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RESUMO 

 

O gênero Brachiaria (Trinius) Grisebach é composto por espécies 

com diferentes níveis de ploidia e modo de reprodução, algumas de grande 

importância econômica sendo utilizadas como forrageiras. Estudos sobre a 

composição e relação genômica dentro do gênero são restritos, assim como a 

avaliação de marcas epigenéticas que estão envolvidas com a organização 

estrutural e funcional do genoma. O objetivo do primeiro estudo foi 

investigar as relações genômicas entre B. ruziziensis, B. decumbens e B. 

brizantha por meio da técnica de hibridização genômica in situ (GISH). 

Adicionalmente, a hibridização fluorescente in situ (FISH) com rDNA 45S e 

5S e a quantificação do tamanho do genoma nuclear foram realizadas. O 

híbrido 1863 (B. ruziziensis x B. brizantha) apresentou número 

cromossômico (2n=36), quantidade de DNA (3,24 pg) e quatro sítios de 

rDNA 45S e sete de 5S conforme o esperado a partir do cruzamento de B. 

ruziziensis x B. brizantha. O híbrido cv. Mulato II [(B. ruziziensis x B. 

decumbens) x B. brizantha] também apresentou 2n=36 cromossomos, sete 

sítios de rDNA 5S, quatro de 45S e 3,83 pg de DNA, superior à média dos 

genitores (3,43 pg). No híbrido 963 (B. ruziziensis x B. decumbens), todas as 

metáfases apresentaram 2n=38 cromossomos, excedendo 2 cromossomos do 

esperado, que representou um aumento de 0,29 pg de DNA, considerando a 

média do conteúdo de DNA dos genitores (3,33 pg) e a presença de cinco 

sítios de rDNA 45S e sete de 5S. A análise da GISH nos híbridos permitiu 

identificar a ocorrência de rearranjos e diferenças da contribuição dos 

genomas genitores na constituição do híbrido. Com base nos resultados da 

GISH foi proposta a constituição genômica de B. brizantha (BBB
1
B

1
), B. 

decumbens (B
1
B

1
B

2
B

2
) e B. ruziziensis (B

2
B

2
). Os genomas B, B

1 
e B

2
 foram 

considerados homeólogos, com menor afinidade entre os genomas B e B
2
. 

Em uma segunda abordagem, o objetivo foi analisar as modificações pós-

traducionais de histonas e metilação de DNA associadas com a modulação 

da cromatina e silenciamento gênico em espécies e híbridos de Brachiaria, 

com diferentes níveis de ploidia e modo de reprodução. A comparação da 

distribuição cromossômica de modificações de histonas entre as espécies e 

híbridos revelou uma maior variação de tipos cromossômicos para a 

marcação heterocromática (H3K9me2) em B. decumbens e no híbrido 963, 

enquanto que, para a marca epigenética da eucromatina (H3K4me2), a 

variação foi maior em B. brizantha, B. decumbens e híbrido 963. A 

distribuição cromossômica da 5-mCyt foi similar entre B. brizantha e B. 

decumbens, espécies tetraploides e apomíticas, as quais diferiram do 

observado em B. ruziziensis, espécie diploide e sexual.  Significativas 

alterações na metilação do DNA foram observadas na B. ruziziensis 

duplicada e nos híbridos interespecíficos, possivelmente como consequência 

dos processos de poliploidização e hibridação, respectivamente.  

 

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

Metilação.



ABSTRACT 

 

The Brachiaria (Trinius) Grisebach genus consists of species with 

different ploidy levels and reproduction mode, some of great economic 

importance are used as forage. Studies about the genomic constitution and 

relationship within of the genus are restricted, as well as the evaluation of 

epigenetic marks that are involved in structural and functional organization 

of the genome. The aim of the first study was to investigate the genomic 

relationship among B. ruziziensis, B. decumbens and B. brizantha by means 

of Genomic in situ Hybridization (GISH). In addition, Fluorescence in situ 

Hybridization (FISH) with 45S and 5S rDNA and quantification of the 

nuclear genome size were performed. The hybrid 1863 (B. ruziziensis x B. 

brizantha) presented chromosome number (2n = 36), DNA amount (3.24 pg) 

and four sites of 45S rDNA and seven of 5S as expected from crossing 

between B. ruziziensis and B. brizantha. The hybrid cv. Mulato II [(B. 

ruziziensis x B. decumbens) x B. brizantha] also presented 2n=36 

chromosomes, seven sites of 5S rDNA, four of 45S and 3.83 pg of DNA, 

higher than the average of the parents (3.43 pg). The hybrid 963 (B. 

ruziziensis x B. decumbens) all metaphases presented 2n = 38 chromosomes, 

exceeding 2 chromosomes to the expected, which represented an increase of 

0.29 pg of DNA, considering the average of DNA content of the parents 

(3.33 pg ) and the presence of five sites of 45S rDNA and seven of 5S. The 

GISH analysis in the hybrid indicated the occurrence of rearrangements and 

differences in the contribution of parent genomes in the constitution of the 

hybrid. Based on GISH results, was proposed the genomic constitution of B. 

brizantha (BBB
1
B

1
), B. decumbens (B

1
B

1
B

2
B

2
) and B. ruziziensis (B

2
B

2
). 

The genomes B, B
1 

and B
2
 were considered homeologous, with lower 

affinity between the genomes B e B
2
. In a second approach, the aim was to 

evaluate the histone post-translational modifications and DNA methylation 

associated with chromatin modulation and gene silencing, in Brachiaria 

species and hybrids which have different ploidy levels and reproduction 

mode. Comparison of chromosomal distribution in histone modifications 

among species and hybrids showed greater variation of chromosomal types 

for the heterochromatic marks (H3K9me2) in B. decumbens and the 963 

hybrid, while, for the euchromatin epigenetic mark (H3K4me2), the 

variation was higher in B. brizantha, B. decumbens and 963 hybrid. The 

chromosome distribution of 5-mCyt was similar between B. brizantha and B. 

decumbens, tetraploid and apomictic species, which differ from the 

distribution observed in B. ruziziensis, a diploid and sexual species. 

Significant alterations in DNA methylation were observed in the duplicated 

B. ruziziensis and in the interspecific hybrids, possibly as a result of 

hybridization and polyploidization process. 

 

Keywords: Euchromatin. FISH. Forage. GISH. Heterochromatin. 

Methylation.



