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RESUMO

A espécie Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga pertence a familia Poaceae e,
como outras espécies do género, é utilizada como forrageira em paises tropicais. Apesar de
sua relevancia, estudos citogenéticos na espécie ainda sdo restritos, exceto avaliacdes da
meiose. Com isso, esse estudo objetivou caracterizar o caridtipo dos acessos apomiticos
(HO16, H108, H125 e H126) e do acesso sexual (HO31) de Urochloa humidicola, incluindo
morfologia e simetria cromossdmicas, conteido de DNA nuclear e 0 mapeamento fisico de
sequéncias de rDNA 35 e 5S, por meio da FISH. Todos os acessos avaliados apresentaram
cariotipos simétricos. O acesso HO16 apresenta 2n= 6x= 36 cromossomos, formula cariotipica
36m e quantidade de DNA nuclear de 2,95pg. Nesse acesso, foram identificados cinco sitios
de rDNA 35S em posicao terminal e nove sitios intersticiais de rDNA 5S, sendo quatro deles
sinténicos com o sitio 35S. Os acessos H125 e H126 apresentaram 2n=7x=42, férmula
cariotipica 42m com 3,51 e 4,45 pg de DNA nuclear, respectivamente. Em relacdo aos sitios
DNA ribossomal, em ambos os acessos, foram observados onze sitios intersticiais 5S, sendo
sete em sintenia com os sitios terminais de 35S. Por fim, o0 acesso H108 apresentou 2n=9x=54
cromossomos, formula cariotipica 54m e conteddo de DNA, 3,94 pg. Em relacéo aos sitios
ribossomais, sete cromossomos apresentaram sitios de rDNA 35S localizados nas regides
terminais, dos quais cinco sinténicos com o sitio de rDNA 5S e dois 35S e outros trés sitios de
rDNA 5S, eram intersticiais e um pericentromérico. As contagens cromossdmicas e a
montagem do cariétipo mostraram que o acesso H031 é um aneuploide com 2n=6x=36+1,
formula cariotipica 37m e 3,01pg de DNA nuclear. No cariétipo foram identificados 13 sitios
de rDNA 5S, em posicao intersticial, sendo seis sinténicos com o sitio 35S. Com excec¢do de
um dos sitios de rDNA 35S que foi identificado em posicdo intersticial, os demais estdo
localizados terminalmente nos cromossomos. Provavelmente, um dos cromossomos
portadores do sitio de rDNA 5S pode ser o cromossomo extra. Exceto o acesso H108, todos as
demais apresentaram variacdo no namero sitios ribossomais, entre e dentro de plantas, e em
células de um mesmo meristema. Os resultados obtidos corroboram com a proposta de auto-
alopoliploidia em Urochloa humidicola.

Palavras- Chave: Brachiaria humidicola; FISH; Cario6tipo; Aneuploidia



ABSTRACT

The species Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga belongs to the family
Poaceae and, like other species of the genus, is used as forage in tropical countries. Despite its
relevance, cytogenetic studies in the species are still restricted, except meiosis evaluation.
This study aimed to characterize the karyotype of apomitic accessions (H016, H108, H125
and H126) and sexual access (H031) of Urochloa humidicola, including chromosomal
morphology and symmetry, nuclear DNA content and physical mapping of rDNA sequences
35 and 5S, through FISH. All accessions evaluated showed symmetrical karyotypes. The
HO016 access have 2n = 6x = 36 chromosomes, karyotype formula 36m and nuclear DNA
amount of 2.95pg. In this access, five 35S rDNA sites in terminal position and nine interstitial
5S rDNA sites were identified, four of which were synthetic with the 35S site. The accessions
H125 and H126 presented 2n = 7x = 42, karyotype formula 42m with 3.51 and 4.45 pg of
nuclear DNA, respectively. Regarding the ribosomal DNA sites, in both accessions, eleven 5S
interstitial sites were observed, seven of which were in synergy with the 35S terminal sites.
Finally, the H108 access showed 2n = 9x = 54 chromosomes, karyotype formula 54m and
DNA content, 3.94 pg. In relation the ribosomal locus, seven chromosomes had 35S rDNA
sites located in the terminal regions, of which five were synthetic with the 5S rDNA site and
two 35S and three other 5S rDNA sites were interstitial and one pericenteric. Chromosomal
counts and karyotype assembly showed that the HO31 access is an aneuploid with 2n = 6x =
36 1, 37m karyotype formula and 3.01pg of nuclear DNA. In the karyotype, 13 sites of 5S
rDNA were identified, in an interstitial position, six of which were synthetic with the 35S site.
With the exception of one of the 35S rDNA sites that was identified in an interstitial position,
the rest are located terminally on the chromosomes. Probably, one of the chromosomes
carrying the 5S rDNA site may be the extra chromosome. Except for H108 access, all the
others showed variation in the number of ribosomal sites between and within plants and cells
of the same meristem. The results obtained corroborate the proposal for auto-allopolyploidy in
Urochloa humidicola.

Keywords: Brachiaria humidicola; FISH; Karyotype; Aneuplody.
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1 INTRODUCAO

Urochloa P. Beauv. pertence a familia Poaceae e apresenta aproximadamente 135
espécies, distribuidas em regides tropicais e subtropicais do mundo (MORRONE;
ZULOAGA, 1992, 1993; STEVENS, 2017), sendo grande parte das espécies comercialmente
utilizadas de origem Africana (VALLE et al., 2010). Existem controvérsias taxonémicas
quanto a classificagdo de Urochloa e Brachiaria (Trin.) Grisebach, no qual foi proposto a
incorporacdo da maioria das espécies de Brachiaria em Urochloa, com base em estudos
morfologicos e moleculares (WEBSTER, 1987; MORRONE; ZULOAGA, 1992; 1993;
VELDKAMP,1996; TORRES- GONZALES; MORTON, 2005; SALARIATO et al., 2010).

Nos paises tropicais como o Brasil, as espécies de Urochloa tem sido a base da
bovinocultura de corte e de leite, por apresentarem tolerancia a solos acidos e pobres em
nutrientes (RAO et al., 1996; MACEDO, 2005). As espécies amplamente utilizadas sao
Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich.) R.D. Webster, Urochloa decumbens (Stapf) R.D.
Webster, Urochloa ruziziensis (R. Germ. & C.M. Evrard) Morrone & Zuloaga e Urochloa
humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga (PACIULLO; GOMIDE, 2016).

Devido a importancia do género para a forragicultura mundial, programas de
melhoramento genético envolvendo essas espécies tém sido desenvolvidos em diferentes
instituicdes e paises. Um dos objetivos é gerar cultivares com maior qualidade, produtividade
e resisténcia a pragas (VALLE; JANK; RESENDE, 2009; JANK et al., 2014). Para isso é
necessario inicialmente avaliagbes como numero cromossdmico, nivel de ploidia,
comportamento meidtico e viabilidade polinica dos possiveis parentais e hibridos entdo
produzidos. Esse € o papel fundamental da citogenética, sendo a base para um programa de
melhoramento bem-sucedido (RESENDE; VALLE; JANK, 2008).

Em relacdo aos conhecimentos citogenéticos em Urochloa, observa-se variacdo do
naimero basico de cromossomos de x=6, 7, 8 ,9, 10, 11 e 12 (DARLINGTON; WYLIE, 1956;
DUJARDIN, 1979; SHARMA; SHARMA, 1979; SHARMA; KOUR, 1980; MORRONE;
ZULOAGA, 1992; VALLE; SAVIDAN, 1996; RISSO-PASCOTTO; PAGLIARINI;
VALLE, 2006a), predominando x=9 e do niamero cromossémico variavel de 2n=14 a 2n= 90
dentre as espécies do género (VALLE; PAGLIARINI, 2009).

Esses conhecimentos provem de varios trabalhos envolvendo analises da meiose
(MENDES-BONATO et al., 2002, 2006; RISSO-PASCOTTO et al., 2003, 2006a, 2006b,
2009; RICCI et al., 2011a; BOLDRINI et al., 2006, 2009a, 2009b, 2011a, 2011b) e anélise
cariotipica por meio de técnicas citogenéticas convencionais (BERNINI; MARIN-
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MORALES, 2001; MORAES et al. 2019) e também moleculares, como hibridizagéo in situ—
FISH e GISH (NIELEN et al., 2010; AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA; EBINA, 2010;
NANI et al., 2016; 2018; PAULA et al., 2017; ROCHA et al., 2019; CORREA et al., 2020;
MENDES et al., dados ndo publicados) vem sendo realizados em espécies do género,
predominantemente nas do complexo agamico: U. brizantha, U. decumbens e U. ruziziensis,
devido a sua importancia econébmica. Esses estudos visam realizar contagens cromossémicas,
determinar niveis de ploidia, identificar alteragdes cariotipicas e meidticas, estudar a
composicdo e as mudancas genémicas. A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) é uma
importante técnica de citogenética molecular que tem sido usada principalmente no
mapeamento de sondas de DNA para 0s cromossomos, permitindo assim o estabelecimento
de um mapa fisico das sequéncias (JIANG, 2019).

U. humidicola possui boa adaptacao a areas com solos inférteis e sujeitas a alagamento
temporario (MACHADO et al., 2010; PACIULLO; GOMIDE, 2016) e ha uma extensa
literatura descrevendo a variagdo do numero béasico e do nivel de ploidia. Estudos
citogenéticos dessa espécie concentram-se principalmente em avaliacbes da meidticas, as
quais descrevem acessos com 2n=6x=36 (BOLDRINI et al., 2011b), 2n=7x= 42 (BOLDRINI
et al., 2006; BOLDRINI et al., 2009a) e 2n= 9x= 54 (ADMOWSKI et al., 2007; BOLDRINI
et al., 2009b), com numero béasico x=6. Outros niveis de ploidia para 0 mesmo numero
cromossdmico foram associados ao numero basico de x= 7 para um acesso (H013) de
2n=6x=42 (BERNINI; MARIN- MORALES, 2001) e para x=9, com 2n=4x=36 (BERNINI;
MARIN-MORALES, 2001), 2n=6x=54 (BERNINI; MARIN- MORALES, 2001; VALLE;
PAGLIARINI, 2009; AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA; EBINA, 2010) e 2n=8x=72
(VALLE; PAGLIARINI, 2009).

Apesar das analises citogenéticas existentes, a origem da alopoliploide e a estrutura
do genoma de U . humidicola ainda sé&o inconclusivas (VIGNA et al., 2016a), assim como
ndo se dispde de uma andlise comparativa dos caridtipos de gendtipos/acessos com
diferentes niveis de ploidia e nimero basico de cromossomos, com o auxilio de anélises
citogenéticas moleculares. Diante do exposto, esse estudo objetivou caracterizar o cariétipo
de diferentes acessos de Urochloa humidicola, por meio do mapeamento dos sitios de rDNA
35S e 5S com o intuito de contribuir para o entendimento da organizacdo genémica e

cromossdmica da espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos taxondmicos, botanicos e econémicos Urochloa P. Beauv.

Urochloa P. Beauv. [que inclui espécies de Brachiaria (Trin.) Griseb.] € membro da
tribo Paniceae, pertencente & familia Poaceae e subfamilia Panicoideae. Constitui-se de
aproximadamente 135 espécies, distribuidas em regides tropicais e subtropicais do mundo
(MORRONE; ZULOAGA, 1992, 1993; STEVENS, 2017). No Brasil, 0 género ¢ amplamente
utilizado devido a boa adaptacéo a solos acidos e producdo de matéria seca (RAO et al., 1996;
MACEDO 2005; RODRIGUES et al., 2014).

Os limites taxondmicos do género ainda ndo estdo bem estabelecidos. Ha
controveérsias entre a classificacdo de algumas espécies de Urochloa P. Beauv. e Brachiaria
(Trin.) Grisebach. Urochloa, descrito em 1812 por Beauvois, contém 12 espécies distribuidas
principalmente nas savanas africanas (TORRES- GONZALES; MORTON, 2005).
Brachiaria, por sua vez, foi descrito inicialmente por Trinius (1826) como parte do género
Panicum L. e posteriormente elevado a género por Grisebach (1853), com 100 espécies,
sendo essas distribuidas globalmente (TORRES- GONZALES; MORTON, 2005). Alguns
autores apontam que a orientacdo da espigueta, principal carater morfolégico utilizado como
distincdo entre os géneros, é considerado fragil (WEBSTER, 1987; MORRONE; ZULOAGA,
1992, 1993; VELDKAMP,1996). Em Brachiaria, a orientacdo da espigueta é adaxial, com a
gluma inferior voltada para a raquis. J4 em Urochloa é abaxial, com a gluma inferior oposta a
raquis (MORRONE; ZULOAGA, 1992; CLAYTON; RENZOIVE, 1996). No entanto, em
Brachiaria essa orientacdo € encontrada em espiguetas dispostas individualmente, pois
quando dispostas em pares e com pedicelos longos tornam-se emparelhadas, apresentando
orientagéo adaxial (MORRONE; ZULOAGA, 1992).

