas incluindo fatores de transcricdo, grupos de
proteinas de alta mobilidade, topoisomerases e polimerases de RNA e DNA
(KOSHLAND; STRUNNIKOV, 1996).

Uma caracteristica das histonas e, em particular, de sua cadeia de
aminodcidos terminais, denominada "cauda" N-terminal, € o grande nimero
e tipo de modificacdes pos-traducionais (PTMs) que apresentam.
Modificagdes pds-traducionais podem também ocorrer no nucleo das
histonas, no entanto, devido a restricdo estrutural da molécula ocorrem em
menor frequéncia (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). H& pelo menos
oito diferentes tipos de alteracfes encontradas em histonas, tais como
metilacdo, acetilacdo, fosforilagdo, ubiquitinacdo, sumoilacdo, ADP-
ribosilacdo, deiminacdo e isomerizagdo de prolina, que geralmente estdo
associadas com funcgfes distintas (CHEN; SHAOLEI; MENG, 2010;
KOUZARIDES, 2007). As modificagdes das histonas sdo os principais
fatores determinantes do controle epigenético que regula a ativacdo génica e
as modificagdes da cromatina durante os ciclos celulares.

A adequada condensacdo cromossdmica é essencial para a correta
segregacdo durante a mitose e meiose. Além da modificacdo de histonas,

outras proteinas ndo histonas também estdo envolvidas no processo de
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condensagdo dos cromossomos, como a topoisomerase Il, o complexo
condensina e a coesina (MOSER; SWEDLOW, 2011).

A metilacdo do DNA que ocorre diretamente sobre a cadeia de
nucleotideos, é o tipo mais estavel de modificacdo epigenética. Normalmente
esta relacionado com o silenciamento génico e também pode alterar o padréo
de modificagdo de histonas, resultando na condensagdo da cromatina. A
metilagdo do DNA ¢ estabelecida, mantida e modificada por uma série de
enzimas especificas e geralmente é transferida para a proxima geracdo
durante a mitose ou meiose (HE; ELLING; DENG, 2011).

2.4 Modificagdes pds-traducionais das histonas e metilagdo do DNA

As modificagdes pos-traducionais nas histonas ou a combinacdo de
modificagdes (JIN et al., 2008) e a metilacdo do DNA (LAW; JACOBSEN,
2010), implicam em diferentes efeitos na estrutura e fungdo da cromatina e
sdo correlacionadas com funcgdes bioldgicas particulares, tais como a
ativacdo ou silenciamento génico. Este modo de regulacdo génica tem sido
referido como “regulagdo epigenética” que denota um estado herdavel da
estrutura da cromatina, ndo associado a sequéncia do DNA. Apesar de
reversivel, uma vez que a estrutura da cromatina é estabelecida por essas
modificagdes, esta pode persistir através das divisGes celulares e ser
conservada ao longo das geragoes (FUCHS et al., 2006).

As histonas e o DNA sdo modificados por enzimas especificas
modificadoras de histonas (EMH) e de DNA, respectivamente. As enzimas
modificadoras de histonas juntamente com os complexos remodeladores de
cromatina e a metilacdo de DNA sdo componentes que ajudam a compactar
e organizar o genoma em diferentes dominios de cromatina. Esta
organizagdo interfere em muitos aspectos do comportamento cromossémico,
como a transcricdo, a recombinacdo e o reparo do DNA (KUO; ALLIS,
1998).
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Em contraste com o DNA, onde a metilagdo das citosinas é a Unica
marca covalente identificada, as caudas N-terminal das histonas estdo
sujeitas a uma variedade de modificagBes pds-sintese, sendo assim, o efeito
de cada modificacdo de histonas (metilacdo, acetilacdo, fosforilacéo,
ubiquitinacdo, sumoilacdo, ADP-ribosilacdo, deiminacdo e isomerizacdo de
prolina) depende do aminoacido modificado, da sua posicdo na cadeia de
polipeptideo e da presenca de outras modificagdes na histona (FUCHS et al.,
2006). A variedade das modificacGes e o elevado nimero de residuos de
aminoéacidos que podem ser modificados nas histonas (mais de 60 residuos
diferentes) fornecem um “cédigo de histonas”, uma vez que a correlagdo
dessas alteragdes e suas combinagdes de modificagdes determinam fungdes
especificas (KOUZARIDES, 2007). Assim, qualquer alteracdo na carga da
histona tera, sem duavidas, consequéncia estrutural para a arquitetura da
cromatina.

Embora as histonas e suas modificacbes por enzimas sejam
conservadas, varios estudos tém demonstrado que a distribuicdo
cromossdmica das modificacbes individuais ou conjuntas (acetilacdo,
metilacdo e fosforilacdo) pode diferir ao longo do ciclo celular, bem como
entre grupos de eucariotos (FUCHS et al., 2006; HOUBEN et al., 2003).

As modificagbes de histonas, assim como a modificagdo no DNA
(metilacdo das citosinas) podem constituir marcas caracteristicas de
determinadas regiGes cromossémicas. Por exemplo, a acetilagdo das lisinas 5
e 8 da histona H4 e a metilagéo da histona H3 na lisina 4 s&o encontradas nas
regides eucrométicas dos cromossomos de insetos e plantas (DHAR,;
FUCHS; HOUBEN, 2009; TURNER, 1992). Por outro lado, a mono e
dimetilacdo da histona 3 na lisina 9 s@o0 marcas que ocorrem na
heterocromatina em plantas (DHAR; FUCHS; HOUBEN, 2009). J&
modificagdes no proprio DNA (metilagéo das citosinas) em cromossomos de
plantas e animais estdo associadas na maioria das vezes com a
heterocromatina (LAW; JACOBSEN, 2010).
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2.4.1 Metilagéo de histonas

A metilacdo das histonas €é catalisada pela enzima histona
metiltransferase (HMT), ocorre principalmente sobre as cadeias laterais da
lisina (posicgdes 4, 9, 17, 27, 36 e 79 da histona H3 e 20 e 59 da histona H4) e
arginina (posicgdes 2, 17 e 26 da histona H3 e 3 da histona H4), n&o altera a
carga da histona e geralmente esta associada com a inatividade transcricional
da cromatina, embora também possa estar correlacionada com sitios
transcricionalmente ativos no DNA. As lisinas podem ser mono, di ou tri-
metiladas, enquanto a arginina pode ser mono-metilada simetricamente ou
di-metilada assimetricamente (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011;
FUCHS et al., 2006).

A metilacdo de algumas isoformas da H3K4, H3K36 e H3K79
potencializa a transcricdo e sdo consideradas marcas de cromatina aberta,
enguanto que a metilacdo de isoformas de H3K9, H3K27 e H4K20 marcam
a estrutura da cromatina reprimida (ou da repressdo génica) (FUCHS et al.,
2006). Entretanto, a ocorréncia da maioria das histonas metiladas e sua
distribuicdo nuclear podem variar entre diferentes organismos (FUCHS et
al., 2006; HOUBEN et al., 2003).

Em Drosophila e algumas espécies de plantas, H3K9mel/me2 e
H3K27mel/me2 sdo enriquecidas nas regiBes cromossdmicas mais
condensadas (FUCHS et al., 2006). Em mamiferos, as histonas H3K9me3 e
H4K20me3 marcam preferencialmente a heterocromatina constitutiva
(SCHOTTA et al, 2004), enquanto a heterocromatina facultativa
representada pelo cromossomo X é marcada com H3K9/me2 e H3K27/me3
(ROUGEULLE et al., 2004). Nas espécies vegetais Costus spiralis e
Eleutherine bulbosa a marcagdo com o anticorpo contra H3K4me2 foi
observada nas regifes de condensacdo tardia, enquanto a marcacdo com
H3K9me2 foi mais intensa na cromatina de condensacdo precoce
(FEITOZA; GUERRA, 2011).



29

Embora algumas isoformas de histonas estejam associadas a
eucromatina ou heterocromatina, alguns autores tem observado que sua
distribuicdo pode estar relacionada ao tamanho e organizacdo do genoma
(HOUBEN et al., 2003). Houben et al. (2003) observaram que a metilacdo
da histona H3KO restrita a heterocromatina teve sua distribuicdo influenciada
pelo tamanho gendmico, diferente de H3K4, que ndo depende do tamanho
do genoma e é restrita citologicamente a eucromatina. Em Arabdopsis
thaliana, por exemplo, com tamanho gendmico em torno de ~170 Mpb,
observou-se que o0s pontos de metilagdo das histonas H3K9mel,2
H3K27mel,2 e H4K20mel foram restritos a heterocromatina organizada em
cromocéntros nos nucleos interfasicos, enquanto que metilacdo da H3K4
ocorria apenas na eucromatina, associada a atividade transcricional. Ao
contrario, em Vicia faba (~12.810 Mpb), a metilacdo da H3K9 foi uniforme
ao longo de todo o cromossomo, nao apresentando relacdo direta com a
heterocromatina.

Em um estudo de comparacdo entre cromossomos A e cromossomos
B do complemento cromossomico da  espécie  Brachycome
dichromosomatica, Marschner, Kumke e Houben (2007) verificaram que 0s
cromossomos B apresentam uma reducdo no nivel de metilacdo na histona
H3K4, indicando baixa atividade transcricional em relacdo aos cromossomos
tipo A. Os cromossomos B também apresentaram quantidade de
heterocromatina semelhante aos cromossomos A confirmado pela
imunocoloracdo das histonas H3K9 e H3K27. A reducdo no nivel de H3K4,
uma modificagdo ligada & atividade transcricional da cromatina ativa,
justifica em parte a observacdo de que os cromossomos B sdo geralmente
transcricionalmente inativos.

Vale ressaltar que, a metilacdo de histonas ndo apresenta uma regra
simples, pois ha excegdes como, por exemplo, a metilacdo nas lisinas 4 e 9
da histona H3, que podem apresentar tanto a atividade como o silenciamento
transcricional (FUCHS et al., 2006).
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2.4.2 Metilagédo de DNA

A metilacdo do DNA envolve a adi¢do (ligacdo covalente) de um
grupo metil ao carbono-5 da citosina, pela enzima DNA metiltransferase
(Mtases). Ocorre em sitios simétricos CpG (citosina seguida de uma
guanina) e CpNpG (N= A, C ou T) e em sitios assimétricos CpHpH (H=C,
AouT) (FENG et al., 2010; TSAFTASRIS et al., 2005). A metilacdo nesses
sitios pode promover o silenciamento génico e também alterar o padrdo de
modificagdo de histonas, resultando na condensagdo da cromatina
(JACKSON et al., 2004). O processo de desmetilacdo ocorre por acdo de
proteinas DNA glicosilases (PROBST; DUNLEAVY; ALMOUZNI, 2009) e
pode ocorrer como resultado de uma deficiéncia na manutencdo enzimatica
apos a replicacdo do DNA ou um processo enzimatico ativo envolvendo
glicosilases para proteger 0s genes de uma metilagdo potencialmente
deletéria (PENTERMAN et al., 2007).

A metilacdo do DNA exerce os seus efeitos através da repressao da
expressao génica. Estudos de numerosos genes tecido-especificos utilizando
diferentes técnicas mostraram uma clara correlagdo entre o estado de
metilagdo e atividade do gene. Em plantas, as evidéncias do papel da
metilagdo na supressdo da expressdo do gene, surgiu a partir de estudos
sobre a regulacdo de elementos transponiveis (FEDOROFF, 1996) e
silenciamento de transgene em plantas geneticamente modificadas
(PASZKOWSKI; WHITHAM, 2001).

Sequéncias de DNA repetidas em tandem, incluindo DNAs satélites
e DNA multicopias, geralmente sdo encontradas fortemente metiladas,
resultando em um alto nivel de condensacdo da cromatina, enquanto que o
processo de desmetilacdo leva a descondensacdo da cromatina (COLOT;
ROSSIGNOL, 1999).

Experimentos  utilizando  inibidores de  metiltransferases
demonstraram a relacdo positiva entre a metilacdo das citosinas e o

silenciamento génico, atraves de dois principais mecanismos (BIRD;
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WOLFFE, 1999; LEWIN, 2004). Sendo assim, a alteracdo na transcricdo
génica, como consequéncia da metilacdo do DNA pode ocorrer de duas
maneiras: impedindo fisicamente a ligacdo das proteinas transcricionais as
suas sequéncias regulatorias, afetando a expressdo génica ou o0 DNA
metilado em associagdo com outras proteinas recrutam histonas-desacetilases
e outras proteinas de remodelamento, que modificam as histonas, inativando
e silenciando determinadas regides da cromatina (BIRD; WOLFFE, 1999).

Embora na maioria dos casos, a metilacdo do DNA seja uma marca
epigenética estavel, niveis reduzidos de metilagdo podem ser observados
durante o desenvolvimento de plantas e mamiferos. Esta perda da metilacdo
pode ocorrer de forma passiva, através da replicacdo na auséncia de vias de
metilagdo de manutencdo funcional, ou ativamente, removendo citocinas
metiladas (LAW; JACOBSEN, 2010).

A metilagdo do DNA em plantas e animais, normalmente coincide
com a heterocromatina detectada pelo bandeamento-C, no entanto, existem
algumas excegdes. Em Allium cepa, a metilacdo ocorre preferencialmente
nas regides terminais detectadas com o bandeamento-C, mas foi detectada
também em alguns sitios proximais e intersticiais (RUFFINI-
CASTIGLIONE; GIRALDI; FREDIANI, 1995). Em Arabidopsis thaliana a
heterocromatina pericentromérica, composta de DNA repetido em tandem e
sequéncias dispersas é metilada em todos os cromossomos (FRANSZ;
HOOPEN; TESSADORI, 2006). Em Triticale a metilagdo do DNA ndao
apresentou uma posicao preferencial em regides cromossdmicas especificas,
sendo observada uma distribuicdo ndo uniforme ao longo dos cromossomos.
(CASTILHO et al., 1999).

Resultados obtidos em estudos com diferentes espécies de plantas
apoiam fortemente o conceito de que a metilacdo do DNA desempenha um
papel fundamental no controle da estrutura da cromatina. Em geral, a
metilachio do DNA foi observada nas regides de heterocromatina
pericentromérica, 0s quais estdo associados com elementos transponiveis e

outras sequéncias repetitivas (HE; ELLING; DENG, 2011). Isto sugere que
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uma das fungBes mais importantes da metilacdo do DNA € a supressdo da
atividade de transposons e a manutencéo da estabilidade do genoma (GOLL,;
BESTOR, 2005).

Entretanto, a metilacdo do DNA também foi encontrada em regides
totalmente eucromaticas, um grande nimero de proteinas que codificam para
genes sdo metiladas nas regides transcritas, em contraste com a baixa
frequéncia de metilacdo dentro das regiGes promotoras. Em sintese, o que é
consistente em todos os estudos é que had em todo o genoma significativa
metilagdo de DNA em transposons ou genes relacionados a transposons
(genes TE), pseudogenes e outras sequéncias repetitivas (HE; ELLING;
DENG, 2011).

O padrdo de variagdo na metilacdo do DNA entre espécies ja foi
investigado. Vaughn et al. (2007) realizaram uma comparacéo do padréo de
metilacdo do DNA em um Unico cromossomo entre dois ecotipos distintos
de Arabidopsis. Os autores encontraram um conservado padréo de metilacéo
de transposons e um diversificado padrdo de metilacdo génica entre os dois
ecotipos. Feng et al. (2010) realizaram a compara¢do do padrdo de metilacdo
de DNA do genoma entre oito espécies, incluindo trés de plantas
(Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e Populus trichocarpa). Um padréo de
metilagdo de DNA semelhante entre as espécies de plantas foi observado.
Todos os trés tipos de metilagdo de DNA (CG, CHG e CHH) foram
detectados. A metilacdo CHH foi distribuida amplamente no genoma de O.
sativa, ja em A. thaliana e P. trichocarpa foi enriquecida na heterocromatina
pericentromérica. Um maior nivel de metilacio CHG em sequéncias
repetitivas e elementos transponiveis foram observados em plantas lenhosas
(P. trichocarpa) em comparagdo com plantas herbéaceas (O. sativa e A.
thaliana). Os autores sugerem que a divergéncia na metilacio de DNA
ocorreu durante a evolugdo das espécies.