 

 

SUMÁRIO 

 

 
    

PRIMEIRA PARTE 
1           INTRODUÇÃO ...........................................................................    10 
2           REFERENCIAL TEÓRICO......................................................    13 

REFERÊNCIAS ..........................................................................    34 
SEGUNDA PARTE – ARTIGOS 
ARTIGO 1Constituição e relação genômica em espécies e 

híbridos de Brachiaria (Poaceae) ...............................................    44 
ARTIGO 2 Distribuição cromossômica de modificações de 

histonas e metilação do DNA em espécies e híbridos 

interespecíficos do gênero Brachiaria (Poaceae) ......................    82 
 



10 

 

PRIMEIRA PARTE 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 Gramíneas do gênero Brachiaria (Trinius) Grisebach [(syn. 

Urochloa Hochst. ex A. Rich.) R.D.Webster] reúnem cerca de 100 espécies 

(RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996), sendo algumas de grande 

importância econômica como forrageiras (VALLE; JANK; RESENDE, 

2009). Estima-se que aproximadamente 85% das áreas de pastagens 

cultivadas no Brasil, utilizam cultivares de Brachiaria (MACEDO, 2006), 

dentre as quais as de maior importância agronômica são as apomíticas e, 

geralmente, poliploides B. brizantha (Hochst. ex A. Rich.), B. decumbens 

Stapf, B. humidicola (Rendle) Schweick e a diploide e sexual B. ruziziensis 

(R. Germ & Evrard) (VALLE; PAGLIARINI, 2009). 

As espécies do gênero Brachiaria tem despertado interesse para o 

melhoramento genético, por sua ampla distribuição e adaptação no país. Os 

programas têm utilizado como estratégia a avaliação e seleção de genótipos 

superiores, além de cruzamentos intra e interespecíficos envolvendo B. 

brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis tetraploidizada (SOUZA 

SOBRINHO, 2005; VALLE; PAGLIARINI, 2009). 

Apesar de existir grande semelhança entre as espécies do gênero 

Brachiaria e haver a possibilidade de se obter cruzamentos interespecíficos, 

estudos específicos sobre a relação genômica dentro do gênero são escassos. 

Nesse sentido, análises citológicas, morfológicas e moleculares têm 

contribuído para o estabelecimento de uma relação entre as espécies. Análise 

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

2002; RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996), marcadores moleculares 

RAPD (AMBIEL et al., 2010; TOHME et al., 1996) e ISSR (AZEVEDO et 

al., 2011) e polimorfismo do espaçador transcrito interno (ITS) do DNA 

ribossomal (TORRES-GONZÁLEZ; MORTON, 2005), classificaram B. 

ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha em um mesmo grupo. 
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Adicionalmente, o pareamento cromossômico na meiose em híbridos 

(MENDES-BONATO et al., 2006; RISSO-PASCOTTO et al., 2004a) 

também têm contribuído para avaliação das relações genômicas entre as 

espécies de Brachiaria.  No entanto, ainda não há clareza com relação à 

caracterização/composição dos genomas, que foram, a princípio, designados 

a partir de estudos com meiose, com as iniciais dos nomes científicos das 

espécies, sendo genoma R para B. ruziziensis e genoma B para B. brizantha.   

Análises de citogenética molecular, tais como, as técnicas de FISH e 

GISH, fornecem um resultado visual e direto para a investigação da 

composição e relação genômica entre espécies, e tem sido amplamente 

utilizadas para melhorar o conhecimento e diferenciação dos genomas de 

plantas (WOLNY et al., 2011), solucionar alguns processos de evolução 

cromossômica, incluindo rearranjos estruturais (KSIĄŻCZYK et al., 2014) e 

estudos sobre relações filogenéticas e genômicas (KOPECKÝ et al., 2006; 

REIS et al., 2014). A GISH ainda não foi usada para discriminar os genomas 

das espécies de Brachiaria, mas tem sido aplicada com essa finalidade em 

alguns grupos importantes de gramíneas, tais como, Pennisetum 

(ANDRADE-VIEIRA et al., 2013; REIS et al., 2014), Lolium e Festuca 

(KOPECKÝ et al., 2009) e Setaria (ZAO et al., 2013). 

Além das relações genômicas, outro fator interessante a ser estudado 

em espécies do gênero Brachiaria está relacionado a aspectos epigenéticos, 

no qual é possível estudar a plasticidade genômica das espécies. Os 

mecanismos epigenéticos são capazes de alterar o padrão temporal, espacial 

e a abundância da expressão gênica, nos quais se destacam, a metilação do 

DNA, as modificações de histonas e o RNA de interferência (siRNA) 

(CHEN; SHAOLEI; MENG, 2010). As modificações de histonas e a 

metilação do DNA podem constituir marcas características de determinadas 

regiões cromossômicas, tais como regiões eucromáticas e heterocromáticas 

(FENG; JACOBSEN, 2011) que, respectivamente, caracterizam regiões 

ativas e inativas geneticamente. Assim, de forma semelhante aos estudos 

realizados com outras espécies, tais como milho (HE et al., 2010) e 
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Arabidopsis thaliana (VAUGHN et al., 2007), é plausível o estudo da 

distribuição nuclear e em nível cromossômico, de marcas epigenéticas em 

genótipos como os de Brachiaria que apresentam diferentes modos de 

reprodução e que reúnam em seu processo evolutivo, eventos de 

poliploidização e hibridação interespecífica. A avaliação de espécies de 

Brachiaria pode ser um bom modelo para estudar a plasticidade do genoma 

em plantas de reprodução sexual e apomítica, diploide e tetraploides naturais 

(alotetraploides) e induzidos (autotetraploides) e também em híbridos 

interespecíficos. Dentre as possibilidades de estudo, uma delas é realizar um 

mapeamento de regiões eucromáticas, heterocromáticas e silenciadas nos 

cromossomos/genomas de Brachiaria, utilizando a técnica de 

imunolocalização de histonas modificadas e metilação do DNA. 

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar as 

relações genômicas e aspectos epigenéticos em espécies de Brachiaria e 

híbridos interespecíficos.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 O gênero Brachiaria (Trinius) Grisebach: aspectos taxonômicos, 

botânicos e citogenéticos 

 

Gramíneas do gênero Brachiaria (Trinius) Grisebach [(syn. 

Urochloa Hochst. ex A.Rich.) R.D.Webster], pertencem à tribo Paniceae, 

subfamília Panicoideae e família Poaceae, reúnem cerca de 100 espécies de 

gramíneas (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996). Algumas espécies 

apresentam grande importância econômica, como as forrageiras. Elas são 

amplamente distribuídas nos países tropicais e subtropicais, com grande 

concentração no continente africano, o qual é considerado seu centro de 

origem. As plantas desse grupo se estabelecem em habitats muito variados, 

desde várzeas inundáveis até regiões semidesérticas. A ocorrência mais 

comum, no entanto é em savanas, também chamada de “cerrados” (SOUZA 

SOBRINHO, 2005; VALLE; PAGLIARINI, 2009). 

