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RESUMO 
 

Lolium perenne L., também conhecida como azevém perene, é 
considerada uma gramínea forrageira de alta qualidade e é amplamente 
utilizada em regiões de clima temperado para suprir a escassez de forragem 
durante o inverno. Na espécie já foram descritas algumas peculiaridades 
relacionadas aos aspectos citogenéticos, como a variabilidade em número e 
posição dos sítios de rDNA45S e a expressão dos sítios frágeis, que carecem 
de estudos mais aprofundados para subsidiar a compreensão de suas causas e 
consequências. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a 
relação entre a expressão dos sítios frágeis com as sequências repetitivas 
funcionais (rDNAs e teloméricas) em cromossomos de cultivares diploide e 
poliploide de L. perenne. As técnicas de FISH e de bandamentos Ag-NOR e 
fluorescente foram utilizadas para avaliar a distribuição dos sítios de rDNA 
45S, 5S e das sequências teloméricas, a atividade transcricional dos genes 
ribossomais 45S e a distribuição de sequências ricas em AT e/ou GC em L. 
perenne, respectivamente. Houve variabilidade no número e na posição dos 
sítios de rDNA 45S, o que não foi observado para os sítios de rDNA 5S. Um 
dos genótipos avaliados apresentou dois sítios de rDNA 45S em um mesmo 
cromossomo, localizados em braços cromossômicos diferentes. Quebras e 
lesões foram evidenciadas no sítio de rDNA 45S na maioria das metáfases 
avaliadas de ambas as cultivares. Não foram detectadas sequências 
teloméricas na extremidade dos fragmentos cromossômicos correspondentes 
ao local de quebras nos sítios 45S. A atividade transcricional mostrou-se 
aparentemente alterada nos sítios fragilizados. Houve variação no número e 
tamanho dos nucléolos e fusões nucleolares foram evidenciadas. Todas as 
bandas CMA+ estavam co-localizadas com os sítios 45S.  
 
 
Palavras-chave: rDNA. Rearranjos cromossômicos. RONs. Lolium L.. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 
 

Lolium perenne L., a high quality forage grass known as perennial 
ryegrass, is widely used in temperate regions to supplement the lack of 
forage in winter. Some cytogenetic peculiarities o-preported for this species, 
such as variability in number and position of rDNA 45S sites and expression 
of fragiles sites, require further studies to unravel their causes and 
consequences. Thus, this study aimed to evaluate the relationship between 
the fragile sites expression and functional repetitive sequences (rDNAs and 
telomeric) in chromosomes from diploid and polyploid cultivars of L. 
perenne. FISH and Ag-NOR and fluorescence banding were used to evaluate 
the distribution of rDNA 45S and 5S sites, telomeric sequences, 
transcriptional activity of the 45S ribosomal genes and distribution of AT 
and/or GC rich sequences in L. perenne, respectively. Variation on number 
and location of 45S rDNA sites was detected, but not on rDNA 5S sites. The 
tetraploid genotype showed two rDNA 45S sites on  different arms of the 
same chromosome. Breaks and injuries were detected in rDNA 45S sites for 
most metaphases evaluated in both cultivars. We did not detect telomeric 
sequences at the end of chromosomal fragments corresponding to the 
breakage spots in the 45S sites. The transcriptional activity was apparently 
altered in fragile sites. We found variation in the number and size of nucleoli 
and nucleolar fusions as well. All CMA+ bands were co-located with the 45S 
sites. 

 
 

Keywords: rDNA. Chromosomal rearrangements. NORs. Lolium L.. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Lolium perenne L., conhecido como azevém perene, é uma gramínea 

forrageira nativa da bacia do mediterrâneo com ampla distribuição nas 

regiões temperadas do mundo devido a sua capacidade de suprir a escassez 

de forragem durante os períodos mais frios do ano, somada às suas 

excelentes características agronômicas (TERREL, 1968; YAMADA et al., 

2005). Essa espécie é naturalmente diploide, no entanto, cultivares 

tetraploides são desenvolvidas com o objetivo de otimizar a qualidade da 

forragem e a produtividade (BARKER et al., 2001; POLOK, 2007). 

O L. perenne possui 2n=2x=14 cromossomos, nos quais três pares 

apresentam constrições secundárias associadas com bandas C e localizadas 

próximas à região centromérica (JAUHAR, 1993; MALIK; THOMAS, 

1966; THOMAS, 1981). O número de constrições secundárias é 

correspondente ao número de marcações de regiões organizadoras do 

nucléolo (RONs) pela técnica de impregnação com prata, sendo detectados 

até seis nucléolos nos diploides e até 12 nos tetraploides (CARNIDE; 

ORELLANA, 1986). 

Com a técnica de Hibridização in situ Fluorescente (FISH) foram 

descritos para os diploides, sete sítios de genes ribossomais 45S, sendo um 

heterozigoto, e dois sítios 5S sendo estes últimos localizados no braço curto 

do cromossomo 3, em sintenia com um dos sítios de rDNA 45S (MALIK; 

THOMAS, 1966; THOMAS et al., 1996). A condição heterozigota para o 

gene 45S, o que resulta em número ímpar de genes ribossomais 45S, já foi 

observada em outras espécies de gramíneas do gênero Paspalum (VAIO et 

al., 2005) e Hordeum (TAKETA et al., 2001). Nestas espécies, a mobilidade 

gênica, o polimorfismo na população de origem, redução do tamanho dos 

sítios e deleções gênicas são mecanismos de evolução cariotípica que podem 
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estar envolvidos na origem do heteromorfismo do rDNA (TAKETA et al., 

2001; VAIO et al., 2005). 

Variações no número e localização dos genes ribossomais em 

cultivares diploides e poliploides de L. perenne já foram relatadas 

(KSIAZCZYK; TACIAK; ZWIERZYKOWSKI, 2010; LIDEIKYTE et al., 

2008). Nesses estudos, genótipos diploides apresentaram de quatro a sete 

sítios de rDNA 45S e, invariavelmente, dois sítios 5S. Nos tetraploides, a 

variação de número ocorreu tanto nos sítios 45S, de nove a 16, quanto nos 

5S, de quatro a cinco sítios. Algumas plantas não apresentaram sintenia dos 

genes 45S e 5S no cromossomo 3, o que permitiu evidenciar mudanças de 

posição de um ou ambos os genes ribossomais.  

Além dessas variações, estudos realizados também em L. perenne 

por Huang et al. (2008) mostraram que em algumas células meristemáticas   

havia maior número de cromossomos que o esperado para a espécie e sinais 

45S na região terminal em número variável. Os autores demonstraram que 

estes sinais terminais eram provenientes da expressão de sítios frágeis, 

fenômeno já descrito em cromossomos humanos (GLOVER, 2006; 

RICHARDS, 2001). Essa expressão causava a ruptura total ou parcial 

exclusivamente nos sítios rDNA 45S dos cromossomos de L. perenne, 

gerando fragmentos que resultaram na contagem equivocada do número 

cromossômico. Recentemente, Bustamante (2012) também relatou a 

variabilidade para o sítio de rDNA 45S e a ocorrência de sítios frágeis em 

genótipos diploides e tetraploides de L. multiflorum e em uma progênie 

resultante do cruzamento entre esses genótipos. 

Diferentes mecanismos podem estar envolvidos na variação do 

número e posição dos sítios de rDNA 45S tanto interespecífica quanto 

intraespecífica, tais como: diferentes rearranjos cromossômicos; permuta 

genética desigual; conversão, transposição gênica e a expressão dos sítios 

frágeis (BROWN; O’NEILL, 2010; DATSON; MURRAY, 2006; 
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DUBCOVSKY; DVORAK, 1995; RASKINA; BELYAYEV; NEVO,  

2004a, 2004b; SCHUBERT; WOBUS, 1985; THOMAS; HARPER; 

MORGAN, 2001). Em Lolium, além de ser um mecanismo potencial para 

variabilidade no número e posição dos blocos de rDNA 45S, a ocorrência 

dos sítios frágeis pode levar a alterações no genoma que podem estar 

relacionadas a evolução e surgimento de novas espécies (BROWN; 

O’NEILL, 2010; RUIZ-HERRERA; ROBINSON, 2007). O objetivo do 

presente trabalho foi avaliar a relação entre a expressão dos sítios frágeis 

com as sequências repetitivas funcionais (rDNAs e teloméricas) em 

cromossomos de L. perenne. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Origem, distribuição e taxonomia de espécies de Lolium  

 

O gênero Lolium (família Poaceae Barnhart., Tribo Poeae Brown.) é 

composto de gramíneas forrageiras nativas da bacia do Mediterrâneo 

(Europa, Ásia Temperada e Norte da África). Essas gramíneas se 

dispersaram para o norte da Europa, América do Norte e, posteriormente, a 

maioria das espécies alcançou todas as regiões temperadas do mundo 

(TERREL, 1968). 

De acordo com estudos realizados por Terrel (1968), o gênero possui 

oito espécies que estão subdivididas em dois grupos conforme o modo de 

reprodução. Dentre as oito espécies, quatro são autógamas (L. loliaceum 

Bory e Chaub., L. persicum Boiss e Hohen., L. remotum Schrank., L. 

temulentum L.) e três são alógamas (L. perenne L., L. multiflorum Lam. e L. 

rigidum Gaudich.). Apenas Lolium canariense Steud., endêmica das Ilhas 

Canárias, apresenta modo de reprodução intermediário com moderado grau 

de fertilização cruzada. Todas as espécies do gênero são diploides 

(2n=2x=14), mas várias cultivares poliploides obtidas com a utilização de 

colchicina também são reconhecidas (MALIK; THOMAS, 1966; PEREIRA 

et al., 2011; POLOK, 2007; THOMAS, 1981). 