Pesquisa sobre respostas epigenéticas envolvendo a hibridagdo e a
formagcé&o de poliploides foi realizada no género Spartina. A hibridagéo entre

0 europeu hexaploide Spartina maritima e o americano hexaploide Spartina
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alterniflora ocorreu duas vezes no passado, o que resultou em dois hibridos
que sdo geneticamente uniformes. O estudo demonstrou que o0 genoma dos
hibridos tem sofrido uma intensa repadronizacdo da metilacdo quando
comparados a seus ancestrais. Além disso, uma porcentagem alta de
fragmentos recém metilados foram observados nos dois hibridos (SALMON;
AINOUCHE; WENDEL, 2005).
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RESUMO

Brachiaria pertence a familia Poaceae e compreende espécies com diferentes
niveis de ploidia e modo de reproducdo. Apesar da grande importancia
econdmica e agrondmica das espécies forrageiras e elevada frequéncia de
poliploides, estudos especificos sobre a constituicdo e relacdo gendmica
dentro do género Brachiaria sdo restritos. Nesse sentido, analises de
citogenética molecular podem auxiliar no conhecimento e diferenciacdo dos
genomas, uma vez que fornecem um resultado visual e direto para
investigacdo das relagdes filogenéticas das espécies. O objetivo do presente
estudo foi investigar as relagbes gendmicas entre B. ruziziensis, B.
decumbens, B. brizantha e hibridos interespecificos por meio da técnica de
hibridizagdo genébmica in situ (GISH) com DNA genémico total,
hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) com sequéncia de DNA repetitivo
rDNA 45S e 5S e a quantificacdo do tamanho do genoma nuclear por
citometria de fluxo. O hibrido 1863 (B. ruziziensis x B. brizantha)
apresentou nimero cromossémico (2n = 4x = 36), quantidade de DNA (3,24
pg) e sitios de rDNA (quatro sinais de 45S e sete sinais de 5S) conforme o
esperado a partir do cruzamento de B. ruziziensis e B. brizantha. O hibrido
cv. Mulato Il [(B. ruziziensis x B. decumbens) x B. brizantha)] também
apresentou 2n = 36 cromossomos, sete sinais de rDNA 5S, quatro sinais de
45S e um aumento no contetdo de DNA (3,83 pg) em relacdo a média dos
genitores (3,43 pg). No hibrido 963 (B. ruziziensis x B. decumbens), todas as
metafases apresentaram 2n = 38 cromossomos, excedendo 2 cromossomos
do esperado que representou um aumento de cerca de 0,29 pg (9%) de DNA,
considerando a média do contetdo de DNA dos genitores (3,33 pg) e a
presenca de cinco sinais de rDNA 45S e sete sinais de 5S. A andlise da
GISH nos hibridos permitiu identificar a ocorréncia de rearranjos e
diferencas da contribuicdo dos genomas genitores na constituicao do hibrido.
Com base nos resultados da GISH foi proposta a constituicdo gendmica de
B. brizantha (BBB'B"), B. decumbens (B'B'B’B?) e B. ruziziensis (B°B?). Os
genomas B, B' e B? foram considerados homedlogos, com menor afinidade
entre os genomas B e B%

Palavras chave: FISH. GISH. Citometria de fluxo. rDNA 5S. rDNA 45S.
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ABSTRACT

Brachiaria belongs to Poaceae family and comprises species with different
ploidy levels and reproduction mode. Despite the great economic and
agronomic importance of the forage species and high frequency of polyploid,
specific studies about genomic constitution and relationship within of the
Brachiaria genus are restricted. Accordingly, molecular cytogenetic analysis
can aid the understanding and differentiation of genomes, since they provide
a visual and direct result for investigation of the phylogenetic relationships
of species. The aim of this study was to investigate the genomic relationship
among B. ruziziensis, B. decumbens, B. brizantha and interspecific hybrids
by means of Genomic in situ Hybridization (GISH) with total genomic
DNA, Fluorescence in situ Hybridization (FISH) with repetitive sequences
of rDNA of 45S and 5S and quantification of the nuclear genome size by
means of flow cytometry. The hybrid 1863 (B. ruziziensis x B. brizantha)
presented chromosome number (2n = 4x = 36), DNA amount (3.24 pg) and
rDNA sites (four signals of 45S and seven signals 5S) as expected, from the
crossing between B. ruziziensis and B. brizantha. The hybrid cv. Mulato 11
[(B. ruziziensis x B. decumbens) x B. brizantha)] also presented 2n = 36
chromosomes, seven signals of 5S rDNA, four signals of 45S and an
increase in DNA content (3.83 pg) compared to the average of the parents
(3.43 pg). The hybrid 963 (B. ruziziensis x B. decumbens) presented all
metaphases with 2n = 38 chromosomes, exceeding 2 chromosomes
comparing to the expected number and an increase of 0.29 pg (9%) of DNA,
considering the average DNA content of the parents (3.33 pg ) and the
presence of five signals of 45S rDNA and seven signals of 5S. The analysis
of GISH in the hybrid indicated the occurrence of rearrangements and
difference of the contribution of genome parent in the constitution of hybrid.
Based on GISH results, was proposed the genomic constitution of B.
brizantha (BBB'B'), B. decumbens (B'B'B’B?) and B. ruziziensis (B°B?).
The genomes B, B' and B? were considered homeologous, with lower
affinity between the genomes B e B,

Keywords: FISH. Flow cytometry. GISH. 5S rDNA. 45S rDNA.
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1 INTRODUCAO

Gramineas do género Brachiaria (Trinius) Grisebach [(syn.
Urochloa Hochst. ex A.Rich.)) R.D.Webster], sdo membros da tribo
Paniceae, subfamilia Panicoideae e familia Poaceae, relinem cerca de 100
espécies (Renvoize et al., 1996), distribuidas por toda regido tropical e
subtropical, com grande concentragdo no continente Africano, incluindo
espécies com diferentes niveis de ploidia e modo de reproducdo, algumas de
grande importancia econdmica sendo utilizadas como forrageiras (Souza
Sobrinho, 2005; Valle e Pagliarini, 2009).

Atualmente, as espécies de Brachiaria que apresentam maior valor
agrondmico sdo as apomiticas e, geralmente, poliploides B. brizantha
(Hochst. ex A. Rich.), B. decumbens Stapf, B. humidicola (Rendle)
Schweick e a diploide e sexual B. ruziziensis (R. Germ & Evrard). Por sua
ampla variabilidade, distribuicdo e adaptacdo, algumas espécies de
Brachiaria tem despertado interesse para o melhoramento genético (Valle e
Pagliarini, 2009).

As espécies de Brachiaria caracterizam-se por apresentar nimero
basico de cromossomos x = 6, 7, e 9, com predominéancia de x=9 (Darlington
e Wylie, 1955; Dujardin, 1979; Morrone e Zuloaga, 1992; Valle e Savidan,
1996; Risso-Pascotto et al., 2006). A caracterizacdo cromossdmica de 12
acessos e cinco espécies demonstrou haver variagdo na morfologia
cromossdmica entre espécies e dentro de acessos de uma mesma espécie,
com o mesmo nivel de ploidia (Bernini e Marin-Morales, 2001).

Estudos especificos sobre a relacdo gendmica dentro do género
Brachiaria sdo restritos. Andlises citologicas, morfolégicas e moleculares
tém contribuido para o estabelecimento de uma relagdo entre as espécies.
Anélise de divergéncia genética baseada em caracteres morfoldgicos

(Renvoize et al., 1996; Assis et al., 2002), marcadores moleculares RAPD
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(Tohme et al., 1996; Ambiel et al., 2010) e ISSR (Azevedo et al., 2011)
classificaram B. ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha em um mesmo
grupo. A proximidade filogenética entre essas espécies foi confirmada por
estudos sobre a filogenia no género baseado em dados moleculares
(espacador transcrito interno ITS1, 5.8s e ITS2 do rDNA nuclear) e
morfol6gicos (Torres Gonzélez e Morton, 2005). No entanto, ainda ndo ha
clareza com relagdo a caracterizagdo/composic¢do dos genomas, que foram a
principio designados, a partir de estudos com meiose, com as iniciais dos
nomes cientificos das espécies, sendo genoma R para B. ruziziensis e B para
B. brizantha.

Além dessas informacdes, 0 pareamento cromossdmico ha meiose
em hibridos interespecificos € um bom método para avaliar as relagdes
gendmicas entre espécies e auxiliar no estabelecimento da filogenia no
género. Apesar de existir grande semelhanca entre as espécies de Brachiaria
e haver a possibilidade de cruzamentos interespecificos, em analise meidtica
Mendes-Bonato et al. (2006b) relataram uma reduzida afinidade entre os
genomas parentais em hibridos de B. brizantha x B. ruziziensis, o qual
frequentemente formou bivalentes distribuidos em duas placas metafésicas,
sugerindo assim, a ocorréncia do pareamento cromossémico intragenoma,
denominados genoma R (B. ruziziensis) e genoma B (B. brizantha). A
assincronia entre 0os genomas parentais foi também relatado em um hibrido
triploide (2n = 3x = 27) de B. brizantha x B. ruziziensis, onde o0s
cromossomos do genoma R (genitor feminino) permaneceram atrasados em
relagdo aos do genoma B (genitor masculino) e foram eliminados em
microsporos na tétrade (Risso-Pascotto et al., 2004).

No entanto, o comportamento mei6tico em hibridos interespecificos
ndo é sempre idéntico, anélises meidticas do pareamento cromossémico na
diacinese em hibridos demonstraram comportamento genétipo-especifico, ou
seja, a afinidade gendmica estd relacionada com a base genética dos
gendtipos envolvidos no cruzamento, o que tende a dificultar a definicdo das

relacBes genémicas (Valle e Pagliarini, 2009). Adamowski et al. (2008), por
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exemplo, observaram uma alta frequéncia de multivalentes na diacinese em
hibridos de B. brizantha x B. ruziziensis, demonstrando que as espécies sdo
relacionadas e a introgressdo génica entre elas é possivel por meio da
recombinacdo.

Anadlises de citogenética molecular, tais como, as técnicas de FISH e
GISH tem sido amplamente utilizadas para melhorar o conhecimento e
diferenciagdo dos genomas de plantas (Zwierzykowski et al., 2008; Wolny et
al., 2011), solucionar alguns processos de evolu¢do cromossdmica, incluindo
rearranjos estruturais (Kopecky et al., 2006; Ksigzczyk et al., 2014) e
estudos sobre relacdes filogenéticas e gendmicas (Kopecky et al., 2006; Reis
et al., 2014). A GISH fornece um resultado visual e direto para investigacdo
da composicao e relacdo gendmica entre espécies. Essa técnica ainda néo foi
usada para discriminar os genomas das espécies e hibridos de Brachiaria,
mas tem sido aplicada com essa finalidade em alguns grupos importantes de
gramineas, tais como, Pennisetum (Andrade-Vieira et al., 2013; Reis et al.,
2014), Lolium e Festuca (Cao et al., 2000; Kopecky et al., 2009), Triticeae
(Anamthawat-Jonsson et al., 1990), Brachypodium (Wolny e Hasterok,
2009) e Setaria (Benabdelmouna et al., 2001; Zhao et al., 2013).

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi investigar as
relacbes gendmicas entre B. ruziziensis, B. decumbens, B. brizantha e
hibridos interespecificos por meio da técnica de hibridizacdo genémica in
situ (GISH) com DNA genbmico total. Adicionalmente, a hibridizaco
fluorescente in situ (FISH) com sequéncia de DNA repetitivo 45S e 5S
rDNA e a quantificacdo do tamanho do genoma nuclear por citometria de
fluxo foram realizadas nos hibridos interespecificos para auxiliar no

estabelecimento das relagdes gendmicas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As avaliacbes foram feitas em plantas sexuais de Brachiaria
ruziziensis (cultivar Kennedy e gen6tipo tetraploidizado obtido por Timbo et
al. (2014b) na Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil), nas
apomiticas Brachiaria brizantha (cultivar Marandu) e Brachiaria decumbens
(cultivar Basilisk) e em hibridos interespecificos experimentais oriundos do
cruzamento entre B. ruziziensis x B. decumbens (identificacdo: H963), B.
ruziziensis x B. brizantha (identificacdo: H1863) e o hibrido triespecifico
comercial entre B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha (cultivar
Mulato 11/Convert HD364). Este ultimo hibrido é o resultado de trés
geracGes de cruzamento e selecdo, iniciados com o cruzamento de B.
ruziziensis x B. decumbens. As progénies sexuais deste primeiro hibrido
foram cruzadas com acessos de B. brizantha, o que permitiu a selecdo de um
clone apomitico que se converteu posteriormente na cv. Mulato Il (Argel et
al., 2007).

2.2 Preparacao das laminas/obtencéo de metafases

As raizes foram coletadas e submetidas a pré-tratamento com
ciclohexamida (12,5 mg.L™ ) por 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente foram lavadas em &gua destilada e fixadas em solugdo de
etanol: acido acético (3:1). As raizes foram submetidas a digestdo enzimatica
em um mix de enzima contendo celulase “Onozuka R10” (0,7%), celulase
Sigma (0,7%), pectoliase Sigma (1%) e citohelicase Sigma (1%) por 90
minutos a 37°C. As laminas foram preparadas pelo método de secagem a
chama (Dong et al., 2001).



51

A avaliacdo e sele¢do das laminas foi realizada em microscopio de
luz sob contraste de fase e as melhores metéafases, com cromossomos
espalhados e sem citoplasma, foram marcadas. As laminas foram
armazenadas em temperatura ambiente até o emprego da técnica de

hibridizacgdo in situ.

2.3 Hibridizag&o in situ — GISH e FISH

Para a GISH, foi utilizado o DNA gendmico de B. ruziziensis
(diploide), B. brizantha e B. decumbens (tetraploides) como sonda. Para
FISH foram utilizados os rDNAs 45S e 5s (pTa71) e sequéncia telomérica
provenientes do genoma de Triticum aestivum L. As sondas foram marcadas
com biotina-16-dUTP ou digoxigenina-12-dUTP através de reacdo de Nick
translation. A FISH foi realizada nos hibridos e na espécie B. ruziziensis 4x.
Para as demais espécies foram utilizados os dados de Nani (2015).

A preparagdo cromossdmica foi desnaturada em formamida 70% a
85°C por 1 min e 25 seg, seguido de desidratacdo em série alcodlica 70%,
90% e 100%. A mistura de hibridizagdo contendo formamida (50%), sulfato
de dextran (10%), SSC 2x pH 7.0, 50-100ng de sonda marcada com
biotina/digoxigenina foi desnaturada a 95°C por 8 minutos, seguida de 5
minutos no gelo. A mistura de hibridizag&o foi aplicada sobre a preparacdo
cromossémica, coberta com laminula 24x40 mm e vedada com cola vinil. A
hibridizagdo ocorreu a 37°C em camara Umida por, no minimo, 24 horas.

A deteccdo das sondas foi feita com o uso dos anticorpos
estreptavidina conjugada com alexafluor 488 e antidigoxigenina conjugada
com rodamina ap6s lavagens estringentes com tampdo SSC 2x e TNT. Os
cromossomos foram contrastados com DAPI (2ug/mL)/Vectashield. As
imagens foram capturadas usando uma camera QImaging Retiga EXi CCD
acoplada a um microscopio de fluorescéncia Olympus BX 60 e o contraste

final feito com o software Photoshop CS3.
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Para avaliar a propor¢do dos genomas utilizados como sonda nas
metéfases, 0s cromossomos e 0s segmentos cromossémicos marcados pela
sonda gendmica (sinais em vermelho/rosa) foram medidos utilizando o
programa MicroMeasure 3.3.