Além disso, a partir de dados obtidos de estudos moleculares com regides ITS do
DNA ribossdmico de 22 espécies de Urochloa e Brachiaria (TORRES- GONZALES;
MORTON, 2005) foi concluido que ambas, em conjunto com Eriochloa Kunth e Melinis P.
Beauv, formam um grupo monofilético. Em 2010, Salariato e colaboradores, com o objetivo
de estabelecer as relagdes filogenéticas dos taxons dentro da subtribo Melinidinae, que inclui
Urochloa e Brachiaria, utilizou-se de genes cloroplastidiais para reafirmar que ndo ha
distingédo entre os dois géneros. Com isso, foi proposta a incorporagdo da maioria das espécies
pertencentes a Brachiaria em Urochloa, com excecdo de Brachiaria longiflora Clayton,

Brachiaria pseudodichotoma Bosser e Brachiaria serrata (Thunb) Stapf, devido a fragilidade
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em relacdo ao carater de distingdo morfologico entre essas e os dados moleculares
(MORRONE; ZULOAGA 1992, 1993; SALARIATO et al., 2010).

Vale ressaltar que dentro do grupo Urochloa existem problemas taxonémicos
intraespecificos. A cultivar Basilisk, por exemplo, difundida como Urochloa decumbens,
também tem sua descricdo recomendada como Urochloa brizantha, pois estas espécies sdo
apenas distintas pela forma e arranjo das raquis e a textura das espiguetas (RENVOIZE;
CLAYTON; KABUYE, 1996). O mesmo tem ocorrido com as espécies Urochloa humidicola
e Urochloa dictyoneura (Fig. & De Not.) Stapf., pois ambas sdo separadas principalmente
pelo habito de crescimento, sendo U. humidicola estolonifera e U. dictyoneura, cespitosa
(RENZOIVE et al., 1996; JUNGMANN et al., 2010). Além disso, alguns autores citam que a
espécie U. humidicola ja foi incluida como subespécie de U. dictyoneura (VELDKAMP,
1996; CATASUS- GUERRA, 2001; ZULOAGA et al., 2003) e a cultivar Llanero (acesso
H125- EGC) de U. humidicola, em literaturas mais antigas € descrita em U. dictyoneura
(RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE 1996).

Grande parte das espécies de Urochloa usadas comercialmente no pais sdo de origem
Africana (VALLE et al., 2010). No Brasil, o género foi introduzido oficialmente em 1952,
pelo Instituto de Pesquisa Agropecuaria do Norte (IPEAN), com a espécie U. decumbens
(Stapf) R.D. Webster, que inicialmente foi identificada como U. brizantha (VALLE et al.,
2010). No entanto, foi a partir da década de 1965 que houve uma maior disseminacdo do
género, com a introducdo de outras espécies, como U. brizantha e Urochloa ruziziensis,
seguido na década de 70 por Urochloa arrecta (Hack. ex T. Durand & Schinz) Morrone &
Zuloaga e U. humidicola (KARIA et al., 2006; VALLE et al., 2010). Dentre essas espécies, as
mais utilizadas comercialmente, destacam-se U. brizantha, U. decumbens, U. ruziziensis e U.
humidicola (PACIULLO; GOMIDE, 2016).

Quanto ao modo de reproducéo, 0 género inclui espécies sexuais e apomiticas, sendo
esse Ultimo do tipo apospérica (CONNER; OZIAS-AKINS, 2017). A apomixia permite a
obtencdo de individuos idénticos a planta mée via sementes, e ocorre frequentemente em
poliploides e raramente em diploides (ASKER, 1979; RICHARDS, 2003; LEON-
MARTINEZ; VIELLE-CALZADA, 2019). U. ruziziensis apresenta individuos sexuais,
diploides e tetraploides obtidos sinteticamente (SWENNE et al., 1981; BASAPPA,
MUNIYAMMA; CHINNAPPA, 1986; ISHIGAKI et al., 2009, 2010; TIMBO et al. 2014a,
2014b). Ha predominancia de tetraploides e acessos apomiticos para U. decumbens e U
brizantha (MENDES- BONATO et al., 2002; RICCI et al., 2011a). Por sua vez, U.

humidicola possui em sua maioria individuos poliploides apomiticos apospéricos
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(JUNGMANN et al., 2010) e somente um acesso sexual hexaploide registrado (2n=6x=36-
acesso H031) (VALLE; GLIENKE, 1991; PENTEADO et al., 2000; BOLDRINI et al.,
2011b; VIGNA et al., 2016a). Este acesso tem sido alvo de programas de melhoramento para
a obtencdo de hibridos intraespecificos em cruzamentos com o acesso H016 (cv BRS Tupi) e
com o CIAT 16888 (H027) (BOLDRINI et al., 2011a; RICCI et al., 2011b; FIGUEIREDO;
NUNES; VALLE, 2012; WORTHINGTON et al., 2019). Por se tratar do Gnico acesso sexual
identificado da espéecie, estudos visando entender a sua origem também vem sendo
desenvolvidos (JUNGMANN et al., 2010; VIGNA et al., 2016a; WORTHINGTON et al.,
2019).

Algumas das espécies do género utilizadas na formacdo das pastagens apresentam
vantagens e desvantagens. U. brizantha apresenta boa flexibilidade de uso (PACIULLO;
GOMIDE, 2016), boa cobertura e resisténcia a cigarrinha (MACHADO et al., 2010), mas
requer solos férteis (KARIA et al., 2006) e apresenta baixa adaptacdo a solos mal drenados
(MACHADO et al., 2010). U. decumbens pode ser cultivada em solos acidos de baixa
fertilidade (MACHADO et al., 2010; PACIULLO; GOMIDE, 2016). Entretanto, as plantas
sdo suscetiveis a cigarrinha-das-pastagens e pode ser hospedeira do fungo Phitomyces
chartarum que ao ser ingerido por causa problemas de fotossensibilidade (ALVIM,;
BOTREL; XAVIER, 2002; KARIA et al. 2006; PACIULLO; GOMIDE, 2016). U. ruziziensis
é a espécie com melhor relacdo folha: colmo (ALVIM; BOTREL; XAVIER, 2002; SOUZA-
SOBRINHO et al., 2016). Por fim, U. humidicola é uma opcdo de forrageira para ser usada
em areas sujeitas ao alagamento temporario (MACHADO et al., 2010; PACIULLO;
GOMIDE, 2016), apresenta bom estabelecimento, boa cobertura, adapta-se a solos de baixa
fertilidade e tem dominio sobre plantas invasoras (ALVIM; BOTREL; XAVIER, 2002;
MACHADO et al., 2010). A principal desvantagem dessa espécie € apresentar menor valor
nutritivo que as demais espécies do género (PACIULLO; GOMIDE, 2016).

Nas ultimas décadas, a demanda por carne e produtos laticinios de origem bovina tem
aumentado gradualmente. O rebanho brasileiro representa 171 milhdes de cabecgas de gado
(IBGE, 2017) e a alimentacdo do rebanho baseia-se principalmente de sistemas de pastagens
(PEREIRA et al., 2018). De acordo com os dados do Censo agropecuario (IBGE, 2017), os
estabelecimentos rurais no pais compreendem aproximadamente 350 milhdes de hectares, no
qual 45% estdo em forma de pastagens, e dentro desses, 63% sdo de pastagens cultivadas.
Além disso, sdo esperadas mudangas no uso da terra, visando uma eventual expansdo das
areas usadas para lavoura e florestas plantadas, para atender as demandas futuras de alimento,

fibras e energia, o que implica em aumentar a produtividade das pastagens (PEREIRA et al.,
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2018). Para esse fim, no Brasil tem ocorrido um aumento de programas de melhoramento de
forrageiras. Os principais programas de melhoramento em andamento no pais estdo nos
centros da Embrapa (JANK et al., 2014), com pesquisas para desenvolvimento de novas
cultivares e é onde estdo localizados os principais bancos de germoplasma de forrageiras do
pais.

O desenvolvimento de cultivares de forrageiras € um processo que exige varias etapas
que possibilitam a obtencdo de um gendtipo superior e possivelmente um candidato a nova
cultivar. O processo comecga com a disponibilidade do germoplasma e sua caracterizagao para
0 modo reprodutivo, nivel de ploidia, diversidade genética e busca de genes, entre outros
(JANK et al.,, 2014). Dentre essas informacGes necessarias para uso nos programas, a
citogenética tem se mostrado uma ferramenta fundamental, pois através dela € possivel
apontar genitores compativeis, determinando-se o nivel de ploidia, evidenciando
anormalidade meidticas que possam inviabilizar os gametas, elucidando problemas de
fecundacéo e de producéo de sementes em hibridos (RESENDE; VALLE; JANK, 2008).

2.2 Caracterizacgdo Citogenética de espécies de Urochloa P. Beauv.

Em plantas, o nimero cromossdmicos da espécie pode ser encontrado em multiplos e
em séries de ploidia com um ndmero basico de cromossomos que vai desde de diploides (2x)
a poliploidias elevadas, como, por exemplo, hexaploide (6x), heptaploides (7x) e octaploides
(8x) (ALIX et al., 2017). Em Urochloa observa-se uma grande variacdo do numero basico de
cromossomos (VALLE et al.,, 1990) sendo encontrados x= 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12
(DARLINGTON; WYLIE, 1956; DUJARDIN, 1979; SHARMA; SHARMA, 1979;
SHARMA; KOUR, 1980; MORRONE; ZULOAGA, 1992; VALLE; SAVIDAN, 1996;
RISSO-PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE, 2006; VALLE; PAGLIARINI, 2009), com
predominancia de x=9. Além disso, 0 género apresenta uma grande diversidade de nimeros
cromossémicos, indo de 2n=14 a 2n= 90 (VALLE; PAGLIARINI, 2009). Em U. brizantha,
por exemplo, sdo encontrados representantes com 2n=2x=18; 2n=4x=36; 2n=5x=45 ou
2n=6x=54. Em U. decumbens 2n=2x=18 ou 2n=4x=36 e U. ruziziensis 2n=2x=18 (VALLE;
PAGLIARINI, 2009).

Em U. humidicola ha uma extensa literatura relatando a variacdo na descricdo do
namero basico e do nivel de plodia, sendo esse ultimo dependente do nimero basico proposto.
Hé& descricdo de acessos com 2n=6x=36 (BOLDRINI et al., 2011b); 2n=7x= 42 (BOLDRINI
et al., 2006; BOLDRINI et al., 2009a) e 2n= 9x= 54 (ADMOWSKI et al., 2007; BOLDRINI
et al., 2009b), com numero basico x=6. Com x= 7 foi encontrado 2n=6x=42 (BERNINI;
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MARIN- MORALES, 2001) e por fim com x=9, foi descrito 2n= 4x=36 (BERNINI; MARIN-
MORALES, 2001); 2n=7x= 42 (BOLDRINI et al., 2006) 2n=6x=54 (BERNINI; MARIN-
MORALES, 2001; VALLE; PAGLIARINI, 2009; AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA,;
EBINA, 2010); e 2n=8x=72 (VALLE; PAGLIARINI, 2009).

