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RESUMO 

O gênero Urochloa P. Beauv. (sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.) inclui espécies de grande 

importância econômica, sendo utilizadas como forrageiras. As espécies alotetraploides U. 

brizantha (cv. Marandu) e U. decumbens (cv. Basilisk) e a diploide U. ruziziensis tiveram 

seus genomas definidos como BBB¹B¹, B¹B¹B²B² e B²B², respectivamente. Evidências 

apontam para U. ruziziensis como doadora ancestral do genoma B² na alotetraploidia de U. 

decumbens, mas ainda existem dúvidas sobre a origem dos genomas B e B¹. Existem acessos 

diploides de U. brizantha e U. decumbens, que são potencias ancestrais dos acessos 

tetraploides. O objetivo do presente estudo foi determinar a constituição dos genomas e as 

relações de homologia/homeologia cromossômica entre os acessos de U. brizantha (2x e 4x), 

U. decumbens (2x e 4x) e U. ruzizensis (2x) por meio da técnica de hibridização in situ 

genômica (GISH). Adicionalmente foram confirmados os números cromossômicos e 

determinados os tamanhos dos genomas das espécies de diploides. Os acessos diploides de U. 

brizantha e U. decumbens apresentaram 2n = 2x = 18 cromossomos e conteúdo de DNA de 

1,79 e 1,44 pg, respectivamente. As análises da GISH revelaram alta homologia entre os 

genomas de U. brizantha e U. decumbens diploides, o que sugere baixo tempo de divergência 

entre elas. A GISH utilizando a sonda genômica dos acessos diploides nos cromossomos dos 

acessos tetraploides de U. brizantha e U. decumbens produziu padrões de marcação similares, 

revelando o genoma B¹ presente em ambas as tetraploides. Com base nos resultados, foi 

proposta a composição genômica para os acessos diploides de U. brizantha (B¹B¹) e U. 

decumbens (B¹’B¹’) e ambas foram apontadas como doadoras do genoma B¹ (ou B¹’) no 

processo de alopoliploidização dos acessos tetraploides. 

Palavras-chave: GISH. Brachiaria. Composição genômica. Citogenética. 
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ABSTRACT 

The genus Urochloa P. Beauv. (sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.) comprises species of great 

economic relevance as forages. The genomic constitution for the alotetraploid species U. 

brizantha (cv. Marandu) and U. decumbens (cv. Basilisk) and the diploid U. ruziziensis was 

previously proposed as BBB¹B¹, B¹B¹B²B² and B²B², respectively. Evidence indicates U. 

ruziziensis as the ancestral donor of genome B² in U. decumbens alotetraploidy, but the origin 

of the genomes B and B¹ is still unknown. There are diploid accessions of U. brizantha e U. 

decumbens that may be potential ancestors of the tetraploids. The aim of this study was to 

determine the genomic constitution and relationships between accessions of U. brizantha (2x 

and 4x), U. decumbens (2x and 4x) and U. ruziziensis (2x) via genomic in situ hybridization 

(GISH). Additionally, chromosome number and genome size were verified for the diploid 

accessions. The diploids U. brizantha and U. decumbens presented 2n = 2x = 18 

chromosomes and DNA content of 1.79 and 1.44 pg, respectively. The GISH analysis 

revealed high homology between the diploids U. brizantha and U. decumbens, which suggests 

relatively low divergence time. The GISH using genomic probes from the diploid accessions 

on the tetraploid accessions chromosomes presented similar patterns, highlighting the genome 

B¹ present in both of the tetraploids. Based on GISH results, the genomic constitution was 

proposed for the diploid accessions of U. brizanhta (B¹B¹) and U. decumbens (B¹’B¹’) and 

both were pointed as donors of genome B¹ (or B¹’), present in the alotetraploid accessions.  

Keywords: GISH. Brachiaria. Genomic composition. Cytogenetics. 
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1 INTRODUÇÃO 

Urochloa P. Beauv. (sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.) é um gênero pertencente à família 

Poaceae, que reúne cerca de 135 espécies distribuídas em países tropicais e subtropicais, com 

maior concentração no continente africano, que é considerado seu centro de origem 

(CLAYTON et al., 2016). 

O gênero é amplamente cultivado como forrageira no Brasil e apresenta importância 

econômica na criação de bovinos para corte e produção de leite. Devido a sua ampla 

distribuição e boa adaptação ao clima e solo brasileiros, quatro espécies de Urochloa têm sido 

empregadas em programas de melhoramento que visam a avaliação e seleção de genótipos 

que reúnam características desejáveis e a realização de cruzamentos inter e intraespecífcos 

(VALLE; RESENDE; JANK, 2009).  

A maior parte das espécies do gênero é apomítica e poliploide, havendo poucos 

acessos diploides e sexuais. Dentre as espécies com maior relevância agronômica estão U. 

brizantha (Hoschst. ex A. Rich) R.D. Webster, U. decumbens (Stapf) R.D. Webster e U. 

humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga que são predominantemente apomíticas e 

poliploides e U. ruziziensis (R. Germ. & C.M. Evrard) Morrone & Zuloaga, que é diploide e 

sexual. Algumas espécies já foram utilizadas em cruzamentos com U. ruziziensis 

(tetraploidizada artificialmente) e deram origem aos híbridos Mulato I (U. ruziziensis x U. 

brizantha cv. Marandu) e Mulato II [(U. ruziziensis x U. decumbens) x U. brizantha)] 

(SOUZA SOBRINHO, 2009). 

Estudos de divergência genética baseados em caracteres morfológicos (ASSIS et al., 

2002; RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996) e moleculares (AMBIEL et al., 2010; 

AZEVEDO et al., 2011; PESSOA-FILHO; MARTINS; FERREIRA, 2017; TORRES 

GONZÁLEZ; MORTON, 2005; TRIVIÑO et al., 2017) incluíram U. brizantha, U. 

decumbens e U. ruziziensis em um mesmo grupo taxonômico em um complexo agâmico. 

Entretanto, esses resultados foram obtidos somente com análises em espécies poliploides, 
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com exceção de um acesso diploide de U. decumbens no trabalho de Pessoa-Filho et al. 

(2017) e de U. ruziziensis, que é exclusivamente diploide. 

De modo semelhante, os estudos citogenéticos também priorizam as avaliações em 

poliploides, tendo em vista a sua predominância na composição do gênero (principalmente as 

tetraploides) e nas áreas de cultivo (VALLE; PAGLIARINI, 2009). A partir dessas avaliações  

foi determinado o número básico cromossômico de x =  6, 7, 8, 9, sendo x = 9 o mais 

frequente entre as espécies do gênero (CHINNAPPA, 1987; RISSO-PASCOTTO; 

PAGLIARINI; VALLE, 2006; BASAPPA; MUNIYAMMA;; VALLE; PAGLIARINI, 2009; 

AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA; EBINA, 2010). Posteriormente, análises citogenéticas 

moleculares com uso da técnica de hibridização in situ fluorescente (FISH), também foram 

realizadas em U. brizantha (4x), U. decumbens (4x) e U. ruziziensis (2x) para a diferenciação 

dos cariótipos por meio da localização das sequências de DNA ribossomal, evidenciando 

diferenças nos números de sítios de rDNA 5S e 45S entre as espécies (NIELEN et al., 2009; 

AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA; EBINA, 2010; NANI et al., 2016). 

Mais recentemente, foi confirmada a alotetraploidia e proposta a constituição 

genômica BBB1B1 e B1B1B2B2
 para espécies U. brizantha (4x) e U. decumbens (4x) e B2B2 

para U. ruziziensis, baseada em uma análise envolvendo a técnica de hibridização in situ 

genômica (GISH) (PAULA; SOUZA SOBRINHO; TECHIO, 2017) associada a estudos 

meióticos anteriores  (MENDES-BONATO et al., 2001, 2002a, 2002b, 2006a, 2006b; 

MENDES et al., 2006). Paula et al. (2017) demonstraram que esses genomas são homeólogos 

com menor afinidade entre B e B2, indicando maior proximidade entre U. ruziziensis e U. 

decumbens, como já proposto por outros autores (BASAPPA et al. 1987; LUTTS et al. 1991; 

NDIKUMANA, 1985; TRIVIÑO et al., 2017). 