Para definir o posicionamento dos sinais de hibridizagdo nos
cromossomos, associada ao tamanho (um) da regido hibridizada, foi
utilizada a classificagdo das regibes cromossdmicas proposta por Roa e
Guerra (2012), com algumas adaptagdes (Figura 1), as quais foram
caracterizadas como regiGes centromérica/pericentromérica - cen/per (0,01-
1,49um), proximal e intersticial-proximal - p/ip (1,50-1,99um), intersticial-
terminal - it e terminal - t (>2,00um) e todo O cromossomo - Wc

(hibridizagdo completa).

t [it| p/ip |cen/ p/ip it t
per

WC

Figura 1 Divisdo das regibes cromossdmicas: regido centromérica e
pericentromérica  (cen/per), proximal e intersticial-proximal (p/ip),
intersticial-terminal (it), terminal (t) e todo o cromossomo (wc). Fonte:
Adaptado de Roa e Guerra (2012).

2.4 Quantificacdo do DNA nuclear por citometria de fluxo

Para estimativa do conteddo de DNA, trés amostras de cada hibrido
(H1863, cv. Mulato 11 e H963) foram quantificadas. Tecido foliar jovem (20-
30 mg) dos hibridos de Brachiaria foi macerado juntamente com a mesma
quantidade de Pisum sativum (padréo interno de referéncia — Quantidade de
DNA 2C = 9,09pg) em placa de petri contendo 1mL de tampdo MgSO4
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gelado, para obtencdo da suspensdo nuclear (Dolezel, 1997). A suspensio
nuclear foi adicionado 1uL de iodeto de propideo. Para cada amostra foi
quantificado pelo menos dez mil nucleos.

A anélise foi realizada no citbmetro Facscalibur (Becton Dickinson),
0s histogramas foram obtidos no software Cell Quest e analisados no
software WinMDI 2.9. O conteido de DNA nuclear das plantas foi estimado
em picogramas (pg) por comparagdo (regra de trés) com a posicdo do pico
G1 do padréo interno de referéncia.

Para as demais espécies (B. decumbens, B. brizantha e B. ruziziensis
diploide e tetraploide) inferéncias foram realizadas a partir dos dados de
citometria de Timbé et al. (2014a e 2014b).

3 RESULTADOS

Numero cromossémico, tamanho do genoma e sitios de DNA ribossomal

em espécies e hibridos interespecificos de Brachiaria

Os hibridos 1863 (B. ruziziensis x B. brizantha) e cv. Mulato 11 [(B.
ruziziensis x B. decumbens) x B. brizantha] apresentaram 36 cromossomos e
3.24 e 3.83 pg de DNA, respectivamente (Tabela 1 e Figura 2). Resultado
inesperado foi obtido para o hibrido entre B. ruziziensis e B. decumbens
(963), o qual apresentou 38 cromossomos, confirmados por meio da sonda
telomérica, em todas as metafases avaliadas. A estimativa para o contetdo
de DNA (3.62pg) mostrou que os dois cromossomos adicionais contribuiram

para um aumento de cerca de 0,4 pg de DNA (Tabela 1 e Figura 2).
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Tabela 1 Numero cromossémico, nivel de ploidia, quantidade de DNA e nimero total de sinais de rDNA 45S e 5S em espécies e
hibridos de Brachiaria.

NUmero de sitios de

rDNA
Espécies/Hibridos 2n  Nivel de ploidia 5S 45S DNA (pg)
B. decumbens (cv. Basilisk) 36 4x 7 4 3,74
B. brizantha (cv. Marandu) 36 4x 3,5e6° 2,3e4 3,52
B. ruziziensis (cv. Kennedy) 18 2X 4 23 1,74
B. ruziziensis (“Iracema”) 36 4x 6 4 2,92°
H963 (B. decumbens x B. ruziziensis) 38 4x+2 7 5 3,62
H1863 (B. brizantha x B. ruziziensis) 36 4x 7 4 3,24
cv. Mulato Il [(B. ruziziensis x B. decumbens) x B. brizantha)] 36 4x 7 4 3,83

Referéncias: 'Timbo et al., 2014a. “Timb6 et al., 2014b. *Nani (2015).
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Figura 2 Metafases com cromossomos contrastados com DAPI (azul) e
histogramas de citometria de fluxo para quantificacdo do DNA nos hibridos
1863 (A e B), cv. Mulato Il (C e D) e 963 (E e F). Em destaque, metafase
com sonda telomérica em vermelho no hibrido 963, confirmando a presenca
de 38 cromossomos. A barra representa 10pum.

A FISH simultdnea com sondas de genes de rDNA identificou
quatro cromossomos com a sequéncia de rDNA 45S, em posi¢do terminal,
em B. ruziziensis 4x (Figura 3A), nos hibridos 1863 (B. brizantha x B.
ruziziensis, Figura 3C) e na cv. Mulato Il (B. ruziziensis x B. decumbens x B.
brizantha, Figura 3D). O hibrido 963 (B. ruziziensis x B. decumbens)
apresentou cinco sinais de rDNA 45S em posicéo terminal (Figura 3B). Em
relacdo ao sitio de rDNA 5S, foram observados sete sinais nos trés hibridos e
seis em B. ruziziensis 4x, todos localizados em posicéo intersticial-proximal

No Cromossomo.



56

Figura 3 Distribuicdo dos sitios de DNA ribossomal 5S (vermelho) e 45S
(verde) detectado pela FISH em cromossomos metafasicos contrastados com
DAPI (azul) de Brachiaria ruziziensis 4x (A), hibrido 963 (B), Hibrido 1863
(C) e hibrido cv. Mulato Il (D), seta indica um sinal de rDNA 5S fraco. A
barra representa 10pum.

Analise da hibridiza¢do gendmica in situ (GISH)

Os resultados da GISH realizada reciprocamente entre B. ruziziensis
(diploide), B. decumbens e B. brizantha (tetraploides) estdo apresentados na
tabela 2 e figura 4. Em B. brizantha, quando utilizada a sonda do DNA
genbmico de B. ruziziensis a proporcdo do genoma hibridizado foi de
49.55%. Sinais de hibridizagdo foram visualizados em 18 cromossomos nas
regides centromérica/pericentromérica e em 18 cromossomos até a regido
proximal/intersticial-proximal (Figura 4A, Tabela 2). A sonda de B.
decumbens hibridizou com 59.66% do genoma de B. brizantha e marcou

nove Cromossomos na regido centromérica/pericentromérica, 20
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cromossomos até a regido proximal/intersticial-proximal e sete cromossomos
hibridizaram inteiramente (Figura 4B, Tabela 2).

Em B. decumbens, a propor¢do do genoma hibridizado foi de
35.24% com o DNA gendmico total de B. ruziziensis. Houve uma marcagéao
intensa na regido centromérica/pericentromérica de 18 cromossomos; 14
cromossomos apresentaram sinal de hibridizagdo que se estenderam até a
regido proximal/intersticial-proximal e quatro estavam quase completamente
hibridizados com sinais até a regido terminal (Figura 4C, Tabela 2). A sonda
de B. brizantha hibridizou com 61.04% dos cromossomos de B. decumbens,
0s Quais apresentaram sete cromossomos inteiramente hibridizados. Os
demais apresentaram intensa marcacdo no centrdmero/pericentrdmero (14) e
até regido proximal/intersticial-proximal (15) (Figura 4D, Tabela 2).

Em B. ruziziensis diploide, a sonda de DNA genomico de B.
decumbens hibridizou com 63.54% dos cromossomos. Dez cromossomos
apresentaram sinais intensos proximais/intersticiais-proximais e em oito
cromossomos 0s sinais se estenderam até a regido intersticial-terminal
(Figura 4E, Tabela 2). A sonda gendmica de B. brizantha hibridizou com
32.69% do genoma de B ruziziensis. Os sinais foram observados em 14
cromossomos na regido  centromérica/pericentromérica, em  dois
cromossomos sinais se estenderam até a regido proximal/intersticial-
proximal e dois cromossomos apresentaram um sinal fraco e localizado na

regido centromérica/pericentromérica (Figura 4F, Tabela 2).
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Figura 4 Metafases de B. brizantha (2n = 4x = 36) com sonda de B.
ruziziensis (A) e B. decumbens (B). Metéfases de B. decumbens (2n = 4x =
36) com sonda de B. ruziziensis (C) e B. brizantha (D). Metéfases de B.
ruziziensis (2n = 2x = 18) com sonda de B. decumbens (E) e B. brizantha
(F). Cromossomos contrastados com DAPI (azul) e marcacdo da sonda nos
cromossomos indicada pela fluorescéncia (vermelho/rosa). A barra
representa 10pm.
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Tabela 2 Média (%) e desvio padréo da hibridizacdo entre os genomas das
espécies e hibridos de Brachiaria.

Sonda
B. ruziziensis B. brizantha  B. decumbens

Metafase
B. ruziziensis 2x 100% 32.69+2.45 63.54+1.05
B. brizantha 4955+ 231 100% 59.66 + 0.51
B. decumbens 35.24+1.65 61.04 +2.01 100%
Hibrido 963 48.86 + 1.06 - 69.46 +1.43
Hibrido 1863 34.67 +1.53 7057 +1.84 -
Hibrido cv. Mulato 11 49.26 + 1.07 51.63+1.91 67.64 £ 0.53

(-): Néo foi realizada a hibridiza¢&o da sonda de B. brizantha no hibrido 963
e sonda de B. decumbens no hibrido 1863.

Nos hibridos interespecificos, a GISH realizada com sonda dos
genitores envolvidos nos cruzamentos, sem utilizar DNA de bloqueio,
mostra a marcacdo de todos os cromossomos das metafases avaliadas
(Tabela 2 e Figura5A, B, C, D, Ee F).
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Figura 5 Metafases do hibrido 1863 com sonda de B. ruziziensis (A) e B.
brizantha (B). Metafases do hibrido cv. Mulato Il com sonda de B.
ruziziensis (C), B. brizantha (D) e B. decumbens (E). Meté&fases do hibrido
963 com sonda de B. ruziziensis (F) e B. decumbens (G). Cromossomos
contrastados com DAPI (azul) e marcacdo da sonda nos cromossomos
indicada pela fluorescéncia (vermelho/rosa). A barra representa 10um.

O DNA gendmico de B. ruziziensis hibridizou com 34.67% do
genoma do hibrido 1863 e marcou intensamente nove cromossomos no
centrdmero/pericentrdmero, 23 até a regido proximal/intersticial-proximal e
quatro até a regido intersticial-terminal (Figura 5A, Tabela 2). No hibrido cv.

Mulato 11, esta mesma sonda hibridizou com 49.26% do genoma, em que,
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oito cromossomos hibridizaram completamente, oito cromossomos néo
apresentaram sinais de hibridizacdo e o0s demais apresentaram sinais
centroméricos/pericentroméricos (nove) e proximais/intersticiais-proximais
(11) (Figura 5C, Tabela 2). Para a sonda obtida do DNA genémico de B.
brizantha ocorreu uma hibridizagdo com 70.57% do genoma do hibrido 1863
e em 51.63% do hibrido Mulato Il. No hibrido 1863, foram observados sete
cromossomos inteiramente marcados, 20 Ccromossomos 0S Sinais se
estenderam até a regido proximal/intersticial-proximal e nove até a regido
intersticial-terminal (Figura 5B, Tabela 2). A hibridizagdo nos cromossomos
hibrido Mulato Il mostrou dois com sinais centroméricos/pericentroméricos,
27 sinais até a regido proximal/intersticial-proximal e sete sinais até a regido
intersticial-terminal (Figura 5D, Tabela 2). A sonda do DNA gendmico de
B. decumbens hibridizou com 67.64% do genoma do hibrido cv. Mulato II,
foram observados seis cromossomos com hibridizagdo na regido
centromérica/pericentromérica, 12 cromossomos com a hibridizacdo se
estendendo até regido proximal/intersticial-proximal, 11 até a regido
interticial-terminal e sete com hibridizacdo total (Figura 5E, Tabela 2).

Para o terceiro hibrido (963) entre B. ruziziensis e B. decumbens, que
apresenta 2n = 38 cromossomos, a sonda de B. ruziziensis hibridizou com
48.86% do genoma e marcou inteiramente dois cromossomos, nove
cromossomaos no centrémero/pericentrébmero e em 27 cromossomos 0s sinais
de hibridizagdo que se estenderam até a regido proximal/intersticial-proximal
(Figura 5F, Tabela 2). Com o DNA gendmico de B. decumbens, houve
hibridizagdo com 69.46% no genoma do hibrido 963. Oito cromossomos
foram completamente hibridizados, um apresentou sinal
centromerico/pericentromérico e 29 apresentaram marcagdo estendida para a

regido intersticial-terminal (Figura 5G, Tabela 2).
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4 DISCUSSAO

Numero cromossémico, tamanho do genoma e FISH (rDNA 45 e 5S)

O hibrido 1863 apresentou 2n = 36 cromossomos, conforme o
esperado a partir do cruzamento de B. ruziziensis (2n = 4x = 36) e B.
brizantha (2n = 4x = 36). A quantidade de DNA foi de 3,24 pg. Essa
estimativa se aproxima dos valores médios esperados (3,22pg), tendo por
base as estimativas do conteddo de DNA dos genitores B. brizantha e B.
ruziziensis duplicada que séo 3,52 e 2,92 pg, respectivamente, descritas por
Timbo et al. (2014a, 2014b).

O hibrido cv. Mulato Il também apresentou 2n = 36 cromossomos e
um aumento no contetdo de DNA (3,83 pg) em relacdo a média estimada
dos genitores (3,43 pg). Esse aumento corresponde a cerca de 0,40 pg (12%)
de DNA. Esta situacdo é oposta ao que normalmente é observado em outros
hibridos, como por exemplo, em hibridos de Pennisetum glaucum x
Pennisetum purpureum, no qual foi observada uma reducdo de até 3,17 pg
na quantidade de DNA, 30 dias ap6s a hibridacdo (Nunes et al., 2013). De
acordo com Leitch e Bennett (2004), uma resposta esperada para
alopoliploidizagdo ¢ a ativacdo de transposons no novo ambiente genético do
nicleo poliploide, o que pode causar um aumento do contetdo de DNA. Os
elementos transponiveis quando sdo replicativos (TEs de classe I, subclasse
I1), geram como consequéncia do seu modo de transposi¢do alteracdo na
composicdo molecular e/fou a quantidade de DNA no genoma do hospedeiro
(Ferdoroff, 2000; Wicker et al., 2007; Raskina et al., 2008). No entanto, o
efeito preciso da poliploidiza¢do no contetudo de DNA, como por exemplo,
um aumento, uma reducdo ou nenhuma mudanca, depende da natureza do
transposon e 0 modo e frequéncia de transposicao (Leitch e Bennett, 2004).
Essa diferenca na quantidade de DNA também pode ser atribuida a variacdes
intraespecificas nas espécies utilizadas como genitores. Ha que se considerar

também que, segundo Dolezel (1997), sdo observadas variagdes na
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quantidade de DNA entre gendtipos, populacdes, linhagens ou cultivares
dentro de uma espécie.

No hibrido 963, todas as metafases avaliadas apresentaram 2n = 38
cromossomos, excedendo 2 cromossomos do esperado, considerando os
genitores de B. ruziziensis (2n = 4x = 36) e B. decumbens (2n = 4x = 36).
Esse acréscimo de dois cromossomos representou um aumento de cerca de
0,29 pg (9%) de DNA, considerando a média do conteido de DNA dos
genitores (3,33 pg). Um fator importante a ser considerado é que o gendtipo
de B. ruziziensis utilizado como genitor feminino nos cruzamentos, passou
por um processo de inducdo de duplicacdo cromossdmica com colchicina.
Em geral, a eficacia na obtencdo de poliploides depende de uma série de
fatores exdgenos, e o0 processo de poliploidizacdo com colchicina acarreta
em efeitos secundarios, tais como a mixoploidia. Plantas mixoploides,
apresentam células com variagdo no nimero cromossémico, na ploidia de
um mesmo tecido ou entre 6rgdos de uma mesma planta (Pereira et al.,
2012). Portanto, o genitor do hibrido 963 pode ter gerado gametas nao
balanceados que resultaram na obtencdo de plantas hibridas com 38
cromossomos. Essa pressuposicao é ratificada pela marcacdo completa de
dois cromossomos nesse hibrido com a sonda de DNA genémico de B.
ruziziensis, que podem representar 0S Cromossomos excedentes.