Um estudo recente, Worthington e colaboradores (2019) baseado em analise
comparativa (sintenia) entre os mapas sintéticos das progénies do cruzamento entre 0S acessos
CIAT 26146 (H031) e CIAT 16888 (H027) e o mapa fisico de Setaria italica (L.) P. Beauv,
espécie essa proxima a Urochloa com genoma de referéncia montado, permitiu indicar o
nimero basico de x=6. Para essa analise, 0s autores utilizaram marcadores polimorficos do
genoma de S. italica para atribuir grupos de ligagdo aos cromossomos e identificar homaélogos
entre as duas espécies e de sequéncias consenso de marcadores de dose Unica, do genoma
parcialmente montado do acesso diploide de U. ruziziensis (CIAT 26162), e o de uma
progénie de U. humidicola (CIAT 26146 x CIAT 16888). Com isso, a comparacdo entre 0s
mapas dos parentais dessa progénie e o mapa fisico de S. italica mostrou seis cromossomos
base em U. humidicola, sendo isso ratificado pela compara¢do com os dados de U. decumbens
e U. ruziziensis (WORTHINGTON et al., 2016). Os autores observaram que 0S Cromossomos
3, 5 e 6 de U. humidicola tinham um alto grau de sintenia com os cromossomos 3, 8 e 9 de S.
italica, U. decumbens e U. ruziziensis e que o menor numero basico de U. humidicola
comparado a U. decumbens e U. ruziziensis deve-se a fusdo de trés pares de cromossomos,
que correspondem aos cromossomos 1 e 7 de S. italica com o 1 de U. humidicola, os
cromossomos 2 e 4 de S. italica referem-se ao 2 de U. humidicola e o cromossomo 4 de U.
humidicola corresponde aos cromossomos 5 e 6 de S. italica. Por meio disso, os autores
propGem que a sintenia entre o S. italica, U. decumbens e U. ruziziensis, como também outras
espécies de Urochloa x = 9 sdo originarias de ancestrais de U. humidicola. Com base nessas
observacdes, os autores confirmam a descricdo de x=6, ja relatada em outros trabalhos
citogenéticos (BOLDRINI; PAGLIARINI; VALLE, 2006; ADAMOWSKI et al., 2007;
BOLDRINI et al., 2009a, 2009b; BOLDRINI et al., 2011a, 2011b; VIGNA et al., 2016a).

Estudos citogenéticos, sejam eles convencionais ou moleculares, permitem a deteccéo
de possiveis alteracdes cariotipicas, como o numero e a morfologia cromossémica, e
fornecem uma visédo geral do comportamento desses na mitose e na meiose (CHESTER et al.,
2010). Em Urochloa, um dos primeiros estudos cariotipicos foi publicado por Bernini e
Marin- Morales (2001). Esse estudo avaliou 12 acessos diferentes de cinco espécies do grupo
(U. brizantha, U. decumbens, U. humidicola, U. jubata (Fig. Et De Not.) Stapf e U.

ruziziensis). Os autores realizaram contagens cromossomica, avaliaram parametros



17

cromossdmicos dos acessos, tais como: comprimento absoluto de cada braco, relacdo de
bracos, comprimento relativo, comprimento total do lote haploide e presenca de satélites. Por
fim, os autores avaliaram o grau de assimetria cariotipica dos acessos, de acordo com 0
proposto por Zarco (1986). Os autores, relataram a existéncia de diferencas cariotipicas entre
as espécies analisadas, havendo simetria cromossémica entre 0s acessos da mesma espécie.
Em relacdo a morfologia, a maioria dos cromossomos foi classificado como metacéntricos e
submetracéntricos. Entre os acessos/espécies avaliados, os autores descreveram variagdes no
nivel de ploidia de diploide a hexaploide e nimero cromossémico de 2n= 18, 36, 42, e 54,
todos com numero basico x= 9, exceto 0 acesso HO13 de U. humidicola que apresentou X=7,
considerado pelos autores como um hexaploide (2n=6x=42), baseados em descri¢Ges
anteriores feitas para o género. Por fim, as observacfes quanto ao nimero de satélites, houve
variacdo desses dentre 0s acessos da mesma espécie.

Em relacdo a meiose, os estudos realizados em Urochloa humidicola mostraram que
ha anormalidades tanto meidticas quanto pos-meidticas dos acessos e hibridos intraespecificos
(BOLDRINI et al., 2006; ADAMOWSKI et al., 2007; GALLO et al., 2007; BOLDRINI et al.,
2009a, 2009b; BOLDRINI et al., 2010; BOLDRINI et al.,, 2011a, 2011b; RICCI et al.,
2011b). Estudos com 0s acessos dessa espécie mostram que a maioria das anormalidades
ocorrem devido a poliploidia, pois essa pode acarretar problemas de pareamento durante a
meiose (BOLDRINI et al., 2006).

O acesso HO03 (2n=7x= 42) de U. humidicola tem sido alvo de alguns estudos
meidticos (BOLDRINI et al., 2006; BOLDRINI et al., 2010). Boldrini e colaboradores (2006)
descreveram pela primeira vez o nimero basico de x=6 no acesso H003 de U. humidicola, o
qual apresentou 2n=7x=42 cromossomos. Os autores observaram cromossomos univalentes
retardatarios durante a anafase I, meiocitos que ndo apresentavam a intercinese apos a tel6fase
I, como também relataram & presenca de micronucleos, dentre outras anormalidades,
decorrentes da poliploidia. Em outro trabalho com 0 mesmo acesso, Boldrini e colaboradores
(2010) descreveram que as anormalidades e as associa¢fes cromossdmicas, observadas na
diacinese, tais como meiocitos com 12 ou 42 univalentes sdo evidéncias da hidridagéo, tendo
sido sugerido o cruzamento de um parental apomitico masculino 2n=5x=30 e um acesso
sexual diploide, 2n=2x=12, com ambos doando gametas ndo reduzidos (BOLDRINI et al.,
2010).

QOutros estudos foram realizados com os demais acessos de U. humidicola
pertencentes ao Banco de Germoplasma da EMBRAPA Gado de Corte (Campo Grande-MS).
O acesso H121 (2n=9x=54, ndmero béasico x=6) (ADAMOWSKI et al., 2007) apresentou
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auséncia ou citocinese incompleta. Adamowski et al. (2007), sugeriram que o controle
genético da citocinese nos meidcitos avaliados seriam ativados precocemente e nao
apresentavam sincronizagdo com a cariocinese, gerando assim gametas ndo balanceados, além
de ser um acesso com alto nivel de ploidia.

Em outro estudo, Gallo et al. (2007) observaram a formacdo de gametas 2n em U.
humidicola (acesso H047, 2n =4x=36), por meio da restituicdo na primeira divisdo (FDR).
Segundo os autores, essa caracteristica é geneticamente controlada. Levando em consideracéao
0 pareamento e 0 comportamento mei6tico anormal ha evidéncias de autopoliploidia,
alopoliploidia segmentar ou alopoliploidia verdadeira. Além disso, os gametas 2n originados
do processo podem estar ligados a formacdo de novos poliploides por poliploidizacdo sexual
unilateral ou bilateral.

Avaliagbes com o0 acesso H030 de U. humidicola, mostraram que esse acesso, assim
como o0 acesso H003, apresentou 2n=7x=42 (BOLDRINI et al., 2009a). As configuracdes na
meiose também foram semelhantes com formacdo de constante de univalentes que
apresentavam comportamento retardatarios durante o alinhamento na placa metafasica,
durante a Metafase I. Com isso, os autores hipotetizaram que o HO30 surgiu de um
cruzamento entre um genitor hexaploide apomitico masculino (2n=6x=36) que contribuiu
com gametas nao reduzidos n=36 e um feminino sexual diploide (2n=2x=12), com ambos 0s
pais apresentando x=6. A andlise do comportamento meio6tico do acesso permitiu levantar
evidéncias de que ha alopoliploidizacdo no género, mas que ainda pouco se sabe sobre a
origem dos alopoliploides naturais.

Boldrini e colaboradores (2009b) também analisaram meidcitos do acesso HO38 de U.
humidicola. Contagens em diacinese e anafase | revelaram o nimero cromossdmico de
2n=9x=54. Foram observadas anormalidades nas diferentes fases da meiose, como
segregagdes cromossdmicas irregulares, cromossomos univalentes (presenca de 6 univalentes)
ndo reunidos na placa metafasica, formagdo de microndcleos, entre outras. Os autores
sugeriram, através desses dados que 0 acesso se originou de um cruzamento entre duas
espécies relacionadas com tempo diferente na meiose, no qual o genitor feminino poderia ser
um acesso sexual com 2n=2x=12 e o masculino, apomitico, com 2n=8x=48 que contribuiria
com gametas ndo reduzidos. Logo, o acesso H038 de U. humidicula pode ter sofrido varias
rodadas de poliploidizacdo no passado até o recente evento de alopoliploidizacao.

Em um estudo publicado em 2011a, por Boldrini e colaboradores, foram avaliados 27
acessos nonaploides, 2n=9x=54 de U. humidicola do banco de germoplasma da Embrapa

Gado de Corte, Campo Grande-MS. Como resultado, foi observado a variacdo de meiocitos
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anormais de 14,52 a 60% desses acessos. Em relagdo ao pareamento cromossémico, as
diacineses avaliadas mostraram diversas associa¢cdes cromossémicas variando de bivalentes a
nonavalentes. As anormalidades descritas, foram categorizadas por segregagdes
cromossémicas irregulares, bivalentes ndo orientados na placa metafasica, stickiness, fuséo
celular e auséncia de citocinese, levando a formacdo de diades e triades. Dentre essas
anormalidades, a segregacdo cromossémica irregular e cromossomos atrasados nas anafases
foram predominantes, o que consequentemente, levou & formacgdo de micronlcleos nas
telofases. Essas anormalidades, segundo os autores, sdo frequentes em acessos poliploides
(BOLDRINI et al., 2011a).

Com o intuito de selecionar os melhores acessos para o programa de melhoramento de
U. humidicola, BOLDRINI et al., (2011b), analisaram a microsporogénese de 20 acessos
apomiticos da espécie com 2n=6x=36 cromossomos, pertencentes a EMBRAPA Gado de
Corte. Dentre os acessos de U. humidicola foram observadas irregularidades, frequentemente
encontradas em poliploides, como migracdo precoce dos Cromossomos, Cromossomos
atrasados nas anafases e formagdo de micronlcleos. Dentre os acessos analisados, 19 foram
selecionados para serem testados como genitores masculinos em cruzamentos intraespecificos
com HO031 (sexual) (BOLDINI et al., 2011b).

Em relacdo aos hibridos produzidos pelo acesso HO31 (sexual- 2n=6x=36), vale
ressaltar as analises meidticas dos cruzamentos desse com 0 acesso apomitico HO16 (BRS
Tupi- 2n=6x=36) (RICCI et al., 2011a). O acesso apomitico foi considerado para cruzamento
devido a sua populacdo ser originaria da mesma regido do acesso sexual e possuir uma
excelente produtividade e valor nutritivo. Foram selecionadas 50 progénies do cruzamento
entre 0S acessos e em todas as etapas da meiose examinadas, observou-se variacdo
consideravel na regularidade das divisdes, sendo as porcentagens de tétrades anormais
variando de 15,8 a 98,3% entre os hibridos gerados. As altas taxas de anormalidades
meidticas ndo eram esperadas, principalmente por serem hibridos intraespecificos e a meiose
de ambos os parentais serem relativamente estaveis, no genitor feminino (H031), com 16,3%
de tetrades anormais e genitor masculino (H016), com apenas 3,1% de tétrades anormais. As
principais anormalidades observadas nos hibridos foram relacionadas a segregacao
cromossémica irregular em ambas as divisdes, como por exemplo, migracdo precoce de
cromossomos para a placa metafasica nas metafases | e Il, e cromossomos atrasados nas
anafases | e Il o que levava, a formacdo de micronucleos na telofase I, telofase Il e em
tétrades. A frequéncia de micronucleos foi de até 98,3% das tétrades em um hibrido

apomitico. Esses resultados sugerem que 0s genomas parentais ndo apresentaram o mesmo
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ritmo meiotico. Esperava-se que as diferencas entre os parentais, como um acumulo de
diferencas cromossémicas estruturais, impactassem principalmente na primeira divisao
meidtica e tivessem menos impacto na meiose Il. Logo, h& evidéncia de que ambos 0s
genomas, dos parentais, ndo estdo intimamente relacionados.