Brachiaria foi descrita pela primeira vez por Trinius, em 1834, que a 

classificou como uma subdivisão de Panicum, e posteriormente, em 1953, 

foi elevada a categoria de gênero por Grisebach (RENVOIZE; CLAYTON; 

KABUYE, 1996). 

Brachiaria, Urochloa, Eriochloa e Panicum formam um grupo de 

gêneros que compartilham a via fotossintética C4 com a utilização da enzima 

PEP-CK (Fosfoenol Piruvato Carboxiquinase). No entanto, esses gêneros 

apresentam limites taxonômicos ainda indefinidos. As principais 

características que identificam o gênero Brachiaria, dentro da tribo 

Paniceae, são as espiguetas ovais a oblongas, arranjadas em racemos 

unilaterais, com a gluma inferior adjacente à ráquis, em posição adaxial. 

(PEREIRA et al., 2001; RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996). No 

entanto, essas características não são consistentes dentro do gênero, pois, às 

vezes, elas são difíceis de distinguir.  
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Os critérios taxonômicos utilizados, tanto em relação ao gênero 

Brachiaria quanto as espécies componentes não são ainda bem definidos. 

Com base em estudos da biologia floral foi sugerida uma nova nomenclatura 

para algumas espécies, antes formalmente inseridas no gênero Brachiaria, 

incluindo-as no gênero Urochloa. No entanto, por falta de informações 

convincentes, esta nova sistemática tem sido utilizada em trabalhos recentes 

como forma de sinônimos para algumas espécies do gênero Brachiaria, 

sendo nomeadas Urochloa brizantha, Urochloa decumbens, Urochloa 

dictyoneura, Urochloa humidícola e Urochloa ruziziensis (TORRES-

GONZÁLEZ; MORTON, 2005). 

Além da confusão taxonômica, há também um problema de 

identificação dentro do gênero. Segundo Mass (1996) o processo de 

disseminação durante o intercâmbio de germoplasma das espécies de 

Brachiaria, contribuiu para aumentar a confusão na identificação dos 

acessos, no qual um mesmo genótipo foi distribuído com vários nomes 

diferentes ou identificado de forma errada. 

Estudos específicos sobre a relação genômica dentro do gênero 

Brachiaria são escassos, no entanto, análises citológicas, morfológicas e 

moleculares têm contribuído para o estabelecimento de uma relação entre as 

espécies.  

Análise de divergência baseada na avaliação de 24 caracteres 

morfológicos classificou as principais espécies do gênero em três diferentes 

grupos: o primeiro constituído por B. brizantha, B. decumbens e B. 

ruziziensis; o segundo por B. dictyoneura e B. humidicola; e o último grupo 

por espécies de B. jubata (ASSIS et al., 2002).  

Estudos sobre a divergência genética utilizando marcadores 

moleculares RAPD (AMBIEL et al., 2010) e ISSR (AZEVEDO et al., 2011) 

incluiu genótipos de B. ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha em um 

mesmo grupo e B. humidicola foi separada em outro grupo. A proximidade 

filogenética entre essas espécies foi reforçada em estudos sobre a filogenia 

no gênero baseado em dados moleculares (espaçador transcrito interno ITS1, 
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5.8s e ITS2 do rDNA nuclear) e morfológicos (TORRES-GONZÁLEZ; 

MORTON, 2005). Entretanto, com base em análise de um conjunto de 

sementes, viabilidade de mudas e pareamento cromossômico em híbridos, 

Lutts, Ndikumana e Louant (1991) constataram que B. ruziziensis é mais 

estreitamente relacionada com B. decumbens do que B. brizantha. 

O gênero é caracterizado por uma maioria de espécies poliploides e 

apomíticas. A apomixia está normalmente associada à poliploidia e esta, por 

sua vez, frequentemente resulta em irregularidades meióticas levando a 

baixa fertilidade do pólen. O modo de reprodução sexual, geralmente é 

encontrado no nível diploide e está associado ao pareamento e divisão 

cromossômica regular (PEREIRA et al., 2001; VALLE; PAGLIARINI, 

2009). A apomixia descrita é do tipo apospórica, e o saco embrionário do 

tipo Panicum com quatro núcleos, enquanto as plantas sexuais apresentam 

sacos embrionários do tipo Polygonum, com oito ou mais núcleos (VALLE; 

GLIENKE; LEGUISAMON, 1994). 

As plantas do gênero Brachiaria, geralmente são caracterizadas por 

serem robustas, cespitosas, com 1,5 a 2,0 m de altura, colmos inicialmente 

prostrados. Seus rizomas são geralmente muito curtos e retorcidos, as 

inflorescências podem atingir até 40 cm de comprimento, com 4 a 6 

racemos, medindo de 7 a 10 cm de comprimento, e são geradas a partir de 

colmos eretos. Possuem bainhas pilosas e as lâminas foliares são linear-

lanceoladas, esparsamente pilosas na face ventral e glabras na face dorsal 

(SEIFFERT, 1984). 

As espécies caracterizam-se por apresentar número básico de 

cromossomos x = 6, 7, e 9, com predominância de x=9 (DARLINGTON; 

WYLIE, 1955; DUJARDIN, 1979; MORRONE; ZULOAGA, 1992; RISSO-

PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE, 2006; VALLE; SAVIDAN, 1996). 

Valle e Pagliarini (2009) sumarizaram os dados encontrados na literatura 

sobre o nível de ploidia de algumas dessas espécies, das quais as de maior 

interesse agronômico e econômico são: B. brizantha (2n = 2x = 18; 2n = 4x 

= 36; 2n = 5x = 45 ou 2n = 6x = 54), B. decumbens (2n = 2x = 18 ou 2n = 4x 
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= 36), B. dictyoneura (2n = 4x = 36 e 2n = 6x = 54), B. humidicola (2n = 6x 

= 36, 2n = 7x = 42 e 2n = 9x = 54) e B. ruziziensis (2n = 2x = 18). 

A caracterização cromossômica foi realizada por Bernini e Marin-

Morales (2001) em 12 acessos de cinco espécies de Brachiaria. Os autores 

relataram variações no número cromossômico em B. decumbens (2n = 18 e 

36) e em B. humidicola (2n = 36, 42 e 54). B. jubata e B. brizantha 

apresentaram 2n = 36 e B. ruziziensis, 2n = 18. Os cariótipos foram 

classificados como simétricos, com tendência à assimetria em direção aos 

poliploides. Além disso, foi sugerido também que alterações estruturais 

como deleções e adições e, principalmente, a poliploidia está envolvida na 

evolução desse gênero. 

De acordo com Valle e Savidan (1996), plantas naturalmente 

diploide de B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis exibem meiose 

regular, com a formação de nove bivalentes e modo sexual de reprodução.  