Outro aspecto a ser considerado é que anormalidades meidticas sdo
frequentemente relatadas no género Brachiaria e podem também explicar a
ocorréncia de 38 cromossomos observados no hibrido 963. Em acessos
tetraploidizados de B. ruziziensis foram detectadas anormalidades
principalmente relacionadas & segregagdo cromossémica irregular em mais
de 50% dos meidcitos (Risso-Pascotto et al., 2005a ; Pagliarini et al., 2008).
Essas anormalidades tipicas de poliploides também foram relatadas em B.
decumbens (Mendes-Bonato et al. 2002a), as quais frequentemente resultam
em formagdo de gametas ndo balanceados, que podem gerar progénies ou

hibridos com adicdo ou perda de cromossomos.
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A ocorréncia de dois cromossomos adicionais pode ser importante
para aumentar a variabilidade e a base genética no programa de
melhoramento, uma vez que podem ser usadas como linhas de adicdo, ou
seja, 0 gendtipo no qual se encontra um (linha de adicdo monossémica) ou
dois (linha de adicdo dissdmica) cromossomos extras (Pagliarini, 2001).
Linhas de adicdo tém sido estudadas em vérias espécies de importancia
econbmica, tais como trigo (Fu et al., 2013) e aveia (Baptista-Giacomelli et
al., 2000) e podem ser mostradas em Brachiaria, tendo em vista 0s
resultados explorados neste estudo.

Na hibridizagdo in situ com sonda de rDNA em plantas de B.
ruziziensis tetraploidizada, foi observado um nimero menor de sitios rDNA
5S (seis sinais) do que o esperado (oito sinais) a partir da duplicacdo da B.
ruziziensis diploide que apresenta quatro sitios (Akiyama et al., 2010; Nani,
2015). Isso pode ser devido a perda de genes ou de sequéncias génicas que
ocorrem apds o processo de poliploidizacdo (Winterfeld e Roser, 2007).
Outra possivel hipdtese para a variacdo do rDNA 5S é que este sitio esta
frequentemente localizado na heterocromatina pericentromérica que é rica
em elementos transponiveis, assim, um rearranjo por meio de transposons
pode favorecer a perda ou a transposi¢do dessas sequéncias (Ksiazczyk et
al., 2010). Além disso, a maioria das espécies de plantas possuem mais
cOpias do que o necessario para a sintese de ribossomos, assim como
demonstrado em Pisum sativum, onde apenas cerca de 5% das unidades sao
transcritas (Gonzalez-Melendi et al., 2001). Com relacdo aos sitios de
rDNA 45S em B. ruziziensis tetraploidizada foram observados quatro sinais,
0s quais correspondem a exata duplicacdo do observado na espécie diploide
(Akiyama et al., 2010; Nani, 2015).

O mapeamento fisico de genes de rDNA 45S e 5S ja foi realizado
em algumas espécies de Brachiaria. Em um acesso diploide sexual de B.
brizantha foram observados dois sitios de rDNA 5S e dois sitios de 45S,
enquanto que no tetraploide apomitico foram observados seis sitios de rDNA

5S e quatro de 45S (Nielen et al., 2010). Em B. ruziziensis diploide foram
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quantificados quatro sinais de rDNA 5S e dois sinais de 45S (Akiyama et al.,
2010; Nani, 2015).

A andlise de FISH nos hibridos 1863 e cv. Mulato Il revelou sete
sinais de rDNA 5S e quatro sinais de 45S. Os sinais de 45S estdo de acordo
com o esperado a partir dos genitores. No entanto a assimetria nos sinais de
5S (sete sinais) pode ser oriunda da grande variacdo observada em B.
brizantha, utilizada como genitor masculino nos cruzamentos. Akiyama et
al. (2010) quantificaram quatro e seis sinais de rDNA 5S em dois acessos de
B. brizantha (CIAT 6294 e 16306), ja& Nani (2015) quantificou trés, cinco e
seis sinais em plantas de B. brizantha cv. comercial Marandu. A assimetria
entre diferentes genomas foi observada em Trifolium pratense, onde um
cromossomo do par teve o locus rDNA 28S, enquanto o homdlogo nao (Sato
et al., 2005). A FISH no hibrido mulato I, oriundo do cruzamento de B.
ruziziensis x B. brizantha foi realizada por Akiyama et al. (2010), no qual os
autores quantificaram quatro sinais de rDNA 5S e 45S e consideraram que
0s cromossomos com rDNA foram transmitidos dos genitores para 0s
hibridos sem ocorrer uma reconstrucao por hibridacao.

O hibrido 963 apresentou sete sinais de rDNA 5S e cinco sinais de
45S. Neste hibrido, a variacdao além do esperado ocorreu para o sitio de 45S
e possivelmente estd associado ao maior numero de Cromossomos
observados (38 cromossomos). A assimetria dos sinais de 5S pode ter sido
herdada de B. decumbens, utilizado como genitor masculino nos

cruzamentos, que segundo Nani (2015) apresentou sete sinais de rDNA 5S.

Constituicao e relacdo gendmica entre espécies e hibridos de Brachiaria

A GISH utilizando DNA nuclear total realizada reciprocamente
entre B. decumbens, B. brizantha, B. ruziziensis revelou sinais em todas as
metafases, variando na porcentagem do genoma hibridizado e regido
cromossdmica dessa hibridizacdo, embora com maior predominancia da

regido centromérica. Esse resultado indica que ha muitas sequéncias
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repetitivas em homologia entre as espécies. A alta homologia de repeats
indica uma relacéo filogenética proxima entre as espécies e estd de acordo
com as andlises moleculares descritas anteriormente (Tohme et al., 1996;
Torres Gonzélez e Morton 2005; Ambiel et al., 2010; Azevedo et al., 2011).

A hibridizacdo do DNA genoémico total de B. brizantha em B.
ruziziensis e a reciproca produziram sinais que foram predominantemente
concentrados nas regides proximais/intersticiais-proximais e incluem o
centrdbmero e pericentrdmero, regifes notadamente delimitadas por DNA
repetitivo. A predomindncia de sinais da GISH centroméricos e
pericentroméricos como observado em Brachiaria, ja foi relatada por
Belyayev et al. (2001) ao demonstrar que 0 DNA total isolado de outras
espécies de Poaceae (Secale sylvestre, Hordeum spontaneum, Festuca
pratensis, Semiarun-dinaria fastuosa, Arundo donax e Zea mays) revelou
extensiva conservacdo, especialmente em regifes pericentroméricas e
Regibes organizadoras do nucléolo (RONSs), quando hibridizadas com
cromossomos de Aegilops speltoides.

O DNA genbémico de B. decumbens hibridizado com B. brizantha e
B. ruziziensis produziu resultados similares de marcacdo em regides
repetitivas do genoma. Entretanto, é interessante notar que a hibridizacéo
com o DNA gendmico de B. decumbens discriminou sete cromossomos
completamente marcados dentre os 36 de B. brizantha e oito, com marcagdes
até a regido terminal entre os 18 cromossomos de B. ruziziensis. A
hibridizagdo inversa do DNA gendmico de B. brizantha em B. decumbens
também discriminou sete cromossomos.

Os resultados observados para B. Brizantha e B. decumbens
confirmam que estas espécies sdo estreitamente relacionadas, compartilham
genomas similares e podem suportar a proposta de origem alopoliploide de
B. brizantha e B. decumbens j& sugerido com base no comportamento
meidtico (Mendes-Bonato et al., 2001; 2002a; 2002b) e mapeamento fisico
de rDNA (Nielen et al., 2010; Akiyama et al., 2010; Nani, 2015). Ha

indicativos da GISH de maior similaridade entre cromossomos de B.
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decumbens e B. ruziziensis.

Os resultados da GISH ratificam a indicacdo de Mendes-Bonato et

al. (2002b) para a ocorréncia de alopoliploidia segmental em Brachiaria e,

associando com os dados de pareamento mei6tico, a proposta de composicao

e relacdo gendmica esta apresentada na figura 6, utilizando-se a designacéo

dos genomas B j& proposta para o género (Risso-Pascotto et al., 2004;
Mendes-Bonato et al., 2006b; Mendes et al., 2006) e as diferentes sondas

testadas que possibilitaram discriminar cromossomos e genomas.
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10 cromossomos com marcagao proximal/intersticial-proximal
8 cromossomos hibridizados até a regido terminal

B. ruziziensis

autotetraploide
HlBZB IB 2

(2n=4x = 306)
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Figura 6 A) Composicao e relacdo genbmica em  B.  brizantha, B.
decumbens e B. ruziziensis com base nos resultados da GISH. Discriminacéo
dos cromossomos/genomas empregando sondas de DNA gendmico de B.
decumbens (1), B. brizantha (2) e B. decumbens (3). B) Diagrama com os
principais resultados da GISH que fornecem suporte & proposta da relagdo
gendmica entre B. decumbens (Bd), B. brizantha (Bb) e B. ruziziensis (Br).

Baseando-se nessa proposta, os genomas B, B' e B? séo
considerados homedlogos, com menor afinidade entre os genomas B e B
Uma sustentacdo para essa premissa sdo as regides cromossémicas de
hibridizaco, em que a sonda gendmica de B. decumbens (B'B'B?B?) marcou
os cromossomos de B. ruziziensis (B?B?) até a regi&o terminal, enquanto que
a sonda gendmica de B. brizantha (BBB'B') marcou principalmente as
regides repetitivas dos cromossomos de B. ruziziensis, sobretudo regides
centroméricas e pericentrométicas, que tendem a ser mais conservadas.

Além da regido cromossémica de hibridizagdo, a porcentagem de
hibridizacdo entre as espécies € consistente com a proposta de que B.
brizantha e B. decumbens compartilham cromossomos do genoma B* e que
B. ruziziensis e B. decumbens compartilham cromossomos do genoma B, A
sonda de B. decumbens hibridizou com 63.54% do genoma de B. ruziziensis,
enguanto que a sonda de B. brizantha hibridizou com 32.69%. De forma
semelhante, a sonda de B. brizantha hibridizou com 61.04% do genoma de
B. decumbens, enquanto que a sonda de B. ruziziensis hibridizou com
35.24%.

Outra confirmag&o para a maior afinidade entre B e B' e entre B' e
B? séo as associacBes cromossdmicas avaliadas na diacinese em B. brizantha
e B. decumbens, no qual foram observados univalentes, bivalentes e
tetravalentes (Mendes-Bonato et al., 2002a; 2002b). A presenca de algumas
associagfes multivalentes em gramineas tetraploides, tais como em
Brachiaria (Mende-Bonato et al., 2001) e Paspalum (Takayama et al., 1998)
tem sido interpretada como alopoliploidia segmental, situacdo em que o0s
genomas parentais sdo parcialmente homélogos (homeolégos).

A maior variagdo na constituicdo genémica de B. brizantha, cujo
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genoma B ndo €é encontrado nas outras duas espécies, pode ser evidenciada
também pela variabilidade intraespecifica de sitios rDNA, tanto em nimero
guanto em posicdo. Em B. ruziziensis e B. decumbens ndo foi observado
polimorfismo para estes sitios (Nani, 2015).

A menor homologia/homeologia entre os genomas B e B? é também
suportada por estudos de meiose. Mendes et al. (2006) ao avaliar o
comportamento meidtico em dois acessos pentaploides (2n = 5x = 45),
oriundos da hibridacéo natural entre um apomitico tetraploide (B. brizantha)
e um diploide sexual (provavelmente B. ruziziensis), observaram uma falta
de afinidade do genoma haploide (n = 9) com o genoma B, devido a uma
assincronia durante a meiose, como consequéncia do ndo pareamento entre
0S genomas e variagdo no ritmo meidtico. Em 50% dos meidcitos, os
genomas ndo ocuparam o0 mesmo territorio na placa metafasica. Um hibrido
interespecifico triploide entre B. brizantha e B. ruziziensis apresentou
comportamento citolégico similar ao acesso pentaploide. Nesse hibrido, o
genoma de B. ruziziensis (Genoma R) permaneceu atrasado em relacéo ao de
B. brizantha (Genoma B) (Risso-Pascotto et al., 2004).

Por outro lado, a maior relacdo de afinidade entre B. decumbens e B.
ruziziensis em comparagdo com B. brizantha também foi relatada por
Ndikumana (1985), a partir da analise do pareamento cromossémico na
meiose e devido a uma maior recuperacdo de hibridos em cruzamentos de B.
ruziziensis x B. decumbens do que em B. ruziziensis X B. brizantha.

A relagdo genética entre espécies de Brachiaria baseada em
caracteres morfologicos e moleculares (Tohme et al., 1996; Torres Gonzélez
e Morton 2005; Ambiel et al., 2010; Azevedo et al., 2011) agrupam B.
decumbens, B. brizantha e B. ruziziensis em um mesmo grupo taxonémico e
complexo agamico. Entretanto, com base em andlise de um conjunto de
sementes, viabilidade de mudas e pareamento cromossémico em hibridos,
Lutts et al. (1991) constataram que B. ruziziensis é mais estreitamente
relacionada com B. decumbens do que B. brizantha. Esses dados condizem

com os resultados obtidos a partir da GISH aqui apresentados.
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Os resultados da GISH nos hibridos interespecificos demonstraram
que houve intensa recombinacdo entre os genomas homeologos, uma vez
gue ndo foi possivel separar todos 0s cromossomos pertencentes aos
diferentes genomas, ou seja, a maioria dos cromossomos analisados estavam
compostos por segmentos de cromatina de ambos os genitores. As regides de
alta homeologia demonstrada pela GISH podem promover a base fisica para
a recombinacdo nos hibridos, podendo assim produzir diferentes
constituigdes cromossémicas (Zwierzykowski et al., 1998). A recombinagdo
de genomas homedlogos tem sido frequentemente relatada em hibridos entre
Festuca e Lolium (Cao et al., 2000; Pasakinskiene e Jones, 2005; Kopecky et
al., 2009).

Também foi possivel observar que houve hibridizacdo de regides
repetitivas que sdo conservadas entre as espécies, uma vez que a
porcentagem de hibridizag&o quando utilizada sonda dos genitores ultrapassa
100%. Varias fracGes de repeats em tandem e dispersos sdo 0s principais
componentes do DNA que sdo detectados pela GISH (Wolny e Hasterok,
2009).

AlteracBes no equilibrio genémico, tanto relacionado as regiGes
cromossdmicas, quanto em termos de quantidade de cromatina hibridizadas
foram observadas nos hibridos de Brachiaria. No hibrido 1863 (BB'B°B?), a
proporcdo de hibridizacdo foi de 34.67% com a sonda de B. ruziziensis e
70.57% com a sonda de B. brizantha. O DNA gendmico de B. brizantha
discriminou sete cromossomos que foram completamente hibridizados e
nove com marcacgdes até a regido terminal, com esta sonda, revelando que
estes pertencem aos genomas B ou B*.

No hibrido 963 (B'B*B°B?), a sonda de B. ruziziensis hibridizou com
48.86% e a sonda de B. decumbens com 69.46% do genoma. Dentre os 38
cromossomos, oito devem integrar o genoma B, pois foram hibridizados e
diferencialmente marcados somente com a sonda de DNA gendmico de B.
decumbens.

No hibrido cv. Mulato Il (BB'B?B? ou BB'B'B? ) as sondas de B.
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ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha hibridizaram com 49.26%, 67.64%
e 51.63% do genoma hibrido, respectivamente. Quando utilizada a sonda
obtida de B. ruziziensis, oito cromossomos apresentaram sinais fracos de
hibridizacdo, indicando que estes devem pertencer ao genoma B.