Diante deste cenário e dispondo dos citótipos diploides de U. brizantha e U. 

decumbens, análises complementares empregando a GISH podem contribuir para validar o 

modelo de composição genômica proposto por Paula et al. (2017), assim como auxiliar na 

definição dos genomas ancestrais das espécies tetraploides e das relações de afinidade 
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genômica entre as espécies diploides e entre estas e as tetraploides. Assim, o objetivo desse 

estudo foi determinar a constituição dos genomas e as relações de homologia/homeologia 

cromossômica entre os acessos U. brizantha (2x e 4x), U. decumbens (2x e 4x) e U. 

ruziziensis (2x) por meio da GISH. 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Importância econômica, aspectos botânicos e taxonômicos de Urochloa 

A pecuária está entre as atividades mais rentáveis do Brasil. Em 2018, a pecuária 

brasileira movimentou R$ 523 bilhões, representando cerca de 31% do PIB do agronegócio e 

7% do PIB nacional. No Brasil existem 221,81 milhões de cabeças de gado, que ocupam 165 

milhões de hectares, colocando o país como o segundo maior produtor de carne bovina no 

mundo (ABIEC, 2018; IBGE, 2017). 

O cultivo de pastagens é a base para a criação de bovinos para corte e produção de 

leite. O tipo de forrageira usada para alimentação do gado tem impacto direto no seu 

crescimento, sendo que a escolha da espécie ideal deve equilibrar fatores como conteúdo 

proteico, quantidade de massa seca e palatabilidade. Além disso, deve ser considerada a 

adaptação da forrageira ao ambiente em que se deseja utilizá-la, incluindo elementos como a 

tolerância à seca, frio, resistência à doenças e pragas. No Brasil, os gêneros mais utilizados 

como forrageiras são Urochloa e Panicum (capim-colonião), que representam 83,8% e 13,5% 

da área total destinada à produção de sementes, respectivamente (JANK et al., 2014) 

O gênero Urochloa P. Beauv. (sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.) pertence à tribo 

Paniceae, subfamília Panicoideae e família Poaceae. Existe uma problemática taxonômica 

envolvendo o gênero, em que espécies previamente pertencentes ao gênero Brachiaria foram 

incluídas em Urochloa. Brachiaria continha cerca 100 espécies com distribuição pantropical, 

em uma ampla variedade de habitats, que abrangiam desde desertos a pântanos. Urochloa 
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compreendia 12 espécies que se distribuíam principalmente por savanas africanas (TORRES 

GONZÁLEZ; MORTON, 2005). 

Brachiaria foi descrita inicialmente em 1826, por Trinius, como uma subdivisão do 

gênero Panicum L. Posteriormente, o grupo foi elevado a gênero por Grisebach, em 1853. Em 

1903, Nash definiu a orientação das espiguetas e posição da gluma inferior como 

características diagnósticas do gênero (MORRONE; ZULOAGA, 1992). 

Quando ainda eram tratados como gêneros distintos, os limites taxonômicos de 

Brachiaria e Urochloa se fundamentavam na morfologia floral. As espécies de Brachiaria 

eram descritas como gramíneas anuais ou perenes com inflorescências em forma de espigueta, 

dispostas em racemos unilaterais ao longo de uma ráquis central filiforme. As espiguetas são 

sésseis ou pediceladas, individuais ou em pares, com gluma inferior adjacente à ráquis, em 

posição adaxial. Espécies de Urochloa também eram descritas como anuais ou perenes, com 

inflorescências racemosas e espiguetas dispostas individualmente ou em pares, mas com 

gluma oposta à ráquis, em posição abaxial (CLAYTON; RENVOIZE, 1986). 

A confiabilidade dos caracteres utilizados para separar Brachiaria de Urochloa foi 

questionada por vários autores. Um dos argumentos é que a diferença na orientação das 

espiguetas (adaxial, com gluma inferior adjacente à ráquis em Brachiaria; e abaxial, com 

gluma inferior oposta à ráquis em Urochloa) só é válida para espiguetas individuais em ramos 

primários. Quando em pares, as espiguetas dos dois gêneros possuem orientação adaxial 

(MORRONE; ZULOAGA, 1992). Além disso, filogenias moleculares utilizando região ITS 

(TORRES GONZÁLEZ; MORTON, 2005) e genes cloroplastidiais (SALARIATO et al., 

2010) mostraram que Brachiaria e Urochloa não são dois clados distintos, apresentando 

relações de parentesco mais complexas e diferentes das caracterizações morfoanatômicas 

anteriores. 

 Como resposta à problemática taxonômica, Brachiaria foi restrito a três espécies que 

possuem desarticulação na base do antécio superior, sendo as demais transferidas para 

Urochloa, aumentando drasticamente seu número de espécies. Posteriormente, Veldkamp 
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(2004) estabeleceu que Brachiaria e Urochloa são sinônimos, transferindo as três espécies 

restantes (B. eruciformis, B. malacodes, B. schoenfelderi) para o novo gênero Moorochloa 

Veldkamp.  

Atualmente, Urochloa compreende cerca de 135 espécies, sendo a maior parte delas 

encontradas no continente africano, que é considerado seu centro de origem (CLAYTON et 

al., 2016). No Brasil, o gênero foi introduzido oficialmente em 1952, com a espécie Urochloa 

decumbens (Stapf) R.D. Webster. Entretanto, seu estabelecimento em larga escala só ocorreu 

após as importações de Urochloa ruziziensis (R. Germ. & C.M. Evrard) Morrone & Zuloaga, 

Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich.) R.D. Webster e de uma grande quantidade de 

sementes, a partir de 1965. Na década de 70, houve um enorme aumento das áreas de 

pastagens cultivadas com as espécies U. decumbens, U. humidicola (Rendle) Morrone & 

Zuloaga, U. brizantha e U. ruziziensis, que se adaptaram bem ao clima e solo brasileiros 

(ALVIM; BOTREL; XAVIER, 2002). As espécies de Urochloa mais utilizadas como 

forrageiras no Brasil, em ordem decrescente, são U. decumbens, U. brizantha, U. humidicola, 

U. ruziziensis (JANK et al., 2014). 

As relações filogenéticas entre as três principais espécies de Urochloa demonstram 

certa controvérsia. Renvoize et al. (1996) em um estudo baseado na morfologia das 

espiguetas, classificaram 83 espécies de Urochloa em nove grupos diferentes, sendo U. 

brizantha, U. decumbens e U. ruziziensis pertencentes ao mesmo grupo. Os autores 

destacaram ainda uma maior proximidade entre U. brizantha e U. decumbens, havendo 

dificuldade de distinção entre as duas e ainda reidentificaram U. decumbens cv. Basilisk como 

U. brizantha.  

Ambiel et al. (2008) também questionaram a identificação da cultivar Basilisk como 

U. decumbens, visto que estes analisaram um dendrograma baseado em marcadores RAPD 

que posicionou essa espécie com os acessos de U. brizantha. Em outro trabalho, novamente 

com marcadores RAPD, Ambiel et al. (2010) agruparam U. brizantha, U. decumbens e U. 

ruziziensis, também verificando maior proximidade entre as duas primeiras. Essa relação foi 
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corroborada por Pessoa Filho et al. (2017) por meio da filogenia baseada em genes 

cloroplastidiais, sugerindo que a linhagem de U. ruziziensis teria se divergido das outras duas 

em 5.67 milhões de anos, seguida de uma divergência mais recente entre U. brizantha e U. 

decumbens, por volta de 1.6 milhões de anos. 

Em contrapartida, Triviño et al. (2017), em um estudo de diversidade genética e 

estrutura populacional baseado em microssatélites, com 601 acessos diploides e poliploides de 

Urochloa, verificou maior proximidade entre U. decumbens e U. ruziziensis, em relação a U. 

brizantha e determinou que a cultivar Basilisk é de fato mais próxima dos outros acessos 

tetraploides de U. decumbens. 