Este gênero está aliado ao homem há muito tempo e os primeiros 

relatos de cultivo das espécies de Lolium datam dos séculos XIII e XIV 

(JENKIN, 1959). Provavelmente, as espécies desse gênero evoluíram em 

estreita associação com a agricultura primitiva devido ao comportamento 

semelhante ao de ervas daninhas (CHARMET; BALFOURIER, 1994). 

A mais ampla distribuição é observada nas duas alógamas L. 

multiflorum, L. perenne e na autógama L. temulentum, que são encontradas 

em quase toda a Europa, parte significativa da Ásia, África, Australásia e nas 
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Américas do Norte e Latina. A espécie L. multiflorum, também conhecida 

como azevém italiano ou azevém anual, cresce melhor em climas 

mediterrâneos, enquanto o L. perenne é encontrado mais ao norte que as 

outras espécies do gênero por ser mais bem adaptado ao frio rigoroso, a 

climas úmidos e ser considerado sensível às mudanças de temperatura 

(POLOK, 2007). 

As espécies L. perenne e L. multiflorum foram categorizadas como 

espécies diferentes com base em dados morfológicos, embora as relações 

taxonômicas não estejam claramente elucidadas (NAYLOR, 1960; POLOK, 

2007). Alguns estudiosos defendem que L. perenne e L. multiflorum não 

devem ser intituladas como espécies, mas sim como subdivisões (POLOK, 

2007). A reclassificação de L. perenne e L. multiflorum como uma única 

espécie foi proposta inicialmente por Naylor (1960).  Bulińska-Radomska e 

Lester (1985), por sua vez, propuseram que o grupo das alógamas deve ser 

considerado como uma única espécie com três subespécies. 

Na maioria dos sistemas de classificação L. perenne e L. multiflorum 

têm status de espécies taxonômicas. Essas espécies são distinguidas por 

vários caracteres morfológicos, sendo no geral relacionados ao hábito de 

crescimento e ao padrão estrutural das folhas. No entanto, muitas destas 

características morfológicas se sobrepõem nas duas espécies, dependendo da 

procedência geográfica dos genótipos comparados (POLOK, 2007). 

A reclassificação de ecótipos e cultivares baseada na diversidade 

molecular e em análises morfológicas detalhadas demonstraram que as 

causas da diversificação entre ambos os taxa são resultantes de atividades 

humanas, como o manejo agronômico e a pressão seletiva (MCGRATH; 

HODKINSON; BARTH, 2007; POLOK, 2007). 

Os defensores da taxonomia baseada na morfologia não concordam 

com a reclassificação, mesmo sendo constatado que existe pouca 

diferenciação morfológica e até mesmo bioquímica entre as espécies de 
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polinização cruzada (LOOS, 1993a, 1993b; TERREL, 1968). O estudo 

realizado por Evans (1964) já mostrava que as duas espécies são muito 

semelhantes morfologicamente, sendo que uma das poucas diferenças 

observadas é o hábito mais ereto, mais amplo, com folhas mais flexíveis e 

geralmente enroladas na bainha em L. multiflorum, enquanto em L. perenne 

as folhas são suavemente dobradas e mais firmes, refletindo em diferenças 

anatômicas das folhas. 

As pesquisas baseadas apenas na morfologia não são capazes de 

afirmar as relações sistemáticas devido ao grau de sobreposição de 

características entre as espécies, o que é incomum mesmo para espécies 

intimamente relacionadas (BENNET, 1997; BENNET; HAYWARD; 

MARSHALL, 2000; LOOS, 1993b). A maioria das características 

frequentemente utilizadas em estudos taxonômicos como comprimento, área 

e largura das folhas basais, da folha bandeira, altura do colmo, surgimento da 

espiga, duração e número de espiguetas não são suficientes para diferenciar 

L. perenne de L. multiflorum (POLOK, 2007). 

A ausência de clara distinção entre L. perenne e L. multiflorum é 

também fundamentada no intercruzamento destas espécies. Os híbridos F1 

resultantes se estabelecem sem muitos problemas e podem chegar à 

maturidade plena com níveis de fertilidade consideráveis, sendo que algumas 

plantas resultantes ainda apresentam heterose (JENKIN, 1959). Alguns 

estudiosos alegam que a hibridação é um fenômeno recente subsidiado por 

questões espaciais e geográficas, em que as espécies são semeadas fora da 

sua área de distribuição natural, possibilitando que ambas entrem em contato 

e resulte no fluxo gênico (BENNETT; HAYWARD; MARSHALL, 2002). 

Uma das poucas diferenças observadas entre as duas espécies é que 

L. perenne necessita de exposição à baixas temperaturas para florescer. 

Contudo, isto pode ocorrer em resposta à temperatura e ao fotoperíodo 

relacionado com a origem geográfica de uma população (POLOK, 2007). As 



17 

 

 

variações das condições ambientais estão diretamente relacionadas ao 

comportamento perene ou anual destas duas espécies. Como exemplo, sabe-

se que L. multiflorum é anual, mas pode se comportar como bianual ou de 

ciclo curto dependendo das condições ambientais (COSGROVE; CASLER; 

UNDERSANDER, 1999). 

Vários autores sugerem que as formas ancestrais de Lolium são 

semelhantes ao L. perenne atual (BALFOURIER; IMBERT; CHARMET, 

2000; THOMAS, 1981). Estudos evolutivos baseados na investigação dos 

transposons mostraram que o isolamento provocado durante o período 

glacial não foi  suficiente para isolar e diversificar as populações, sendo as 

diferenças observadas resultantes de mudanças climáticas recentes, que são 

mais desfavoráveis ao azevém que as alterações glaciais (MCDONALD et 

al., 2000; POLOK, 2007). 

O estresse provocado pelas mudanças climáticas levou as 

populações mais ao sul da Europa a se adaptarem, possivelmente 

provocando modificações genéticas que não são perceptíveis ao nível de 

gene e que permitem que L. perenne e L. multiflorum se intercruzem sem 

grandes problemas. As evidências dessas modificações mostraram acúmulo 

(proliferação) de transposons que, segundo Kalendar et al. (2000), podem ser 

induzidos por estresse. 

 

2.2 Características botânico-agronômicas e melhoramento de azevém 

perene (Lolium perenne) 

 

As espécies do gênero Lolium apresentam raízes curtas e fibrosas e a 

parte aérea em forma de touceira. As folhas bandeira são finas e laminadas, 

com venação cruzada e coloração verde-escura. O colmo possui de 10 a 

150cm, e nele estão inseridas as folhas por uma bainha com lígula 

eventualmente acompanhada por aurículas. A inflorescência em forma de 
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espiga possui espiguetas, nas quais estão inseridas as flores. Cada uma das 

flores possui duas glumas, uma lema e uma pálea que envolvem a cariopse 

(POLOK, 2007). 

Especificamente em L. perenne, as folhas bandeira possuem cerca de 

30cm de comprimento e até 7mm de largura, possuindo aurículas pequenas e 

suas espigas podem atingir 20 cm de comprimento. Cada espigueta comporta 

de 7 a 9 flores com 3 anteras cada (LAMP; FORBES; CADE, 2001) e, 

segundo Vogel (1981), os colmos são eretos e as plantas podem atingir até 

90cm de altura, com duração do ciclo de vida de 2 a 3 anos. 

A germinação de L. perenne ocorre no final do verão e no início do 

outono, quando as condições ambientais se tornam favoráveis 

(THOMPSON; GRIME, 1979). E segundo os mesmos autores, o 

desenvolvimento se dá no início da primavera e ainda nesta estação, durante 

condições úmidas e frescas, ocorre o primeiro pico de produção de biomassa 

que se repete no outono.  As inflorescências são emitidas a partir do início da 

primavera até o final do verão após terem sido submetidas às baixas 

temperaturas do inverno, condição necessária para induzir o florescimento 

(FRAKES, 1973). 

Caracterizado como uma espécie alógama, o L. perenne possui 

autoincompatibilidade do tipo gametofítica (FRAKUES, 1973), multialélica 

(FEARON, HAYWARD; LAWRENCE, 1983) controlada por vários locos 

gênicos de interação complexa (THOROGOOD et al., 2005), que impede a 

autopolinização e permite explorar a heterozigose, além de favorecer a 

produção de populações sintéticas geneticamente variáveis (YAMADA et 

al., 2005). 

O L. perenne é mais bem adaptado ao frio mais intenso e à umidade 

que as demais espécies de Lolium. Contudo, é mais sensível às temperaturas 

mais elevadas e à seca que L. multiflorum (POLOK, 2007) que, como as 

demais espécies do gênero, é tolerante a uma grande variedade de climas e 



19 

 

 

solos (HANNAWAY et al., 2012). No entanto, L. perenne tolera solos mais 

encharcados, o que não é evidenciado em L. multiflorum (FRAKUES, 1973; 

SMOLIAK et al., 1981). 

Lolium perenne e Lolium multiflorum são utilizadas como gramíneas 

forrageiras em muitas regiões de clima frio, sendo a base alimentar de 

ruminantes por serem altamente nutritivas, se estabelecerem rapidamente, 

apresentarem longo período vegetativo e alto rendimento (HANNAWAY et 

al., 2012). Na Europa, dados de 2003 mostravam que 23% da área de 

gramíneas (52 milhões hectares) era coberta apenas por estas duas espécies 

de azevém. A produção anual de sementes de azevém nesse continente 

excedeu, na época, 45 mil toneladas e movimentou cerca de 160 milhões de 

euros (LÜBBERSTEDT; SCHEJBEL; BACH, 2003). 

Estas duas espécies também têm importância para a agricultura 

mundial por serem capazes de suprir a escassez de forragem durante o 

período de inverno (POLOK, 2007). O alto teor de proteína bruta disponível 

durante o período vegetativo possibilita que ambas as espécies sejam 

utilizadas como alimento alternativo na bovinocultura, garantindo a 

autossuficiência e a sustentabilidade do agronegócio de regiões que sofrem 

com a estacionalidade de suas forrageiras nativas (YAMADA et al., 2005). 