Os dados da GISH evidenciam que o conflito gendmico gerado pela
reunido de diferentes genomas em um mesmo nucleo, pode ter sido ajustado
por meio da alteragdo no equilibrio dos genomas, provavelmente
favorecendo o genoma dominante, nos hibridos 963 e cv. Mulato 1l seria da
B. decumbens e no hibrido 1863 da B. brizantha. Altera¢Ges na propor¢éo de
participacdo dos genomas também foram observadas em hibridos
alotetraploides de Festulolium loliaceum (2n = 4x = 28), no qual, a
porcentagem de cromatina de Lolium foi de 62.1%, enquanto que a
porcentagem de Festuca foi de 37.9% (Canter et al., 1999). De forma
semelhante, em hibridos de Festulolium braunii o genoma de Lolium
contribuiu com até 71% da cromatina total do hibrido (Zwierzykowski et al.,
2003).

O pareamento cromossémico em hibridos interespecificos é tambem
um excelente método para entender a relagdo gendmica entre as espécies e
consequentemente estabelecer uma filogenia no género. A partir de uma alta
afinidade no pareamento dos cromossomos presume-se que O conjunto
génico de ambos os genitores sdo homedlogos (Valle e Pagliarini, 2009). Em
hibridos interespecificos entre B. ruziziensis e B. brizantha, Mendes-Bonato
et al. (2006a) observaram a formacdo de associagcbes predominantemente
como bivalentes que foram igualmente distribuidos em duas placas
metafasicas e formando dois distintos fusos bipolares. Em contrapartida,
andlise citoldgica em dois outros hibridos, envolvendo diferentes acessos de
B. ruziziensis e B. brizantha demonstrou meiose regular, com ambos 0s
genomas ocupando a mesma placa metafésica e apresentando o mesmo ritmo
meidtico (Risso-Pascotto et al., 2005b). Esses dados reforcam a relagdo de
homeologia proposta para os genomas de B. ruziziensis, B. brizantha e B.

decumbens, no qual as associacdes cromossdmicas na diacinese vao
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depender da homeologia dos genomas envolvidos no cruzamento. Nesse
sentido, vale ressaltar que a extensdo da recombinagdo inter-genoma vai
variar de acordo com 0s genotipos e as espécies utilizadas nos cruzamentos.

A anélise da diacinese nos hibridos 963 e 1863 (Paula, manuscrito
em preparacdo) revelou configuracdes cromossdémicas multivalentes em
33.7% e 27.6% das células avaliadas respectivamente nos dois hibridos. Esta
€ uma evidéncia de pareamento intra e intergenémico e reforga a relagdo
gendmica proposta e, consequentemente, a proximidade filogenética entre as
espécies utilizadas como genitores.

Um resumo das inter-relacfes entre as espécies e hibridos de
Brachiaria baseadas em nUmero cromossdmico, tamanho do genoma
nuclear, namero de loci rDNA e resultados da GISH séo apresentados na

figura 7.

B ruziziensis(B°B*B?B?)
n=dx =36
2.9

2.6 DNA 48 86%
DNAr438: 4 sitios 1o s
e mc ety 9 26%
DNAr 58: 6 sitios HI863 (BB'B2B?)

n=4x=36
3.24pg/2C DNA
DNAr458: 4 sitios
DNAr38: 7 sitos

B. ruziziensis (B°B?)
> n=2x=18

1.7 pg
DNAr458: 2 sitios
DNALSS 4 sitios Hibndo cv. Mulato

l

B brizantha (BBB'B')

> (EB'E’B? ouBB'B'B?)

2n=4x=136
3.83pg2C DNA

49.55%
32.69%

DNAr458: 4 sitios
DNAr3S: 7 sitios

3524%

n=4x=306
= 3. DNA
- DNAr458: 2.3 e 4 sitios 51.63° = —
v, o 3(B'B?B2R?)
I DNAr 58 3,5 e 6 sitios Hq?‘] II_I\I T‘(I;
o “Nn=4X= 3¢
= 3,62 pg/2C DNA
ey e DNAr458: 5sitios
= 2 DNAr3S: 7 sitios
&
B. decumbens (B'B'B’B?)
L 2n=4dx=36

3,74pg/2C DNA 69 46%
DNAr 458: 4 sitios o
DNA>58: Tsitios

Figura 7 Inter-relacGes entre as espécies e hibridos de Brachiaria. Seta azul
representa a porcentagem de hibridizaco entre 0s genomas. Setas cinza,
preta e vermelha indicam porcentagem de hibridizagdo e a origem parental
dos hibridos.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados da GISH, B. brizantha apresenta
constituicio BBB'B', B. decumbens B'B*B?B? e B. ruziziensis B? B2

Os genomas B, B' e B? sdo0 considerados homedlogos, com menor
afinidade entre B e BZ.

O hibrido 1863 (B. ruziziensis x B. brizantha) (BB'B?B?) apresentou
nimero cromossdmico, quantidade de DNA e sitios de rDNA conforme o
esperado a partir dos genitores. O hibrido cv. Mulato Il [(B. ruziziensis x B.
decumbens) x B. brizantha] (BB'B?B? ou BB'B'B?) teve um aumento no
conteldo de DNA em relacdo a média dos genitores. No hibrido 963 (B.
ruziziensis x B. decumbens) (B'B°B°B?) foi observado dois cromossomos
excedentes que representaram um aumento na quantidade de DNA e sitio de
rDNA 458S.

A andlise da GISH nos hibridos permitiu identificar que houve
intensa recombinacdo entre os genomas homedlogos e diferencas na

contribuicdo dos genomas dos genitores para a constitui¢do do hibrido.

Normas da Revista Cientifica Annals of Botany (Versao preliminar)



74

REFERENCIAS

Adamowski EV, Pagliarini MS, Valle CB. 2008. Meiotic behaviour in
three interspecific three-way hybrids between Brachiaria ruziziensis and B.

brizantha (Poaceae: Paniceae). Journal of Genetics 87: 33-38.

Akiyama Y, Yamada-Akiyama H, Ebina M. 2010. Morphological
diversity of chromosomes bearing ribosomal DNA loci in Brachiaria
species. Grassland Science 56: 217-223.

Ambiel AC, Machado Neto NB, Guaberto LM, Vanderlei TM. 2010.
Brachiaria germplasm dissimilarity as shown by RAPD markers. Crop
Breeding and Applied Biotechnology 10: 55-64.

Anamthawat-Jonsson K, Schwarzacher T, Leith AR, Bennett MD,
Heslop-Harrison JS. 1990. Discrimination between closely related Triticeae
species using genomic DNA as a probe. Theoretical and Applied Genetics
79: 721-728.

Andrade-Vieira LF, Reis GB, Torres GA, Oliveira AR, Brasileiro-Vidal
AC, Pereira AV, Dvide LC. 2013. Biparental chromosome elimination in
artificial interspecific hybrids of Pennisetum purpureum and Pennisetum
glaucum. Crop Science 53: 1917-1924.

Argel PJ, Miles JW, Guiot JD, Cuadrado H, Lascano CE. 2007. Cultivar
Mulato Il (Brachiaria hibrida CIAT 36087). Cali, CO: Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT).

Assis GML, Euclydes RF, Cruz CD, Valle CB. 2002. Genetic divergence
in Brachiaria species. Crop Breeding and Applied Biotechnology 2: 331-
338.

Azevedo ALS, Costa PP, Machado MA, Paula CMP, Souza Sobrinho F.
2011. High degree of genetic diversity among genotypes of the forage grass
Brachiaria ruziziensis (Poaceae) detected with ISSR markers. Genetics and
Molecular Research 10: 3530-3538.



75

Baptista-Giacomelli FR, Pagliarini MS, Almeida JL. 2000. Elimination of
micronuclei from microspores in a Brazilian oat (Avena sativa L.) variety.
Genetics and Molecular Biology 23: 681-684.

Belyayev A, Raskina O, Nevo E. 2001. Evolutionary dynamics and
chromosomal distribution of repetitive sequences on chromosomes of
Aegilops speltoides revealed by genomic in situ hybridization. Heredity 86:
738-742.

Benabdelmouna A, Shi Y, Abirached-Darmency M, Darmency H. 2001.
Genomic in situ hybridization (GISH) discriminates between the A and the B
genomes in diploid and tetraploid Setaria species. Genome 44: 685-690.

Bernini C, Marin-Morales MA. 2001. Karyotype analysis in Brachiaria
(Poaceae) species. Cytobios 104: 157-171.

Cao M, Sleper DA, Dong F, Jiang J. 2000. Genomic in situ hybridization
(GISH) reveals high chromosome pairing affinity between Lolium perenne
and Festuca mairei. Genome 43: 398-403.

Darlington CD, Wylie AP. 1955. Chromosome atlas of flowering plants.
London: Allen & Unwin.

Dolezel J. 1997. Applications of flow cytometry for the study of plant
genomes. Journal of Applied Genetics 38: 285-302

Dong F, Mcgrath JM, Helgeson JP, Jiang J. 2001. The genetic identity of
alien chromosomes in potato breeding lines revealed by sequential GISH and
FISH analyses using chromosome-specific cytogenetic DNA markers.
Genome 44: 729-734.

Dujardin M. 1979. Additional chromosome numbers and meiotic behavior
in tropical African grasses from western Zaire. Canadian Journal of Botany
57: 864-876.



76

Ferdoroff N. 2000. Transposons and genome evolution in plants.
Proceedings of the National Academy of Science of USA 97: 7002-7007.

Fu S, Yang M, Fei Y, et al. 2013. Alterations and Abnormal Mitosis of
Wheat Chromosomes Induced by Wheat-Rye Monosomic Addition Lines.
PLoS ONE 9: €106288.

Gonzéalez-Melendi P, Wells B, Beven A, Shaw PJ. 2001. Single ribosomal
transcription units are linear, compacted Christmas trees in plant nucleoli.
The Plant Journal 27: 223-233.

Ksigzezyk T, Taciak M, Zwierzykowska E. 2010. Variability of ribosomal
DNA sites in Festuca pratensis, Lolium perene, and their intergeneric
hybrids, revealed by FISH and GISH. Journal of Applied Genetics 51: 449-
460.

Ksigzezyk T, Zwierzykowska E, Molik K, Taciak M, Krajewski P,
Zwierzykowski Z. 2014. Genome-dependent chromosome dynamics in
three successive generations of the allotetraploid Festuca pratensis x Lolium
perenne hybrid. Protoplasma 252: 985-996.

Kopecky D, Loureiro J, Zwierzykowski, Z, Ghesquiere M, Dolezel J.
2006. Genome constitution and evolution in Lolium x Festuca hybrid
cultivars (Festulolium). Theoretical and Applied Genetics 113: 731-742.

Kopecky D, Bartos J, Zwierzykowski Z, Dolezel J. 2009. Chromosome
pairing of individual genomes in tall fescue ( Festuca arundinacea Schreb.),
its progenitors, and hybrids with Italian ryegrass (Lolium multiflorum Lam.).
Cytogenetic and Genome Research 124: 170-178.

Leitch 13, Bennett MD. 2004. Genome downsizing in polyploid plants.
Biological Journal of the Linnean Society 82: 651-663.

Lutts S, Ndikumana J, Louant BP. 1991. Fertility of Brachiaria
ruziziensis in interspecific crosses with Brachiaria decumbens and
Brachiaria brizantha: Meiotic behavior, pollen viability and seed set.
Euphytica 57: 267-274.



77

Mendes DV, Boldrini KR, Mendes-Bonato AB, Pagliarini MS, Valle CB.
2006. Cytological evidence of natural hybridization in Brachiaria brizantha
Stapf (Gramineae). Botanical Journal of the Linnean Society 150: 441-446.

Mendes-Bonato AB, Pagliarini, MS, Silva N,Valle CB. 2001. Meiotic
instability in invader plants of signal grass Brachiaria decumbens Stapf
(Gramineae). Acta Scientifica 23: 619-625.

Mendes-Bonato AB, Junqueira Filho RG, Pagliarini MS, Valle CB,
Penteado MI10O. 2002a. Unusual cytological patterns of microsporogenesis
in Brachiaria decumbens: abnormalities in spindle and defective cytokinesis
causing precocious cellularization. Cell Biology International 26: 641-646.

Mendes-Bonato AB, Pagliarini MS, Forli F, Valle CB, Penteado MIO.
2002b. Chromosome numbers and microsporogenesis in Brachiaria
brizantha (Gramineae). Euphytica 125: 419-424.

Mendes-Bonato AB, Pagliarini MS, Valle CB. 2006a. Abnormal spindle
orientation during microsporogenesis in an interspecific hybrid of
Brachiaria (Gramineae). Genetics and Molecular Biology 29: 122-125.

Mendes-Bonato AB, Risso-Pascotto C, Pagliarini MS, Valle CB. 2006b.
Cytogenetic evidence for genome elimination during microsporogenesis in
interspecific hybrid between Brachiaria ruziziensis and Brachiaria brizantha
(Poaceae). Genetics and Molecular Biology 29: 711-714.

Morrone O, Zuloaga FO. 1992. Revision de las espécies sudamericanas
nativas e introducidas de los géneros Brachiaria e Urochloa (Poaceae:
Panicoideae: Paniceae). Darwiniana 1: 43-109.

Nani TF. 2015. Citogenética de espécies de Brachiaria: Contribuicfes para
construcdo de mapas fisicos. Tese, Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Nielen S, Almeida LM, Carneiro VTC, Araujo ACG. 2010. Physical
mapping of rDNA genes corroborates allopolyploid origin in
apomictic Brachiaria brizantha. Sexual Plant Reproduction 23: 45-51.


http://link.springer.com/journal/497

78

Nunes JD, Azevedo ALS, Pereira AV, et al. 2013. DNA elimination in
embryogenic development of Pennisetum glaucum x Pennisetum purpureum
(Poaceae) hybrids. Genetics and Molecular Research 12: 4817-4826.

Ndikumana J. 1985. Etude de I’hybridation entre espéces apomictiques et
sexuées dans le genre Brachiaria. PhD dissertation, Universite Catholique
de Louvain, Belgium.

Pagliarini MS. 2001. Citogenética aplicada ao melhoramento. In: Nass LL.
et al, eds. Recursos genéticos e melhoramento de plantas. Cuiaba: Fundagédo
Mato Grosso, 871-910.

Pagliarini MS, Risso-Pascotto C, Souza-Kaneshima AM, Valle CB. 2008.
Analysis of meiotic behavior in selecting potential genitors among diploid
and artificially induced tetraploid accessions of Brachiaria ruziziensis
(Poaceae). Euphytica 164: 181-187.

Pasakinskiene I, Jones N. 2005. A decade of “chromosome painting” in
Lolium and Festuca. Cytogenetic and Genome Research 109: 393-399.

Pereira RC, Davide LC, Techio VH, Timbd ALO. 2012. Duplicacao
cromossdmica de gramineas forrageiras: uma alternativa para programas de
melhoramento genético. Ciéncia Rural 42: 1278-1285.

Raskina O, Barber JC, Nevo E, Belyayev A. 2008. Repetitive DNA and
chromosomal rearrangements: speciation-related events in plant genomes.
Cytogenetic and Genome Research 120: 351-357.

Reis GB, Mesquita AT, Torres GA, Andrade-Vieira LF, Pereira AV,
Davide LC. 2014. Genomic homeology between Pennisetum purpureum
and Pennisetum glaucum (Poaceae). Comparative Cytogenetics 3: 31-41.

Renvoize SA, Clayton WD, Kabuye CHS. 1996. Morphology, taxonomy,
and natural distribution of Brachiaria (Trin.) Griseb. In: Miles JW, Maass
BL, Valle CB, eds. Brachiaria: Biology, agronomy and improvement. Cali:
CIAT/Brasilia:EMBRAPA-CNPGC, 1-15.



79

Risso-Pascotto C, Pagliarini MS, Valle CB, Jank L. 2004. Asynchronous
meiotic rhythm as the cause of selective chromosome elimination in an
interspecific Brachiaria hybrid. Plant Cell Reports 22: 945-950.