Apesar de seu uso extensivo em pastagens, as cultivares de Urochloa possuem suas 

respectivas limitações agronômicas: U. decumbens cv. Basilisk apresenta susceptibilidade às 

cigarrinhas de pastagens (Notozulia entreriana) e, ocasionalmente, é atacada pelo fungo 

Phitomyces chartarum, que acarreta problemas para o gado quando ingerido por um período 

prolongado de tempo; U. brizantha cv. Marandu é mais tolerante ao inseto, porém é menos 

adaptada a solos ácidos, pobres e mal drenados, além de ser susceptível ao fungo Rhizoctonia. 

U. ruziziensis apresenta o melhor valor nutricional, mas também é susceptível às cigarrinha de 

pastagens e não é persistente em solos ácidos ou longos períodos de seca. (ALVIM; 

BOTREL; XAVIER, 2002; VALLE; RESENDE; JANK, 2009). 

Após mais de três décadas de adaptação excepcional e grande expansão de Urochloa 

como forrageira no Brasil, surgiu a demanda por um programa de melhoramento que reunisse 

as características desejáveis de diferentes cultivares e espécies do gênero, tais como a 

adaptação a solos ácidos, produtividade elevada, bom valor nutricional e resistência à 

cigarrinha e fungos (MILES et al., 2004). Nesse contexto, a Embrapa Gado de Corte-Campo 

Grande, MS e Gado de Leite-Juiz de Fora-MG vem conduzindo programas de melhoramento 

com as principais espécies, tendo como foco a produção de híbridos interespecíficos 

(VALLE; RESENDE; JANK, 2009). Os principais programas de melhoramento se destinam a 

cruzamentos interespecíficos, envolvendo as espécies do complexo agâmico (U. brizantha, U. 



17 

 

 

 

decumbens e U. ruziziensis) (JANK et al., 2014), mas também existem trabalhos que focam 

no melhoramento intraespecífico de U. humidicola (BOLDRINI et al., 2011; JUNGMANN et 

al., 2010). 

Dentre as informações necessárias para uso nos programas, a citogenética tem se 

mostrado uma ferramenta fundamental, pois através dela é possível apontar genitores 

compatíveis, determinando-se o nível de ploidia, evidenciando anormalidade meióticas que 

inviabilizem os gametas e elucidando problemas de fecundação e de produção de sementes 

em híbridos (VALLE.; RESENDE; JANK, 2009). 

Outro fator importante a ser considerado em um programa de melhoramento é o modo 

de reprodução das espécies. Urochloa é um gênero predominantemente poliploide e 

apomítico. A apomixia é uma forma de reprodução assexuada com produção de sementes que 

está associada à poliploidia. A apomixia é encontrada em diversas famílias de Angiospermas, 

não necessariamente relacionadas entre si (HAND; KOLTUNOW, 2014). Na subfamília 

Panicoideae, estima-se que mais de 500 espécies apresentem reprodução apomítica, dentre as 

quais se encontram as espécies de Urochloa. Esse modo de reprodução é interessante quando 

se pretende realizar cruzamentos, pois ele garante a fixação do vigor híbrido associado a todas 

as vantagens da propagação de sementes (VALLE; PAGLIARINI, 2009). 

Uma maneira de explorar as características desejadas nos indivíduos apomíticos é a 

realização de cruzamentos com as plantas sexuais. Para  viabilizar os cruzamentos, é 

necessário igualar o nível de ploidia dos genitores, o que pode ser realizado por haploidização 

das espécies apomíticas tetraploides ou a duplicação do número cromossômico das diploides 

sexuais (PEREIRA et al., 2012). Existem acessos diploides e sexuais de U. brizantha, U. 

decumbens e U. ruziziensis identificados no banco de germoplasma da Embrapa Gado de 

Corte (VALLE et al. 2008). Esses genótipos tem sido utilizados nos programas de 

melhoramento, em tratamentos visando a poliploidização (PINHEIRO, 2000). Em Urochloa, 

já foi realizada a duplicação cromossômica nas espécie U. ruziziensis (SWENNE; LOUANT; 

DUJARDIN, 1981; ISHIGAKI et al., 2009; TIMBO et al., 2014b) e em acessos diploides de 
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U. brizantha (PINHEIRO, 2000) e U. decumbens (SIMIONI; VALLE, 2015), através da 

imersão de sementes germinadas em solução de colchicina Alguns cruzamentos resultaram no 

lançamento das cultivares Mulato I (U. brizanhta (cv. Marandu) e U. ruziziensis), Mulato II 

(U. decumbens (cv. Basilisk) e U. ruziziensis) (SOUZA SOBRINHO, 2009) e Ibyporã (U. 

brizantha x U. ruziziensis) (EMBRAPA, 2017).  

2.2 Caracterização citogenética de Urochloa 

A citogenética fornece informações básicas essenciais para estudos evolutivos e para 

programas de melhoramento. Além disso, o uso de tais informações em estudos taxonômicos, 

ou citotaxonomia, tem contribuído para um melhor entendimento sobre a relação genética 

entre espécies e a maneira em que elas divergem umas das outras (GUERRA, 2008). A 

citogenética dispõe de várias ferramentas para auxiliar na distinção entre grupos 

morfologicamente similares (DOBIGNY et al., 2004), sendo as mais clássicas: o número, 

tamanho e morfologia dos cromossomos, presença de constrições secundárias, tamanho do 

genoma e padrões de distribuição da cromatina (GUERRA, 2012).  

O número cromossômico é o dado citogenético mais conhecido para quase todas as 

famílias de plantas. Apesar de ser o parâmetro mais simples do cariótipo, é também a maneira 

mais fácil, rápida e barata de levantar alguma informação substancial sobre o genoma de uma 

espécie (GUERRA, 2008), sendo ainda mais eficaz para diferenciar espécies de gêneros 

filogeneticamente próximos ou de grupos polifiléticos com cariótipo variável (GUERRA, 

2012). 

Estudos citogenéticos em Urochloa mostram a predominância do número básico de 

cromossomos x=9 (BASAPPA; MUNIYAMMA; CHINNAPPA, 1987; SPIES et al., 1991; 

VALLE, C. B.; SINGH; MILLER, 1987), embora existam relatos dos números x= 5, 6, 7, 8, 

10 e 12 ( SHARMA; SHARMA, 1979; SHARMA; KOUR, 1980; RISSO-PASCOTTO; 

PAGLIARINI; VALLE, 2006). Valle e Pagliarini (2009) revisaram os números 

cromossômicos do gênero existentes na literatura e encontraram espécies variando de 2n=14 a 

2n=90, com variação intraespecífica e diferentes níveis de ploidia, havendo uma tendência à 
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tetraploidia. Dentre as espécies com maior importância econômica encontram-se: U. 

brizantha (2n=2x=18, 2n=4x=36, 2n=5x=45 ou 2n=6x=54), U. decumbens (2n=2x=18 ou 

2n=4x=36), U. ruziziensis (2n=2x=18) e U. humidicola (2n=6x=36 ou 2n=9x=54) (VALLE; 

PAGLIARINI, 2009) 

Por meio da citometria de fluxo, Ishigaki et al. (2010) analisaram os tamanhos dos 

genomas de quatro espécies de Urochloa para avaliar sua utilização em cruzamentos. Foi 

observada variação nos valores C entre as cultivares, aumentando com o aumento da ploidia. 

A diploide sexual U. ruziziensis apresentou o menor valor C (0,62 pg), seguida das 

poliploides apomíticas (U. brizantha tetraploide 1,43 pg; U. decumbens tetraploide 1,66 pg; 

U. brizantha pentaploide 1,78 pg e U. humidicola hexaploide 1,99 pg). Os autores destacaram 

que as diferenças nos tamanhos dos genomas das cultivares não representam barreiras para 

cruzamentos no gênero e que as plantas tetraploides apomíticas podem ser usadas como 

doadoras de pólen em cruzamentos com U. ruziziensis tetraploidizada.  

Paula et al. (2017) também quantificaram o DNA de algumas espécies e de híbridos de 

Urochloa, comparando os valores dos híbridos H963 (U. ruziziensis x U. decumbens), H1863 

(U. ruziziensis x U. brizantha) e Mulato II [(U. ruziziensis x U. decumbens) x U. brizantha] 

com os valores de seus parentais. Foram encontrados 3,62 pg de DNA para H963, 3,24 pg 

para H1863 e 3,83 pg para Mulato II. Os autores verificaram que houve um aumento na 

quantidade de DNA do híbrido Mulato II em relação à média de seus parentais, um resultado 

incomum na literatura. 