Particularmente, o L. perenne é considerado uma forrageira de 

primeira qualidade em todo o mundo, tendo maior digestibilidade do que 

outras espécies de gramíneas perenes de clima temperado (WANG; 

BIGELOW; JIANG, 2009). Esta espécie é adequada a todos os estágios de 

vida do gado, especialmente os animais com altos requisitos de nutrientes 

como, por exemplo, animais jovens e vacas leiteiras. Em regiões mais secas, 

L. perenne é preferencialmente utilizado na forma de silagem e feno 

(HANNAWAY et al., 2012). 

Devido à grande utilização de L. perenne como gramínea forrageira 

em vários países de clima temperado, muitos estudos moleculares foram 
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realizados com o intuito de conhecer a variabilidade genética e subsidiar os 

programas de melhoramento genético em todo o mundo. Dentre esses 

trabalhos, Bolaric et al. (2005) identificaram por RAPD que os ecótipos 

alemães da região Norte são distintos da região Central e Sul. 

Um estudo mais amplo baseado nas sequências repetitivas (ISSR - 

Inter-simple sequence repeats) envolvendo genótipos cultivados e silvestres 

provenientes de países da Ásia, Europa, América do Norte e África mostrou 

que, de uma forma geral, a variabilidade genética é maior entre os ecótipos 

do que entre as cultivares e que a Europa é detentora da maior diversidade 

entre os continentes comparados (HU et al., 2011). Anhalt et al. (2009) 

realizaram análises com marcadores moleculares AFLP (Amplified fragment 

length polymorphism) e SSR (Simple sequence repeats) descreveram um 

QTL de feito maior para produção de biomassa em L. perenne e 

demonstraram que essa característica apresenta variabilidade genética e que 

possivelmente pode apresentar efeito de heterose. 

De acordo com Wittmann e Dall’Agnol (2003), principalmente 

quando o interesse é a produção de forragem, a indução de poliploidia pode 

ser vantajosa. Desta forma, vários programas de melhoramento obtiveram 

cultivares diploides e tetraploides que otimizaram ainda mais as 

características agronômicas desta cultura, como a alta digestibilidade e 

preferência de pastagem devido a uma maior percentagem de açúcares 

(BARKER et al., 2001; RICHARDSON et al., 2007). 

Salama et al. (2012) investigaram variedades diploides e tetraploides 

de L. perenne e observaram que os tetraploides possuem maior teor de 

carboidratos e menor teor de fibra em detergente neutro, fibra em detergente 

ácido e lignina em detergente ácido que seus parentais diploides, fatores 

considerados favoráveis a qualidade da forragem. Outros resultados 

favoráveis a poliploidização em espécies de Lolium são o aumento de 

resistência à seca e às doenças, o aumento do tamanho das sementes, das 
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folhas e do potencial de estabelecimento de mudas (HUMPHREYS, 1991). 

No Brasil, L. multiflorum é a única espécie do gênero Lolium 

naturalizada e utilizada como forrageira na região do Sul do país, onde ocupa 

cerca de 5 milhões de hectares (PINTO; LAUS; PAULETTO, 2004). A 

espécie provavelmente foi introduzida no Rio Grande Sul por imigrantes 

italianos a partir de 1875 (ARAÚJO, 1978). Atualmente, essa espécie é alvo 

de programas de melhoramento que, além da produtividade, tem como 

principais objetivos desenvolver cultivares com precocidade, alto vigor 

inicial, boa capacidade de rebrota, maior proporção de folhas e de matéria 

seca. Além disso, esses programas buscam melhorar a distribuição da 

produção de forragem, estendendo o período de utilização da pastagem para 

atender os períodos de maior necessidade e adequar à cultura em diferentes 

sistemas de produção (CORRÊA et al., 2007; FONTANELI; FONTANELI, 

2000; MITTELMANN et al., 2004). 

A introdução do L. perenne como fonte de variabilidade genética 

pode contribuir muito com o melhoramento genético de azevém no Brasil. 

Essa espécie possui características de interesse que não são encontradas em 

genótipos de L. multiflorum, como tolerância à solos encharcados e a 

resistência às baixas temperaturas. Isso poderia favorecer a obtenção de 

cultivares superiores e permitir que alguns objetivos do melhoramento no 

Brasil sejam alcançados. 

As espécies Lolium perenne e L. multiflorum possuem características 

agronômicas complementares, que podem favorecer a obtenção de híbridos 

interespecíficos combinando a alta qualidade e o rápido desenvolvimento de 

L. multiflorum com o bom número de perfilhos e resistência de L. perenne 

(THOMAS; HUMPHREYS, 1991). Os tetraploides destes híbridos são 

estáveis para a produção de sementes devido ao grande potencial de 

pareamento cromossômico e regularidade na meiose, que resulta em cerca de 



22 

 

 

90% de viabilidade polínica (AUNG; EVANS, 1985; DENIZ, 2008; DENIZ; 

DOGRU, 2007). 

Mundialmente, nas últimas décadas o melhoramento genético 

envolvendo as espécies de Lolium direcionou seus esforços para a obtenção 

de híbridos interespecíficos pelo cruzamento com espécies do gênero 

Festuca L., buscando desenvolver genótipos resistentes ao estresse abiótico 

causado pelo congelamento e pela seca no período de inverno intenso em 

países do hemisfério norte (HUMPHREYS; CANTER; THOMAS, 2003; 

KOSMALA et al., 2007). Os híbridos interespecíficos resultantes do 

cruzamento de espécies do gênero Festuca e Lolium, denominados 

Festulolium, apresentam bom desempenho agronômico (KOPECKÝ et al., 

2006). Atualmente, praticamente todas as pesquisas são realizadas com o 

intuito de entender a combinação dos dois gêneros e aprimorar os ganhos 

genéticos com Festulolium. 

 

2.3 Aspectos citogenéticos de espécies Lolium  

 

Na segunda metade do século passado, as espécies do gênero Lolium 

foram amplamente estudadas por diversos autores através das técnicas 

citogenéticas convencionais e geraram várias informações básicas 

importantes relacionadas à determinação do número cromossômico, 

construção dos cariótipos e comportamento meiótico, construindo uma base 

de dados ampla sobre a estrutura genética e citogenética deste grupo 

(MALIK; THOMAS, 1966; TECHIO et al., 2010). 

As oito espécies do gênero Lolium são diploides com 2n=2x=14 

cromossomos, sendo o conjunto básico de cromossomos n=x=7. Em relação 

ao cariótipo, as espécies apresentam três pares de cromossomos com 

constrições secundárias localizadas próximas à região centromérica e 

associadas às bandas C (JAUHAR, 1993; MALIK; THOMAS, 1966; 
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THOMAS, 1981). 

Na meiose, o azevém apresenta processo regular formando, 

predominantemente, bivalentes em anel (KLEIJER, 1984). Jauhar (1975) 

obteve como configurações médias na diacinese, 6,93 bivalentes e 0,15 

univalentes para L. perenne e 7 bivalentes para L. multiflorum. Nos híbridos 

entre L. perenne e L. temulentum, os pares de cromossomos homeólogos 

podem ser bem distintos morfologicamente e, ainda assim, apresentarem 

pareamento total ou parcial, apesar dos cromossomos de L. temulentum 

apresentarem quase 50% a mais de DNA do que os de L. perenne. O 

tetraploide desse híbrido, no entanto, geralmente forma bivalentes, quando 

deveria se esperar o predomínio de tetravalentes (JIMENEZ; JENKINS, 

1995). Segundo esses autores, a formação de bivalentes pode depender mais 

de um controle gênico do que da semelhança entre homeólogos.  

Em algumas variedades de L. multiflorum e L. perenne (DELAY; 

PETIT, 1972; FARUQI et al., 1987) foram descritos cromossomos B 

variando em número em microsporócitos de uma mesma planta. Estudos 

recentes realizados por Techio et al. (2010) mostraram que nos diferentes 

estágios da meiose em L. multiflorum ocorrem até dois cromossomos B, que 

demonstraram comportamento instável, tais como ascensão precoce na 

metáfase I ou atrasos durante anáfase I, mas com inserção dos cromossomos 

B nos novos núcleos formados, o que garante em tese sua propagação. 

A avaliação citogenética comparativa em nível quantitativo e 

qualitativo das quatro espécies alógamas e três autógamas (L. temulentum, L. 

remotum, L. loliaceum) possibilitou conhecer a morfologia do cromossomo 1 

nos dois grupos reprodutivos e evidenciou que as autógamas apresentam 

constrição secundária distal e, nas alógamas, a posição é proximal (MALIK; 

THOMAS, 1966). Nesse mesmo estudo foi possível observar que o 

comprimento relativo e a relação de braços cromossômicos são mais 

uniformes nas espécies autógamas, que também possuem cerca de 40% a 
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mais de DNA que as alógamas. 

Carnide e Orellana (1986) e Carnide, Orellana e Ribeiro (1986) 

demonstraram, por meio de coloração com nitrato de prata, o papel das 

constrições secundárias como organizadores nucleolares funcionalmente 

ativos e observaram a boa correspondência entre o número de constrições 

secundárias na metáfase mitótica e o número máximo de nucléolos nos 

núcleos interfásicos, totalizando seis marcações nas espécies L. perenne e L. 

multiflorum. 

Estudos básicos realizados nas espécies do gênero Lolium oferecem 

informações importantes sobre a caracterização citogenética que na 

atualidade servem de subsídio para pesquisas avançadas sobre a organização 

do genoma pelas técnicas citogenéticas moleculares, assim como no 

monitoramento e na obtenção híbridos envolvendo o gênero. 

A partir do final do século passado muitos estudos baseados na 

citogenética molecular em Lolium foram publicados. Contudo, o enfoque nas 

últimas décadas foi dado aos híbridos Festulolium impulsionado pelos bons 

resultados obtidos com o complexo Lolium–Festuca, que tinha como 

objetivo entender a relação genômica entre as espécies, o comportamento e a 

organização dos cromossomos de ambos os gêneros e dos híbridos 

resultantes. 