As plantas tetraploides apresentam meiose bastante irregular, com a 

formação frequente de univalentes a tetravalentes, e a apomixia como modo 

de reprodução.  

Apesar de existir grande semelhança entre espécies do gênero e 

haver a possibilidade de se obter cruzamentos interespecíficos, a análise 

meiótica de híbridos, obtidos por cruzamentos interespecíficos utilizando-se 

genótipos tetraploides artificiais de B. ruziziensis como genitores femininos 

e genótipos tetraploides de B. brizantha e B. decumbens como genitores 

masculinos, tem revelado uma alta frequência de anormalidades meióticas 

sendo, a maioria delas, na meiose I e relacionadas à segregação irregular de 

cromossomos, típica de poliploides (ADAMOWSKI; PAGLIARINI; 

VALLE, 2008; FELISMINO et al., 2008; FELISMINO; PAGLIARINI; 

VALLE, 2008; FUZINATTO; PAGLIARINI; VALLE, 2007, 2008; 

MENDES-BONATO et al., 2004, 2006; MENDES-BONATO; 

PAGLIARINI; VALLE, 2006, 2007; RISSO-PASCOTTO et al., 2004a, 

2004b; RISSO-PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE, 2005). 
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Mendes-Bonato et al. (2006) relataram uma  reduzida afinidade entre 

os genomas parentais em híbridos de B. brizantha x B. ruziziensis, o qual 

frequentemente formou bivalentes distribuídos em duas placas metafásicas, 

sugerindo assim, a ocorrência do pareamento cromossômico dentro do 

mesmo genoma, denominados genoma R (B. ruziziensis) e genoma B (B. 

brizantha). Assincronia de ambos os genomas parentais foi relatado em um 

híbrido triploide (2n = 3x = 27) de B. brizantha x B. ruziziensis, onde o 

genoma R (genitor feminino) permaneceu atrasado em relação ao genoma B 

(genitor masculino) e foi eliminado em micrósporos na tétrade (RISSO-

PASCOTTO et al., 2004a). 

No entanto, o comportamento meiótico em híbridos interespecíficos 

não é sempre idêntico, análises meióticas do pareamento cromossômico na 

diacinese em híbridos demonstram comportamento genótipo específico, ou 

seja, a afinidade genômica está relacionada com a base genética dos 

genótipos envolvidos no cruzamento. Adamowski, Pagliarini e Valle (2008), 

por exemplo, observaram uma alta frequência de multivalentes na diacinese 

em híbridos de B. brizantha x B. ruziziensis, demonstrando que as espécies 

são relacionadas e a introgressão gênica entre elas é possível por meio da 

recombinação. 

Utilizando a citometria de fluxo para avaliação de uma coleção de 

Brachiaria com relação ao conteúdo de DNA nuclear e o nível de ploidia 

correspondente, Penteado et al. (2000) detectaram a presença de variação 

intra e interespecífica na quantidade de DNA e nos níveis de ploidia, além de 

encontrarem pela primeira vez, a presença de pentaploides naturais no 

gênero.  

O tamanho do genoma de quatro espécies de Brachiaria foi 

estimado por Ishigaki et al. (2010) utilizando a citometria de fluxo. O 

resultado foi expresso em valor C e diferiu entre as cultivares analisadas, 

aumentando de acordo com o nível de ploidia. Os maiores valores foram 

encontrados em poliploides apomíticos (B. decumbens tetraploide 1633 Mpb 

C
-1

, B. brizantha tetraploide 1404 Mpb C
-1

, B. brizantha pentaploide 1743 
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Mpb C
-1

 e B. humidicola hexaploide 1953 Mpb C
-1

) já a espécie diploide 

sexual apresentou menor valor C (B. ruziziensis 615 Mpb C
-1

). Esses 

resultados demonstram que o tamanho do genoma depende do nível de 

ploidia e modo de reprodução em Brachiaria. A caracterização do nível de 

ploidia por meio da citometria de fluxo também foi estimado por Timbó et 

al. (2014) nas espécies comerciais B. ruziziensis, B. decumbens e B. 

brizantha, que apresentaram quantidade média de DNA igual a 1,74 pg 

(picogramas), 3,74 pg e 3,52 pg, respectivamente.  

O uso da técnica de FISH (Fluorescent in situ hybridization) em 

análise citogenética de Brachiaria, permitiu o mapeamento físico de 

sequências heterólogas de rDNA, associado com a cariotipagem 

convencional em acessos de B. brizantha sexual diploide (BRA 002747) e 

apomíticos tetraploides (BRA 000591), onde  evidenciou-se a última sendo 

de origem alopoliploide. Com base nos resultados e no conhecimento 

anterior sobre a apomixia em B. brizantha, os autores sugeriram que a 

origem da apomixia foi provavelmente uma consequência da hibridação 

(NIELEN et al., 2010). 

A coexistência de diferentes genomas, ou seja, alopoliploidia nas 

espécies de Brachiaria também foi evidenciado nos estudos de Akiyama, 

Yamada-Akiyama e Ebina (2010) através da técnica de FISH. Os autores 

observaram diferenças no número de loci 5S não apenas entre espécies, mas 

também dentro das espécies. 

A variação observada no número de cromossomos, na quantidade de 

DNA nuclear, aliada às irregularidades meióticas presentes nos poliploides, 

sugerem que em Brachiaria tenha ocorrido a alopoliploidização de genomas 

distintos ou ocorreu diferentes processos de poliploidização na história 

evolutiva do gênero, assim como em outras gramíneas (VALLE; SAVIDAN, 

1996).  
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2.2 Avaliações citogenéticas no melhoramento de Brachiaria 

 

Plantas forrageiras possuem um importante papel na agropecuária, 

sendo utilizadas como fonte nutritiva para o gado. Nesse sentido, gramíneas 

forrageiras como as do gênero Brachiaria desempenham um papel 

primordial na produção de carne e de leite no Brasil, inicialmente por 

viabilizarem a pecuária em solos ácidos e fracos (ARAÚJO; DEMINICIS; 

CAMPOS, 2008) e atualmente por possuir espécies com resistência à 

cigarrinha das pastagens (SOUZA SOBRINHO; AUAD; LÉDO, 2010) e por 

compor sistemas de integração Lavoura-Pecuária-Floresta (iLPF) 

(MACHADO; BALBINO; CECCON, 2011). 

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística - 

IBGE (2006), as áreas de pastagens são de aproximadamente 170 milhões de 

hectares e estima-se que, aproximadamente, 85% dessas áreas utilizam 

cultivares de Brachiaria (MACEDO, 2006), dentre as quais, as de maior 

importância agronômica são as apomíticas e, geralmente, poliploides B. 

brizantha (Hochst. ex A. Rich.), B. decumbens Stapf, B. humidicola (Rendle) 

Schweick e a diploide e sexual B. ruziziensis (R. Germ & Evrard). Por sua 

ampla distribuição e adaptação, algumas espécies de Brachiaria tem 

despertado interesse para o melhoramento genético (VALLE; PAGLIARINI, 

2009). 