A existência de híbridos entre as espécies U. decumbens, U. brizantha e U. ruziziensis 

demonstra a proximidade genética entre elas. No entanto, ainda existem dúvidas sobre as 

relações genômicas entre as três espécies. Estudos meióticos nas tetraploides U. brizantha e 

U. decumbens revelaram uma série de anormalidades, como segregação irregular, formação 

de multivalentes e presença de micronúcleos, que evidenciaram alopoliploidia segmental 

nessas espécies (MENDES-BONATO et al., 2002a; MENDES-BONATO et al., 2002b). 

Posteriormente, novas análises meióticas em híbridos triploides e tetraploides de U. brizantha 
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e U. ruziziensis, mostraram meiócitos com segregação assincrônica e pareamento 

intragenômico (MENDES-BONATO et al., 2006a; MENDES-BONATO et. al., 2006b). Com 

base nesses resultados, os autores inicialmente designaram os genomas de acordo com as 

iniciais dos epítetos das espécies, sendo genoma B para U. brizantha e genoma R para U. 

ruziziensis. 

2.3 Citogenética molecular e relação genômica de Urochloa 

Em táxons que possuem cariótipos muito similares, é necessário o uso de técnicas que 

forneçam maior grau de detalhamento dos cromossomos para que seja detectada variação 

entre os genomas. Um exemplo é o bandamento cromossômico que pode ser utilizado para 

identificar regiões heterocromáticas (ex: Bandamento C), eucromáticas (ex: Bandamento G), 

e os bandamentos fluorescentes para marcar regiões ricas em A-T (ex: DAPI) e regiões ricas 

em C-G (ex: CMA). Além dessas técnicas, a hibridização in situ fluorescente (FISH) tem sido 

amplamente empregada para detectar sequências de DNA específicas, seja em núcleos 

interfásicos ou cromossomos metafásicos (BARTLETT, 2008).  

A FISH funciona com a utilização de sondas que se hibridizam com sequências de 

DNA complementares nos cromossomos e são detectadas devido à presença de marcadores 

fluorescentes. As sequências mais utilizadas como sondas são os DNAs ribossomais, 

teloméricos e centroméricos. Essas sequências, geralmente, têm em comum a sua organização 

em blocos repetitivos (em tandem) e o fato de serem conservadas evolutivamente, se 

apresentando muito similares em todos os eucariotos (ROA; GUERRA, 2015).  

 A utilização da técnica de FISH em estudos citogenéticos possibilitou o mapeamento 

físico de rDNA em espécies de Urochloa. Nielen et al., (2009) localizou sequências de rDNA 

5S e 45S associada à cariotipagem convencional em acessos sexual diploide (BRA 002747) e 

apomítico tetraploide (BRA 000591) de U. brizantha (Tabela 1). O acesso diploide 

apresentou número cromossômico 2n=18, com fórmula cariotípica 3M+5SM+1T. No acesso 

tetraploide foi observado 2n=4x=36 e fórmula cariotípica 8M+1SM. Os autores destacaram 

que o número de sítios de rDNA 5S não correspondeu ao nível de ploidia dos acessos, visto 
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que era esperado o dobro do número de sítios de rDNA no acesso tetraploide em relação ao 

acesso diploide (NIELEN et al., 2009). 

 Akyama et al. (2010) utilizaram diferentes acessos de U. brizantha (4x e 5x), U. 

ruziziensis (2x), U. humidicola (6x) e do híbrido Mulato (4x – originado do cruzamento de U. 

decumbens e U. ruziziensis) em um estudo de rDNA com o uso da FISH. Foram observadas 

diferenças no número e morfologia dos sítios de rDNA (Tabela 1). O número de sítios de 

rDNA 45S correspondeu aos níveis de ploidia em todas as espécies (diploide com dois sítios; 

tetraploides com quatro sítios; pentaploide com cinco sítios e hexaploide com seis sítios). O 

mesmo não foi observado em relação aos loci de rDNA 5S. Tais resultados indicaram a 

coexistência de diferentes genomas nas espécies sugerindo a alopoliploidia. 

Tabela 1: Número cromossômico e sítios de rDNA em espécies de Urochloa 

 

Em outro estudo, Nani et al. (2016) realizaram um estudo cariotípico nas espécies U. 

brizantha (4x), U. decumbens (4x) e U. ruziziensis (2x), através do mapeamento das 

sequências de rDNA 5S e 45S (Tabela 1), retrotransposon centromérico do milho (CRM1) e 

bandas CMA e DAPI. Foram observadas variações no número de sítios de rDNA 5S e 45S em 

U. brizantha e um par heteromórfico e outro em hemizigose em U. decumbens. Bandas CMA 

Espécie Núm. Cromossômico Sítios 5S Sítios 45S Ref. 

U. brizantha 2n = 2x = 18 1 1 Nielen et al. (2009) 

 2n = 4x = 36 3 2 Nielen et al. (2009) 

 2n = 4x = 36 6 4 Akyama et al. (2010) 

 2n = 4x = 36 4 4 Akyama et al. (2010) 

 2n = 5x = 45 5 5 Akyama et al. (2010) 

 2n = 4x = 36 3-6 2-4 Nani et al. (2016) 

U. decumbens 2n = 4x = 36 7 4 Nani et al. (2016) 

U. humidicola  2n = 6x = 54 6 6 Akyama et al. (2010) 

U. ruziziensis 2n = 2x = 18 4 2 Akyama et al. (2010) 

 2n = 2x = 18 2 1 Nani et al. (2016) 
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foram observadas nas três espécies, coincidindo com os sítios de rDNA 45S. Houve variação 

no número de regiões centroméricas marcadas com a sonda CRM1, sendo U. ruziziensis a 

única espécie com todos os centrômeros hibridizados. Não foram observadas bandas DAPI 

em nenhuma das três espécies.  

A técnica de hibridização in situ genômica (GISH), uma variação da FISH, tem sido 

usada em estudos com o propósito de distinguir cromossomos de diferentes genitores ou de 

genomas diferentes em alopoliploides e híbridos interespecíficos/intergenéricos. Enquanto a 

FISH usa sequências de DNA específicas como sondas, a GISH utiliza o DNA genômico 

(gDNA) total de uma espécie (SCHWARZACHER, 2003). Tal procedimento permite que 

genomas inteiros sejam marcados, sendo possível identificar os genitores em híbridos naturais 

ou artificiais, estudar a origem e evolução de alopoliploides e auxiliar na seleção de genitores 

em programas de melhoramento genético (SILVA; SOUZA, 2013). 

A GISH já foi empregada em grupos importantes de gramíneas, como Triticeae 

Dumort. (ANAMTHAWAT-JÓNSSON et al., 1990),  Lolium L. e Festuca L. (CAO et al., 

2000; KOPECKÝ et al., 2009),  Setaria P. Beauv. (BENABDELMOUNA et al., 2001; 

ZHAO et al., 2013), Cenchrus L. e também Urochloa (PAULA et al., 2017) para distinguir os 

cromossomos oriundos de diferentes parentais, em híbridos interespecíficos ou em espécies 

alopoliploides. 

Em Urochloa, Paula et al. (2017) utilizaram concomitantemente a GISH e a FISH para 

analisar as relações genômicas nas espécies U. brizantha (4x), U. decumbens (4x), U. 

ruziziensis (2x e 4x) (Tabela 2) e nos híbridos H963 (U. ruziziensis x U. decumbens), H1863 

(U. ruziziensis x U. brizantha) e Mulato II. Os autores verificaram alta homologia entre os 

genomas de U. brizantha, U. decumbens e U. ruziziensis, sendo U. decumbens a intermediária 

na relação de parentesco das três espécies. Tais análises foram subsidiadas pelos estudos 

meióticos mencionados anteriormente, que mostraram meiócitos das tetraploides U. brizantha 

e U. decumbens com anormalidades típicas de alopoliploides segmentais (MENDES-

BONATO et al., 2001; MENDES-BONATO et al., 2002a; MENDES-BONATO et al., 
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2002b). De acordo com os resultados, os autores confirmaram a alopoliploidia de U. 

brizantha e U. decumbens e propuseram a constituição genômica das duas espécies e de U. 

ruziziensis, que foram caracterizadas com os genomas BBB1B1, B1B1B2B2 e B2B2, 

respectivamente. Os autores ainda destacaram que os genomas B, B1 e B2 foram considerados 

homeólogos, com menor afinidade entre B e B2.  