Além do conhecimento da composição genômica de híbridos 

interespecíficos por Hibridização in situ Genômica (GISH) em estudos como 

o de Kopecký et al. (2009), a estrutura e a função dos cromossomos também 

podem ser conhecidas através da técnica de FISH, marcando regiões de 

heterocromatina (APPEL et al., 1981; BEDBROOK et al., 1980), genes de 

rRNA (JIANG; GILL, 1994; MUKAI; ENDO; GILL, 1990), regiões 

centroméricas (ZHANG et al., 2001), subteloméricas (ZHANG et al., 2004) 

e teloméricas (FRIEBE et al., 2001). 
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De forma geral, as sequências de DNA repetitivo são um importante 

componente do genoma de eucariotos e em plantas superiores podem 

representar mais de 50% do genoma, permitindo evidenciar mudanças 

relativamente rápidas nos cromossomos (RIEGER; MICHAELIS; GREEN, 

1991; WINTERFELD; RÖSER, 2007b). 

Dentre as sondas de hibridização de regiões repetitivas as mais 

fáceis de serem isoladas e localizadas são o sítio de rDNA ribossomal 45S, 

constituída pela família multigênica 18S, 5,8S e 26S em plantas, e o sítio 

rDNA 5S (GUERRA, 2004). O sítio rDNA 45S é constituído por sequências 

repetidas em tandem, formando unidades que são repetidas por centenas ou 

milhares de vezes e que representam até 10% do genoma das plantas. Os 

sítios rDNA 45S e 5S são marcadores úteis para identificação do 

cromossomo e permitem inferir sobre as relações evolutivas, devido à 

conservação das sequências de nucleotídeos muito similar em todos os 

eucariontes. Alterações na distribuição cromossômica dos sítios geralmente 

estão correlacionadas com a especiação (GUERRA, 2004; HESLOP-

HARRISON, 2000). 

Por meio de hibridização in situ, Thomas et al. (1996) apresentaram 

o mapa físico dos genes rDNA 18S, 5.8S, 26S e 5S nos cromossomos de sete 

taxa de Lolium. Os sítios 18S, 5.8S e 26S foram localizados em dois pares de 

cromossomos das quatro espécies autógamas. Nas alógamas, seis sítios 

foram observados em L. multiflorum, sete em L. perenne e nove em L. 

rigidum var. rigidum. Em todos os sete taxa foram identificados dois sítios 

de rDNA 5S adjacentes a sítios 18S, 5.8S e 26S. Nas autógamas, esses sítios 

estavam localizados nas adjacências dos sítios 18S, 5.8S e 26S do 

cromossomo 2. Nas alógamas L. multiflorum e L. perenne, o sítio 5S sítio foi 

mapeado no braço curto do cromossomo 3 e em L. rigidum (variedade 

rigidum) em posição variável, no braço curto do cromossomo 3 e 2 dos 

diferentes genótipos avaliados. 
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Estudos realizados por Vaio et al. (2005) utilizando a hibridização in 

situ em DNA ribossomal e bandamento CMA e DAPI em cinco espécies do 

gênero Paspalum Juss., mostraram que após a poliploidização natural os 

sítios rDNA 5S apresentam a mesma localização nos cromossomos e uma 

correspondência entre o número de sítios e o nível de ploidia. Já a 

distribuição dos sítios de rDNA 45S foi variável, não representando a 

duplicação exata dos sítios do genótipo diploide. 

As análises realizadas com citogenética molecular permitem que 

detalhes não perceptíveis pelo uso de técnicas básicas sejam evidenciados, 

como no mapeamento da região rDNA 45S de L. perenne realizado por 

Huang et al. (2008). Nesse estudo, a contagem de cromossomos de L. 

perenne pelo método convencional, na maioria das vezes, excedia o número 

de 14, variando de 15 a 20 em cerca de 85% das células analisadas. Quando 

as mesmas células foram submetidas à técnica de FISH para os sítios de 

rDNA 45S, algumas apresentaram número de sinais maior que sete. Os 

autores observaram que em alguns sítios 45S era possível observar falhas ou 

possíveis quebras que ocorriam em uma ou em ambas as cromátides irmãs 

dividindo-o em dois, o que aparentemente fragmentava, de modo aleatório, 

os cromossomos detentores das sequências rDNA 45S. 

Estudos mais detalhados mostraram que nos locais das 

falhas/quebras podem ou não aparecer filamentos finos de DNA entre os 

fragmentos cromossômicos (HUANG et al., 2009). Cada fragmento formado 

pela falha ou quebra aparente no sítio do rDNA 45S pode ter sido 

equivocadamente caracterizado como um cromossomo a mais na contagem 

pela técnica convencional. Desta forma, as células com 2, 3, 4, 5 ou 6 

quebras no sítio de rDNA 45s resultariam em contagens de células com o 

número de cromossomos variando entre 16, 17, 18, 19 e 20, 

respectivamente. Para confirmar os resultados, os autores repetiram os 

mesmos procedimentos em outras duas cultivares de L. perenne e uma de L. 
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multiflorum e confirmaram que as quebras ocorriam exclusivamente na 

região rDNAs 45S dos cromossomos. 

A partir destas análises, Huang et al. (2008) correlacionaram os 

dados com a literatura e verificaram que as variações no número 

cromossômico em  L. perenne eram resultantes da expressão de sítios frágeis 

na região 45S rDNA,  semelhante ao descrito para a espécie humana. Nos 

seres humanos, os sítios frágeis são regiões cromossômicas propensas a 

formar lacunas/falhas que são fracamente coradas pelas técnicas 

citogenéticas, ou, também, quebras em uma ou em ambas as cromátides na 

metáfase que podem ocorrer espontaneamente ou após a inibição parcial de 

síntese de DNA (GLOVER, 2006; RICHARDS, 2001). Os sítios frágeis da 

espécie humana são classificados como raros ou comuns com base na sua 

frequência e modo de indução. Os sítios raros estão presentes em menos de 

2,5% das populações humanas e aparentemente têm implicações diretas com 

a causa do câncer. Já os sítios comuns são vistos em todos os seres humanos 

e são geralmente estáveis em células somáticas (GLOVER, 2006; 

HUEBNER; CROCE, 2001). 

Existem algumas hipóteses para explicar as causas que levam à 

expressão dos sítios frágeis em humanos como as metilações no DNA, 

metilação e acetilação de histonas e ou possíveis falhas/quebras nos 

mecanismo de reparo durante a replicação do DNA (COFFE et al., 2002; 

WANG, 2006). 

Contudo, Huang et al. (2008) relatam que é pouco provável que 

alterações na sequência gênica, uma das causas da expressão dos sítios em 

humanos, estejam relacionadas à expressão dos sítios frágeis em L. perenne 

pelo fato que a sequência gênica de repetição de rDNA 45S é altamente 

conservada entre as plantas e que até o momento não haviam relatos de 

falhas/quebras nas regiões de rDNA 45S em outras espécies vegetais. No 

entanto, é possível que o número de cópias repetidas ou os espaços 
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intergênicos dos sítios rDNA 45S possam explicar a expressão em Lolium 

spp. Em humanos, os sítios frágeis estão frequentemente envolvidos em 

rearranjos. Em plantas, devido à conservação destas regiões entre as 

espécies, pode estar mais relacionada à expressão gênica (NELSON, 1995; 

POPESCU, 2003). 

Variação interespecífica e intraespecífica no número e localização de 

locos de rDNA 45 e 5S foram relatadas para cultivares de F. pratensis 

Huds., L. perenne e L. multiflorum (KSIAZCZYK; TACIAK; 

ZWIERZYKOWSKI, 2010; LIDEIKYTE et al., 2008). Existem evidências 

que os locos de rDNA podem mudar de posição cromossômica sem a 

ocorrência de translocações (DUBCOVSKY; DVORAK, 1995) ou com a 

atividade de elementos transponíveis (HAYASAKI; MORIKAWA; 

LEGGET, 2001; RASKINA; BELYAYEV; NEVO, 2004a, 2004b), 

indicando a transposição dos locos de rDNA ativados por transposons do 

tipo En/Spm (RASKINA; BELYAYEV; NEVO, 2004a). No entanto, não há 

evidências claras de quais mecanismos podem estar envolvidos na variação 

dos locos de rDNA de F. pratensis e L. perenne e L. multiflorum 

(KSIAZCZYK; TACIAK; ZWIERZYKOWSKI, 2010). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material genético 

 

As avaliações foram realizadas em duas cultivares de Lolium perenne, 

sendo uma diploide (cv. Ellet) e outra tetraploide (cv. Oro verde), cedidas 

pela Embrapa Recursos Genéticos, Brasília-DF e Embrapa Gado de 

Leite/Embrapa Clima Temperado, Juiz de Fora-MG/Pelotas-RS. 

 

3.2 Obtenção de meristemas e metáfases mitóticas  

 

 Para a obtenção das raízes, sementes das cultivares de L. perenne . 

foram colocadas para germinar a 10º C, em B.O.D., em caixas de 

germinação contendo papel de germinação umedecido com água. Com cerca 

de 20 dias, as plântulas foram transferidas para copos plásticos contendo 

substrato Plantmax® e mantidas a 15ºC (BRASIL, 1992). Após, 

aproximadamente 20 dias as plantas foram transferidas para vasos contendo 

substrato e terra vegetal (3:2) e mantidas em casa de vegetação. Para 

obtenção de raízes em quantidade e tamanho adequados, as plantas adultas 

foram transferidas para frascos plásticos contendo água e mantidas, por 

aproximadamente, sete dias.  