Vigna e colaboradores (2016a), a fim de compreender melhor a genética da poliploidia
e a transmissao dessa em U. humidicola, para a obtencdo de marcadores moleculares Uteis aos
programas de melhoramento de forrageiras, com a construgdo de um mapa de ligacdo da
espécie, além de usar de marcadores microssatélites, utilizou-se de dados de associacao
cromossdmica de meidcitos dos acessos hexaploides, HO16 cv. BRS Tupi (apomitico), HO31
de U. humidicola e respectivos hibridos (2n=6x=36). Como resultados da meiose, 0s
progenitores e hibridos variaram em suas associagdes cromossdmicas em apenas bivalentes e
as combinacOes de bi e tetravalentes, bi e hexavalentes e bi, tetra e hexavalentes. Houve
predominio de 16 bi e um tetravalente, seguidos por 14 bi e dois tetravalentes. Os
hexavalentes foram encontrados em baixa frequéncia pelo estudo. Os tipos observados de
associagdes cromossdmicas nas diacineses, a presenca de dois nucléolos em alguns meidcitos,
os diferentes tamanhos de genomas e sua alocacdo preferencial na primeira placa metafasica e
migracdo cromossdmica assincroénicas para os polos durante as anafases, juntamente de dados
de marcadores, evidenciaram que os gendtipos H031 e H016 sdo alopoliploides naturais
recentes e que esses acessos provavelmente se originaram de um cruzamento entre um genitor
feminino sexual dipldide (2n=2x=12, genoma A) e um masculino apomitico tetraploide
(2n=4x=24, genoma B) que, apds a meiose, deu origem a um triploide (2n=3x =18, ABB).
Uma outra hipotese é que esse triploide, também pode ter sido originado de um cruzamento
de dois genitores diploides (2n=2x=12), um contribuindo com um gameta reduzido (n=6,
genoma A) e o outro contribuindo com um gameta ndo reduzido (n=12, genoma B). Em
ambas as hipoteses, triploide sofre duplicacdo natural e forma um alohexaploide (2n=6x=36,
AABBBB). A predominancia de meidcitos com bivalentes e tetravalentes indica que o
genoma B permitiu a formagdo de tetravalentes. No entanto, a ocorréncia de hexavalentes,
embora em baixa frequéncia, revela que o genoma A exibe uma certa homeologia com o
genoma B, garantindo algumas associa¢Ges cromossomicas entre eles, o que também foi
observado em um mapa genético realizado no estudo. Os hibridos também ofereceram
evidencias que sugerem a alopoliploidia de seus genitores devido a assincronia da meiose.

Além dos estudos de citogenética convencional, vale ressaltar os estudos citogenéticos
que utilizam-se de técnicas moleculares, como a hibridizagéo in situ fluorescente(FISH) para

mapear sequéncias especificas nos cromossomos ou a hibridizagdo in situ gendmica (GISH)
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com sondas de DNA gendmico para identificar a origem parental dos cromossomos em
hibridos e alopoliploides (CHESTER et al., 2010). A FISH tem sido uma das técnicas mais
importante na pesquisa citogenética de plantas (JIANG, 2019). Essa técnica utiliza-se de
marcadores que identificam cromossomos especificos, fornecendo meios de se estudar
mudancas genémicas através de sequéncias repetitivas altamente conservadas que podem ser
usadas como sondas na maioria das plantas, tais como rDNA 5S e 35S (25S, 18S e 5.89),
repeti¢des teloméricas, centroméricas, entre outras (CHESTER et al., 2010). A aplicagdo mais
conhecida da FISH é o mapeamento de sondas de DNA para cromossomos, permitindo assim
0 estabelecimento de um mapa fisico das sondas que permitiria a integracdo de mapas de
ligacdo genética com mapas cromossoémicos (JIANG, 2019).

A FISH e a GISH em Urochloa tém sido empregadas para auxiliar na discriminagéo
dos cromossomos e genomas, pois 0 género apresenta diferentes nimeros basicos e
diferencas cariotipicas que indicam a coexisténcia de diferentes genomas e rearranjos
cromossdmicos nas espécies presentes no grupo (AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA;
EBINA, 2010;: NANI et al., 2016; PAULA et al., 2017; ROCHA et al., 2019; CORREA et al.,
2020; MENDES et al., dados nédo publicados).

O estudo de Akiyama et al. (2010) avaliou citogeneticamente diferentes acessos de
trés espécies de Urochloa (U. brizantha, U. humidicola e U. ruziziensis) e um hibrido de U.
brizantha, a cultivar Mulato (U. ruziziensis x U. brizantha cv. Marandu), por meio da FISH.
Com esse estudo, foi possivel verificar o0 niUmero cromossdmico para cada acesso, além de
identificar os cromossomos portadores do rDNA 5S e 25S, e propor a natureza alopoliploide
das espécies, pois esse apresenta diferencas no numero de sitios, entre os individuos da
mesma espécie. O acesso U. humidicola CIAT 6369 foi determinado como hexaploide
(2n=6x=54), com x=9 e apresentou trés cromossomos com sitio rDNA 5S, trés com 25S e
outros trés com sitios 25S sinténicos a 5S.

A citogenética molecular também permite entender a natureza da poliploidia de
acessos apomiticos (NIELEN et al., 2010). A analise de acessos U. brizantha diploide sexual
e tetraploide apomitico, através da construcao de mapas fisicos de rDNA, permitiram elucidar
a alopoliploidia dessa espécie, reforcando o ja proposto por Akiyama, Yamada- Akiyama e
Ebina (2010). As diferengas marcantes, como a presenca de apenas um loco de rDNA 5S em
um acesso diploide e de trés no tetraploide, reforca essa teoria, pois, de acordo com o autor,
com a tetraploidizacdo seriam esperados dois locos. Além disso, a FISH identificou, um sitio
de rDNA 45S no acesso diploide e dois no tetraploide. Neste ultimo, apenas um sitio estava

ativo, com isso, subentende-se que houve o fendmeno de dominancia nucleolar, pois esse
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fendmeno, hibridos ou alopolipléides desenvolvem nucléolos nos cromossomos de apenas um
dos pais.

Nani et al. (2016) avaliaram o carié6tipo de U. brizantha (tetraploide), U. decumbens
(tetraploide) e U. ruziziensis (diploide) com mapeamento das sequéncias de DNAr 5S e 45S,
retrotransposon centromérico do milho (CRM1) e bandas CMA e DAPI. Em relacéo aos sitios
ribossomais, em U. ruziziensis quatro sitios de rDNA 5S (pares 2 e 6) e dois pares de 35S
rDNA (par 8). Em U. brizantha, houve variacdo dentre e entre plantas, sendo relatado quatro,
cinco e seis sitios 5S e dois, trés e quatro de 35S. Por fim U. decumbens, foram relatados sete
sitios de 5S (pares 4, 7, 10 e 13), sendo o do par quatro estava em estado de heterozigose e
35SrDNA foram identificados quatro sitios (pares 9 e 11), desses no par 11 os sitios de 35S
apresentou heteromorfismo com relagdo ao comprimento total e a morfologia cromossomica,
além de um dos pares apresentarem constricdo terciaria. Nas trés espécies estudadas, foram
observadas que as bandas CMA (regides ricas em guanina e citosina) se co-localizaram com
os sitios de rDNA 35S. Houve variacdo no numero de regides centroméricas marcadas com a
sonda CRM1, sendo U. ruziziensis a Unica espécie com todos os centrémeros hibridizados.
Né&o foram observadas bandas DAPI em nenhuma das trés espécies.

Um estudo recente, realizado por Mendes e colaboradores (dados ndo publicados)
mapearam, por meio da FISH os sitios de rDNA 5S e 35S em acessos diploides de U.
decumbens (B105) e U. brizantha (D04), além de dois acessos tetraploides U. dictyoneura
(DT158 e DT159). Para os acessos diploides, além do nimero cromossémico 2n=2x=18, o
que ja havia sido evidenciado por Cérrea e colaboradores (2020), foi observado a presenga em
U. decumbens de quatro pares de rDNA 5S e dois sitios de rDNA 35S. Em U. brizantha
diploide, foram localizados dois sitios de rDNA 5S e 35s. Para 0s acessos de U. dictyoneura
foram descritos 0 numero cromossomico de 2n=4x=24. Em relacdo aos genes rDNA, em
ambos 0s acessos, foram descritos oito sitios de rDNA 5S e quatro sitios de rDNA 35S. Vale
ressaltar que os quatro sitios de rDNA 35S eram sinténicos a 5S.

Outra técnica que vem sendo amplamente utilizada para a identificacdo da ploidia é a
citometria de fluxo, que permite a quantificagdo do DNA nuclear em amostras de plantas
(BENNETT; LEITCH, 2011). Em 2019, os dados relacionados a quantidade de
DNA/tamanho do genoma estavam disponiveis para 12.273 espécies, nas quais com
estimativas para 10.770 espécies angiospermas, 21 gimnospermas, 303 pteriddfitas, 334
briofitas e 445 ‘algas’ (correspondem a Rhodophyta, Chlorophyta e as algas verdes
estreptofitas no Reino Plantae, e Phaeophyta e Heterokonta dentro dos Stramenopiles)
(PELLICER; LEITCH., 2019). Em Urochloa, a citometria de fluxo foi usada para a
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caracterizacdo de acessos do banco de germoplasma da EMBRAPA Gado de Corte
(PENTEADO et al., 2000). Nesse estudo, os autores verificaram o nivel de ploidia e a
quantidade de DNA de 435 acessos pertencentes a 13 espécies do grupo. Em alguns casos foi
feita a contagem cromossdmica, por meio de citogenética classica, para a confirmacdo do
nimero cromossdmico. Destes 435 acessos, 57 eram diploides e os demais variavam de
tetraploides (4x) a heptaploides (7x), com maior ambundancia de tetraploides(254 acessos).

Ishigaki e colaboradores (2010) analisaram os tamanhos dos genomas em quatro
espécies de Urochloa para avaliar sua possivel utilizacdo em cruzamentos. Foram observadas
variacBes nas quantidades de DNA das cultivares, havendo um aumento acompanhando o
nivel de ploidia. A espécie U. ruziziensis, diploide sexual, apresentou o menor valor (0,62 pg),
seguida das tetraploides apomiticas, U. brizantha (1,43 pg) e U. decumbens (1,66 pg), a
pentaploide U. brizantha (1,78 pg) e a hexaploide U. humidicola (1,99 pg). No estudo, os
autores destacaram que as diferencas apresentadas nos tamanhos dos genomas das cultivares
ndo representam dificuldades para realizacdo de cruzamentos em Urochloa e que as plantas
tetraploides apomiticas (U. decumbens e U. brizantha) podem ser utilizadas como doadoras
de pdlen em cruzamentos com U. ruziziensis tetraploidizada.

Outro estudo de quantificacdo do tamanho do genoma em Urochloa (NITTHAISONG
et al., 2016) utilizou 28 acessos de 11 espécies (Urochloa deflexa (Schumach) Hubbard,
Urochloa plantaginea(Link) Hitchc, Urochloa romosa (L.) Stapf, Urochloa ruziziensis,
Urochloa nigropedata (Ficalho &Hiern) Stapf, Urochloa xantholeuca (Hack. Ex Schinz) H.
Scholz, U. brizantha, U. decumbens, U. dictyoneura e U. humidicola). Notou-se que 0s
acessos de U. deflexa, U. lata, U. plantaginea, U. romosa e Urochloa ruziziensis (diploides)
apresentavam valor estimado de C entre 0,89 a 1,83 pg/2C. As avaliadas como tetraploides,
U. nigropedata, U. xantholeuca, U. brizantha e U. decumbens encontravam-se de 1,93 a 3,31
pg/2C. Por fim, U. brizantha, U. dictyoneura e U. humidicola, avaliadas como hexaploides,
tiveram seu valor estimado entre 3,39 a 4,02 pg/2C. Os autores também observaram que 0s
acessos apomiticos apresentavam maiores valores C que os sexuais e concluiram que o
tamanho do genoma depende do nivel de ploidia e do modo reprodutivo, além de notar a
relacdo entre o tamanho do genoma e o nimero de cromossomaos nas espécies.

Paula et al. (2017) quantificou 0 DNA de alguns hibridos de Urochloa, comparando os
com os valores obtidos dos parentais, U. decumbens cv. Basilisk (3,741 pg) (TIMBO et al.,
2014a), U. brizantha cv. Marandu (3,521pg) (TIMBO et al., 2014a) e U. ruziziensis
tetraploidizada artificialmente (2,922) (TIMBO et al., 2014b) com os valores dos hibridos
H963 (U. ruziziensis x U. decumbens), H1863 (U. ruziziensis x U. brizantha) e Mulato 11 [(U.
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ruziziensis x U. decumbens) x U. brizantha]. O hibrido 1863 apresentou quantidade de DNA
de 3,24 pg estando conforme o esperado a partir dos genitores. O hibrido cv. Mulato 11 obteve
um aumento no contetdo de DNA em relacdo a média dos genitores (3,83 pg). O hibrido
963apresentou 3,62 pg e esse aumento na quantidade de DNA se deveu a presenca de dois
Cromossomos excedentes.