Risso-Pascotto C, Pagliarini MS, Valle CB. 2005a. Multiple spindles and
cellularization during microsporogenesis in an artificially induced tetraploid
accession of Brachiaria ruziziensis (Gramineae). Plant Cell Reports 23:
522-527.

Risso-Pascotto C, Pagliarini MS, Valle CB. 2005b. Meiotic behavior in
interspecific hybrid between Brachiaria brizantha and Brachiaria ruziziensis
(Gramineae). Euphytica 145:; 155-159.

Risso-Pascotto C, Pagliarini MS, Valle CB. 2006. A new basic
chromosome number for the genus Brachiaria (Trin.) Griseb. (Poaceae:
Panicoideae: Paniceae). Genetic Resources and Crop Evolution 53: 7-10.

Roa F, Guerra M. 2012. Distribution of 45S rDNA sites in chromosomes
of plants: Structural and evolutionary implications. BMC Evolutionary
Biology 12: 1-13.

Sato S, Isobe S, Asamizu E, et al. 2005. Comprehensive structural analysis
of the genome of red clover (Trifolium pretense L.). DNA Research 12: 301-
364.

Souza Sobrinho F. 2005. Melhoramento de forrageiras no Brasil. In:
Forragicultura e Pastagens: Temas em evidéncia. Lavras: Editora UFLA,
65-120.

Takayama SY, Freitas PM, Pagliarini MS, Batista LAR. 1998.
Chromosome number in germplasm accessions of Paspalum (Plicatula
group) from different regions in Brazil. Euphytica 99: 89-94.

Timbo6 ALO, Pereira RC, Souza Sobrinho F, Davide LC. 2014a. Nuclear
DNA content and chromosome number in Brachiaria spp. genotypes.
Revista Ciéncia Agronémica 45: 62-67.



80

Timbd ALO, Souza PNC, Pereira RC, et al. 2014b. Obtaining tetraploid
plants of ruzigrass (Brachiaria ruziziensis). Revista Brasileira de Zootecnia
43:127-131.

Tohme J, Palacios S, Lenis S, Roca W. 1996. Applications of
biotechnology to Brachiaria. In: Miles JW, Maass BL, Valle CB, Kumble V,
eds. Brachiaria: biology, agronomy, and improvement. Cali: CIAT/Campo
Grande: EMBRAPA-CNPGC, 196-204.

Torres Gonzalez AM, Morton CM. 2005. Molecular and morphological
phylogenetic analysis of Brachiaria and Urochloa (Poaceae). Molecular
Phylogenetics and Evolution 37: 36-44

Valle CB, Savidan,Y. 1996. Genetics, cytogenetics and reproductive
biology of Brachiaria. In: Miles JW, Maass BL, Valle CB, Kumble V, eds.
Brachiaria: biology, agronomy, and improvement. Cali: CIAT/Campo
Grande: EMBRAPA-CNPGC, 147-163.

Valle CB, Pagliarini MS. 2009. Biology, Cytogenetics, and Breeding of
Brachiaria In: Singh RJ ed. Genetic resources, chromosome engineering,
and crop improvement. Boca Raton: CRC Press, 103-151.

Wicker T, Sabot F, Hua-Van A. 2007. A unified classification system for
eukaryotic transposable elements. Nature Reviews Genetics 8: 973-982.

Winterfeld G, Roser M. 2007. Disposition of ribosomal DNAs in the
chromosomes of perennial oats (Poaceae: Aveneae). Botanical Journal of
the Linnean Society 155: 193-210.

Wolny E, Hasterok R. 2009. Comparative cytogenetic analysis of the
genomes of the model grass Brachypodium distachyon and its close
relatives. Annals of Botany 104: 873-881.

Wolny E, Lesniewska K, Hasterok R, Langdon T. 2011. Compact
genomes and complex evolution in the genus Brachypodium. Chromosoma
120: 199-212.



81

Zao M, Zhi H, Doust AN, et al, 2013. Novel genomes and genome
constitutions identified by GISH and 5S rDNA and knotted1 genomic
sequences in the genus Setaria. BMC Genomics 14: 1-12.

Zwierzykowski Z, Tayyar R, Brunell M, Lukaszewski AJ. 1998. Genome
Recombination in Intergeneric Hybrids Between Tetraploid Festuca
pratensis and Lolium multiflorum. The American Genetic Association 89:
324-328.

Zwierzykowski Z, Zwierykowska E, Kosmala A, Luczak M, Joks W.
2003. Genome recombination in early generations of Festuca pratensis x
Lolium perenne hybrids. In: Zwierzykowski Z, Surma M, Kachlicki P, eds.
Application of Novel Cytogenetic and Molecular Techniques in Genetics and
Breeding of the Grasses, 63-69 (International Workshop, Poznan, Poland).

Zwierzykowski Z, Zwierzykowska E, Taciak T, Jones N, Kosmala A,
Krajewski P. 2008. Chromosome pairing in allotetraploid hybrids of
Festuca pratensis x Lolium perenne revealed by genomic in situ
hybridization (GISH). Chromosome Research 16: 575-585.



82

ARTIGO 2

Distribuicdo cromossdémica de modificagdes de histonas e metilagdo do
DNA em espécies e hibridos interespecificos do género Brachiaria
(Poaceae)
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RESUMO

As modificacBes pds-traducionais de histonas e a metilacdo do DNA sdo
processos epigenéticos que estdo envolvidos na organizacdo estrutural e
funcional do genoma, os quais podem ser herdados ao longo das geracgdes. A
di-metilacdo da lisina 4 na histona H3 (H3K4me2) é uma marca
caracteristica de cromatina ativa, a di-metilacdo da lisina 9 na H3
(H3K9me2) esta associada a heterocromatina, assim como a 5-metilcitosina
(5-mCyt) que atua no silenciamento génico. O objetivo desse estudo foi
avaliar a distribuicdo cromossémica da H3K4me2, H3K9me2 e da 5-
metilcitosina em espécies e hibridos interespecificos de Brachiaria com
diferentes niveis de ploidia e modo de reproducdo. Relagdes entre as marcas
epigenéticas e as regides cromossdmicas também foram analisadas e
discutidas. Para preparo das laminas, pontas de raizes foram pré-tratadas
com ciclohexamida, fixadas em etanol: &cido acético (3:1, viv) e
imunodetectadas indiretamente com anticorpos primario anti-H3K4me2 e
anti-H3K9me2 rabbit policlonal e anti-5-methylcytosine mouse monoclonal,
que foram detectados com anticorpo secundario anti-rabbit FITC-conjugated
e anti-mouse TRITC-conjugated. Foi observada correlacdo entre H3K9me2 e
5-mCyt na regido organizadora do nucléolo, dominio central centromérico e
regido pericentromérica. A dimetilacdo na lisina 4 da histona H3 (H3K4me2)
foi detectada em dominios eucromaticos, localizados principalmente na
regido terminal cromossémica. A comparagdo da distribuicdo cromossémica
de modificacBes de histonas entre as espécies e hibridos revelou uma maior
variacdo de tipos cromossémicos para a marcagdo heterocromatica
(H3K9me2) em B. decumbens e no hibrido 963, enquanto que, para a marca
epigenética da eucromatina (H3K4me2), a variacdo foi maior em B.
brizantha, B. decumbens e hibrido 963. A distribuicdo cromossémica da 5-
mCyt foi similar entre B. brizantha e B. decumbens, espécies tetraploides e
apomiticas, as quais diferiram do observado em B. ruziziensis, espécie
diploide e sexual. Significativas alteragdes na metilacdo do DNA foram
observadas na B. ruziziensis duplicada e nos hibridos interespecificos,
possivelmente como consequéncia dos processos de poliploidizagdo e
hibridacéo, respectivamente.

Palavras-chave: Epigenética. Eucromatina. Forrageira. Heterocromatina.
H3K9me2. H3K4me2. Poliploides. 5-mCyt.
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ABSTRACT

Histone post-translational modifications and DNA methylation are
epigenetic processes that are involved in structural and functional
organization of the genome, which may be inherited through generations.
Histone H3 lysine 4 di-methylation (H3K4me2) is a characteristic mark of
active chromatin, histone H3 lysine 9 di-methylation (H3K9me2) is
associated with heterochromatin, as well as 5-methylcytosine which operates
in gene silencing. The aim of this study was to evaluate the chromosomal
distribution of H3K4me2, H3K9me2 and 5-methylcytosine in species and
interspecific hybrids of Brachiaria with different ploidy levels and
reproduction modes. Relations between epigenetic marks and chromosomal
regions were also analyzed and discussed. For slides preparation, root tips
were pretreated with cycloheximide and fixed in ethanol: acetic acid (3:1
v/v) solution and immunodetected indirectly with primary antibodies anti-
H3K4me2, anti-H3K9me2 rabbit polyclonal and anti-5-methylcytosine
mouse monoclonal, which were detected with anti-rabbit FITC-conjugated
and anti-mouse TRITC-conjugated secondary antibodies. Relation between
H3K9me2 and 5-mCyt was observed in the nucleolus organizer region,
centromeric central domain and pericentromeric region. Histone H3 lysine 4
di-methylation (H3K4me2) was detected in euchromatic domains, mainly
located in the terminal chromosomal regions. Comparison of chromosomal
distribution in histone modifications among species and hybrids showed
greater variation of chromosomal types for the heterochromatic marks
(H3K9me2) in B. decumbens and the 963 hybrid, while, for the euchromatin
epigenetic mark (H3K4me2), the variation was higher in B. brizantha, B.
decumbens and 963 hybrid. The chromosome distribution of 5-mCyt was
similar between B. brizantha and B. decumbens, tetraploid and apomictic
species, which differ from the distribution observed in B. ruziziensis, a
diploid and sexual species. Significant alterations in DNA methylation were
observed in the duplicated B. ruziziensis and in the interspecific hybrids,
possibly as a result of hybridization and polyploidization process.

Keywords: Epigenetic. Euchromatin. Forage. Hetrochromatin. H3K9me2.
H3K4me2. Polyploidy. 5-mCyt.
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1 INTRODUCAO

ModificacBes epigenéticas podem acarretar em diferencas no nivel
de expressdo génica, com consequente efeito fenotipico (Rapp e Wendel
2005), Esses mecanismos podem ser herdaveis, desempenhando assim um
papel importante no processo evolutivo e de adaptacdo em plantas (Rapp e
Wendel 2005; Furusawa e Kaneko 2013). Desta forma, é interessante o
estudo da distribuicdo nuclear e em nivel cromossémico, de marcas
epigenéticas em gendtipos com diferentes modos de reproducdo e que
reinam em seu processo evolutivo, eventos de poliploidizacdo e hibridacéo
interespecifica. A avaliacdo de espécies de Brachiaria pode ser um bom
modelo para estudar a plasticidade do genoma em plantas de reprodugéo
sexual e apomitica (assexual), diploide e tetraploides naturais
(alotetraploides) e induzidos (autotetraploides) e também em hibridos
interespecificos. Dentre as alternativas de estudo, é possivel realizar um
mapeamento de regiBes eucromaticas, heterocrométicas e silenciadas nos
cromossomos/genomas de  Brachiaria, utilizando a técnica de
imunolocalizacdo de histonas modificadas e metilacdo do DNA.

Os diferentes niveis de organizacdo da cromatina (eucromatina e
heterocromatina) sdo citologicamente caracterizados por diferentes graus de
compactacdo e atividade transcricional e estdo associados a importantes
marcas epigenéticas, tais como modifica¢des pos-traducionais de histonas e
metilacdo do DNA (Fuks 2005; Bannister e Kouzarides 2011). Em resposta a
mudancas ambientais e de desenvolvimento, a acessibilidade da cromatina é
dinamicamente regulada por modificacbes de histonas, que podem ser
covalentemente modificadas em diferentes aminoacidos da cauda N-
terminal, por diferentes marcas quimicas (acetilagdo, metilacéo, fosforilacéo,
ubiquitinacdo, sumoilacdo, biotinilacdo and ADP-ribosilagdo) (Chen et al.
2010; Bannister e Kouzarides 2011).

As modificacbes de histonas ou a combinacdo de modificacdes

implicam em diferentes efeitos na estrutura e funcdo da cromatina. Trés tipos
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de metilagdo de histonas sdo as mais estudadas em plantas: mono, di e tri-
metilagdo da lisina 4 na H3 (H3K4me, H3K4me2 e H3K4me3) que sdo
marcas de cromatina ativa, tri-metilacdo da lisina 27 na H3 (H3K27me3) que
estd associada a repressao da expressdo génica e di-metilacdo da lisina 9 na
H3 (H3K9me2), caracteristica de heterocromatina (Feng e Jacobsen 2011).

A metilagdo do DNA no carbono 5 da citosina (5-mCyt) é também
um dos processos epigenéticos que estdo envolvidos na organizacdo
estrutural e funcional do genoma (Saze et al. 2012). Em plantas, a metilagdo
ocorre em trés contextos na sequéncia do DNA, CG,CHG (H=A, T,C) e
CHH (Law e Jacobsen 2010). Ha dois padrdes de metilacdo do DNA no
genoma, o primeiro ocorre em alta frequéncia nos elementos transponiveis
(TEs), em outras sequéncias de DNA repetitivo como a regido
pericentromérica e em pequenas areas entre genes nos bracos
cromossdmicos. O segundo ocorre exclusivamente no contexto CG, na
regido de transcri¢cdo ou em genes (Feng e Jacobsen 2011).

Experimentos de imunolocalizacdo utilizando anticorpos contra
modificagdes de histonas ou metilacdo do DNA, permitem a investigacdo da
distribuicdo nuclear e analise de todo epigenoma em nivel cromossémico.
Alternativamente, a analise de marcas epigenéticas pode ser feita em nivel
molecular, por meio do sequenciamento da imunoprecipitacdo da cromatina
(ChlIP-seq) (Park 2009), no entanto, com essa técnica ndo € possivel
distinguir as células em diferentes fases do ciclo celular, tdo pouco a
distribuigdo cromossémica.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a distribuicdo
cromossdmica de histonas modificadas associadas & eucromatina e
heterocromatina (histona H3 dimetilada na lisina 4 —-H3K4me2 e histona H3
dimetilada na lisina 9 - H3K9me2, respectivamente) e 5-metilcitosina em
espécies e hibridos interespecificos de Brachiaria. RelagGes entre as marcas
epigenéticas (5mCyt e modificacOes de histonas) e as regides cromossdémicas
que apresentam diferentes graus de compactacdo também foram analisadas e

discutidas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

A técnica de imunolocalizacdo foi aplicada em plantas sexuais de
Brachiaria ruziziensis (cultivar Kennedy, 2n = 2x = 18 e genotipo
tetraploidizado obtido por Timbd et al. (2014) na Universidade Federal de
Lavras, Minas Gerais, Brasil, 2n = 4x = 36), nas apomiticas Brachiaria
brizantha (cultivar Marandu, 2n = 4x = 36) e Brachiaria decumbens
(cultivar Basilisk, 2n = 4x = 36) e em hibridos interespecificos experimentais
oriundos do cruzamento entre B. ruziziensis x B. brizantha (identificac&o:
H1863, 2n = 4x = 36) e B. ruziziensis x B. decumbens (identificacdo: H963,
2n = 4x = 36+2). As contagens cromossomicas foram realizadas por PAULA
(2015, Cap. 1)

2.2 Preparacao das laminas/obtencéo de metéafases

As raizes foram coletadas e pré-tratadas com ciclohexamida (12,5
mg.L™" ) por 2h em temperatura ambiente e fixadas em solucéo de &lcool
etilico: acido acético (3:1). Para preparo das laminas, as raizes foram
submetidas a digestdo enzimatica em um mix contendo 0,7 % celulase
(Onozuka R10), 0,7% celulase (Sigma), 1% pectoliase (Sigma), 1%
citohelicase (Sigma) por 90 minutos a 37°C. Os meristemas foram
macerados com auxilio de uma pin¢a em solucéo de alcool etilico: &cido

acético (2:1) e as laminas foram secas ao ar.
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2.3 Imunodeteccdo de modificagdes de histonas e metilagdo do DNA (5-

metilcitocina)

A técnica de imunodeteccdo de modificacbes de histonas foi
realizada segundo o método descrito por Chelysheva et al. (2013) com
algumas modificagdes. As ldminas foram levadas ao micro-ondas em tampé&o
citrato (pH6) por 45 segundos a 800w e imediatamente transferidos para
PBS 1X (Tampdo fosfato salino) durante 5 minutos. As laminas foram
incubadas em BSA 10% (Albumina de soro bovino) durante 1h em camara
Umida e temperatura ambiente e, posteriormente, em anticorpo primario
(Rabbit polyclonal IgG, Millipore) H3K4me2 e H3K9me2 diluido 1:100 em
BSA 3% por, no minimo, 24h a 4°C. A seguir, as laminas foram lavadas em
PBS 1X e a deteccao foi realizada com anticorpo secundario anti-rabbit 1gG
FITC-conjugated diluido 1:100 em BSA 3% por 1h a 37°C. Apds lavagens
em PBS 1X, as ldaminas foram montadas e contra-coradas em DAPI (4°, 6-
diamidino-2-fenilindol)/Vectashield H-1000 (1:100).