 As raízes emitidas em água foram coletadas entre 9 e 11 horas da 

manhã e pré-tratadas em água gelada por um período de 24 horas (HUANG 

et al., 2008), fixadas em Carnoy (Etanol: Ácido acético, 3:1) e armazenadas 

em freezer a aproximadamente -20ºC até o momento do preparo das lâminas. 

Para confecção das lâminas, as raízes foram submetidas à maceração 

enzimática em solução de pectinase/celulase (100/200U) (SigmaTM), por 2 

horas e 10 minutos a 37ºC em câmara úmida. O preparo das lâminas foi 

realizado pela técnica de secagem a chama (DONG et al., 2000). 
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A avaliação das lâminas foi realizada em microscópio de luz, sob 

contraste de fase, e as melhores lâminas foram selecionadas para realizar as 

técnicas citogenéticas de FISH, bandamento CMA/DAPI e Ag-NOR. A 

construção dos cariótipos e as interpretações dos resultados de todas as 

técnicas realizadas foram baseadas nas melhores metáfases obtidas. 

 

3.3 Bandamento cromossômico 

 

3.3.1 Bandamento Ag-NOR 

 

 A metodologia utilizada para marcação das Regiões Organizadoras 

do Nucléolo (RONs) e nucléolos com nitrato de prata foi proposta por 

Guerra e Souza (2002) e Huang et al. (2012) com adaptações. 

 Sobre a preparação cromossômica foi colocada uma tela de nylon, na 

qual foi adicionada 1 gota de solução coloidal (2% gelatina incolor, 2% 

ácido fórmico) e 2 gotas de solução de nitrato de prata 50% previamente 

filtrada. As lâminas foram incubadas em câmara úmida, a 72°C, de 2 a 7 

minutos e posteriormente lavadas com água destilada e desidratadas em série 

alcoólica (70%, 80% e 100%), por 5 minutos. As lâminas foram observadas 

em microscópio de campo claro (Zeiss) modelo Axio com câmera AxioCam 

ICc1  acoplada. As marcações dos nucléolos foram avaliadas em 150 células 

interfásicas e as RONs, nas melhores metáfases de cada indivíduo.  

 

3.3.2 Bandamento CMA/DAPI 

 

 Para obtenção do padrão de bandas com os fluorocromos DAPI e 

CMA foram utilizados os protocolos descritos Guerra e Souza (2002), com 

adaptações.  

  As lâminas selecionadas foram envelhecidas por, no mínimo, três 
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dias e em seguida lavadas em tampão McIlvaine (pH 7,0) por vinte minutos, 

secas e expostas a solução de cromomicina (CMA) 0,1 mg/mL, por 30 

minutos. Após o tempo de exposição, as lâminas foram lavadas com tampão 

McIlvaine, secas e expostas ao DAPI (4-6-diamidino-2-phenilindole) 0,5 

mg/mL, por 20 minutos. Posteriormente ao tempo de exposição, as lâminas 

foram novamente lavadas com tampão McIlvaine e montadas com 

Vectashield®. As lâminas foram analisadas em microscópio de 

epifluorescência Olympus BX60 usando filtros nos comprimentos de onda 

de excitação/emissão de 358/461 para DAPI e 430 /480 nm, para CMA. 

 

3.4 Hibridização in situ Fluorescente (FISH) 

 

Para a FISH, foram usadas como sondas as sequências de rDNA 45S 

(pTa 71 de Triticum aestivum L.), 5S [D2 de Lotus japonicus (Regel) K. 

Larsen., fragmento com aproximadamente 400pb (PEDROSA et al., 2002)] e 

telomérica (pAtT4 de Arabidopsis thaliana L. Heynh.) (RICHARDS; 

AUSUBEL, 1988). As sondas 45S foram marcadas com biotina e as sondas 

5S e telomérica foram marcadas com digoxigenina por meio da reação de 

nick-translation. 

A preparação cromossômica foi desnaturada com 100μL de 

formamida 70% em SSC 2x, por 1 minuto e 40 segundos, a 85ºC, em estufa. 

Posteriormente, as lâminas foram lavadas por 5 minutos em etanol 70% (-

20ºC), 90% e 100% (ambas em temperatura ambiente). A mistura de 

hibridização (formamida 50%, SSC 2x, sulfato de dextran 10% e cerca de 50 

ng de cada uma das sondas marcadas), foi desnaturada a 95ºC por 8 minutos. 

Após a desnaturação, a mistura foi aplicada sobre a preparação 

cromossômica deixando-se hibridizar por, no mínimo, 16 horas, a 37ºC, em 

câmara úmida. 
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 As lavagens pós-hibridização foram feitas, sob agitação, em SSC 2x, 

5 minutos, em temperatura ambiente, seguida de SSC 2x, a 42 ºC, por 10 

minutos e em TNT 1x por 5 minutos. A detecção foi realizada com anti-DIG 

conjugada com FITC e avidina conjugada com TRITC, em tampão TNB, por 

1h a 37ºC em câmara úmida. Posteriormente, foram feitas três lavagens de 5 

minutos em TNT e uma lavagem de 5 min. em PBS 1x, sob agitação. 

As lâminas foram montadas em Vectashield com DAPI e avaliadas 

em microscópio de epifluorescência Olympus BX60 usando filtros nos 

comprimentos de onda de excitação/emissão de 358/461 para DAPI, 490/525 

para FITC e 550/575 para o TRITC. As imagens de interesse foram 

digitalizadas por meio de câmera monocromática refrigerada Axio Cam 

HRm (Zeiss) e processadas usando o software Axio Vision Release 4.8.2 

(Zeiss) e Adobe photoshop CS3.  

Algumas hibridizações foram feitas em lâminas previamente 

submetidas ao bandamento Ag-NOR e fluorescente. Nesses casos, após o 

bandamento Ag-NOR, foram feitas as lavagens em SSC 2x por 4 min., série 

alcoólica 70, 90 e 100% por 5 min. e em Carnoy (3:1) por mais 5 minutos 

(HUANG et al., 2012). Para serem hibridizadas, as lâminas do bandamento 

fluorescente foram previamente descoradas em Carnoy (3:1) por 30 min. e 

mergulhadas em álcool 100% por 2h (GUERRA; SOUZA, 2002) e 

procedeu-se com a hibridização como descrito anteriormente. 
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3.5 Análise do cariótipo 

 

Para realizar as análises de cariótipo foram obtidas medições em 

cromossomos metafásicos utilizando o programa Image Tool 3.00 da 

UTHSCA (The University of Texas Health Science Center in San Antonio).  

Para cada cromossomo, foram medidos o comprimento do braço 

curto (BC), o comprimento do braço longo (BL) para obter o comprimento 

total individual dos cromossomos (CTi= BL + BC), o comprimento total do 

lote haploide (CTLH= ∑ CTi), a relação de braços (RB= BL/BC), o índice 

centromérico (IC= BCx100/CTi). Os cromossomos foram classificados de 

acordo com a posição do centrômero segundo Guerra (1986). Para realizar o 

mapeamento dos genes ribossomais e das bandas fluorescentes foi medida a 

distância das mesmas em relação ao centrômero. 

As metáfases de ambas as cultivares foram analisadas quanto à 

posição e distribuição das bandas CMA-DAPI, Ag-NOR, sítios de rDNA 5S 

e 45S e quanto à integridade da morfologia cromossômica. Para caracterizar 

as quebras/lesões cromossômicas foram usados os mesmo critérios adotados 

por Bustamante (2012). As lesões foram caracterizadas por falhas na região 

proximal do cromossomo, sem haver ruptura do braço, ou ainda, quando, ao 

observar as metáfases com a FISH usando a sonda de rDNA 45S, o 

cromossomo aparecia ligado a um fragmento por meio de um filamento de 

cromatina, não caracterizando ruptura completa do braço cromossômico. As 

quebras foram caracterizadas pelo rompimento/separação total de uma 

região cromossômica, resultando na formação de um fragmento desprendido 

do cromossomo de origem. 
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4 RESULTADOS  

 

A cultivar Ellet (diploide) apresenta 14 cromossomos com fórmula 

cariotípica 8m+6sm. Os cromossomos são de tamanho médio, com 

comprimento variando de 3,24 a 4,93μm (Figura 1 e Tabela 1). Em relação 

aos marcadores citogenéticos, observou-se que sete cromossomos possuem 

genes rDNA 45S co-localizados com bandas CMA. Esses loci estão 

posicionados no braço longo dos cromossomo 1, 2, 3 e 5 à uma distância 

média do centrômero de  0,71μm, sendo o par 1 heterozigoto em relação ao 

sítio rDNA 45S. O sítio 5S ocupa a região proximal no braço curto do 

cromossomo 3 à uma distância de 0,21μm do (Figura 1 e Tabela 1).  

 

 
Figura 1 Idiograma de L. perenne cv. Ellet (diploide). Barra de 1µm. 
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Tabela 1 Comprimento total do cromossomo (CTi), relação de braços (RB), 
índice centromérico (IC) (classificação dos cromossomos: m=metacêntrico, 
sm= submetracêntrico), distância, em µm, do sítio rDNA45S em relação ao 
centrômero (d45S), distância, em µm, do sítio rDNA5S em relação ao 
centrômero (d5S) de L. perenne cv.Ellet (diploide).   

Cromossomo CTi RB IC d45S  d5S  
1 4,93  1,07 48,28(m) 0,73  
2 4,71  1,26 44,31(m) 0,81  
3 4,14  1,82 35,43(sm) 0,72 0,21 
4 4,04  1,10 47,71(m)   
5 3,64  1,59 38,65(sm) 0,59  
6 3,44  1,42 41,28(m)   
7 3,24  1,73 36,63(sm)   

CTLH 28,12     
 

Dentre as 36 metáfases analisadas em plantas da cv. Ellet, apenas 

duas apresentaram estrutura dos cromossomos parcialmente conservada e 

com padrão similar de condensação a partir das quais foi obtido o idiograma. 