Os programas de melhoramento têm utilizado como principal 

estratégia a avaliação e seleção de genótipos superiores, além de 

cruzamentos intra e interespecíficos envolvendo B. brizantha, B. decumbens 

e B. ruziziensis tetraploidizada (SOUZA SOBRINHO, 2005; VALLE; 

PAGLIARINI, 2009). Desta forma, buscam-se obter híbridos persistentes 

que reúnam características desejáveis de genitores agronomicamente 

promissores, tais como adaptação a solos ácidos, alta produtividade, bom 

valor nutritivo e resistência à cigarrinha-das-pastagens (PEREIRA et al., 

2001). 
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Uma das limitações do melhoramento via hibridação no gênero 

Brachiaria é a diferença de ploidia entre as plantas sexuais e apomíticas 

(ARAÚJO, 2005) o que dificulta os cruzamentos, gerando um baixo número 

de híbridos e com alto grau de esterilidade (VALLE et al., 2004). Sendo 

assim, uma estratégia interessante tem sido a tetraploidização artificial da 

espécie diploide e sexual B. ruziziensis, para possibilitar a realização de 

hibridações interespecíficas com genótipos tetraploides e apomíticos de B. 

brizantha e B. decumbens (ISHIGAKI et al., 2009) e assim explorar a 

variabilidade genética para a seleção de materiais superiores (PEREIRA et 

al., 2001; SOUZA SOBRINHO, 2005). 

A indução da poliploidia é feita utilizando substâncias antimitóticas, 

tais como a colchicina, um alcaloide amplamente utilizado em espécies 

forrageiras (PEREIRA et al., 2012). Nesse sentido, vários trabalhos foram 

desenvolvidos em Brachiaria, a partir de sementes germinadas in vivo 

(SWENNE; LOUANT; DURJARDIN, 1981; TIMBÓ et al., 2014), pelo 

cultivo in vitro de sementes germinadas e múltiplos brotos (ISHIGAKI et al., 

2009) e segmentos basais (PINHEIRO et al., 2000; SIMIONI; VALLE, 

2009). 

A primeira cultivar híbrida de Brachiaria lançada foi a cultivar 

Mulato I, que reuniu características favoráveis de B. ruziziensis e B. 

brizantha cv. Marandu (SOUZA SOBRINHO, 2005). Posteriormente, o 

CIAT (Centro Internacional de agricultura Tropical) lançou a cv. Mulato II. 

Esse híbrido é o resultado de três gerações de cruzamento e seleção, 

iniciados com o cruzamento de B. ruziziensis x B. decumbens. As progênies 

sexuais deste primeiro híbrido foram cruzadas com acessos de B. brizantha, 

o que permitiu a seleção de um clone apomítico que se converteu na cv. 

Mulato II, a qual foi caracterizada como uma gramínea de alta qualidade e 

produção forrageira, resistente às cigarrinhas e adaptada aos solos tropicais 

ácidos e bem drenados (ARGEL et al., 2007). 

O melhoramento via hibridação depende do desenvolvimento de 

métodos seguros para certificação dos cruzamentos e identificação de 
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híbridos obtidos, uma vez que, em Brachiaria, não se faz emasculação 

prévia ao cruzamento e, portanto, algumas plantas da progênie podem ser 

fruto de autofecundação. Entre as possibilidades, há os descritores 

morfológicos, no entanto, estes podem sofrer influência do ambiente além de 

só poderem ser aplicados na planta adulta, após o florescimento (PEREIRA 

et al., 2001). 

Outra possibilidade são os marcadores moleculares, considerados 

como ferramenta segura e precoce para identificação de híbridos. Além de 

acessarem diretamente o genótipo da planta, os marcadores não sofrem 

influência do ambiente e podem ser utilizados em qualquer estágio de 

desenvolvimento (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998; SILVA et al., 

2005). Atualmente, a Embrapa Gado de Leite vem testando marcadores do 

tipo SSR (Simple Sequence Repeats) ou microssatélites específicos para 

Brachiaria. Estes marcadores são codominantes, por isso são considerados 

ideais para a certificação de híbridos (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 

1998). 

Esta avaliação também pode ser realizada através da análise 

citogenética convencional, no entanto, o híbrido apresenta o mesmo número 

cromossômico dos parentais (2n = 4x = 36) e esta avaliação deverá ser feita 

com base em diferenças na morfologia cariotípica, conforme estudos 

realizados por Bernini e Marin-Morales (2001). 

Alternativamente, a identificação de híbridos pode ser realizada por 

meio da Hibridização in situ genômica (GISH). Esta técnica permite que os 

cromossomos de diferentes genitores em plantas híbridas sejam 

diferencialmente identificados (GUERRA, 2004; RAINA; RANI, 2001), 

além de possibilitar o entendimento de outros fenômenos decorrentes do 

evento de hibridização e poliploidização, como os rearranjos genômicos e 

eliminação cromossômica, bem como para entender as relações genômicas 

entre as espécies do gênero. No entanto, não há relatos sobre a utilização 

dessa técnica em espécies e híbridos de Brachiaria. 
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Em alguns grupos de plantas, tais como, Pennisetum (ANDRADE-

VIEIRA et al., 2013; REIS et al., 2014), Lolium e Festuca (CAO et al., 2000; 

KOPECKÝ et al., 2006; KSIAZCZYK; TACIAK; ZWIERZYKOWSKA, 

2010) e trigo (GERMAND et al., 2005) tem-se utilizado sondas genômicas 

que são formadas pelo DNA genômico total de uma espécie,  para distinguir 

os cromossomos oriundos de diferentes parentais, em híbridos 

interespecíficos ou em espécies alopoliploides (GUERRA, 2004; RAINA; 

RANI, 2001). 

A técnica de GISH foi desenvolvida originalmente para demonstrar 

que os genomas parentais de um híbrido entre Hordeum chilense e Secale 

africanum podiam ser reconhecidos durante todo o ciclo celular e que 

ocupavam diferentes domínios no núcleo interfásico (SCHWARZACHER et 

al., 1989). Peñaloza e Pozzobon (2007) destacam as aplicações de GISH na 

caracterização de genomas e cromossomos em poliploides híbridos, plantas 

híbridas, alopoliploides parciais, assim como na identificação de 

translocações e inversões, contribuindo desta forma para o entendimento dos 

processos que levaram à especiação.   