A imunolocalizagdo da 5-metilcitosina foi baseada em Suzuki et al.
(2010) com algumas modificagdes. As laminas foram desnaturadas em
formamida 70%/SSC2x a 70°C por 90seg, posteriormente desidratadas em
série alcodlica (70, 90 e 100%) e secas ao ar. O material foi bloqueado com
BSA 1% durante 30 minutos em camara Umida (temperatura ambiente) e
incubado com anticorpo primario anti-5methylcytosine (mouse monoclonal,
Millipore) diluido em BSA 1% (1:200) por 1h a 37°C. Apds 3 lavagens em
PBS 1X foi aplicado anticorpo secundario (anti-mouse 1gG TRITC-
conjugated) diluido em BSA 1% (1:200) por 1h a 37°C sob condicGes
aféticas. As laminas foram montadas e contra-coradas em DAPI (4°, 6-
diamidino-2-fenilindol)/Vectashield H-1000 (1:100).
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2.4 Microscopia e processamento das imagens

Imagens foram capturadas usando uma camera QImaging Retiga
EXi CCD acoplada ao microscopio de epifluorescéncia Olympus BX 60 e 0
contraste final feito com o software Photoshop CS3. Para definir o
posicionamento dos sinais do anticorpo no cromossomo foi utilizada a
classificagdo das regides cromossdmicas proposta por Roa e Guerra (2012),
caracterizada como regido centromérica (cen), proximal (p), intersticial-
proximal (ip), intersticial-terminal (it), terminal (t) e todo o brago (wa)
(Figura 1).

t|it|ip|p|cen| p ip it t

Wa Wa

Regides ao longo do cromossomo

Figura 1 Divisdo das regiGes cromossOmicas: regido centromérica (cen),
proximal (p), intersticial-proximal (ip), intersticial-terminal (it), terminal (t)
e todo o brago (wa). Fonte: Adaptado de Roa e Guerra (2012).

3 RESULTADOS
Contrastacéo direta com fluorocromo DAPI

Nas espécies e hibridos de Brachiaria avaliadas, a contrastacdo
direta com fluorocromo 4’°, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) demonstrou a
presenca de bandas DAPI" colocalizadas na regido centromérica (Figura 2A)

e em pequenos blocos de cromatina condensada (cromocentros) no nicleo
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interfasico (Figura 2C). A condensacdo tardia das regides terminais dos
cromossomos nas metéafases mitoticas também foi evidenciada (Figura 2B).

Figura 2 Caracteristicas citologicas de B. ruziziensis (2n=4x=36) utilizando o
fluorocromo DAPI (vermelho). A) Bandas DAPI* colocalizadas na regido
centromerica. B) Condensagéo tardia da regido terminal dos cromossomos
metafasicos. C) Nucleo interfasico com cromocentros DAPI*. A barra
corresponde a 10um.

Imunodetec¢do da H3K4me2 e H3K9me2 nos nucleos interfasicos e em

cromossomos metafasicos
Nos nucleos interfasicos, a cromatina difusa foi marcada com o
anticorpo contra H3K4me2 (Figura 3A), enquanto os cromocentros foram

intensamente marcados com o anticorpo H3K9me2 (Figura 3B).

H3K4me2

H3K9me?2

Figura 3 Imunodeteccdo da histona H3K4me2 (A) e H3K9me2 (B) no
nicleo interfasico de B. brizantha. A) cromatina difusa marcada com
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anticorpo contra H3K4me2. B) Cromocentros marcados com anticorpo
contra H3K9me2. A barra representa 10um.

Sinais do anticorpo H3K4me2 foram visualizados nos dominios
cromossdmicos eucromaticos em posicdo terminal e intersticial-terminal
(Figura 4). Em padrdo oposto, sinais da H3K9me2 foram visualizados em
dominios tipicamente heterocromaticos, incluindo o dominio central
centromérico e pericentromeérico (Figura 4 e 8).

A regido organizadora do nucléolo (RON) ndo foi marcada com
sinais H3K4me2 (Figura 41, seta). No entanto, em todas as espécies e
hibridos, algumas RONs apresentaram uma fraca marcacao da H3K9me2 em
alguns cromossomaos (Figura 4J, seta).

O padrdo cromossémico de dimetilagdo da H3K4 observado
evidenciou cromossomos: (1) hipometilados; (II) com as duas regides
terminais eucromaticas metiladas; (I11) com apenas uma das regides
terminais eucromaticas metiladas; (IV) hipermetilados e (V) com uma banda
intersticial metilada (Figuras 4A1, C1, E1, G1, 11 e K1).

Em contraposi¢do, 0s cromossomos com sinais do anticorpo contra
H3K9me2 estavam: (VI) hipermetilados; (VII) com a regido central
centromerica e pericentromérica metilada; (VIIl) com um braco e, algumas
vezes, parte do outro braco metilado e (1X) hipometilados (Figuras 4B1, D1,
F1,H1,J1eLl).
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Figura 4 Imunodeteccdo da histona H3K4me2 e H3K9me2. Os
cromossomos (DAPI) estdo apresentados em vermelho e sinais das histonas
H3K4me2 e H3K9me2 estdo apresentados em amarelo em metafases de B.
ruziziensis (2x) (A e B), B ruziziensis (4x) (C e D), B. brizantha (E e F), B.
decumbens (G e H), hibrido 1863 (I e J) e hibrido 963 (K e L). Para o
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anticorpo  H3K4me2, os cromossomos foram classificados como: (I)
hipometilados; (1) com as duas regides terminais eucromaticas metiladas;
(1) com apenas uma das regiGes terminais eucromaticas metiladas; (IV)
hipermetilados e (V) com uma banda intersticial metilada (Al, C1, E1, G1,
I1 e K1). Para o anticorpos H3K9me2 foram classificados como: (VI)
hipermetilados; (VI1) com a regido central centromérica e pericentromérica
metilada; (VIII) com um braco e, algumas vezes, parte do outro braco
metilado e (IX) hipometilados (B1, D1, F1, H1, J1 e L1). A barra representa
10pm.

Para B. ruziziensis diploide, os sinais dos anticorpos contra
H3K4me2 e H3K9me2 foram complementares as regides cromossdmicas

metiladas (Figura 5).

H3K4me?2

Figura 5 Comparacdo da distribuicdo cromossdmica dos anticorpos
H3K4me2 e H3K9me2 em metéfases de B. ruziziensis diploide.

Imunodetecgdo da 5-metilcitosina (5-mCyt)

As bandas DAPI", colocalizadas com o centrdmero, n&o
apresentaram metilacdo do DNA (Figura 6G, seta e Figura 8). Sinais do
anticorpo para a 5-mCyt foram detectados em algumas RONs (Figura 6A,
seta) e em outras ndo (Figura 6B, seta). A distribuicdo desigual das regides
ricas em 5-mCyt nos cromossomos mostram que ha variabilidade
quantitativa (percentual de areas metiladas) e qualitativa (intensidade de

marcacao) entre espécies e hibridos de Brachiaria (Figura 6).
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B. ruziziensis 2x B. ruziziensis 2x B. ruziziensis 4x B. ruziziensis 4x

Figura 6 Imunodeteccdo da metilagdo do DNA em B. ruziziensis 2x (A e B), B. ruziziensis 4x (C e D), B. decumbens (E e F) e B.
brizantha (G e H). Os cromossomos (DAPI) estdo apresentados em azul e sinais da 5mCyt (TRITC) em vermelho. RON metilada
(seta branca) e ndo metilada (ponta de seta branca). Cromossomos hipermetilado (seta amarela) e hipometilado (ponta de seta

amarela). A barra representa 10pum.
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Em B. ruziziensis diploide, a imunodeteccdo com anti-5mCyt
marcou principalmente a regido pericentromérica e proximal, no entanto, em
alguns cromossomos o sinal se estendeu aos bragos (Figura 6A e 6B). Ndo
foi observada variacdo entre células de diferentes plantas. Na tetraploide, o
padrdo de metilacdo do DNA (5-mCyt) foi considerado heterogéneo, pois
observaram-se heteromorfismos entre células de diferentes meristemas de
uma mesma planta e até entre células de um mesmo meristema. Foram
observadas metafases com sinais frequentemente nas  regides
pericentroméricas, proximais e bragos cromossomicos (Figura 6C), e
metafases com cromossomos hiper e hipometilados (Figura 6D).

As espécies apomiticas B. brizantha (Figura 6E e 6F) e B.
decumbens (Figura 6G e 6H) apresentaram visualmente maior area do
cromossomo com sinais do anticorpo anti-5-mCyt. A marcacdo ndo se
sobrepde as regides terminais de condensacdo tardia nos cromossomos. Nao
houve variagdo entre células de diferentes plantas.

Nos hibridos interespecificos H1863 (Figura 7A e B) e H963 (Figura
7C e D), o padrdo de metilagdo do DNA nas metéafases foi heterogéneo,
incluindo diferengas na reatividade dos cromossomos a 5-mCyt entre plantas
de um mesmo hibrido. Dentre as observacgdes, destacam-se: (i) cromossomos
ou bragcos hipometilados; (ii) cromossomos hipermetilados;  (iii)
hipometilacao da regido terminal dos cromossomos; (iv) cromatides irméas ou
regides correspondentes entre elas com assimetria no grau de metilag&o,

caracterizando a formagéo de cromossomos hemimetilados.
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Hibrido 1863 Hibrido 1863
A . IB

Figura 7 Imunodetec¢do da metilagdo do DNA no hibrido 1863 (A e B) e
hibrido 963 (C e D). Os cromossomos (DAPI) estdo apresentados em azul e
sinais da 5mCyt (TRITC) em vermelho. As variagdes na reatividade dos
cromossomos a 5mCyt sdo identificadas nas imagens. Os cromossomos
foram classificados como: (i) cromossomos ou bragos hipometilados; (ii)
cromossomos hipermetilados; (iii) hipometilacdo da regido terminal dos
cromossomos; (iv) cromatides irmds ou regides correspondentes entre elas
com assimetria no grau de metilacdo. A barra representa 10pum.

4 DISCUSSAO

Imunodeteccdo da H3K4me2, H3K9me2 e 5-mCyt nos nudcleos

interfasico e regides cromossémicas

Nas espécies e hibridos de Brachiaria avaliados, os cromocentros
DAPI* no nucleo interfasico foram altamente enriquecidos com H3K9me2,
assim como observado em Arabidopsis (Soppe et al. 2002; Houben et al.
2003; Fransz et al. 2006). Ainda no n(cleo interfasico, as bandas DAPI*, que
em Brachiaria sdo colocalizadas com centrdmero, também estavam

duplamente metiladas na H3KO.
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A regido terminal cromossdmica que apresenta condensacdo tardia
foi fortemente dimetilada na lisina 4 da histona H3, uma marca caracteristica
de eucromatina ativa (Feng e Jacobsen 2011), o que indica que esta regido
cromossdmica é rica em genes. Correlacdo entre a regido de condensacdo
terminal tardia e a H3K4me2 também foi relatada para C. spiralis e
Eleutherine bulbosa (Feitoza e Guerra 2011) e em linhagens e hibridos de
milho (Shi e Dawe 2006; He et al. 2014). Também em milho e outros
cereais, Anderson et al. (2006), mostraram a localizagdo preferencial dos
genes nas regibes distais dos bragos cromossémicos, coincidente com os
dominios eucrométicos detectados nos cromossomos de Brachiaria e seus
hibridos.

A dimetilagdo na lisina 9 da histona H3 é uma marca caracteristica
de heterocromatina (Feng e Jacobsen 2011) importante no silenciamento de
transposons e no controle da metilagdo do DNA (Bernatavichute et al. 2008).
Essa marca epigenética foi observada preferencialmente em regides
pericentromérica e central centromérica, dominios tipicamente
heterocromaticos, e as vezes, se estendeu aos bragcos cromossémicos nas
espécies e hibridos avaliados neste trabalho. Em Arabidopsis foram
observados dois padrGes de di-metilagdo da H3K9, o primeiro em
transposons e outros elementos repetitivos em bragcos cromossémicos em
niveis  relativamente  baixos, e 0 segundo nas  regides
pericentromérica/centromérica em niveis elevados (Bernatavichute et al.
2008).

Sinais da H3K9me2 e da 5mCyt foram concomitantemente
observados na RON de alguns cromossomos, caracterizando o estado
heterocromético (Neves et al. 2005) e a inatividade do locus rDNA 45S. A
dimetilacdo da H3K9 na RON também foi observada em estudos com milho
(Jin et al. 2008). O padrdo inativo da RON determinado pelas marcas
epigenéticas da H3K9me e da 5 mCyt foi associado também & hipoacetilacdo
da H3 e ao elevado grau de condensagdo da cromatina rDNA (Neves et al.

2005). Em estudos com Arabidopsis suecica, Lawrence et al. (2004)
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determinaram que genes de rRNA inativos estdo associados com H3K9me2
e seus promotores sdo hipermetilados na citosina e genes ativos estdo
associados a H3K4me3 e hipometilados na citosina.

Na maioria dos eucariotos, o nimero de genes rRNA estd em grande
parte redundante em relacdo ao que € exigido para a formacéo do ribossomo,
sendo assim, apenas uma pequena fragdo das unidades do rDNA sdo
transcritas (Neves et al. 2005). Em ervilha, apenas cerca de 5% das unidades
sdo transcritas (Gonzalez-Melendi et al. 2001), sugerindo que a maioria das
unidades de rDNA permanecem transcricionalmente silenciadas. Sendo
assim, o silenciamento da RON em alguns cromossomos de todas as
espécies de Brachiaria avaliadas também é consistente com as evidéncias de
gue apenas um subconjunto de genes rRNA estdo ativos.

Em espécies poliploides, como B. decumbens, B. brizantha e B.
ruziziensis, e em hibridos a relacdo da H3K9me2 e 5mCyt com o
silenciamento da RON ¢é ainda sustentada pela expressdo diferencial dos
genes rDNA 45s também denominada de dominéncia nucleolar. Algumas
evidéncias apontam que a dominéncia nucleolar ocorre como um controle de
dosagem de genes com tendéncia a homogeneizacdo, no qual um conjunto
parental de genes rRNA deve ser seletivamente silenciado (Preuss e Pikaard
2007).