Tabela 2: Porcentagens de hibridização entre genomas de Urochloa, fornecidas pela GISH  

 Metáfase 

Sonda genômica U. brizantha (4x) U. decumbens (4x) U. ruziziensis (4x) 

U. brizantha 100% 61,04% 32,69% 

U. decumbens 59,66% 100% 63,54% 

U. ruziziensis 49,55% 35,24% 100% 

Fonte: Paula et al. (2017) 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Local 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Citogenética Vegetal, localizado no 

Departamento de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). 

3.2 Material vegetal 

Foram avaliados acessos diploides sexuais de U. brizantha (B105, originário da 

Etiópia), U. decumbens (D04, originário do Quênia) e U. ruziziensis cv. Kennedy e acessos 

tetraploides apomíticos de U. brizantha cv. Marandu e U. decumbens cv. Basilisk. Os acessos 

diploides de U. brizantha e U. decumbens foram cedidos pela EMBRAPA Gado de Corte, 

Campo Grande - MS e os demais foram cedidos pela EMBRAPA Gado de Leite, Juiz de Fora 
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- MG. As plantas foram mantidas em vasos, em casa de vegetação no Departamento de 

Biologia da UFLA. 

3.3 Preparo das lâminas 

Pontas de raízes foram coletadas e pré-tratadas com ciclohexamida 12,5 mg L-1, por 2 

horas a temperatura ambiente, lavadas em água gelada, fixadas em Carnoy (3 etanol : 1 ácido 

acético) e armazenadas a -20°C até o momento do uso. 

As raízes fixadas foram lavadas três vezes em água destilada por cinco minutos e a 

região meristemática foi isolada e transferida para solução enzimática contendo celulase 

“Onozuka R10” (0,7%), celulase Sigma-Aldrich (0,7%), pectoliase Sigma-Aldrich (1%) e 

citohelicase Sigma-Aldrich (1%) por 1 h e 20 minutos, a 37ºC. Após a digestão, os 

meristemas foram macerados sobre lâmina em solução fixadora usando pinças de ponta 

ultrafina e finalmente secas ao ar. 

A avaliação das lâminas foi realizada em microscópio de luz e aquelas contendo as 

melhores metáfases, com cromossomos espalhados e sem sobreposição, foram selecionadas. 

3.4 Hibridização in situ genômica - GISH 

As sondas de DNA genômico (gDNA) de U. brizantha e U. decumbens (diploides) 

foram usadas em hibridizações genômicas com os acessos tetraploides.  Entre as espécies 

diploides, a GISH foi realizada no esquema “round robin”, no qual as sondas de gDNA 

marcados de cada espécie foram usadas em hibridizações recíprocas (Figura 1).  

As preparações cromossômicas foram rapidamente fixadas em solução de 3 etanol : 1 

ácido acético e secas ao ar. Foram aplicados 100 μL de solução formamida 70% em SSC 2x 

nas lâminas que após cobertas com lamínula 24x40 mm foram colocadas em estufa a 85 ºC 

por 1 min e 25 seg para desnaturação do DNA. Em seguida as lâminas foram imediatamente 

imersas em álcool etílico 70% gelado e posteriormente em álcool 90% e 100% e secas ao ar. 

A mistura de hibridização consistiu de 50% formamida, 2xSSC, 10% sulfato de dextran, 40 
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ng/μL de DNA das sondas marcadas. Não foi utilizado DNA bloqueio. As sondas foram 

desnaturadas a 95-98 ºC, por 8 min e imediatamente resfriadas em gelo. Foram aplicados 20 

μL da mistura de hibridização às preparações cromossômicas que foram seladas com 

lamínula. A hibridização foi realizada a 37 ºC por 48 hs, seguida por lavagens sob agitação 

em 2xSSC por 5 minutos à temperatura ambiente, em 2xSSC a 42 ºC por 10 minutos; 2xSSC 

por 5 minutos à temperatura ambiente e TNT por 5 minutos. A detecção das sondas foi feita 

com os anticorpos anti-digoxigenina conjugado com rodamina, em tampão TNB, por 1 hora, a 

37 ºC, em câmara úmida. Após remoção da lamínula as lâminas foram lavadas três vezes, 5 

minutos cada, em TNT, à temperatura ambiente, sob agitação. Após secagem ao ar as lâminas 

foram montadas com meio de montagem Vectashield contendo DAPI. 

Figura 1. Esquema de hibridizações in situ genômicas (GISH) em espécies de Urochloa. 

 

 

 

 

 

 

(*) Genomas determinados por Paula et al (2017) 

As lâminas foram analisadas em microscópio Olympus BX60 equipado com sistema 

de epifluorescência e câmera digital refrigerada, usando filtros específicos para DAPI 

(Excitação: 330-385 nm; Emissão: 420 nm) e Rodamina (Excitação: 400-410 nm; Emissão: 

455 nm). As imagens obtidas foram processadas para ajustes de brilho e contraste em 

software de edição de imagens. 
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A análise da relação entre os genomas dos acessos diploides com os dos acessos 

tetraploides teve como base a composição genômica proposta por Paula et al. (2017), que 

caracterizou os genomas BBB1B1, B
1B1B2B2

 e B2B2  para U. brizantha, U. decumbens e U. 

ruziziensis respectivamente. Os segmentos cromossômicos marcados pela sonda genômica 

(marcas GISH+) foram mensurados no software Karyotype 2.0 (YU et al., 2018) para avaliar 

a proporção de genoma hibridizado nas metáfases. Os cromossomos foram agrupados de 

acordo com as marcas de hibridização, segundo as regiões cromossômicas (centroméricas e 

pericentroméricas, intersticiais e terminais) descritas por Heslop-Harrison et al. (2011) com 

adaptações (Figura 2).  

Figura 2: Divisão das regiões cromossômicas: centromérica/pericentromérica (cen), intersticial (i), 

terminal e cromossomo inteiro (wc).  

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptado de Heslop-Harrison et al. (2011). 

O processamento das imagens foi feito com auxílio de software de edição de imagens. 

3.5 Citometria de fluxo 

 Três amostras de 20-30 mg de tecido foliar jovem  dos acessos diploides de U. 

brizantha e U. decumbens e também da espécie Pisum sativum L. (padrão interno de 

referência – Quantidade de DNA 2C = 9,09 pg) foram maceradas em placa de Petri contendo 
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1 mL de tampão MgSO4 gelado para obter a suspensão nuclear (DOLEZEL, 1997). Em 

seguida, 25 μL de iodeto de propídio foram adicionados à suspensão. Para cada amostra 

foram quantificados pelo menos 10.000 núcleos. 

 A análise foi realizada no citômetro Facscalibur (Becton Dickinson), os histogramas 

foram obtidos no software Cell Quest e analisados no software WinMDI 2.9. O conteúdo de 

DNA foi estimado em picogramas (pg). 

 

4 RESULTADOS 

4.1 Número cromossômico e tamanho do genoma 

 Para os acessos diploides de U. brizantha (B105) e U. decumbens (D04) foram 

confirmados 18 cromossomos e determinado o conteúdo de DNA de 1.79 e 1.44 pg, 

respectivamente (Figura 3). 