Nas demais metáfases, os sítios de rDNA 45S mostraram-se variáveis em 

número e localização nos cromossomos, sendo quantificados de oito a 13 

sinais  proximais e nas extremidades dos cromossomos (Figura 2 A e Tabela 

2).  

A posição na extremidade do cromossomo é devido à expressão dos 

sítios frágeis que causaram quebras e lesões em muitos sítios rDNA 45S e 

que, consequentemente, causaram o aumento do número de sinais na FISH e 

geraram fragmentos cromossômicos. Em sítios quebrados e, em alguns 

casos, lesionados, foram evidenciados sinais presentes somente no 

cromossomo (Figura 2 A) ou somente no fragmento (Figura 3 A) ou ainda 

em ambos (Figura 2 A), revelando que o sítio foi dividido em duas partes de 

tamanhos semelhantes ou diferentes, dependendo do local da quebra.  
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Figura 2 Sítios de  rDNA 45S (verdes) 5S (vermelho) evidenciados por FISH 
em cromossomos de L. perenne. Cultivar Ellet (diploide): A. Pró-metáfase 
(ponta de seta – sinal 45S só no cromossomo; seta – sinal 45S no 
cromossomo e no fragmento) e B. Metáfase; cv. Oro verde (tetraploide): C. 
Pró-metáfase e D. Metáfase. Barra 5µm.  
 

Nas metáfases das plantas cv. Oro verde (tetraploide) também não 

foi observado um padrão específico de distribuição e número de sítios 45S. 

Quebras e/ou lesões e fragmentos cromossômicos foram evidenciados em 

mais de 90% das metáfases avaliadas (Figura 2 C), o que impossibilitou a 

construção do idiograma. O número de sinais observados variou de 12 a 24, 

dentre eles, sinais proximais provenientes de sítios normais/íntegros e sítios 

quebrados e/ou lesionados. Assim como nos diploides, a proporção de 

quebras e lesões variou nas metáfases de uma mesma planta e entre plantas 

diferentes (Tabela 2).  
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Tabela 2 Número de sinais do sítio de rDNA 45S (número de metáfases 
analisadas), Número de cromossomos e fragmentos (NC+f), Número de 
quebras cromossômicas (NQ), Número de lesões cromossômicas (NL) e 
número de sítios de rDNA 5S evidenciados em plantas da cv. Ellet (diploide) 
e da cv. Oro verde (tetraploide) de L. perenne.   
Cultivar/Genótipos 45S NC+f NQ NL 5S 

Diploide      
Ellet 1  9 a 12 (7) 14+ 3 a 14+5 3 a 5 2 a 4 2 
Ellet 8   7 a 13 (18) 14+0 a 14+6 0 a 6 0 a 3 2 
Ellet 18  8 a 11 (9) 14+1 a14+4 1 a 4 0 a 4 2 
       Tetraploide      
Oro verde 27  14 a 19 (7) 28+8 a 28+11 8 a 11 1 a 4 4 
Oro verde 29  16 a 23 (2) 28+4 a 28 +8 4 a 8 3 a 7 4 
Oro verde 30   15 a 18(3) 28+1 a 28+6 1 a 6 1 a 3 4 
Oro verde 33 * 14 a 24 (7) 28+1 a 28+9 1 a 9 0 a 4 4 
Oro verde 34 14 a 19 (4) 28+2 a 28+6 2 a 6 4 a 8 4 
Oro verde 37  12 a 22 (9) 28+0 a 28+6 0 a 6 0 a 5 4 
Oro verde 43  17 a 20 (9) 28+5 a 28+12 5 a 12 0 a 2 4 
  * dois sítios de rDNA 45S sintênicos. 
 

A rehibridização com sondas teloméricas em metáfases já analisadas 

com sondas de rDNA 45S e 5S, não detectou sequências teloméricas nos 

cromossomos quebrados e nos fragmentos, cuja extremidade estava marcada 

pela sonda 45S (Figura 3 A-B). Em contrapartida, todos os cromossomos 

com sinais 45S intersticiais intactos ou lesionados apresentaram as duas 

extremidades marcadas com as sondas teloméricas (Figura 3 A-D). 
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Figura 3 A e C. Sítios de  rDNA 45S (verdes) e 5S (vermelhos), e B e D. 
sinais teloméricos (amarelos) evidenciados por FISH em cromossomos da 
cv. Oro verde (tetraploide) de Lolium perenne. As setas brancas indicam 
cromossomos íntegros e as setas vermelhas indicam a extremidade dos 
fragmentos cromossômicos ou dos cromossomos quebrados (segmentos com 
centrômero) sem a marcação com sonda telomérica no ponto da quebra. Em 
B. a cabeça de seta branca demonstra o sinal 45S somente no fragmento 
cromossômico. Barra 5µm.   
 

Dois sítios de rDNA 45S sintênicos em diferentes braços 

cromossômicos foram evidenciados em um cromossomo nas metáfases da 

planta  33 da cv.Oro verde (tetraploide). Em algumas metáfases, os dois 

sinais estavam intactos e em posição proximal (Figura 4 B). Em outras 

metáfases, um sinal estava intacto e o outro estava localizado no 

cromossomo quebrado e no fragmento decorrente da quebra no sítio (Figura 

4 A).   
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Figura 4 Sítios de  rDNA 45S (verdes) e 5S (vermelhos) em cromossomos da 
planta 33,  de Lolium perenne cv.Oro verde (tetraploide). As setas indicam 
cromossomos com dois sítios de rDNA 45S íntegros (A) um sítio íntegro e 
outro quebrado no mesmo cromossomo; (B) dois sítios íntegros. Barra 5µm. 
 

Todas as metáfases das plantas diploides e tetraploides analisadas 

apresentaram, respectivamente, dois e quatro cromossomos com um sítio de 

rDNA 5S. A análise concomitante com sondas rDNA 45S, mostrou que os 

sítios ribossomais 5S eram sintênicos com  o rDNA 45S, independente do 

nível de ploidia e da planta analisada (Tabela 2,  Figuras 2, 3 e 4). 

A análise dos cromossomos em pró-metáfases e metáfases das 

plantas diploides e tetraploides mostrou que o grau de compactação da 

cromatina pode influenciar na frequência com que as quebras ou lesões 

ocorrem ou são visualizadas. De modo geral, observa-se, inclusive dentro de 

um mesmo meristema, que cromossomos menos compactados apresentam 

maior número de quebras e lesões (Figura 2 A e C e Figura 4 A) em relação 

às metáfases com cromossomos mais condensados (Figura 2 B e D e Figura 

4 B). 

Nas plantas tetraploides, em metáfases com cromossomos íntegros 

ou metáfases com fragmentos próximos aos cromossomos de origem, nos 

quais foram desconsiderados os sinais extras provenientes de quebras e 

lesões, foi observado que o número de sítios de rDNA 45S não correspondia 

ao número esperado após a poliploidização. Nenhum dos indivíduos 

tetraploides analisados apresentou o dobro dos sítios em relação às plantas 

diploides, ou seja, 14 sítios.  
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Na planta tetraploide Oro verde 33 foram observadas metáfases com 

cromossomos intactos que apresentavam 13 sítios distribuídos em 12 dos 28 

cromossomos, sendo dois sintênicos (Figura 4 B). Metáfases das plantas 

tetraploides Oro verde 27, 30, 34, 37 e 43 apresentaram invarialvelmente 12 

sítios em diferentes cromossomos (Figura 2 D). Na planta tetraploide Oro 

verde 29 foram detectados 13 sítios, sendo um por cromossomo (Figura 5 F). 

Nas metáfases dos genótipos diploide e tetraploide analisados não 

foram observadas bandas DAPI+ (regiões ricas em AT) (Figura 5 A e D), 

mas foi observado um grande número de bandas CMA+/DAPI− (regiões ricas 

em CG). Embora observadas com boa repetibilidade, a quantidade e 

localização das bandas CMA+ variou entre as plantas da cultivar diploide e 

entre  as tetraploides. Nos diploides foram quantificadas seis, sete, oito e 

nove marcas (Figura 5 B) e nos tetraploides, metáfases com 10, 11, 13, 16, 

17, 18, 19 e 22 marcas com tamanhos e localização variáveis (Figura 5 E) 

em ambas as cultivares as bandas CMA+ estavam co-localizadas com sinais 

de rDNA 45S (Figura 5 B e C; E e F).   

Em todos os sítios íntegros foram detectadas bandas CMA+, 

enquanto nos sítios que apresentavam quebras/lesões, em alguns casos, 

sinais CMA+ não foram visualizados em um dos lados ou até mesmo em 

ambos os lados do sítio frágil (Figura 5 B, C, E e F). 
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DAPI CMA rDNA 45S  

 
Figura 5 Bandamento DAPI e CMA e FISH rDNA 45S (verdes) em plantas 
diploides e tetraploides de Lolium perenne. Setas brancas mostram sinais 
FISH correspondentes às bandas/sinais CMA+ e setas vermelhas sinais FISH 
que não apresentam sinais CMA+ correspondentes. Barra 5µm.  
 

A avaliação da atividade transcricional mostrou que nem todos os 

sítios de DNAr 45S marcados na FISH estavam ativos. Nas cultivares Ellet 

diploide e Oro verde tetraploide foram observadas sete e nove bandas Ag-

NOR, respectivamente, desconsiderando as quebras e lesões (Figura 6 A-D). 
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Figura 6 A Sítios de  rDNA 45S e bandas Ag-NOR em L. perenne  cv. Ellet 
diploide (A e B) e cv. Oro verde tetraploide (C e D). Setas vermelhas 
mostram sítios inativos e setas pretas, ativos. Barra 5µm.  
 