A imunomarcacdo da 5-mCyt associada com observagdes da
dimetilacdo da H3K9me revelaram o estado diferenciado da cromatina
centromeérica em dois dominios (Figura 8). O primeiro caracterizado pela
interacdo com as proteinas de fundagdo do cinetécoro, que inclui a CENH3,
com auséncia de metilagio do DNA e da H3K9me. O segundo dominio,
mais centralizado, hipermetilado para ambos anticorpos e marcadamente

heterocromatico.
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A) B)
H3K4me2 H3K9me2 S-mCyt Metafase

Figura 8 A) Comparacdo da imunodeteccdo das histonas H3K4me2,
H3K9me2 e 5-mCyt na cromatina centromerica em cromossomos de B.
decumbens. B) Esquema da cromatina centromérica subdividida em dois
dominios: O primeiro mais lateral com auséncia de metilacdo da H3K4mez2,
H3K9me2 e 5-mCyt (vermelho) e um segundo dominio central
heterocromatico hipermetilado para H3K9me2 e 5-mCyt (verde).

Essas observag@es vdo ao encontro dos modelos eucariotos, os quais
tém demonstrado que a especificacdo e a propagagdo do centrémero séo
definidas por mecanismos epigenéticos e ndo pela sequéncia de DNA (Amor
et al. 2004). Na estrutura centromérica, a interacdo da variante da histona H3
(CENH3) e sua relagéo hierarquica com as demais proteinas de fundagéo do
cinetocoro, tem papel fundamental para a identidade e funcionalidade do
centrdbmero (Amor et al. 2004). Zhang et al. (2008) consideraram que a
metilacdo do DNA é uma marca epigenética potencial para a identidade
centromérica, por desempenhar um papel importante na demarcacdo da
cromatina centromérica em relacdo a regido de heterocromatina que a
flanqueia. Em Arabidopsis, esses autores também observaram que o0s
dominios de ocorréncia da CENH3 e a regido imediatamente adjacente,
apresentavam significativa reducdo ou auséncia do sinal da 5mCyt e da
H3K9me2.

Essa heterocromatina centromérica € um componente essencial do
centrdmero (Amor et al. 2004) e provavelmente fornece um limite para
prevenir o espalhamento da deposicdo da CENH3, de modo a também

assegurar a identidade centromérica (Zhang et al. 2008). Um papel similar é
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atribuido a heterocromatina pericentromérica, também observada em
Brachiaria e seus hibridos. Amor et al. (2004) destacam varias outras
funcdes, incluindo a formacdo de uma barreira fisica entre o centrémero e 0s
bracos eucromaticos e a supressao da recombinacao meidtica.

A correlagdo entre a metilagdo da H3K9 e a metilacdo do DNA tem
sido objeto de estudo de alguns autores. Em Arabidopsis, por exemplo,
Bernatavichute et al. (2008) observaram uma alta coincidéncia entre
H3K9me2 e metilagdo CHG em todo o genoma, sugerindo assim uma
correlagdo entre essas marcas. O provavel mecanismo que explica essa
relacdo é que a metilacdo da H3K9 e da H3K27 catalisada pela histona
metiltransferase SUVH4/KYP promove uma sinalizagdo (codigo de
histonas) para o recrutamento da CMT3 (Cromometilase 3) promover a
metilagdo do DNA (Jackson et al. 2004; He et al. 2011). Em contrapartida, a
familia de proteinas SUVH (SUVH1-SUVH10) tem um dominio N-terminal
SRA o qual se liga a citosina metilada (Rajakumara et al. 2011). Assim, as
histonas metiltransferases H3K9 sdo recrutadas pela metilacio do DNA
através do dominio SRA, e provavelmente adicionam marcas de metilacdo
na H3K9 nesses loci (Saze et al. 2012). Sitios de metilacdo da H3K9 podem
também se ligar a CMT3, formando assim um mecanismo de autorreforco de

marcas epigenéticas repressivas na heterocromatina (Johnson et al. 2007).

Comparacao da distribuicdo da H3K4me2, H3K9me2 e 5-mCyt nos

cromossomos metafasicos entre as espécies e hibridos avaliados

A anélise comparativa dos padrdes cromossdémicos de modificagdes
de histonas permitiu categorizar nove tipos caracteristicos (I a IX) de
cromossomos nos gendtipos avaliados. Considerando essa classificagdo, a
maior variagdo de tipos cromossémicos para a marcagdo heterocromatica
(H3K9me2) foi constatada em B. decumbens e para o hibrido 963. Para a
marca epigenética da eucromatina, a variacdo de tipos cromossémicos foi

maior em B. brizantha, B. decumbens e hibrido 963.
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Outra abordagem comparativa da distribuicdo das marcas
epigenéticas entre cromossomos das espécies e hibridos revela que existem
algumas similaridades. Em varios cromossomos de B. ruziziensis diploide
(2n = 2x = 18), B. ruziziensis tetraploidizada artificialmente (2n = 4x = 36),
na apomitica B. brizantha (2n = 4x = 36) e no hibrido interespecifico 1863
(B. ruziziensis x B. brizantha 2n = 4x = 36) foi observada marcacdo da
H3K4me2 predominantemente em uma ou has duas regides eucromaticas
terminais que apresentam condensacdo tardia, e, em alguns casos, se
estendendo até a regido intersticial-terminal e intersticial-proximal. Também
foram observados cromossomos hipometilados em B. ruziziensis diploide e
tetraploide, B. brizantha e no hibrido 1863. Em estudo de comparagdo da
distribuicdo de maodificacfes de histonas ao longo dos cromossomos
metafésicos entre milho cultivado e seus parentes selvagens, He et al. (2014)
mostraram que ndo houve diferencas no padréo de modificaces de histonas
durante o processo de domesticagdo. Entretanto, Moghaddam et al. (2011)
observaram que existe variacdo nos padrfes de metilagdo da H3K4me2 e
H3K27me3 entre acessos de A. thaliana. Os autores atribuem essa variagdo
observada a sequéncias de elementos transponiveis (TEs), 0s quais podem
afetar a regulacdo da transcricdo através da deposicdo de modificacGes
associadas a cromatina repressiva.

Nas espécies apomiticas B. brizantha e B. decumbens (2n = 4x = 36)
além das configuragbes acima descritas, os sinais do anticorpo contra a
H3K4me2 se estenderam até a regido proximal, ndo se sobrepondo apenas a
banda DAPI® colocalizada com centrdmero, sendo considerados assim
hipermetilados. Em B. decumbens foi observada uma banda intersticial em
dois cromossomos e auséncia de cromossomo hipometilado, como
observado nas outras espécies avaliadas.

No hibrido interespecifico 963 (B. ruziziensis x B. decumbens 2n =
4x = 36+2), a imunodeteccdo da H3K4me2 mostrou cromossomos
hipometilados, assim como em B. ruziziensis e um cromossomo com

marcacdo intersticial, assim como em B. decumbens, o que pode representar
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a manutencdo do padrdo de heranca epigenética. As modificacdes
epigenéticas podem acarretar em diferencas no nivel de expressdo génica,
com consequente efeito fenotipico. Uma vez estabelecido, o estado
epigenético pode ser herdado durante muitas geracdes, o que confere
implicacdes significativas no melhoramento de plantas, visto que a variacao
fenotipica herdavel dentro de populagbes é a base para a selecdo e
melhoramento (Tsaftaris e Polidoros 2000).

Para a maioria dos cromossomos e regides cromossdmicas das
espécies e hibridos, a hipermetilacdo da H3K9me2 se correlacionou com um
nivel alto de metilacdo de DNA, conforme ja relatado anteriormente, sendo
frequentemente  concentrados na  regido  central  centromérica,
pericentromérica, proximal e, em alguns cromossomos, se estendendo para a
regido intersticial-proximal. Ao contrario do observado nas demais espécies
e hibridos, na B. ruziziensis diploide, espécie de reproducdo sexual, ndo
foram observados cromossomos hipometilados para H3K9. Quanto a
metilacdo do DNA, em B. ruziziensis diploide, a marcacdo ndo apresentou
variacdes e foi detectada na regido pericentromérica e proximal, com alguns
sinais observados nos bragos cromossémicos. Esse padrdo € diferente do
observado em Allium cepa, cuja metilacdo ocorre principalmente na regido
terminal, além da marcacdo em alguns sitios proximais e intersticiais
(Ruffini Castiglione et al. 1995). Em Hordeum vulgare, Ruffini Castiglione
et al. (2008) demonstraram uma constante presenca de sinais de metilacéo do
DNA principalmente na regido telomérica, pericentromérica e centromérica.

Em B. ruziziensis tetraploidizada (autopoliploide) foi observada uma
heterogeneidade com relagdo a distribuicdo dos sinais da 5-mCyt. Algumas
metafases tiveram o padrdo semelhante & B. ruziziensis diploide e outras
apresentaram uma variagdo na distribuicdo cromossdmica dessa marca,
inclusive entre células de um mesmo meristema. Foram também observados
cromossomos inteiros hipermetilados e hipometilados para sinais da 5-mCyt
em B. ruziziensis tetraploide, 0 que caracteriza a ocorréncia de silenciamento

e expressao génica, respectivamente. Essa variacdo pode ser oriunda do



103

processo de poliploidizacdo, o qual é frequentemente acompanhado por
alteractes na metilacdo do DNA. A poliploidizacdo pode induzir mudancas
na metilacdo do DNA, que desempenha um papel fundamental na expressdo
génica e regulagdo do genoma, afetando assim o crescimento,
desenvolvimento e o fendtipo (Zhihui et al. 2011). Essa inconstancia na
metilagdo provavelmente promove uma flexibilidade para a planta poliploide
responder as alteracdes substanciais de um genoma duplicado (Chen 2007;
Zhihui et al. 2011). Além do evento de poliploidizagdo, ndo se pode
negligenciar um possivel efeito da colchicina, agente indutor usado na
duplicagdo cromossdmica de B. ruziziensis, nas mudancas epigenéticas,
Zingg e Jones (1997) relataram que a colchicina pode aumentar as taxas de
metilacdo do DNA.

Nas espécies apomiticas B. decumbens e B. brizantha, além da
regido pericentromérica, os sinais de metilagdo do DNA estavam dispersos
ao longo dos bragos e ndo apresentaram uma distribuicdo cromossomica
preferencial, assim como observado em B. ruziziensis diploide neste
trabalho. Resultados semelhantes foram observados em Triticale, o qual teve
uma distribuicdo ndo uniforme da 5-mCyt ao longo dos cromossomos e ndo
ocorreu em regides cromossdmicas especificas (Castilho et al. 1999). Em B.
decumbens e B. brizantha, os sinais da 5-mCyt ndo se colocalizaram com a
regido terminal de condensacéo tardia, corroborando com a informacéo de
gue esta é uma regido de cromatina ativa, provavelmente rica em genes.

Nos hibridos interespecificos houve diferencas na reatividade dos
cromossomos & 5mCyt entre plantas de um mesmo hibrido. Essa variagdo
pode ser oriunda do processo de hibridacdo. Segundo Liu e Wendel (2003)
alteracbes epigenéticas parecem ser prevalentes durante a formacdo de
hibridos interespecificos e poliploides. Alteracfes na metilacdo do DNA
também foram observados em alopoliploides recém-sintetizados de
Arabidopsis (Madlung et al. 2002) e trigo (Shaked et al. 2001). A alteracéo
da metilagdo em poliploides, oriundos de duplicacdo ou hibridacéo, pode ser

atribuida a trés fatores: (i) Perturbacbes na expressdo da metl,
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metiltransferase responsavel pela metilacdo, a qual afeta a regulacéo génica,
crescimento e o desenvolvimento em alopoliploides (Chen et al. 2008); (ii) a
alopoliploidia e a metilaghio do DNA podem ter efeitos distintos e
sobrepostos, ou seja, a densidade e os sitios especificos de metilacdo podem
afetar a regulacdo génica de genomas alopoliploides (Chen 2007); (iii) a
variagdo observada pode estar também relacionada ao silenciamento de
genes redundantes em um genoma duplicado ou talvez, porque 0s sistemas
de metilacio do DNA sdo perturbados por efeito da hibridagdo
interespecifica ou poliploidizagdo (Fulnecek et al. 2007).

Cromossomos com assimetria no padrdo de metilagdo do DNA entre
cromaétides irmas ou regido correspondente entre elas foram observados nos
hibridos e podem refletir em diferenca na atividade transcricional de genes.
Essa heterogeneidade pode ser comparada ao fenémeno da hemimetilagéo,
que foi inicialmente registrado em cromossomos de camundongo (Rougier et
al. 1998) e embrides humanos (Baranov et al. 2005). A hemimetilagdo
resulta do processo de duplicagdo, onde cada molécula de DNA dupla hélice
tem apenas uma fita metilada. Em plantas, a manutencdo da metilacdo do
DNA ¢é assegurada pela MET1 (metiltranferase 1) e CMT3 que tem
afinidade pelo DNA hemimetilado e utiliza como base o estado metilado da
outra fita de DNA (Probst et al. 2009; Saze et al. 2012). Entretanto a fita
hemimetilada esti passivel de desmetilacdo, por acdo de proteinas DNA
glicosilases (Probst et al. 2009). O processo de desmetilacdo pode ser
resultado de uma deficiéncia na manutencdo enzimatica apds a replicagdo do
DNA ou um processo enzimatico ativo envolvendo glicosilases para proteger
0s genes de uma metilacdo potencialmente deletéria (Penterman et al. 2007).
Nos hibridos de Brachiaria 0 modelo de metilacdo assimétrica observado
possivelmente representa um processo de desmetilagdo, uma vez que,
visualmente as duas fitas de DNA de uma mesma cromatide ndo apresentam
metilagdo, enquanto a outra cromatide manteve o estado metilado. Esse

processo também pode representar um mecanismo de silenciamento como
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tentativa de homeostase e/ou regulacdo da dosagem génica apds a
hibridacéo.

Diferente da assimetria na metilacdo do DNA observada para
cromaétides irmds, variaces entre regides correspondentes de cromossomos
homologos parecem ser mais comuns, e foram observados em Vicia faba
(Frediani et al. 1996) e Hordeum vulgare (Ruffini Castiglione et al. 2010).
Substancial variacdo no padrdo de metilagdo do DNA no genoma também
foi relatada entre diferentes acessos de A. thaliana (Vaughn et al. 2007) e em
duas subespécies de arroz (Oryza sativa japbnica e O. sativa indica) e seus
hibridos reciprocos (He et al. 2010).

A variagdo no padrdo de metilagdo de histonas em espécies
poliploides e hibridos como observado em Brachiaria, quando comparados
com seus genitores e espécies poliploides é esperada, uma vez que, em
resposta ao choque genémico, essas espécies devem superar a redundancia
genética e reestabelecer uma nova composicdo gendmica através de
modificacdes genéticas e epigenéticas (Chen 2010). Segundo Lynch e Force
(2000) muitos genes duplicados estdo sujeitos a perda progressiva,
pseudogenizacdo (perda da funcéo), subfuncionalizacao (divisdo das funcdes
anteriores entre duplicatas) e neofuncionalizacdo (evoluindo nova fungdo em

um dos genes duplicados).

5 CONCLUSOES

H& relagdo entre H3K9me2 e 5-mCyt em algumas regides
organizadora do nucléolo, dominio central centromérico e regido
pericentromérica dos cromossomos de Brachiaria spp. A dimetilacdo na
lisina 4 da histona H3 (H3K4me2) foi detectada em dominios eucromaticos,
localizados principalmente na regido terminal cromossémica.

A comparagdo da distribuicdo cromossdmica de modificacdes de
histonas entre as espécies e hibridos revelou uma maior variacdo de tipos

cromossdmicos para a marcacdo heterocromatica (H3K9me2) em B.
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decumbens e no hibrido 963, enquanto que, para a marca epigenética da
eucromatina (H3K4me2), a variagdo foi maior em B. brizantha, B.
decumbens e hibrido 963.

A distribuicdo cromossbmica da 5-mCyt foi similar entre B.
brizantha e B. decumbens, espécies tetraploides e apomiticas, as quais
diferiram do observado em B. ruziziensis, espécie diploide e sexual.
Significativas alteragdes na metilagio do DNA foram observadas na B.
ruziziensis duplicada e nos hibridos interespecificos (H1863 e H963),
possivelmente como consequéncia dos processos de poliploidizagdo e

hibridacéo, respectivamente.
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