Figura 3. Metáfases com 2n = 18 cromossomos contrastados com DAPI e histogramas de citometria 

de fluxo com a quantificação de DNA nos acessos B105 de U. brizantha – 1.79 pg (A-B) e D04 de U. 

decumbens – 1.44 pg (C-D). Barra: 10 μm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Do autor (2019) 
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4.2 Análise da hibridização in situ genômica (GISH) 

 Nas análises da GISH, o DNA genômico (gDNA) de U. decumbens 2x e de U. 

ruziziensis hibridizaram 65.43% e 45.20%, respectivamente, no genoma de U. brizantha 2x 

(Tabela 3). A sonda genômica de U. decumbens 2x revelou marcas 

centroméricas/pericentroméricas em quatro cromossomos (Fig. 4a1), sinais estendidos até a 

região intersticial em 10 cromossomos (Fig. 4a2) e quatro cromossomos completamente 

hibridizados (Fig. 4a3). Com o gDNA de U. ruziziensis, foram evidenciados quatro 

cromossomos com marcas centroméricas/pericentroméricas (Fig. 4b1) e 14 cromossomos com 

marcas intersticiais (Fig. 4b2).  

Em U. decumbens 2x, a proporção de genoma hibridizado com o gDNA de U. 

brizantha 2x foi de 100% (Tabela 3), sendo todos os cromossomos completamente marcados 

(Fig. 4c1). A sonda de gDNA de U. ruziziensis 2x hibridizou 60.89% com o genoma de U. 

decumbens 2x. Em quatro cromossomos foram observados sinais GISH positivos até a região 

centromérica/pericentromérica (Fig. 4d1) e 14 cromossomos apresentaram marcas até a região 

intersticial (Fig. 4d2). A GISH recíproca da sonda de U. decumbens 2x hibridizou 70,2% do 

genoma de U. ruziziensis 2x, com todos os cromossomos apresentando sinais GISH+ 

estendidos até a região intersticial (Fig. 4F e 4f1). A sonda de U. brizantha 2x produziu 

padrão semelhante de marcação em U. ruziziensis 2x (4e1) e cobertura de cerca de 51% de 

hibridização (Tabela 3) 
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Figura 4: Metáfases de U. brizantha (2n = 2x = 18) com sonda de U. decumbens 2x (A) e U. 

ruziziensis 2x (B). Metáfases de U. decumbens (2n = 2x = 18) com sonda U. brizantha 2x (C) e U. 

ruziziensis 2x (D). Metáfases de U. ruziziensis (2n = 2x = 18) com sonda de U. brizantha 2x (E) e U. 

decumbens 2x (F). Cromossomos constrastados com DAPI (cinza) e marcação da sonda nos 

cromossomos indicada pela fluorescência (vermelha). Sinais GISH+ centroméricos/pericentroméricos: 

a1, b1, d1; Sinais estendidos até a região intersticial: a2, b2, d2, e1, f1; Cromossomos completamente 

hibridizados: a3, c1. Barra: 10 μm. 
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Fonte: Do autor (2019) 

 

A GISH com sondas de gDNA de U. brizantha 2x e U. decumbens 2x mostrou padrão 

de hibridização semelhante em U. brizantha 4x e proporção de hibridização de 41.36% e 

51,56%%, respectivamente (Tabela 3). Com ambas as sondas, 18 apresentaram marcas 

centroméricas/pericentroméricas conspícuas (Figura 5a1 e 5b1), variação de 14 e 16 
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cromossomos com marcas de hibridização estendidas até a região intersticial (Fig. 5a2 e 5b2) 

e quatro e dois cromossomos completamente hibridizados (Fig. 5a3 e 5b3).  

A sonda genômica de U. brizantha 2x hibridizou 58.29% do genoma de U. decumbens 

4x com 18 cromossomos marcados na região centromérica/pericentromérica (Fig. 5c1), 14 até 

a região intersticial (Fig. 5c2) e quatro cromossomos completamente hibridizados (Fig. 5c3). 

A proporção de hibridização da sonda de gDNA de U. decumbens 2x nos cromossomos de U. 

decumbens 4x foi de 49,38% (Tabela 3), dos quais 29 apresentaram sinais GISH+ na região 

centromérica/pericentromérica (Fig. 5d1), cinco até a região intersticial (Fig. 5d2) e dois 

cromossomos completamente hibridizados (Fig. 5d3) 

 

Tabela 3: Proporção média e desvio padrão (%) da proporção de hibridização entre genomas de 

espécies de Urochloa 

               Sonda         

Metáfase 
U. brizantha 2x U. decumbens 2x U. ruziziensis 2x 

U. brizantha 2x - 65.43 ± 4.63 45.20 ± 0.53 

U. decumbens 2x 100 - 60.89 ± 1.45 

U. ruziziensis 2x 50.93 ± 1.57 70.12 ± 4.43 - 

U. brizantha 4x 41.36 ± 1.98 51.56 ± 2.15 - 

U. decumbens 4x 58.54 ± 3.34 49.38 ± 1.28 - 

(-) Hibridizações não realizadas  
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Figura 5: Metáfases de U. brizantha (2n = 4x = 36) com sonda de U. brizantha 2x (A) e U. 

decumbens 2x (B). Metáfases de U. decumbens (2n = 4x = 36) com sonda de U. brizantha 2x (C) e U. 

decumbens 2x (D). Cromossomos contrastados com DAPI (cinza) e marcação da sonda nos 

cromossomos indicada pela fluorescência (vermelha). Sinais GISH+ centroméricos/pericentroméricos: 

a1, b1, c1, d1; Sinais estendidos até a região intersticial: a2, b2, c2, d2; Cromossomos completamente 

hibridizados: a3, b3, c3, d3. Barra: 10 μm. 
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Fonte: Do autor (2019) 

 

5 DISCUSSÃO 

5.1 Número cromossômico e tamanho do genoma 

O número cromossômico (2n = 2x = 18) observado para os acesso B105 de Urochloa 

brizantha e D04 de U. decumbens já havia sido descrito previamente por outros autores 

(NIELEN et al., 2009; PENTEADO et al., 2000; PINHEIRO, 2000; RICCI et al., 2011). O 

valor C obtido para ambas espécies (870 Mbp C-1 e 704 Mbp C-1 respectivamente) é 

consistentemente proporcional ao valor relatado para a cultivares tetraploides Marandu e 

Basilisk (Tabela 4).  

Os genomas de U. brizantha e U. decumbens diploides são considerados ‘pequenos’, 

segundo as categorias definidas por Leitch et al. (2005) e a diferença na quantidade de DNA 

entre elas (166 Mbp C-1). pode ser devida à proporção de DNA repetitivo nos genomas.  

Bennetzen et al. (2005) apontaram as diferenças no conteúdo de DNA repetitivo, 

especificamente em relação à atividade de diferentes elementos transponíveis, como a 

principal razão para as variações no tamanho do genoma entre espécies próximas. O aumento 

gradual da variação no tamanho do genoma pode, a longo prazo, afetar a produção de 

gametas, resultando em segregação irregular de cromossomos com tamanhos 
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desproporcionais na meiose (SMARDA; BURES, 2010). No entanto, pequenas diferenças no 

conteúdo de DNA, como a observada no presente estudo, dificilmente representariam 

barreiras reprodutivas, visto que variação de proporções similares (ISHIGAKI et al., 2010; 

TIMBÓ et al., 2014) não impediu o cruzamento de acessos tetraploides em Urochloa. 

Tabela 4: Conteúdo de DNA em espécies de Urochloa 

Mbp = Mega pares de bases. Valor C = conteúdo de DNA gamético. Valor Cx = Conteúdo de DNA por genoma. 

Ishigaki et al. (2010) avaliaram os valores C de cinco cultivares de quatro espécies de 

Urochloa e verificaram que o tamanho do genoma foi dependente do nível de ploidia, com 

uma tendência ao aumento do conteúdo de DNA por genoma com o aumento da ploidia. Essa 

relação também pode ser observada para U. decumbens ao comparar os valores obtidos no 

presente estudo com os valores previamente relatados para as cultivares tetraploides. 

(ISHIGAKI et al., 2010; TIMBÓ et al., 2014a). O mesmo não foi visto para U. brizantha. 

Contudo, essa comparação, considerando variação intraespecífica de ploidia, não foi realizada 

por Ishigaki et al. (2010), uma vez que a única espécie diploide utilizada em sua análise foi U. 

ruziziensis. 

5.2 Relação genômica entre espécies diploides de Urochloa 

 As análises permitiram detectar e descrever o padrão de hibridização das sondas de 

gDNA das espécies diploides de Urochloa em GISH recíprocas e também em relação às 

espécies tetraploides. A partir disso, cromossomos inteiros ou regiões específicas foram 

distinguidas e revelaram diferentes níveis de relacionamento entre os genomas envolvidos. 