Corréa et al. (2020) gquantificaram o DNA nuclear dos acessos B105 (U. brizantha) e
D04 (U. decumbens), ambos pertencentes ao Banco de Germoplasma da EMBRAPA Gado de
Corte. Esses apresentaram valor C de 0,89 pg e de 0,72 pg, respectivamente. Os valores dos
gendtipos analisados pelos autores foram proporcionais aos ja reportados para as cultivares
tetraploide de U. brizantha cv. Marandu e U. decumbens cv. Basilisk, respectivamente, com
1,43 e 1,66 pg (ISHIGAKI et al., 2010) e 1,75 € 1,89 pg (TIMBO et al., 2014a).

A quantificacdo do DNA (valores 2C) dos acessos tetraploides DT158 e DT 159 de
Urochloa dictyoneura foram obtidos por Mendes e colaboradores (dados nao publicados). Os
valores foram, respectivamente, 2,83 pg e 3,12 pg, sendo correspondentes a outras espécies
tetraploides do género Urochloa, como de U. brizantha cv. Marandu e U. decumbens cv.
Basilisk (ISHIGAKI, 2010; TIMBO, 2014a)



25

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Citogenética Vegetal, localizado no
Departamento de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Material Vegetal

Os acessos de Urochloa humidicola avaliados estdo descritos na Tabela 1. As plantas
sdo provenientes do Banco de Germoplasma de Brachiaria da Embrapa Gado de Corte
Campo Grande — MS (Coordenadas: latitude: 20° 25°307" S longitude: 54° 43°367" W) e
foram mantidas em vasos, em casa de vegetacdo no Departamento de Biologia da UFLA,
Lavras-MG.

Tabela 1 — Identificacdo dos acessos de Urochloa humidicola.

ID. CIAT Pais Regido Altitude  Precipitacio  Meses Modo
EGC* de (m) (mm) de de
. Seca .
Origem reproducéo
H016 26149 Burundi Makamba 1650 1230 4 Apomitico
HO31 26146 Burundi Rutana 1170 1240 4 Sexual
H108 ND Comercial
no Brasil .
desde 1970 ND ND ND ND Apomitico
H125 6133 Zambia Norte 1242 1200 7 Apomitico
H126 6369 ND ND ND ND ND Apomitico

Fonte: EMBRAPA Gado de corte (2020). EGC*- EMBRAPA Gado de corte; ND- Nao determinado.

3.3 Preparacgdes cromossomica

Para a obtencdo das metafases mitdticas, foram coletadas pontas de raizes entre o0s
horéarios de 9 da manha ao meio dia e pré-tratadas com ciclohexamida 12,5 mg L, por 2 h a
temperatura ambiente. ApOs esse processo, as raizes foram lavadas com agua destilada e
fixadas em solucdo de metanol: &cido acético (3:1) e mantidas por 24h a temperatura
ambiente (TA). Posteriormente, as raizes foram armazenadas em freezer a -20°C em alcool
90% até o momento de uso.

A digestdo da parede celular foi feita em solucdo enzimatica contendo celulase
“Onozuka R10” (0,7%), celulase Sigma-Aldrich (0,7%), pectoliase Sigma-Aldrich (1%) e
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citohelicase Sigma-Aldrich (1%) por 1 h e 40 minutos, em média, a 37°C. As laminas foram
preparadas de acordo com a técnica de dissociacdo celular e secagem ao ar (CARVALHO;
SARAIVA, 1993). As preparaces cromossdmicas foram avaliadas em microscopio de luz e
aquelas contendo as melhores metafases, com cromossomos espalhados e sem sobreposicdes,

foram selecionadas para a FISH.

3.4 Hibridizagéo in situ fluorescente- FISH

Para a FISH foram utilizadas sondas de rDNA 35S (pTa71; 18S-5.8S-25S- Triticum
aestivum L.), marcadas indiretamente com biotina, via reacdo de nick translation. As sondas
de rDNA 5S foram marcadas indiretamente com digoxigenina via reacdo de PCR com
primers especificos RICRGACL1 e RICRGAC?2 obtidos e amplificados a partir do genoma de
Oryza sativa L. (FUKUI; OHMIDO; KHUSH, 1994).

Para a preparacdo cromossomica, a lamina foi pds-fixada com formaldeido 4% em
SSC2x por 10 minutos. AplGs esse procedimento, a preparagdo cromossdmica foi
desnaturada em formamida 70% em SSC 2x por 1 min e 16s a 85 °C, seguido de
desidratacdo em uma série alcodlica gelada 70%, 90% e 100%. Em seguida, a mistura de
hibridizacdo [75% formamida, 2 x SSC, 12,5% de sulfato de dextran, 1 pL de esperma de
salmdo (concentragdo de 10 mg/ mL) e aproximadamente 40 ng/uL. das sondas 35S e 5S
rDNA] foi desnaturada por 8 min a 95 °C em banho seco imediatamente transferida para o
gelo e aplicada sobre a ldmina com a preparagdo cromossémica.

A hibridizacdo realizou-se no periodo de 24/48h a 37 °C em camara Umida. Para a
deteccdo das sondas, foram usados os anticorpos anti-digoxigenina conjugado com rodamina
e anti-biotina conjugado com FITC, por 1 hora, a 37 °C, em cadmara Umida. Apds remoc¢ao
da laminula, a lamina foi imersa em série alcoolica crescente, por dois minutos em TA e
entdo secas ao ar, em local livre de luz. As ldminas foram montadas em Vectashield com
DAPI.

Com o auxilio de microscopio Olympus BX60 equipado com sistema de
epifluorescéncia e camera digital refrigerada, as metafases foram avaliadas utilizando filtros
especificos para DAPI (Excitacdo: 330-385 nm; Emissdo: 420 nm), FITC (Excitacdo: 490
nm; Emisséo: 525 nm) e Rodamina (Excitacdo: 400-410 nm; Emissdo: 455 nm). As imagens

foram processadas em software de edi¢do de imagem.
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3.5 Cariogramas e Idiogramas

Os dados morfométricos dos cromossomos foram obtidos a partir da anélise de cinco
metafases. As medicGes e a montagem do cariétipo foram feitas como o auxilio do software
Dawid (KIROV et al., 2017) e os idiogramas foram construidos a partir desses dados. Os
parametros cromossémicos usados foram: tamanho do braco curto (s) e longo (I) dos
cromossomos; comprimento total do cromossomo i (Cti = | + s); o comprimento total do lote
haploide (CTLH = ZCti), o comprimento relativo de cada cromossomo (CR = Cti/CTLH x
100), relacéo de bracos (RB = 1/s) e o indice centromérico (IC = ¢/Cti x 100). A nomenclatura
para descrever a morfologia cromossdmica e a localizagdo dos sitios de rDNA foi baseada em
Levan et al. (1964) e Heslop-Harrison e Schwarzacher (2011), respectivamente. Para
determinar a simetria cariotipica foram utilizados os critérios de Stebbins (1971), Zarco
(1986) e Eroglu (2015). Stebbins (1971) considera a relacdo entre os bragos e os
comprimentos dos cromossomos para avaliar a simetria cariotipica. Os critérios de Zarco
(1986) se baseiam nos indices Al, assimetria intracromossdmica (em relacdo a posicdo do
centrdmero) e A2, assimetria intercromossomica (em relacdo ao tamanho). Eroglu (2015)
prop6em o uso da formula (S/Ai= (1 x M) + (2 x SM) + (3 x ST) + (4 x T)/2n) que se baseia

na morfologia cromossdmica segundo Levan et al. (1964) e no indice centromérico.

3.6 Citometria de Fluxo

Trés amostras de 20-30mg de tecido foliar dos acessos de Urochloa humidicola
(TABELA 1) e da planta padrdo de referéncia interna (Pisum sativum L., quantidade de DNA
2C de DNA contendo= 9.09pg) foram maceradas em placa de Petri contendo solugdo tampéao
de extracdo de nucleos, LBO1, para obter a suspensdo nuclear (DOLEZEL, 1997). Apos a
filtragem, foi adicionado 25uL de iodeto de propideo a suspensdo nuclear. Pelo menos 10.000
nucleo foram quantificados por amostra.

A analise foi realizada em citdometro de fluxo FACSCalibur 4 cores (Becton
Dickinson) e os histogramas obtidos pelo software BD CellQuest™ (2007). Os dados foram
analisados, por meio do software WinMDI™. O conteido de DNA foi estimado em
picogramas (pg). Os valores de conteido de DNA foram submetidos a andlise de variancia,
pelo teste de Scott-Knott (SCOTT; KNOTT, 1974) a 5% de probabilidade, pelo programa
Sisvar (FERREIRA, 2014).

Além disso, foram obtidos os parametros valor 2C e o Cx, baseados em Greilhuber et
al. (2005). O valor 2C corresponde ao tamanho do genoma holoploide, ou seja, representa o
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complemento cromossémico inteiro e 0 DNA caracteristico do organismo, independente do
grau de ploidia. Por fim, o valor Cx, indica 0 nimero cromossdmico e o0 DNA do organismo

em relacdo ao numero basico x, genoma monoploide (GREILHUBER et al., 2005).
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4 RESULTADOS

Os cariogramas dos acessos de U. humidicola foram organizados com base nos
resultados obtidos nas analises meidticas (BOLDRINI et al., 2009a, 2009b, 2011a; 2011b) e
no mapeamento de ligacdo genética (VIGNA et al., 2016a), alem das analises morfométricas
dos cromossomos e mapeamento dos sitios de rDNA obtidas nesse estudo. Como foram
observadas variacbes no numero de sitios em alguns acessos, o detalhamento e a

representacdo cariotipica considerou a maior frequéncia de sitios de DNA ribossomais.

4.1 NUmero Cromossémico e Tamanho do Genoma

Os dados de contagens cromossémicas e conteido de DNA dos acessos de U. humidicola
estdo apresentados na Tabela 2 e Figura 1. Dentre os acessos avaliados, o acesso H0O31 foi
identificado como um aneuploide com 2n=6x= 36+1 (FIGURA 1B) e quantidade DNA
nuclear de 3,01 pg (TABELA 2).

Tabela 2- Contetdo de DNA de nuclear, nimero cromossémico e comprimento total do lote

haploide (CTLH) em acessos de U. humidicola.

Acessos  Valor 2C (pg)* ValorC ValorC Valor Valor Cx Nlmero CTLH*
(pg) (Mbp CY) Cx (Mbp Cx?t)  cromossémico (um)
(P9)
HO16 2,95a 1,48 144255 0,49 480,85 2n=6x=36 32,25a
HO31 3,01a 15 1471,89 0,5 490,63 2n=6x= 36+1 28,92a
H125 3,51b 1,76 1716,35 0,5 490,38 2n=7x=42 48,99b
H126 4,45¢ 2,22 2176,05 0,63 621,73 2n=7x=42 43,94c
H108 3,94d 1,97 1926,66 0,44 428,15 2n=9x=54 42 44c¢

Pg= picogramas. Mbp = Mega pares de bases. Valor C = conteido de DNA gamético. Valor Cx =
Contetdo de DNA por genoma. *médias seguidas por letras diferentes nas linhas de uma coluna,
diferem umas das outras pelo teste de Scott-Knott para p<0,05.

Fonte: Do autor (2020).
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Figura 1- Metéafases dos acessos de U. humidicola (A) H016 (2n=6x=36), (B)
H031(2n=6x=36+1), (C) H125 (2n=7x=42), (D) H126 (2n=7x=42)
e acesso H108 (2n=9x=54). Em verde, sitios de rDNA 35S e em
vermelho, sitios de rDNA 5S. Barra: 10 um

Fonte: Autor (2020).