A1

C1

A2 B1 B2

C2 D1 D2  
 
Figura 7 Características dos sítios de rDNA  evidenciadas por FISH rDNA 
45S e co-localizadas com Ag-NOR. Setas pretas indicam genes ou 
segmentos de rDNA 45S ativos e setas vermelhas indicam inatividade; (A1 e 
A2) cromossomo lesionado com sinais de tamanhos semelhantes, ambos 
ativos; (B1 e B2) cromossomo quebrado com sinais de tamanhos diferentes, 
ambos ativos; (C1 e C2) cromossomo quebrado com apenas o maior sinal 
ativo; (D1 e D2) cromossomo quebrado com sinais de tamanhos 
semelhantes, ambos ativos. 
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Os sítios lesionados, ou até mesmo alguns sítios quebrados, 

apresentaram marcação com Ag-NOR nas duas partes do sítio (Figura 7 A, B 

e D). Em outras quebras, observou-se que a menor parte do sítio foi 

inativada (Figura 7 C). Alguns sítios íntegros e fragilizados não 

apresentaram atividade transcricional (Figura 6 B e D). 

Nas plantas da cultivar diploide, o número de nucléolos variou de 

três a cinco, com maior frequência de um e dois nucléolos (Tabela 3 e Figura 

8). Nas plantas tetraploides, o número de nucléolos variou de um a seis, com 

maior frequência de dois e três nucléolos (Tabela 3 e Figura 8). Tanto na 

planta diploide quanto na tetraploide foram observadas fusão e dissociação 

nucleolares (Figura 8 G e H). Os nucléolos apresentaram tamanhos variáveis 

entre 21,4µm a 3,2 µm, tendo por base células em G2. 

 

 
Figura 8 Número de nucléolos em L. perenne da cv. Ellet (diploide) e da cv. 
Oro verde (tetraploide) (A) 1 (B) 2 (C) 3 (D) 4 (E) 5 (F) 6 (G) fusão 
nucleolar (H) dissociação nucleolar. Barra 10µm.  
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Tabela 3 – Número de nucléolos, número de células contabilizadas e número 

de bandas Ag-NOR+ em de L. perenne diploide e tetraploide. 

 Ag NORs/ Metáfase N° de Nucléolos/ Células 
Cultivar 

Ag NOR+ 
N° de sítios  
rDNA 45S 1 2 3 4 5 6 

Ellet 1(2x) 6 7 63 64 15 7 1 - 
Oro verde 34 (4x) 9 12 28 43 42 26 8 3 
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5 DISCUSSÃO 

 

A morfologia dos cromossomos intactos de L. perenne diploide, de 

forma geral, é semelhante à descrita por Malik e Thomas (1966), que 

mostraram que todas as espécies de Lolium apresentam três pares de 

cromossomos com constrições secundárias, mais um par com cromossomos 

medianos ou submedianos e mais 3 pares menores submedianos para 

subterminais. 

O mapeamento das regiões de rDNA 45 e 5S, realizadas nesse 

estudo para a cv. diploide coincide com a descrição feita por Thomas et al. 

(1996), os quais mostraram sete sítios 45S, sendo seis correspondentes com a 

constrição secundária, e todos localizados na região proximal no braço 

longo. O mesmo estudo mostrou que a espécie apresenta dois sítios 5S 

localizados no braço curto dos cromossomos do par 3 em sintenia com um 

sítio 45S no braço oposto.  

Diferente do observado nesse estudo e em outras espécies de 

Poaceae (TAKETA et al., 2005; WINTERFELD; RÖSER, 2007b), a maioria 

das angiospermas apresenta os sítios de rDNA 45S localizados mais 

frequentemente na região terminal e no braço curto dos cromossomos (ROA; 

GUERRA, 2012). 

Uma das causas da variação na localização e no número de sinais 

rDNA 45S observada em L. perenne é decorrente da formação de quebras 

e/ou lesões  nos sítios de rDNA 45S que podem ocorrer em uma ou em 

ambas as cromátides irmãs. Essas quebras ou lesões podem fragmentar de 

modo aleatório os cromossomos detentores das sequências de rDNA 45S 

gerando um maior número de sinais na FISH rDNA 45S, quando esses são 

divididos em dois, e originando fragmentos extras e sinais de diferentes 

tamanhos, conforme também descrito por Huang et al. (2008).  

Recentemente Bustamante (2012) realizou estudos com L. multiflorum e 
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relatou a variabilidade para os sítios 45S e a ocorrência de sítios frágeis em 

plantas diploides, tetraploides e em progênies desse cruzamento. 

Huang et al. (2008) descreveram que em algumas lesões, as 

extremidades do fragmento e o cromossomo quebrado estavam ligados por 

um filamento de cromatina detectado na técnica de FISH. A análise destas 

lesões por meio da técnica de AFM (Microscopia de força atômica) mostrou 

que esses filamentos apresentam cerca de 60 nm, mas que a espessura ao 

longo de fibras de DNA não é uniforme, o que indicou que dentro destes 

sítios existem diferentes graus de compactação. Os autores sugeriram que as 

falhas no complexo de enovelamento das fibras de cromatina dos sítios 

frágeis de rDNA 45S são as responsáveis pela formação de quebras/lesões in 

vitro em Lolium. 

O sítio frágil está envolvido no processo de variação cromossômica, 

incluindo rearranjos e amplificações, e assim, trata-se de um mecanismo 

potencial para a especiação (BROWN; O’NEILL, 2010). Além disso, os 

sítios frágeis podem ser geradores de instabilidade cromossômica e 

representar regiões fracas do genoma que são capazes de passar por eventos 

de recombinação e contribuir para a evolução cariotípica (RUIZ-HERRERA; 

ROBINSON, 2007). 

A compactação do DNA parece interferir na expressão dos sítios 

frágeis ou levar a uma reestruturação ou adesão das partes fragmentadas. 

Durante a compactação, o adensamento da estrutura do DNA pelas proteínas 

histônicas e não-histônicas poderia contribuir para manter unidos o 

fragmento e o cromossomo, ou ainda modificações epigenéticas poderiam 

reverter a descondensação observada nos locais de fragilidade por Huang et 

al. (2008, 2009). 

Buscando averiguar a relação entre as alterações epigenéticas e a 

expressão de sítios frágeis em plantas, recentemente Huang et al. (2012) 

testaram actinomicina D (ActD) e amphicolina (APH) em gramíneas como 
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milho, arroz, cevada, sorgo. A ActD é  um inibidor de transcrição e a APH 

promove retardo na replicação. Os autores observaram que a ActD causou 

aberrações nos sítios 45S semelhante as observadas em L. perenne. Análises 

específicas em milho tratado com ActD mostrou que nos sítios 45S houve 

diminuição de histonas H3, consistente com a descondensação, 

hipometilação de sequências C-G e presença de histonas γH2AX, uma 

variante da histona H2A fosforilada e serve como uma marca para detectar 

quebras dupla fita do DNA.  

A ausência de sinais teloméricos nas extremidades dos sítios 45S dos 

fragmentos e dos cromossomos quebrados correspondentes à região 45S, 

demonstra a inexistência de sequências teloméricas nesses locais. 

Considerando que os telômeros são estruturas básicas de proteção e 

essenciais para manter a estrutura e funcionalidade dos componentes dos 

cromossomos eucarióticos (BIESSMAN; MASON, 1992; BLACKBURN, 

1991), poderia se esperar que nas plantas avaliadas ocorressem danos que 

poderiam afetar a integridade do genoma, causando efeitos citogenéticos 

deletérios nas fases posteriores do ciclo celular se as quebras forem 

mantidas. 

Até o momento, não há relatos sobre os efeitos da manutenção das 

quebras cromossômicas na mitose e do seu comportamento na meiose em 

Lolium. No entanto, em um trabalho recente realizado por Nunes et al. 

(2012) foram observadas altas taxas de viabilidade (>89%) dos grãos de 

pólen em vários genótipos de L. multiflorum  avaliados por Bustamante 

(2012), nos quais  foram detectados a expressão dos sítios frágeis, 

demonstrando, aparentemente, não haver influência destes na produção de 

gametas.  

A presença de sítios de rDNA 45S sintênicos na cv. Oro verde 

também foi observada por Thomas, Harper e Morgan (2001) em três 
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metáfases de um único genótipo de L. rigidum e por Bustamante (2012) em 

L. multiflorum, onde os duplos sinais 45S foram observados em plantas 

diploides e tetraploides.  

A variação intraespecífica observada no número de locos de rDNA 

45S em L. perenne parece não ser rara em plantas (HAYASAKI; 

MORIKAWA; LEGGET, 2001) e diferentes mecanismos podem estar 

envolvidos nesse processo como: rearranjos cromossômicos, permuta 

genética desigual, conversão e transposição gênica (mobilidade gênica) 

(DUBCOVSKY; DVORAK, 1995; SCHUBERT; WOBUS, 1985; 

THOMAS; HARPER; MORGAN, 2001). 

Nas plantas tetraploides, a observação de um número menor de sítios 

45S do que o esperado pode ser devido a perda de genes 45S rDNA ou de 

sequências dentro do gene que ocorrem após a poliploidização, 

aparentemente porque as células vegetais frequentemente possuem mais 

cópias do que o necessário para síntese dos ribossomos (PHILLIPS, 1978; 

ROGERS; BENDICH, 1987; WINTERFELD; RÖSER, 2007b). O número 

de cópias do gene rRNA evolui rapidamente, resultando em 

reposicionamento ou a perda de alguns locus, bem como resultando na 

redução do número de cópias da sequências reduzindo o tamanho dos sítios 

(JIANG; GILL, 1994; RASKINA; BELYAYEV; NEVO, 2004a). 

A variação no número e localização de genes ribossomais 45S já foi 

descrita em espécies de L. perenne, L. multiflorum, no entanto, nestes 

estudos não foram relatados indícios de quebras nos sítios de rDNA 45S 

(KSIAZCZYK; TACIAK; ZWIERZYKOWSKI, 2010; LIDEIKYTE et al., 

2008). 