Vários estudos já utilizaram as técnicas de hibridização fluorescente 

e genômica in situ (FISH e GISH) para melhorar o conhecimento e 

diferenciação do genoma da planta (WOLNY et al., 2011; 

ZWIERZYKOWSKI et al., 2008), solucionar alguns processos de evolução 

cromossômica, incluindo rearranjos estruturais (KOPECKÝ et al., 2006; 

KSIĄŻCZYK et al., 2014) e estudos sobre relações filogenéticas e 

genômicas (KOPECKÝ et al., 2006; REIS et al., 2014). A GISH fornece um 

resultado visual e direto para investigação da composição e relação 

genômica entre espécies.  

  

2.3 Organização da cromatina e epigenética 

 

Em eucariotos, o DNA nuclear está associado com histonas e outras 

proteínas em uma complexa estrutura denominada cromatina. O 
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nucleossomo é a unidade fundamental da cromatina, que consiste em um 

centro proteico no qual o DNA enrola-se em, aproximadamente, 1,7 voltas 

com aproximadamente 147 pares de bases (Pb). O centro proteico é 

composto por um octâmero das quatro principais histonas (H3, H4, H2A, 

H2B), sendo que as histonas H2A e H2B formam dois dímeros e as histonas 

H3 e H4 formam um tetrâmero (JIN et al., 2008; KOUZARIDES, 2007). Os 

nucleossomos adjacentes são interligados por uma dupla fita de DNA livre, 

denominado DNA de ligação, com comprimento que varia de 15 a 55 pb 

(HESLOP-HARRISON, 2000). 

Dois tipos de fibra de cromatina podem ser encontradas: a fibra de 

10 nm de diâmetro, que é uma cadeia flexível com aspecto de “colar de 

contas”, onde cada esfera corresponde a um nucleossomo, e a fibra de 30 

nm, em que os nucleossomos são dobrados em um arranjo solenóide com, 

aproximadamente, seis nucleossomos por volta. Tal conformação é facilitada 

pela histona H1 situada imediatamente adjacente ao nucleossomo (LEWIN, 

2004). O solenóide dobra-se sobre si próprio formando alças sobre um 

esqueleto central proteico (escafóide), gerando os cromômeros (300 nm). O 

fio formado pelo conjunto de cromômeros sofre pelo menos duas 

espiralizações sucessivas para formar o cromossomo metafásico com 1400 

nm (GUERRA, 1988; LEWIN, 2004). 

Com relação à cromatina, o genoma dos eucariotos é organizado em 

duas regiões distintas, a eucromatina e a heterocromatina, que são 

citologicamente caracterizadas por diferentes graus de compactação da 

cromatina e por modificações pós-síntese de histonas e DNA metilado. Estes 

eventos estão relacionados com o controle da expressão gênica e 

comportamento dos cromossomos durante a divisão celular (BANNISTER; 

KOUZARIDES, 2011; FUCHS et al., 2006). Segundo Lodish et al. (2014) a 

cromatina em regiões cromossômicas que não estão sendo transcritas 

encontra-se sob a forma condensada, em fibra de 30 nm ou em uma estrutura 

mais condensada, enquanto que as regiões da cromatina transcricionalmente 

ativas encontra-se na forma distendida de fibra de 10 nm. 
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Durante o ciclo celular, a cromatina passa por intensos rearranjos 

estruturais e espaciais. Tais modificações estão associadas às principais 

funções das células: replicação do genoma, transcrição e condensação 

cromossômica (BRADBURY, 1992).  Na intérfase, quando as células não 

estão se dividindo a cromatina encontra-se dispersa no núcleo. Na divisão 

celular, ocorre um processo de compactação dando origem aos cromossomos 

(HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2011). 

O termo heterocromatina, proposto por Heitz em 1928, descreve as 

regiões cromossômicas que permanecem condensadas durante todo o ciclo 

celular. Pode ser dividida em heterocromatina facultativa e a constitutiva. A 

heterocromatina facultativa ocorre em apenas um dos cromossomos do par, e 

é ativo em apenas um curto período de tempo do ciclo de vida, mantendo-se 

epigeneticamente reprimido e heterocromático o restante da vida do 

indivíduo, como por exemplo o cromossomo X inativo das fêmeas de 

mamíferos. A heterocromatina constitutiva ocorre no par de cromosomos 

homólogos e normalmente é transcricionalmente inativa. É constituída por 

sequências de DNA altamente repetitivas, contém poucos genes e é 

encontrada em centrômeros e telômeros (BANNISTER; KOUZARIDES, 

2011; SUMNER, 2003). 

A heterocromatina desempenha um papel importante na manutenção 

de milhares de genes e elementos de DNA seletivamente reprimidos. Várias 

interações moleculares, tais como metilação de DNA e modificações de 

histonas, bem como o recrutamento de complexos de proteínas, são 

necessárias para iniciar e manter o estado reprimido da heterocromatina ao 

longo das divisões celulares (FRANSZ; HOOPEN; TESSADORI, 2006). 

A eucromatina, em contraste com a heterocromatina, é uma região 

do cromossomo menos condensada, com genes ativos e que alterna regiões 

com maior e menor densidade de genes. Algumas regiões da eucromatina 

são enriquecidas com determinadas modificações de histonas, enquanto 

outras regiões parecem relativamente desprovidas de modificações. Em 

geral, essas modificações ocorrem em “ilhas”, que tendem a ser regiões que 
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regulam a transcrição ou são os locais de transcrição ativa (BANNISTER; 

KOUZARIDES, 2011; SUMNER, 2003). 

O remodelamento da cromatina pode impedir ou facilitar a ligação 

dos fatores de transcrição aos seus sítios, promovendo o silenciamento ou a 

ativação gênica. Este modo de regulação gênica conhecido como regulação 

epigenética refere-se principalmente às alterações hereditárias que não estão 

associadas à sequência de DNA, mas podem ser confiavelmente passadas de 

uma geração para a próxima (FUCHS et al., 2006; LEWIN, 2004). Existem 

vários mecanismos epigenéticos de herança, como a metilação do DNA, 

modificações de histonas, RNA de interferência (siRNA), paramutação, 

arranjo de nucleossomos, e outros (CHEN; SHAOLEI; MENG, 2010). 

Além das histonas, a cromatina durante a intérfase é composta por 

um complexo de proteínas incluindo fatores de transcrição, grupos de 

proteínas de alta mobilidade, topoisomerases e polimerases de RNA e DNA 

(KOSHLAND; STRUNNIKOV, 1996). 

Uma característica das histonas e, em particular, de sua cadeia de 

aminoácidos terminais, denominada ''cauda'' N-terminal, é o grande número 

e tipo de modificações pós-traducionais (PTMs) que apresentam. 