Espécie Valor C (Mbp C-1) Valor Cx (Mbp Cx-1) Ploidia Ref. 

U. brizantha 

870 870 2x Do autor (2019) 

1404 702 4x Ishigaki (2010) 

1720 860 4x Timbó (2014a) 

U. decumbens 

704 704 2x Do autor (2019) 

1633 817 4x Ishigaki (2010) 

1855 927 4x Timbó (2014a) 
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 Os resultados confirmaram prévias observações feitas em Urochloa por Paula et al. 

(2017) em relação às marcações centroméricas/pericentroméricas em todas as metáfases 

avaliadas, embora estes autores tenham concentrado suas avaliações entre as espécies 

tetraploides e híbridos interespecíficos. Tais resultados indicam a homologia dos repeats 

centroméricos entres as espécies do grupo e reforça a íntima relação de parentesco. Outros 

estudos indicaram a alta conservação dessas sequências entre diferentes gêneros da família 

Poaceae, tais como Secale, Hordeum, Festuca, Semiarundinaria, Arundo e Zea 

(BELYAYEV; RASKINA; NEVO, 2001). 

Em Brassica, MALUSZYNSKA et al. (2005) observaram, por meio da GISH, 

predominância de marcas pericentroméricas nos cromossomos. Os autores associaram esse 

padrão à elevada proporção de famílias de DNA repetitivo nas regiões centroméricas e 

pericentroméricas, ao passo que a região distal é provavelmente mais rica em genes e não 

hibridiza tão distintivamente com a sonda genômica. Especificamente, análises de marcas 

epigenéticas em U. ruziziensis (2x), U. brizantha (4x) e U. decumbens (4x) realizadas por 

Paula et al. (2016) demonstraram que as regiões terminais e intersticiais-terminais dos 

cromossomos foram identificadas como domínios eucromáticos pela marcação com o 

anticorpo H3K4me2. De forma complementar, os sinais de H3K9me2 foram visualizados em 

domínios tipicamente heterocromáticos, que incluem as regiões centroméricas e 

pericentroméricas. É importante ressaltar também que, com a GISH, tem sido observado que a 

marcação preferencial das regiões centromérica e pericentromérica é observada até mesmo em 

espécies com genomas pequenos, que possuem uma proporção relativamente baixa de 

famílias de DNA repetitivo, como o arroz (LI et al., 2001) e Brachypodium distachtyon 

(JENKINS et al., 2004). 

 As regiões teloméricas, com exceção dos cromossomos completamente marcados, não 

apresentaram marcas GISH+, apesar de serem compostas por DNA repetitivo e serem 

consideradas altamente conservadas em plantas (ROA; GUERRA, 2015; WATSON; RIHA, 

2010). Majka et al. (2017), em uma análise comparativa por meio da GISH, também 

observaram ausência de marcas em regiões terminais de diferentes espécies de Poaceae. Os 
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autores atribuíram esse resultado à composição complexa dos telômeros das espécies em 

questão, que podem conter, para além da sequência telomérica básica (T/A)1-4 G1-8, outras 

famílias de DNA organizadas em tandem, como previamente relatado para o trigo  (SALINA 

et al., 2009). Outro fator possivelmente relacionado é a condensação tardia das regiões 

terminais dos cromossomos de Urochloa, relatado por Nani et al. (2016), e também 

observado neste trabalho. Esse fenômeno, associado às desnaturações inerentes à técnica de 

hibridização in situ, causa certa degradação nas terminações dos cromossomos, dificultando 

obtenção de marcas nessa região. 

A hibridização completa do DNA genômico de U. brizantha 2x em todos 

cromossomos de U. decumbens 2x indica que as duas espécies possuem alto grau de 

homologia entre seus genomas. Entretanto, a GISH recíproca revelou 65.43% de homologia, 

sugerindo que U. brizantha 2x possui uma maior diversidade de sequências repetitivas. Uma 

vez que a maior porção do DNA de plantas (e eucariotos em geral) é formada por blocos de 

sequências repetitivas e que em Poaceae essas sequências podem compor até 85% do genoma 

(FLAVELL et al., 1993; LING et al., 2013; SCHNABLE et al., 2009), a diferenciação em 

grande escala do genoma (passível de ser observada em nível cromossômico) entre táxons 

distintos necessariamente envolve variação na frequência das várias classes de repeats 

(BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015; LÓPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 

2012). Nesse contexto, é possível que U. brizantha 2x possua a maior parte dos repeats que 

estão presentes em larga escala em U. decumbens 2x, mas tenha uma variedade maior que não 

está representada no genoma deste. 

A similaridade entre U. brizantha e U. decumbens já foi mencionada por outros 

autores em revisões taxonômicas do gênero, mas referindo-se às tetraploides (MORRONE; 

ZULOAGA, 1992; RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996). Em ambos os trabalhos foi 

destacado que as duas espécies são frequentemente difíceis de serem diferenciados 

morfologicamente, sendo a forma da ráquis (filiforme na primeira e plana na segunda) e 

disposição das espiguetas (unisseriada e duas séries, respectivamente) as únicas diferenças 

entre elas. Existem inclusive relatos de U. brizantha sendo identificada como U. decumbens 
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(RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996) e vice-versa (MAASS, 2004). Ambiel et al. 

(2008) questionaram a identificação da cultivar Basilisk como U. decumbens, visto que o 

dendrograma baseado em marcadores RAPD posicionou essa espécie em meio aos acessos de 

U. brizantha. Entretanto, Triviño et al. (2017), em um estudo de diversidade genética e 

estrutura populacional utilizando microssatélites de diploides e poliploides, verificou que a 

cultivar Basilisk é de fato mais próxima dos outros acessos tetraploides de U. decumbens. 

 O padrão de hibridização genômica em U. ruziziensis com o gDNA de U. brizantha 

2x e U. decumbens 2x produziu resultados similares e confirma que os genomas presentes 

nestas duas últimas espécies são homeólogos ao genoma B2 de U. ruziziensis, como já 

mencionado por Paula et al. (2017). A diferença na proporção de genoma hibridizado foi 

maior entre U. ruziziensis e U. decumbens 2x comparado com a relação U. ruziziensis e U. 

brizantha 2x, o que indica a existência de relativamente maior compartilhamento de 

sequências de DNA repetitivo entre as duas primeiras. 

A relação encontrada no presente trabalho para as espécies diploides também é 

corroborada pelo estudo de Triviño et al. (2017), que concluiu, com base em evidências 

moleculares, que U. decumbens 4x e U. ruziziensis são mais próximas entre si do que de U. 

brizantha 4x e indicou que um subgenoma de U. decumbens estaria relacionado com U. 

ruziziensis e outro com U. brizantha. O mesmo já havia sido proposto para acessos 

tetraploides com base em análises meióticas (MENDES-BONATO et al. 2002a; MENDES-

BONATO et al. 2002b) e reiterado pelo estudo citogenômico de Paula et al. (2017), que 

mostrou que as três espécies são estreitamente relacionadas e que U. decumbens ocupa uma 

posição intermediária em termos de relação genômica. No entanto, esse resultado diverge das 

análises de Ambiel et al. (2010), que usaram marcadores RAPD para agrupar acessos 

geneticamente similares; e de Pessoa-Filho et al. (2017), que produziram uma filogenia 

molecular baseada em genes cloroplastídicos; em que ambos revelaram maior proximidade 

genética entre U. brizantha e U. decumbens (tetraploides), em relação à U. ruziziensis.  
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5.3 Constituição e relação genômica entre espécies diploides e tetraploides de Urochloa 

Na análise do padrão de hibridização genômica de U. decumbens diploide nos 

cromossomos das tetraploides, constatou-se maior afinidade com o genoma de U. brizantha 

4x comparado com o genoma de U. decumbens 4x. Essa relação também foi observada por 

Triviño et al. (2017), que analisaram a diversidade genética entre acessos de Urochloa e 

verificaram que acessos diploides e poliploides de U. decumbens formaram dois subclusters 

distintos, sendo alguns tetraploides inclusive mais próximos de U. brizantha. De acordo com 

os autores, a distância genética entre acessos diploides e tetraploides da mesma espécie não é 

surpreendente, visto que a diferença de ploidia e a apomixia representam barreiras 

reprodutivas. 