4.2 Dados cariotipicos dos acessos de U. humidicola

Todos os acessos, independente do nivel de ploidia, apresentaram cromossomos
metacéntricos, cariotipos simétricos, classificados categoria 1A de Stebbins (1971) e indice
S/Ai=1 de acordo com Eroglu (2015) (FIGURA 2 e 3 e TABELAS APENDICE Al e A5). As
variagfes nos indices de assimetria intracromossémica (Al) e intercromossémica, de acordo

com  critérios de  Zarco  (1986) estdo  apresentados no  Quadro 1.
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Figura 2- Cariogramas dos acessos de U. humidicola (A) H016 (2n=6x=36), (B) H031 (2n=6x=36+1), (C) H125 (2n=7x=42), (D) H126 (2n=7xX
=42) e acesso H108 (2n=9x=54). Em verde, sitios de rDNA 35S e em vermelho, sitios de rDNA 5S. Barra: 10um. Fonte: Autor (2020

Fonte: Autor (2020
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Figura 3- Idiogramas dos acessos de U. humidicola (A) H016 (2n=6x=36),

HO16

H031

H125

H126

H108

(B) HO31 (2n=6x=36+1), (C) H125 (2n=7x=42), (D) H126 (2n=
7x=42) e acesso H108 (2n=9x=54). Em verde, sitios de rDNA 35S
e em vermelho, sitios de rDNA 5S. Barra: 1um.

1 2

3 4 5 b

Fonte: Autor (2020).
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4.3 Mapeamento dos sitios de rDNA 35S e 5S

Os sitios de DNA ribossomal 35S no acesso H016 de U. humidicola foram
evidenciados em cinco cromossomos localizados nas regifes terminais dos grupos
cromossomicos 1’ e 6, sendo que nesses, foi observada a sintenia com sitio de rDNA 5S. No
par 6, o sitio 35S estd em estado hemizigoto. Outros cinco sitios de rDNA 5S, em posi¢do
intersticial nos cromossomos, foram identificados nos grupos 3’ € no 6 (FIGURA 2). Em uma
frequéncia menor, variagcbes no numero de sitios de rDNA também foram observadas, com
sete ou oito sitios de rDNA 35S sinténicos com o sitio 5S, sendo cinco deles em posicao
terminal e os demais, intersticial. Outros dois ou trés sitios de rDNA 5S estavam em posi¢do
intersticial nos cromossomos (FIGURAS 4A e B). Nos grupos 3’ e 6, portadores dos sitios
ribossomais sinténicos e 5S, respectivamente, foram observadas diferencas no comprimento
total entre os cromossomos homologos (APENDICE Al; FIGURA 3).

No acesso aneuploide H031, foram identificados sitios sinténicos de rDNA 35S e 5S
nos grupos cromossomicos 1’ e 3. Outros sete sitios de rDNA 5S, em posi¢do intersticial nos
cromossomos foram observados nos grupos 5 e no 5°, sendo um deles no grupo 5,
provavelmente, o cromossomo extra (FIGURA 2). Tanto em alguns nucleos interfasicos
(FIGURA 5A- D), quanto em metafases (FIGURA 5 E-H) foi observada a co-localizacdo de
um sitio de rDNA 5S com 35S. Assim como observado no acesso H016, esse acesso também
apresentou, em frequéncias menores, variacdes nos nimeros de sitios de rDNA 35S e 5S,
sendo entre seis e sete sitios de 35S sinténicos com 5S e seis sitios intersticiais de 5S
(FIGURA 4C e D). Diferengas entre os cromossomos homdlogos para o comprimento total
foram evidenciadas nos grupos 3, 4, 5 e 6 (APENDICE A2; FIGURA 3).
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Figura 4- Metéafases dos acessos HO16 (2n=6x=36) (A e B) e H031 (2n=6x=36+1) (C
e D) de Urochloa humidicola. A-Metafase com sete sitios de rDNA 35S
sinténicos a 5S e trés sitios de rDNA5S. B- Metafase com oito sitios de
rDNA 35S sinténicos a 5S e dois sitios de rDNA 5S. C- Metafase com seis
sitios rDNA 35S sinténicos a 5S e seis sitios de rDNASS. D-Metafase com
sete sitios de rDNA 5S. Em verde, sitios de rDNA 35S e em vermelho, sitios
de rDNA 5S. Barra: 10 um

Fonte: Do autor (2020).

Figura 5- Sitios de rDNA 58S e 35S co-localizados no acesso H031 de U. humidicola. A a
D-Nucleo interfasico (DAPI em cinza). E a H- Metafase (DAPI em cinza). A

seta indica co-localizagdo dos sitios de rDNA 35S (em verde) e 5S (em vermelho).
Barra: 10 um.

rDNA35S | C Sobreposi¢do

Fonte: Do autor (2020).
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Nos acessos H125 e H126, sete cromossomos apresentaram sitios de rDNA 35S
localizados nas regides terminais dos grupos cromossomicos 1, 6° ¢ 6°, sendo esses
sinténicos com o sitio de rDNA 5S. Outros quatro sitios de rDNA 5S, para ambos 0s acessos,
foram evidenciados em posicédo intersticial nos cromossomos, nos quais para 0 acesso H125
foi identificado no grupo 3 e no acesso H126 no grupo 5 (FIGURA 2). Além disso, em
algumas metafases do acesso H125 foram observados sete sitios de 35S sinténicos a 5S nas
regides terminais e trés sitios de rDNA 5S intersticiais (FIGURA 6A). Essa variacdo também
foi observada para o acesso H126, nos quais foi evidenciado nove sitios de 35S sinténicos a
5S nas regiBes terminais (sete) e intersticiais (dois) e dois sitios de rDNA 5S intersticiais
(FIGURA 6B). Ambos o0s acessos apresentaram diferengas em relacdo ao comprimento total
entre os cromossomos homologos, sendo nos cromossomos do grupo 4 para o acesso H125 e
nos grupos 1 e 5 para o acesso H126 (APENDICE A3 e A4; FIGURA 3).

Figura 6- Metafases dos acessos H125 (A) e H126 (B) (2n=7x=42) (A e B) com
variagdes nos sitios de rDNA 35S e 5S. A-Metafase com sete sitios de
rDNA 35S sinténicos a 5S e trés sitios de rDNASS. B- Metéafase com
nove sitios de rDNA 35S sinténicos a 5S e dois sitios de rDNA 5S. Em
verde, rDNA 35S e em vermelho, rDNA 5S. Barra:10 pm.

Fonte: Do autor (2020).

No acesso nonaploide H108, sete cromossomos apresentaram sitios de rDNA 35S
localizados nas regides terminais, dos grupos 1, 4”’ e 5°, sinténicos com o sitio de rDNA 5S e
dois 35S no grupo 6’. Outros trés sitios de rDNA 5S, em posicdo intersticial nos
cromossomos, foram identificados no grupo 2 e um cromossomo na regido pericentromérica,
grupo 5’ (FIGURA 3 e 4). Nos grupos 1, 2 ¢ 5° ha cromossomos em estado de hemizigose
para um dos sitios de DNA ribossomal. Os grupos 4’ e 6’ apresentaram diferengas no

comprimento total entre os cromossomos homologos, devido a presenga de sitios rDNA 35S e



5S (APENDICE A5; FIGURA 3).
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Quadro 1- Caracteristicas citogenéticas avaliadas dos acessos de U. humidicola.
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Caracteristicas avaliadas

Acesso H016

Acesso H031

Acesso H125

Acesso H126

Acesso H108

Numero Cromossémico (2n) 36 36 +1 42 42 54
Nivel de ploidia 6X 6X X X Ox
NUmero basico de cromossomos 6 6 6 6 6
Quantidade de DNA nuclear (pg) 2,95 3,01 3,51 4,45 3,94
Valor C (MbpC?) 1442 55 1471,89 1716,39 2176,05 1926,66
Valor Cx (Mbp Cx?) 480,85 490,63 490,38 621,73 428,15
Formula Cariotipica 36m 37m 42m 42m 54m
CTLH! (um) 32,25 28,92 48,99 43,94 42,44
Numero de sitios de 35S rDNA 5 6 7 7 7
Grupos cromossdmicos e Localiza¢io 1’ e 6/ Terminal 1’e2’ /Terminale | 1,6’ e 6’/ Terminal | 1,6’ ¢ 6>’ / Terminal 1,5’ e 6’ / Terminal
predominante dos sitios de 35S intersticial
NuUmero de sitios de 5S rDNA 10 13 11 11 9

Grupos cromossdmicos e Localiza¢io
predominante dos sitios de 5S

3’ e 6 / Intersticial

5 e 5’ / Intersticial

3/ Intersticial

5/ Intersticial

2 ¢ 5’/ Intersticial e
pericentromérica

NUmero de cromossomos com sinais 5 6 7 7 5
sinténicos de rDNA 35S e 55
indices de Simetria cariotipica
Stebbins (1971) 1A 1A 1A 1A 1A
S/Ai (EROGLU, 2015) 1 1 1 1 1
Al2 (ZARCO, 1986) 0,27 0,24 0,22 0,26 0,20
A23 (ZARCO, 1986) 0,10 0,06 0,09 0,11 0,12

1 Comprimento total do lote haploide. 2 Assimetria intracromossdmica e 3 Assimetria intercromossdémica. Fonte: Do autor (2020).
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5 DISCUSSAO

5.1 Consideracdes sobre o nimero cromossdémico e o tamanho dos genomas dos acessos
de U. humidicola

Todos os acessos de U. humidicola aqui analisados, apresentaram numero basico de
Xx=6, como proposto em analises meidticas (BOLDRINI et al., 2006, 2009 a,b, 2011a,b;
ADAMOWSKY et al., 2007; RICCI et al., 2011b; VIGNA et al., 2016). Outros autores
baseados em analises mitdticas (BERNINI; MARIN-MORALES,2001; AKIYAMA;
YAMADA-AKIYAMA; EBINA, 2010) descreveram x=7 e 9 para alguns acessos, inclusive
para 0 acesso H126 (CIAT 6369), 2n=6x=54 (AKYAMA et al., 2010). Entretanto, esses
trabalhos usaram como referéncia o nimero basico predominantemente descrito de x=9 para
Urochloa (VALLE; PAGLIARINI, 2009). O numero x=6 foi descrito inicialmente por Risso-
Pascotto et al. (2006) em U. dictyoneura, espécie proxima filogeneticamente a U. humidicola
(RENVOIZE; CLAYTON, KABUYE, 1996; MORTON; GONZALES, 2005; SALARIATO
et al., 2008; TRIVINO et al., 2017).

Em relacdo as contagens cromossdmicas, foi confirmado 2n=6x=36 e 2n=9x=54 para
0s acessos H016 e H108 respectivamente, ja descritos por Boldrini et al. (2011a; 2011b) e
Vigna e colaboradores (2016a). Os acessos heptaploides H125 e H126 apresentaram 42
cromossomos, coincidindo com o nimero descrito em outros acessos da espécie (H003 e
H030) (BOLDRINI et al., 2006; BOLDRINI et al., 2009a; BOLDRINI et al., 2010). Para o
H126 (CIAT6369), Akiyama et al. (2010) descreveram 2n=6x=54, diferindo do relato para
nivel de ploidia e nimero cromossémico.

O acesso sexual HO31 de U. humidicola foi identificado como aneuploide com
2n=6x=36+1, diferindo de relatos anteriores baseados em analises meidticas e mapeamento
genético, os quais descreveram 2n=6x=36 (VALLE; GLIENKE, 1991; BOLDRINI et al.,
2011b; VIGNA et al., 2016a; WORTHINGTON et a., 2019). Essas diferencas nas contagens
podem estar relacionadas ao tamanho reduzido dos cromossomos dos acessos de U.
humidicola, segundo a classificacdo de Fukui e Nakayama (1996), mas principalmente porque
as analises anteriores foram feitas em células meidticas com técnicas citogenéticas
convencionais.

A aneuploidia observada para acesso HO031 foi também identificada em hibridos
interespecificos de Urochloa (PAULA et al., 2017; MORAES et al., 2019) e na propria
espécie U. humidicola, no acesso CIAT 16888 (EGC H027) (WORTHINGTON et al., 2019).
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A relevancia da ocorréncia nesse acesso estd associada a aplicagdo no programa de
melhoramento genético, pois ele é o Unico representante descrito com modo de reproducéo
sexual para U. humidicola e vem sendo utilizado como genitor feminino em programas de
melhoramento e produzindo hibridos como, por exemplo, com 0s acessos apomiticos H016
(cultivar BRS Tupi) (RICCI et al., 2011a; VIGNA et al., 2016a) e H027 (WORTHINGTON
eta., 2019).