Modificações pós-traducionais podem também ocorrer no núcleo das 

histonas, no entanto, devido à restrição estrutural da molécula ocorrem em 

menor frequência (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). Há pelo menos 

oito diferentes tipos de alterações encontradas em histonas, tais como 

metilação, acetilação, fosforilação, ubiquitinação, sumoilação, ADP-

ribosilação, deiminação e isomerização de prolina, que geralmente estão 

associadas com funções distintas (CHEN; SHAOLEI; MENG, 2010; 

KOUZARIDES, 2007). As modificações das histonas são os principais 

fatores determinantes do controle epigenético que regula a ativação gênica e 

as modificações da cromatina durante os ciclos celulares.  

A adequada condensação cromossômica é essencial para a correta 

segregação durante a mitose e meiose. Além da modificação de histonas, 

outras proteínas não histonas também estão envolvidas no processo de 
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condensação dos cromossomos, como a topoisomerase II, o complexo 

condensina e a coesina (MOSER; SWEDLOW, 2011). 

A metilação do DNA que ocorre diretamente sobre a cadeia de 

nucleotídeos, é o tipo mais estável de modificação epigenética. Normalmente 

está relacionado com o silenciamento gênico e também pode alterar o padrão 

de modificação de histonas, resultando na condensação da cromatina. A 

metilação do DNA é estabelecida, mantida e modificada por uma série de 

enzimas específicas e geralmente é transferida para a próxima geração 

durante a mitose ou meiose (HE; ELLING; DENG, 2011). 

  

2.4 Modificações pós-traducionais das histonas e metilação do DNA 

 

As modificações pós-traducionais nas histonas ou a combinação de 

modificações (JIN et al., 2008) e a metilação do DNA (LAW; JACOBSEN, 

2010), implicam em diferentes efeitos na estrutura e função da cromatina e 

são correlacionadas com funções biológicas particulares, tais como a 

ativação ou silenciamento gênico. Este modo de regulação gênica tem sido 

referido como “regulação epigenética” que denota um estado herdável da 

estrutura da cromatina, não associado à sequência do DNA. Apesar de 

reversível, uma vez que a estrutura da cromatina é estabelecida por essas 

modificações, esta pode persistir através das divisões celulares e ser 

conservada ao longo das gerações (FUCHS et al., 2006). 

As histonas e o DNA são modificados por enzimas específicas 

modificadoras de histonas (EMH) e de DNA, respectivamente. As enzimas 

modificadoras de histonas juntamente com os complexos remodeladores de 

cromatina e a metilação de DNA são componentes que ajudam a compactar 

e organizar o genoma em diferentes domínios de cromatina. Esta 

organização interfere em muitos aspectos do comportamento cromossômico, 

como a transcrição, a recombinação e o reparo do DNA (KUO; ALLIS, 

1998). 
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Em contraste com o DNA, onde a metilação das citosinas é a única 

marca covalente identificada, as caudas N-terminal das histonas estão 

sujeitas a uma variedade de modificações pós-síntese, sendo assim, o efeito 

de cada modificação de histonas (metilação, acetilação, fosforilação, 

ubiquitinação, sumoilação, ADP-ribosilação, deiminação e isomerização de 

prolina) depende do aminoácido modificado, da sua posição na cadeia de 

polipeptídeo e da presença de outras modificações na histona (FUCHS et al., 

2006). A variedade das modificações e o elevado número de resíduos de 

aminoácidos que podem ser modificados nas histonas (mais de 60 resíduos 

diferentes) fornecem um “código de histonas”, uma vez que a correlação 

dessas alterações e suas combinações de modificações determinam funções 

específicas (KOUZARIDES, 2007). Assim, qualquer alteração na carga da 

histona terá, sem dúvidas, consequência estrutural para a arquitetura da 

cromatina. 

Embora as histonas e suas modificações por enzimas sejam 

conservadas, vários estudos têm demonstrado que a distribuição 

cromossômica das modificações individuais ou conjuntas (acetilação, 

metilação e fosforilação) pode diferir ao longo do ciclo celular, bem como 

entre grupos de eucariotos (FUCHS et al., 2006; HOUBEN et al., 2003). 

As modificações de histonas, assim como a modificação no DNA 

(metilação das citosinas) podem constituir marcas características de 

determinadas regiões cromossômicas. Por exemplo, a acetilação das lisinas 5 

e 8 da histona H4 e a metilação da histona H3 na lisina 4 são encontradas nas 

regiões eucromáticas dos cromossomos de insetos e plantas (DHAR; 

FUCHS; HOUBEN, 2009; TURNER, 1992). Por outro lado, a mono e 

dimetilação da histona 3 na lisina 9 são marcas que ocorrem na 

heterocromatina em plantas (DHAR; FUCHS; HOUBEN, 2009). Já 

modificações no próprio DNA (metilação das citosinas) em cromossomos de 

plantas e animais estão associadas na maioria das vezes com a 

heterocromatina (LAW; JACOBSEN, 2010). 
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2.4.1 Metilação de histonas 

 

A metilação das histonas é catalisada pela enzima histona 

metiltransferase (HMT), ocorre principalmente sobre as cadeias laterais da 

lisina (posições 4, 9, 17, 27, 36 e 79 da histona H3 e 20 e 59 da histona H4) e 

arginina (posições 2, 17 e 26 da histona H3 e 3 da histona H4), não altera a 

carga da histona e geralmente está associada com a inatividade transcricional 

da cromatina, embora também possa estar correlacionada com sítios 

transcricionalmente ativos no DNA. As lisinas podem ser mono, di ou tri-

metiladas, enquanto a arginina pode ser mono-metilada simetricamente ou 

di-metilada assimetricamente (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011; 

FUCHS et al., 2006). 

A metilação de algumas isoformas da H3K4, H3K36 e H3K79 

potencializa a transcrição e são consideradas marcas de cromatina aberta, 

enquanto que a metilação de isoformas de H3K9, H3K27 e H4K20 marcam 

a estrutura da cromatina reprimida (ou da repressão gênica) (FUCHS et al., 

2006). Entretanto, a ocorrência da maioria das histonas metiladas e sua 

distribuição nuclear podem variar entre diferentes organismos (FUCHS et 

al., 2006; HOUBEN et al., 2003). 