Esses resultados também são justificáveis ao se considerar a origem alopoliploide das 

espécies de Urochloa, que já foi apontada por estudos baseados em comportamento meiótico 

(MENDES-BONATO et al., 2001; MENDES-BONATO et al., 2002a), mapeamento de 

rDNA (AKIYAMA et al., 2010; NANI et al., 2016; NIELEN et al., 2010) e hibridização in 

situ genômica (PAULA; SOUZA SOBRINHO; TECHIO, 2017). Já tem sido relatado que um 

alopoliploide não é necessariamente a soma de seus genótipos parentais, visto que uma série 

de processos evolutivos ocorre pós poliploidização, tais como reorganização do genoma, 

alterações na expressão gênica, fragmentação de genes, conversão gênica e sub- e 

neofuncionalização de genes duplicados (RENNY-BYFIELD; WENDEL, 2014). Muitos 

desses processos têm sido associados a extensivas e rápidas mudanças nos genomas dos 

poliploides em direção à sua diploidização e estabilidade (MALUSZYNKA; HASTEROK, 

2005), tais como foram descritos para o milho (GAUT et al., 2000) e Arabidopsis thaliana 

(ERMOLAEVA et al., 2003). Nesse aspecto, é plausível que os genomas dos acessos 

tetraploides de Urochloa apresentem variações em relação ao dos diploides, decorrentes dos 

seus ajustes genômicos pós-poliploidização, como proposto por Nani et al. (2016). 

Além disso, como já mencionado anteriormente, a identificação em nível de espécie 

no gênero Urochloa é feita a partir da morfologia floral e a evolução de caracteres 
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morfológicos não reflete necessariamente a evolução de caracteres moleculares (DOYLE; 

ENDRESS, 2000), logo a proximidade genética entre duas espécies pode ser mascarada por 

diferenças morfológicas entre elas e vice-versa. Também é válido ressaltar que os critérios 

taxonômicos utilizados para espécies de Urochloa não incluem caracteres citológicos, como 

nível de ploidia, ou modo de reprodução (sexual e apomítica). Nesse sentido, entende-se que 

U. decumbens 2x e U. brizantha 4x possuam uma maior proporção de regiões repetitivas 

homólogas entre si do que em relação à U. decumbens 4x e que a classificação morfológica 

não é capaz de refletir essa proximidade genética, alocando-as em táxons distintos. 

A hibridização parcial ou completa do DNA genômico de U. brizantha 2x e U. 

decumbens (2x) em parte dos cromossomos de U. brizantha 4x e U. decumbens 4x evidencia 

alta homologia cromossômica. No entanto, há que se considerar algumas diferenças no padrão 

de marcas de hibridização nos cromossomos que sugerem uma afinidade levemente maior 

com o genoma de U. brizantha 2x em relação a U. decumbens 2x para essas duas cultivares 

tetraploides de U. brizantha e U. decumbens. Essas pequenas diferenças são consistentes com 

a análise da proporção de hibridização nos cromossomos/genomas entre os dois acessos 

diploides que conservam alto grau de homologia. No entanto, não se exclui a possibilidade de 

que U. decumbens 2x também possa ser doadora de um dos genomas parentais das 

tetraploides U. brizantha e de U. decumbens. Deste modo, para fins de discriminá-los, nossas 

análises sugerem que U. brizantha diploide apresenta constituição genômica B1B1 e U. 

decumbens diploide, B1’B1’. Assim, considerando a proposta de Paula et al. (2017), que 

definiu a constituição genômica de U. brizantha 4x e U. decumbens 4x como BBB1B1 e 

B1B1B2B2, respectivamente, os resultados apresentados no presente estudo indicam que os 

cromossomos marcados completamente ou com sinais GISH+ até as regiões intersticiais 

pertenceriam ao genoma B1B1 ou B1’B1’. A composição genômica das espécies tetraploides é 

complementada pela confirmação das análises da GISH comparativa de U. brizantha (2x) e U. 

decumbens (2x) com U. ruziziensis (2x) que evidenciaram a afinidade genômica e a 

homeologia dos genomas B1 e B1’ com o genoma B2 de U. ruziziensis. 
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Considerando esse cenário, é possível que os cromossomos e respectivos genomas das 

espécies diploides tenham sofrido modificações/rearranjos estruturais ao longo do processo 

evolutivo. Umas das evidências de que isso deva ter ocorrido está na variação do conteúdo de 

DNA entre ambas. Entretanto, são necessários outros estudos, incluindo análises cariotípicas e 

de DNA repetitivo e filogenias, que investiguem o tempo de divergência dos acessos 

diploides e tetraploides para confirmar a origem dos genomas de Urochloa. Pessoa-Filho et 

al. (2017) observaram alta similaridade genética e relativamente baixo tempo de divergência 

(~1.6 milhões de anos) entre as tetraploides U. brizantha e U. decumbens e apontaram que 

provavelmente um único evento de poliploidização ocorreu para estabelecer essas linhagens, 

mas não foram incluídos acessos diploides dessas espécies nas análises realizadas. 

5.4 Análise integrada das relações genômicas 

A recente determinação dos genomas B, B1 e B2 para Urochloa elucidou algumas das 

questões sobre a alopoliploidia presente no complexo agâmico formado por U. brizantha, U. 

decumbens e U. ruziziensis. Paula et al. (2017) indicaram que U. ruziziensis diploide é 

portadora genoma B2, podendo-se supor que ela pode ter contribuído na composição 

genômica de U. decumbens 4x. O mesmo já havia sido sugerido por Basappa et al. (1987), 

baseado em caracteres morfológicos e número cromossômico. O presente estudo trouxe novos 

elementos que apontam para a origem do genoma B1 ou B1’ envolvendo os acessos diploides 

de U. brizantha e U. decumbens. No entanto, a ancestralidade do genoma B, presente na 

tetraploide U. brizantha (genoma BBB1B1), permanece desconhecida. Futuros estudos 

genômicos utilizando a GISH devem investigar a origem do genoma B, considerando outros 

acessos diploides identificados para Urochloa.  

Um série de características, tais como: i) as diferenças entre os genomas dos acessos 

diploides e tetraploides de U. brizantha e U. decumbens; ii) a confirmação da alopoliploidia 

segmental para U. brizantha 4x e U. decumbens 4x; iii) o comportamento meiótico observado 

nas espécies tetraploides e híbridos interespecíficos; iv) a restrição do fluxo gênico entre 

diploides e tetraploides e as diferenças no modo de reprodução (diploides – sexuais e 
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tetraploides – apomíticas) são evidências importantes para considerar tanto U. brizantha 2x e 

4x quanto U. decumbens 2x e 4x como táxons distintos, fazendo-se necessária uma revisão 

taxonômica para o grupo.  

Um resumo das inter-relações entre os acessos de Urochloa avaliados, incluindo 

número cromossômico, tamanho do genoma e proporção de hibridização da GISH está 

apresentado na figura 5. 

Figura 5: Esquema de inter-relações entre espécies de Urochloa mostrando porcentagem de 

hibridização, número cromossômico, tamanho do genoma e composição genômica em U. brizantha, 

U. decumbens e U. ruziziensis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor. (*) Dados obtidos por Paula et al (2017). 
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6 CONCLUSÕES 

Os acessos diploides de U. brizantha e U. decumbens apresentaram número 

cromossômico e quantidade de DNA nuclear conforme o esperado a partir dos acessos 

tetraploides, sendo o maior genoma pertencente à U. brizantha. 

Com base nos resultados da GISH, os acessos diploides de Urochloa brizantha e 

Urochloa decumbens apresentam constituição genômica B1B1 e B1’B1’, havendo uma maior 

diversidade de sequências no genoma de U. brizantha. 

 Os acessos diploides U. brizantha e U. decumbens são potenciais ancestrais dos 

alotetraploides, que apresentam o genoma B1 ou  B1’ em sua composição. 
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