O tamanho do genoma, com base na quantidade de DNA nuclear, dos acessos de U.
humidicola é considerado pequeno, de acordo com as categorias definidas por Leitch et al.
(2005), pois o valor C, variou de 1,48 a 2,22 pg entre 0s acessos. Em outros estudos com
Urochloa, a classificagcdo foi semelhante para os acessos diploides, 2n=2x=18, de Urochloa
brizantha (B105) e Urochloa decumbens (D04) (CORREA et al., 2020) e para 0S acessos
tetraploides, 2n=4x=24, de U. dictyoneura (MENDES et al., dados ndo publicados),

Os acessos apresentaram variacdo na quantidade de DNA proporcional ao nivel de
ploidia, com excecdo do acesso H126. Cabe ressaltar que o tamanho do genoma nem sempre
reflete a variacdo do nimero, comprimento cromossémico ou nimero de genes, pois existem
mecanismos, tais como fusbes ou fissdo céntricas, reparo de quebras da fita dupla (DSB),
recombinacGes homdlogas desiguais, eventos de disploidia, perdas ou ganho de fragmentos
ou amplificacédo ou reducdo de sequéncias de DNA repetitivo que podem tornar as variagoes
de tamanho de genoma, tamanho e nimero de cromossomos e de genes, distintos entre si
(SCHUBET; VU, 2016; VICIENT; CASACUBERTA, 2017; SILJAK-YAKOVLEV et al.,
2017; PELLICER et al., 2018; REN et al., 2018; VITALES et al., 2020).

Semelhante ao observado com os acessos H125 e H126 de U. humidicola, as
diferencas no contedo de DNA nuclear foram observadas entre dois acessos tetraploides de
Urochloa dictyoneura (MENDES et al., dados ndo publicados). Essa diferenca pode estar
associada, possivelmente, a propor¢do de DNA repetitivo presente nos genomas, sendo esse 0
principal fator que influencia na variacdo, quando se comparam espécies proximas
(BENNETZEN; MA; DEVOS, 2005). A variacdo também pode estar relacionada a rearranjos
de fragmentos com perdas ou ganhos de sequéncias, decorrentes dos processos de hibridacéo
e poliploidia (PELLICER et al., 2018; REN et al., 2018), como relatado em espécies de
Anacyclus, familia Asteraceae (VITALES et al., 2020).

A quantidade de DNA (valores 1C e 2C) relatada para o acesso H108 se assemelha a
descricdo de Ishigaki et al. (2010) e Nitthaisong et al. (2015) para os acessos CIAT 679 e Pl

299497 de U. humidicola, respectivamente, com mesmo numero cromossdmico. No entanto,



40

houve divergéncia para o valor Cx, pois esses autores consideraram 0S Seus acessos como
hexaploides com numero basico x=9, contrariando relatos de andlises meioticas que

confirmaram x=6 para a especie (BOLDRINI et al., 2011a)

5.2 Andlise dos Caridtipos dos acessos de Urochloa humidicola

Os dados morfoldgicos e 0 mapeamento dos sitios de rDNA obtidos nesse estudo dédo
suporte a proposta de organizacao cariotipica dos acessos de U. humidicola em seis grupos de
cromossomos, arranjados em subgrupos, de acordo com o nivel de ploidia. Essa forma de
agrupamento também ¢é sustentada por resultados obtidos em estudos anteriores por Boldrini
et al. (2006; 2009a; 2009b; 2010; 2011a; 2011b), Ricci et al. (2011b), Vigna et al. (2016a) e
Worthington et al (2019), que indicam o nimero basico de cromossomos x=6 e ocorréncia de
alopoliploidia na espécie.

Os cromossomos de todos os acessos avaliados foram classificados como
metacéntricos diferindo da andlise cariotipica realizada por Bernini e Marin- Morales (2001).
Esses autores relataram cariotipos com cromossomos metacéntricos e submetacéntricos nos
acessos H019, HO13 e H112 de U. humidicola. Akiyama et al. (2010) também identificaram
cromossomos portadores dos sitios rDNA 25S como submetacéntricos no acesso CIAT 6369
(EGC- H126). Essas diferencas na classificagdo podem ser decorrentes de diferengas na
origem de formacdo dos acessos ou ainda, pela condensagdo dos cromossomos. Outros
estudos cariotipicos realizados em Urochloa, também demonstraram que o padrdo de
condensacdo dos cromossomos e 0 emprego de diferentes critérios para definicdo da
morfologia cromossomica podem interferir na sua classificagdo (NANI et al., 2016;
MORAES et al., 2019; MENDES et al., dados ndo publicados).

Uma caracteristica relatada em Urochloa é a condensacéo tardia das regiGes terminais
e a presenca das fibras de cromatina estendidas, sobretudo nos cromossomos portadores do
sitio rDNA 35S (NANI et al., 2016; MORAES et al., 2019). Para maioria das metafases em
todos os acessos avaliados em nosso estudo, as regides dos sitios ribossomais 35S, além de
apresentarem heteromorfismo entre cromossomos homologos, estavam mais descondensadas
em comparacdo com o0 restante do cromossomo. Essa caracteristica pode influenciar nas
medicBes dos cromossomos e, como consequéncia, na classificagdo e organizacdo dos
pares/grupos cromossdmicos entre os diferentes trabalhos.

Os cariotipos de todos os acessos de U. humidicola avaliados foram classificados

como simétricos, de acordo com os critérios de Stebbins (1971) e Eroglu (2015), sendo
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portanto semelhante ao descrito para outros acessos/genotipos de Urochloa, como U.
ruziziensis cv. Kennedy diploide, 2n=2x=18 (NANI et al., 2016), U. ruziziensis
tetraploidizada, n=4x=36 (TIMBO et al., 2014b; MORAES et al., 2019) e U. brizantha,
2n=4x=36 (NANI et al., 2016) e em acessos tetraploides de U. dictyoneura, 2n=4x=24
(MENDES et al., dados ndo publicados). Um cariotipo assimétrico corresponde a um
caridtipo com presenca de variagdes no comprimento total dos cromossomos e cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos (STEBBINS 1971).

Ao analisar os dados com base nos valores de assimetria intracromossémica (Al) e
intercromossémica (A2) (ZARCO, 1986) é possivel detalhar relacdes de simetria dentre os
acessos avaliados. Os caridtipos dos acessos H016 (6x) e H126 (7x) foram mais assimétricos
comparado com os demais avaliados, inclusive em relacdo ao acesso H108 (9x). As analises
de Bernini e Marin- Morales (2001), observaram que acessos de Urochloa com maior nivel de
ploidia sdo considerados mais assimétricos, no entanto, nessas avaliagbes compararam-se um
maior nimero de acessos de diferentes espécies de Urochloa, ou seja, a analise envolveu uma
amostra maior e mais diversificada quanto aos niveis de ploidia do em nosso estudo

Os critérios das analises de simetria cariotipica se baseiam em dados de predominancia
de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos e a heterogeneidade do tamanho dos
cromossomos no cariotipo (PERRUZI; EROGLU, 2013). No entanto, as classificacbes de
Stebbins (1971) e Eroglu (2015) sdo qualitativas e Zarco (1986) emprega uma analise
quantitativa, sendo que esse Ultimo permite uma melhor comparacdo entre individuos,
espécies e populacbes, sob forma grafica principalmente (ZARCO, 1986; PERUZZI,
EROGLU, 2013). Outros estudos comparativos entre espécies de Urochloa (BERNINI;
MARIN-MORALES, 2001) e de Cynodon (CHIAVEGATTO et al., 2016) mostraram que é
possivel uma melhor distin¢do entre as espécies.

Diante disso, em estudos com amostragem similares ao presente trabalho, a utilizagéo
dos critérios de Stebbins (1971) ou de Eroglu (2015) seriam suficientes para a classificagdo da

simetria do cariétipo.
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5.3 Mapeamento dos sitios de rDNA 5S e 35S de acessos de U. humidicola

O numero de cromossomos portadores dos sitios rDNA 35S dos acessos de U.
humidicola avaliados por meio da FISH foi superior a descri¢do dos satélites observados por
Bernini e Marin-Morales (2001) em cariétipos obtidos através de citogenética convencional.
A diferenca observada para a posic¢ao dos satélites nos cariétipos em ambos estudos se deve a
referéncia do nimero béasico de x=6 considerada em nossas analises.

Outro aspecto importante foi a variagdo no nimero de sitios de rDNA entre e dentro
de plantas e em metafases de um mesmo meristema para todos os acessos, com exce¢do do
acesso H108. Ha relatos dessa variagdo entre e dentro de plantas para os sitios DNA 5S e 35S
em Urochloa, como observado por Nani et al. (2016) em U. brizantha cv. Marandu
(2n=4x=36) e em outras gramineas como Lolium perenne L. (ROCHA et al.,, 2015;
FERREIRA et al., 2018) e Lolium multiflorum Lam. (BUSTAMANTE et al., 2014;
FERREIRA et al., 2018). Essa variagdo tem sido associada a mobilidade dos genes
ribossomais, por estarem flanqueados por elementos transponiveis e sujeitos a rearranjos
cromossdmicos, resultando na sua plasticidade quanto ao numero e localizacdo nos
cromossomos (RASKINA et al., 2008; LYSAK; SCHUBERT et al., 2013; BROWN;
O’NEILL, 2010; ROA; GUERRA, 2012).

No acesso H31, a co-localizacdo do uUnico sitio intersticial de rDNA 35S com o sitio
5S, observada em metafases e nucleos interfasicos, é indicativo de arranjo tipo-L. Esse tipo de
arranjo consiste na ligacdo fisica dos sitios rDNA 35S e 5S, descrito também em plantas do
género Artemisia, familia Asteraceae (GARCIA et al., 2009; GARCIA et al., 2010; GARCIA
et al., 2012). Em Poaceae, ndo foram encontradas descricdes semelhantes, sendo ambos 0s
sitios observados em locus cromossdmicos separados, como para a maioria das plantas
(RODIONOQV et al., 2017). Para a confirmacdo desse tipo de arranjo nos cromossomos do
acesso HO31 é recomendavel outras andlises, tais como a combinacdo de dados das técnica de
hibridizacdo de Southern Blot, com a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), PCR em tempo
real (RT-PCR), sequenciamento de sequéncias e do metiloma e a FISH, como realizado em
Artemisia (GARCIA et al., 2009; GARCIA et al., 2012) ou ainda, a técnica de Fiber-FISH
que permite analisar a estrutura e a organizacdo do DNA repetitivo ao longo do comprimento
de uma molécula de DNA nas fibras de cromatina (JIANG, 2019).

Em relacdo aos sitios de rDNA dos acessos H125 e H126, esses apresentaram 0
mesmo numero de sitios de rDNA 35S e 5S e encontravam-se nas mesmas regides

cromossdmicas, diferindo quanto a localizagédo dos sitios 5S intersticiais desses no cariotipo.
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Os acessos H126 (2n=7x=42) e H108 (2n=9x=54), divergiram em relacdo ao nimero
de sitios de rDNA e de sitios em sintenia dos resultados obtidos por Akyama et al. (2010). O
numero de cromossomos do acesso H126 também foi diferente da descricdo desses autores, 0s

quais relataram 2n=6x =54.

5.4 Consideracdes sobre a constituicdo gendmica de acessos de U. humidicola

O estudo realizado por Vigna e colaboradores (2016a) propuseram as designacfes
gendbmicas A e B para acessos hexaploides de U. humidicola. Entretanto, para diferenciar a
nomenclatura (genoma B) ja empregada por Paula et al. (2017) e Correa et al. (2020) para U.
decumbens, U brizantha e U. ruziziensis, nosso estudo propde o emprego da designacdo H
para se referir aos putativos genomas de U. humidicola, sendo H! e H2?, referentes,
respectivamente, aos genomas A e B de Vigna et al. (2016a). Cabe ressaltar que a
discriminacdo exata dos cromossomos pertencentes a cada genoma proposto para todos os
acessos avaliados, podera ser feita mediante a analise com um nimero maior de marcadores
citogenéticos.