 O número e localização dos sítios rDNA 5S nas plantas diploides 

condiz com os relatos de Thomas et al. (1996). A sintenia deste gene com os 

genes 45S foi observada tanto nas plantas diploides quanto nas tetraploides. 

Essa observação mostra que aparentemente a estrutura do cromossomo 3 em 
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relação à posição desse sítio foi mantida após a poliploidização nas plantas 

avaliadas. Devido à função de ambos os rDNAs, presume-se que eles 

permaneçam próximos, sendo a sintenia um fator favorável (MONTIJN et 

al., 1999; PEDROSA; SCHWEIZER; GUERRA, 2000). A conservação do 

número de sítios 5S em plantas diploides e tetraploides também foi relatada 

em várias plantas de L. perenne e L. multiflorum estudadas por Ksiazczyk, 

Taciak e Zwierzykowski (2010) e Lideikyte et al. (2008). 

No presente trabalho, o gene rDNA 5S, por estar em sintenia com o 

sítio 45S, se mostrou um eficiente marcador que permite inferir que as 

quebras/lesões ocorrem de forma aleatória nos cromossomos homólogos do 

par 3 de L. perenne. Em um mesmo meristema foram encontradas metáfases 

com grau de compactação semelhante, em que os cromossomos do par 3 

apresentavam diferentes número de quebras ou lesões nos sítios 45S 

sintênicos aos sítios 5S, demonstrando assim que provavelmente não existe 

uma relação, ou um padrão da expressão dos sítios frágeis entre esses 

cromossomos homólogos tanto em plantas diploides quanto em plantas 

tetraploides. Huang et al. (2008) relataram não ter conhecimento da 

frequência com que cada um dos sete sítios 45S está envolvido na expressão 

dos sítios frágeis devido à difícil identificação ou discriminação dos 

cromossomos de L. perenne. Assim, em seu estudo, não foi possível saber se 

existia preferencialmente cromossomos detentores dos sítios de rDNA que 

seriam mais propensos à ruptura e qual era o comportamento das quebras em 

cromossomos homólogos. 

Em relação à ausência de bandas DAPI nos genótipos de L. perenne 

avaliados pode-se inferir que não existem segmentos longos ricos em pares 

de bases A-T nos cromossomos ou que estas sequências estejam 

interdispersas pelo genoma de forma a não favorecer a visualização de 

bandas cromossômicas. A detecção de bandas DAPI+ pode sofrer 

interferência dependendo da disposição dos nucleotídeos A-T nos sulcos da 
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hélice do DNA e da associação de proteínas histônicas e não-histônicas 

(BARROS; SILVA; GUERRA, 2009; WINTERFELD; RÖSER, 2007a). 

As bandas CMA tanto íntegros quanto em sítios 

quebrados/lesionados identificou arranjos ricos em C-G. Os sítios rDNA 45S 

em muitas plantas superiores são ricos em pares de bases GC (KING et al., 

1993) e mostram uma fluorescência mais intensa da cromomicina (HOSHI; 

PLADER,  MALEPSZY, 1998).  Winterfeld e Röser (2007b) identificaram 

em aveias perenes dos gêneros Ammophila, Amphibromus, Arrhenatherum, 

Avena e Helictotrichon alta correlação de bandas CMA co-localizadas com 

os genes de rDNA 45S com constrição secundária. Segundo os autores, as 

bandas CMA + são correspondentes aos pares de bases que compõem tanto 

os sítios de rDNA quanto os espaçadores intergênicos contidos nos mesmos. 

Em humanos, uma das causas da fragilidade está ligada a presença 

de longas sequências repetidas de trinucleotídeos CCG que impedem o 

empacotamento correto do DNA, dificultando o enovelamento dos 

nucleossomos (WANG; GRIFFITH, 1996). Em muitos casos, a expressão do 

X frágil em humanos a fragilidade estava diretamente ligada ao tamanho das 

repetições CCG e ao grau de metilação em ilhas CpG (JONES et al., 1995). 

A ausência de sinais CMA + em alguns fragmentos pode ser 

explicada por uma descompactação ou pela redução do tamanho das 

sequências C-G na região da quebra ou lesão que interfere na intensidade da 

cromomicina e inviabilizar a visualização dos sinais CMA +. Huang et al. 

(2009) mostraram que, em algumas lesões, a extremidades dos sinais 45S 

apresentavam baixa densidade de DNA pela técnica AFM (Microscopia de 

força atômica). 

Nas plantas diploides, apenas um dos sete sítios não apresentou 

atividade, o que representa um aproveitamento de cerca de 85% da 

capacidade transcricional, já no tetraploide três dos 12 sítios não foram 

marcados pela prata o que corresponde à 75% de ativação. Considerando os 
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14 sítios, para uma melhor comparação com o diploide, a proporção de sítios 

ativos não chega a 65%. A menor proporção de sítios marcados pela prata no 

tetraploide em relação ao diploide demonstrou que existe uma diminuição da 

atividade transcricional.  

As células de plantas geralmente possuem mais cópias rDNA do que 

o necessário para a síntese de ribossomos (PHILLIPS, 1978; ROGERS; 

BENDICH, 1987). O nível de transcrição de genes de rRNA  em células 

eucarióticas é altamente regulado de acordo com a síntese de proteínas 

requisitadas nas células. A regulação por compensação de dosagem pode 

ocorrer variando o número de sítios ativos ou diminuindo a atividade de 

todos os sítios, em resposta a fatores como nutrição e crescimento 

(MCSTAY, 2006). 

A ausência de atividade em uma das extremidades de alguns 

segmentos cromossômicos que sofreram quebras poderia ser explicada pela 

ausência de fatores de transcrição no segmento, pois nem todo rDNA, 

mesmo que em estado eucromático, é transcrito, ou ainda pela regulação do 

número de repetições dentro dos sítios rDNA  que são  transcritos (HUANG; 

ROTHBLUM; CHEN, 2010; MCSTAY, 2006). Carpeta et al. (2002) 

relataram que pequenas modificações na estrutura do genoma são 

suficientemente capazes de alterar a expressão gênica dos genes ribossomais 

45S em cromossomos homólogos de centeio. 

O número de nucléolos observados na planta diploide e tetraploide é 

proporcionalmente menor que o número de bandas Ag-NOR. Carnide e 

Orellana (1986) analisaram o número de nucléolos em várias plantas de L. 

perenne. Nos diploides, os autores descreveram de quatro a sete sítios ativos 

e foram contabilizados, no máximo, até seis nucléolos sendo a maior 

frequência de um e dois. Nos tetraploides observaram de nove a 12 RONs e 

de um a 12 nucléolos, com maior frequência de três, quatro e cinco 

nucléolos, em ambos níveis de ploidia houve tamanho variável dos 
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nucléolos. Bustamante (2012) também não encontrou correspondência entre 

número de constrições secundárias e o número máximo de nucléolos em 

cultivares diploides e tetraploides de L. multiflorum que apresentavam sítios 

frágeis. 

Os diferentes tamanhos dos nucléolos observados podem estar 

relacionados a um padrão de expressão transcricional diferencial entre os 

genes de L. perenne. Carpeta et al. (2002) relataram que existe um consenso 

entre os estudos de  regulação da expressão gênica dos rDNA 45S de que os 

diferentes loco apresentam habilidades distintas de recrutar fatores de 

transcrição. Essa habilidade está relacionada principalmente a diferenças no 

número de unidades repetidas contidos nos genes e poderia levar a uma 

forma de dominância nucleolar. Segundo os mesmos autores, até mesmo o 

heteromorfismo de tamanho entre cromossomos homólogos pode causar 

expressão diferencial na transcrição das NORs.  

A fusão de nucléolos é um fenômeno que já foi relatado para 

algumas espécies vegetais, dentre elas cevada (SCHUBERT; KUNZEL, 

1990) e L. multiflorum (BUSTAMANTE, 2012). Em L. perenne foram 

evidenciadas fusões nucleolares tanto nas plantas diploides quanto nas 

tetraploides. Esse fenômeno poderia explicar o menor número de nucléolos 

em relação ao número de genes ativos. Huang et al. (2012), ao averiguarem a 

atividade transcricional em milho, no qual havia sido induzido a fragilidade 

no sítio 45S usando actinomicina D,  verificou  que ocorreu a iniciação da 

transcrição nestes sítios, ou seja,  houve a alocação de fatores de transcrição, 

porém o elongamento do RNA heterogêneo foi interrompido, não formando 

o rRNA.  

A ocorrência das quebras nos sítios rDNa 45S poderia levar a 

fragmentação nucleolar, um mecanismo não descartado no presente trabalho 

devido ao aspecto de alguns nucléolos. Segundo Boulon et al. (2010), 

estresses durante o ciclo celular podem, muitas vezes, levar a reorganização 
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da arquitetura nucleolar, como observado por Huang et al. (2012). Neste 

trabalho, os autores relataram alteração na organização nucleolar em milho 

tratado com actinomicina D onde o número de nucléolos observados para o 

controle foi de um ou dois, enquanto que nos núcleos tratados com a 

actinomicina D foram visualizados até dez nucléolos. Os autores sugeriram 

que a inibição transcricional oriunda do tratamento com a actinomicina D 

resultou na dispersão dos genes de rRNA para o nucleoplasma, contribuindo 

para a formação de múltiplos nucléolos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Existe variabilidade no número e posição dos sítios de rDNA 45S, 

inclusive com a presença de mais de um sítio em um mesmo cromossomo. 

Os sítios de rDNA 45S são ricos em nucleotídeos C-G 

(CMA+/DAPI-) e constituem sítios frágeis que se expressam sob a forma de 

quebras e lesões com geração de fragmentos cromossômicos. 

A expressão dos sítios frágeis entre cromossomos homólogos do par 

3, tanto em plantas diploides quanto em plantas tetraploides ocorre de forma 

aleatória. 

Os sítios de rDNA 45S fragilizados apresentam atividade 

transcricional alterada. 
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