Em nosso estudo, a organizacdo dos cariotipos dos acessos H016 e HO31 em seis
grupos de seis cromossomos, arranjados em dois subgrupos de 2 e 4 C€romossomos
homologos, se baseia nos resultados da meiose desses acessos e seus hibridos obtidos nos
trabalhos de Ricci et al. (2011b) e Vigna et al. (2016a) e no estudo de mapeamento de ligacédo
genética (VIGNA et al., 2016a). Esses ultimos autores, consideraram 0s acessos hexaploides
U. humidicola como alopoliploides com duas possiveis origens. A proposta de alopoliploidia
esta relacionada a observacao da homeologia entre os genomas evidenciadas pela formacao de
bivalentes a hexavalentes. Essas informa¢Ges mostram que 0s genomas das espécies que
deram origem aos acessos hexaploides eram estreitamente relacionados, mas parcialmente
diferenciados (RENNY; WENDEL, 2014). Em relacdo a origem, a primeira hipétese proposta
por Vigna et al. (2016a) € que um genitor feminino diploide sexual (2n=2x=12- genoma A)
cruzou com um acesso tetraploide apomitico (2n=4x=24- genoma B). Esse cruzamento deu
origem ao triploide com 2n=3x=18. Esse triploide sofreu duplica¢do natural e deu origem ao
hexaploide (genomas AABBBB) apomitico de U. humidicola. A segunda hipotese é de que
esse triploide seja proveniente de um cruzamento de duas plantas diploides sexuais, no qual
uma delas doou gametas néo reduzidos.

As descricOes de Vigna et al. (2016a) e Boldrini et al. (2011b) e as evidéncias dos
dados cariotipicos obtidos nesse estudo, para 0s acessos H016 e HO31 sugerem auto-
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alopoliploidia para os acessos hexaploide de U. humidicola (6x) e composi¢cdo genémica
HHH2H2H2H2, Tomando por base o arranjo cariotipico em combinagio das proposicoes de
Vigna et al (2016) é provavel que ambos acessos apresentem a mesma constituicdo gendmica,
pois grau de relacionamento genético entre eles ja foi relatado em trabalhos anteriores
(VIGNA et al.,, 2016 a, 2016b; JUNGMANN et al., 2010). Para confirmar isso, sera
necessario a utilizacao de técnicas citogenéticas, tais como a GISH, que discriminem melhor
essas diferencas e confirmem o genoma proposto.

Quanto aos acessos heptaploides, a proposta do cariétipo organizado em seis grupos
com sete cromossomos cada, (arranjados em subgrupos de 4 e 2 homdlogos mais 1
cromossomo) foi baseada nos resultados da meiose obtidos para o acesso H030, que também
apresenta 2n=7x=42 (BOLDRINI et al., 2009a). Esses autores observaram que seis
univalentes permaneciam atrasados na anafase | e 18 cromossomos segregavam para cada
polo nas telofases analisadas. Os cromossomos retardatarios que nao atingiram os polos nas
teléfases | ou Il a tempo de serem incluidos nos nucleos foram eliminados como
micronlcleos. Com isso, Boldrini et al. (2009a) propuseram que 0 acesso heptaploide se
originou do cruzamento de um genitor masculino apomitico hexaploide, 2n=6x=36, com
producdo de gametas ndo reduzidos com um genitor feminino sexual, diploide, 2n=2x=12,
Portanto, os dados obtidos nesse estudo para os acessos H125 e H126 associados com as
informacdes de Boldrini et al. (2009a), também sugerem auto-alopoliploidia e uma suposta
composicao que envolve a participacdo de um terceiro genoma (H?), sem homologia com 0s
demais (H* e H?), o qual estaria representado pelos cromossomos que se comportam como
univalentes na meiose. Nessas circunstancias e seguindo a proposta de Boldrini et al (2009a)
sobre envolvimento do hexaploide (H*H!H2H2H2H?) como um dos parentais, a composi¢io
gendmica dos acessos H125 e H126 poderia ser HH!H2H2H2H?H®. Portanto, anélises
meidticas e a GISH desses acessos, de outros com 0 mesmo ndmero cromossémico e
putativos parentais serdo de grande importancia para a confirmagcdo da origem auto-
alopoliploide para os heptaploides de U. humidicola.

Além dos dados de morfometria cromossdmica e mapeamento dos sitios de rDNA, a
proposta do cariétipo do acesso H108 (2n=9x=54) se baseou nos resultados das analises
meidticas com outro acesso (H038) nonaploide de U. humidicola (BOLDRINI et al., 2009b).
No estudo do acesso H038, os autores relataram associagdes cromossomicas de trivalentes,
nonavalentes e seis univalentes e segregacdo de 24 cromossomos para cada polo na anafase I.

Por meio disso, Boldrini et al. (2009b) sugeriram que 0 acesso nonaploide provém de um
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cruzamento de um genitor masculino apomitico octaploide (2n=8x=48) que contribuiu com
gametas ndo reduzidos e um genitor sexual diploide (2n=2x=12). Levando em conta essas
configuragbes descritas por Boldrini et al. (2009b), a combinagdo envolveria um auto-
alooctaploide, supostamente H*H*H*HH?H?H?H? (gametas 2n) x H3H3 (gameta n) resultando
em um 2n=9x=54 (auto-alononaploide HHHH'H?H?H?H?H3%). O genoma H3 seria
representado pelos seis cromossomos gque se comportam como univalentes na meiose, da
mesma forma que se observa nos heptaploides descritos acima. Portanto, esse genoma néo
apresenta homologia ou homeologia com os genomas H! e H2 Os cromossomos que
segregam durante a anafase | corresponderiam aos genomas H! e H2, assim esses segregam
com 24 cromossomos para cada polo. A analise da meiose e estudos usando GISH no acesso
H108 e em outros acessos com mesmo ndmero cromossdmico, serdo imprescindiveis para a

confirmacdo da organizacdo auto-alopoliploide do cari6tipo e composicdo genémica.

6 CONCLUSOES

Os cariotipos dos acessos de U. humidicola sdo simétricos e constituidos por
Cromossomos metacéntricos.

O acesso sexual H031 é um aneuploide, com 2n=6x=36+1.

Os acessos com mesmo nivel de ploidia apresentaram variacdo quanto a quantidade
e/ou posicao dos sitios de rDNA 5S e 35S no caridtipo.

Os acessos apresentam variagdes no numero de sitios de DNA ribossomal entre e
dentro de plantas, com exce¢édo do acesso H108.

Os dados cariotipicos e 0 mapeamento dos sitios de rDNA 5S e 35S corroboram com a

proposta de auto-alopoliploidia e nimero basico x=6 em U. humidicola.
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APENDICE A- Tabelas com os dados Morfométricos dos acessos de U. humidicola
Tabela Al- Morfometria dos cromossomos Urochloa humidicola

(acesso H016). Comprimento total dos cromossomos
(CTi), razdo entre bragos (RB), indice centromérico

(10).

Grupo CTi RB IC Morfologia
Cromossdmico (um) (L/S)

1 3,08 143 41,07 m
1@ 2,99 1,40 4158 m
2 2,93 1,42 41,24 m
2’ 2,85 1,46 40,72 m
3 2,77 1,33 4157 m
3> bd 2,68 1,46 40,69 m
4 2,71 141 41,88 m
4 2,64 1,34 42,83 m
5 2,57 1,38 41,93 m
5’ 2,51 1,25 44,43 m
6 abcd 2,17 1,22 42,93 m
6’ 2,35 1,33 45,01 m

& Cromossomos portadores dos sitios de rDNA 5S e 35S sinténicos; ® Cromossomos portadores dos
sitios de rDNA 5S; ¢ Cromossomos com sitio de rDNA 35S em hemizigose; ¢ Grupo cromossémico
com diferencas no comprimento total entre os cromossomos homaélogos.

Fonte: Autor (2020).

Tabela A2- Morfometria dos cromossomos Urochloa humidicola
(acesso H031), Comprimento total dos cromossomos
(CTi) razéo entre bracos (RB), indice centromérico

(10).

Grupo CTi RB IC Morfologia
Cromossémico  (um) (L/S)

1 2,64 131 43,34 m
1’2 2,64 1,17 46,15 m
2 2,52 1,19 4559 m
2’ 2,48 1,24 44,63 m
3 2,39 1,17 46,05 m
3’ 2,43 1,24 44,59 m
49 2,35 1,22 44,99 m
4 2,38 1,31 43,32 m
5 bed 2,30 1,14 46,77 m
5°b 2,31 8,23 45,09 m
64 2,18 1,27 44,09 m
6 2,29 1,27 44,06 m

@ Cromossomos portadores dos sitios de rDNA 5S e 35S sinténicos; ® Cromossomos portadores dos
sitios de rDNA 5S; ¢ Grupo cromossdmico com trissomia;4 Grupo cromossdmico com diferengas no
comprimento total entre 0s cromossomos homélogos.

Fonte: Autor (2020).

Tabela A3- Morfometria dos cromossomos Urochloa humidicola



(acesso H125), Comprimento total dos cromossomos
(CTi) raz&o entre bracos (RB), indice centromérico

(10).

Grupo CTi RB IC Morfologia
Cromossémico  (um) (L/S)

12 3,08 1,24 44,67 m
I 3,04 1,33 4290 m
17 2,98 1,28 43,78 m
2 2,93 1,28 4384 m
2’ 2,88 1,39 4189 m
2” 2,84 1,31 4323 m
3P 2,79 1,24 44,62 m
3’ 2,75 1,48 40,32 m
37 2,74 1,39 41,79 m
4 2,70 1,30 43,39 m
4 2,69 1,22 4496 m
4¢ 2,65 1,19 4550 m
5 2,68 1,31 4321 m
5’ 2,65 1,27 44,09 m
57 2,63 1,09 4777 m
6 2,49 1,29 4381 m
6 2,32 1,23 4488 m
6% 2,14 143 4111 m

62

@ Cromossomos portadores dos sitios de rDNA 5S e 35S sinténicos; ® Cromossomos portadores dos
sitios de rDNA 5S; ¢ Grupo cromossémico com diferengas no comprimento total entre os

cromossomos homol
Fonte: Autor (2020).

0gos.



Tabela A4- Morfometria dos cromossomos Urochloa humidicola
(acesso H126), comprimento total dos cromossomos
(CTi), razdo entre bragos (RB), indice centromérico

(10).

Grupo CTi RB IC Morfologia
Cromossémico (um) (L/S)

1% 2,72 133 4308 m
1’ 2,79 161 3842 m
1” 2,76 150 3999 m
2 2,67 123 4482 m
2’ 2,65 1,40 4171 m
2” 2,64 135 4260 m
3 2,59 1,41 4145 m
3’ 2,49 1,44 4094 m
37 2,49 123 4476 m
4 2,45 1,37 4226 m
4 2,36 1,37 4228 m
4 2,32 123 4481 m
5be 2,34 1,43 41,14 m
5’ 2,31 131 4339 m
57 2,31 159 3860 m
6 2,26 126 4434 m
6’ 1,94 1,20 4543 m
62 1,83 120 4544 m

63

 Cromossomos portadores dos sitios de rDNA 5S e 35S sinténicos; ® Cromossomos portadores dos
sitios de rDNA 5S; ¢ Grupo cromossémico com diferencas no comprimento total entre os

cromossomos homélogos.
Fonte: Autor (2020).



Tabela A5- Morfometria dos cromossomos Urochloa humidicola
(acesso H108), comprimento total do cromossomos
(CTi), razdo entre bragos (RB), indice centromérico

(10).
Grupo CTi(um) RB IC Morfologia

Cromossdmico (L/S)

1 2,89 1,21 4526 m
1’ 2,71 1,26 4425 m
1 2,64 1,25 4438 m
20e 2,64 1,23 4482 m
2’ 2,56 1,25 4435 m
2” 2,52 1,18 4586 m
3a 2,46 1,15 46,52 m
3’ 2,42 1,17 4550 m
37 2,36 1,17 46,07 m
4 2,34 1,18 45,78 m
4 2,25 1,27 4397 m
488 2,33 1,28 4393 m
5 2,18 1,29 43,60 m
5> abd 2,12 1,26 4432 m
57 2,12 1,30 4340 m
6 2,07 1,26 4432 m
6’ 1,80 1,26 44,18 m
6 2,03 1,33 4291 m

64

& Cromossomos portadores dos sitios de rDNA 5S e 35S sinténicos; ® Cromossomos portadores dos
sitios de rDNA 5S; ¢ Cromossomos portadores de rDNA 35S; ¢ Cromossomos em hemizigose; ¢ Grupo

cromossémico com diferencas no comprimento total entre os cromossomos homologos.

Fonte: Autor (2020).