Em Drosophila e algumas espécies de plantas, H3K9me1/me2 e 

H3K27me1/me2 são enriquecidas nas regiões cromossômicas mais 

condensadas (FUCHS et al., 2006). Em mamíferos, as histonas H3K9me3 e 

H4K20me3 marcam preferencialmente a heterocromatina constitutiva 

(SCHOTTA et al., 2004), enquanto a heterocromatina facultativa 

representada pelo cromossomo X é marcada com H3K9/me2 e H3K27/me3 

(ROUGEULLE et al., 2004). Nas espécies vegetais Costus spiralis e 

Eleutherine bulbosa a marcação com o anticorpo contra H3K4me2 foi 

observada nas regiões de condensação tardia, enquanto a marcação com 

H3K9me2 foi mais intensa na cromatina de condensação precoce 

(FEITOZA; GUERRA, 2011). 
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Embora algumas isoformas de histonas estejam associadas a 

eucromatina ou heterocromatina, alguns autores tem observado que sua 

distribuição pode estar relacionada ao tamanho e organização do genoma 

(HOUBEN et al., 2003). Houben et al. (2003) observaram que a metilação 

da histona H3K9 restrita à heterocromatina teve sua distribuição influenciada 

pelo tamanho genômico, diferente de H3K4, que não depende do tamanho 

do genoma e é restrita citologicamente à eucromatina. Em Arabdopsis 

thaliana, por exemplo, com tamanho genômico em torno de ~170 Mpb, 

observou-se que os pontos de metilação das histonas H3K9me1,2 

H3K27me1,2 e H4K20me1 foram restritos à heterocromatina organizada em 

cromocêntros nos núcleos interfásicos, enquanto que metilação da H3K4 

ocorria apenas na eucromatina, associada a atividade transcricional. Ao 

contrário, em Vicia faba (~12.810 Mpb), a metilação da H3K9 foi uniforme 

ao longo de todo o cromossomo, não apresentando relação direta com a 

heterocromatina. 

Em um estudo de comparação entre cromossomos A e cromossomos 

B do complemento cromossômico da espécie Brachycome 

dichromosomatica, Marschner, Kumke e Houben (2007) verificaram que os 

cromossomos B apresentam uma redução no nível de metilação na histona 

H3K4, indicando baixa atividade transcricional em relação aos cromossomos 

tipo A. Os cromossomos B também apresentaram quantidade de 

heterocromatina semelhante aos cromossomos A confirmado pela 

imunocoloração das histonas H3K9 e H3K27. A redução no nível de H3K4, 

uma modificação ligada à atividade transcricional da cromatina ativa, 

justifica em parte a observação de que os cromossomos B são geralmente 

transcricionalmente inativos. 

Vale ressaltar que, a metilação de histonas não apresenta uma regra 

simples, pois há exceções como, por exemplo, a metilação nas lisinas 4 e 9 

da histona H3, que podem apresentar tanto a atividade como o silenciamento 

transcricional (FUCHS et al., 2006). 
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2.4.2 Metilação de DNA 

 

 A metilação do DNA envolve a adição (ligação covalente) de um 

grupo metil ao carbono-5 da citosina, pela enzima DNA metiltransferase 

(Mtases). Ocorre em sítios simétricos  CpG (citosina seguida de uma 

guanina) e CpNpG (N= A, C ou T) e em sítios assimétricos CpHpH (H= C, 

A ou T) (FENG et al., 2010; TSAFTASRIS et al., 2005). A metilação nesses 

sítios pode promover o silenciamento gênico e também alterar o padrão de 

modificação de histonas, resultando na condensação da cromatina 

(JACKSON et al., 2004). O processo de desmetilação ocorre por ação de 

proteínas DNA glicosilases (PROBST; DUNLEAVY; ALMOUZNI, 2009) e 

pode ocorrer como resultado de uma deficiência na manutenção enzimática 

após a replicação do DNA ou um processo enzimático ativo envolvendo 

glicosilases para proteger os genes de uma metilação potencialmente 

deletéria (PENTERMAN et al., 2007). 

A metilação do DNA exerce os seus efeitos através da repressão da 

expressão gênica. Estudos de numerosos genes tecido-específicos utilizando 

diferentes técnicas mostraram uma clara correlação entre o estado de 

metilação e atividade do gene. Em plantas, as evidências do papel da 

metilação na supressão da expressão do gene, surgiu a partir de estudos 

sobre a regulação de elementos transponíveis (FEDOROFF, 1996) e 

silenciamento de transgene em plantas geneticamente modificadas 

(PASZKOWSKI; WHITHAM, 2001). 

Sequências de DNA repetidas em tandem, incluindo DNAs satélites 

e DNA multicópias, geralmente são encontradas fortemente metiladas, 

resultando em um alto nível de condensação da cromatina, enquanto que o 

processo de desmetilação leva a descondensação da cromatina (COLOT; 

ROSSIGNOL, 1999). 

Experimentos utilizando inibidores de metiltransferases 

demonstraram a relação positiva entre a metilação das citosinas e o 

silenciamento gênico, atraves de dois principais mecanismos (BIRD; 



31 

 

WOLFFE, 1999; LEWIN, 2004). Sendo assim, a alteração na transcrição 

gênica, como consequência da metilação do DNA pode ocorrer de duas 

maneiras: impedindo fisicamente a ligação das proteínas transcricionais às 

suas sequências regulatórias, afetando a expressão gênica ou o DNA 

metilado em associação com outras proteínas recrutam histonas-desacetilases 

e outras proteínas de remodelamento, que modificam as histonas, inativando 

e silenciando determinadas regiões da cromatina (BIRD; WOLFFE, 1999). 

Embora na maioria dos casos, a metilação do DNA seja uma marca 

epigenética estável, níveis reduzidos de metilação podem ser observados 

durante o desenvolvimento de plantas e mamíferos. Esta perda da metilação 

pode ocorrer de forma passiva, através da replicação na ausência de vias de 

metilação de manutenção funcional, ou ativamente, removendo citocinas 

metiladas (LAW; JACOBSEN, 2010). 

A metilação do DNA em plantas e animais, normalmente coincide 

com a heterocromatina detectada pelo bandeamento-C, no entanto, existem 

algumas exceções. Em Allium cepa, a metilação ocorre preferencialmente 

nas regiões terminais detectadas com o bandeamento-C, mas foi detectada 

também em alguns sítios proximais e intersticiais (RUFFINI-

CASTIGLIONE; GIRALDI; FREDIANI, 1995). Em Arabidopsis thaliana a 

heterocromatina pericentromérica, composta de DNA repetido em tandem e 

sequências dispersas é metilada em todos os cromossomos (FRANSZ; 

HOOPEN; TESSADORI, 2006). Em Triticale a metilação do DNA não 

apresentou uma posição preferencial em regiões cromossômicas específicas, 

sendo observada uma distribuição não uniforme ao longo dos cromossomos. 

(CASTILHO et al., 1999). 

 Resultados obtidos em estudos com diferentes espécies de plantas 

apoiam fortemente o conceito de que a metilação do DNA desempenha um 

papel fundamental no controle da estrutura da cromatina. Em geral, a 

metilação do DNA foi observada nas regiões de heterocromatina 

pericentromérica, os quais estão associados com elementos transponíveis e 

outras sequências repetitivas (HE; ELLING; DENG, 2011). Isto sugere que 
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uma das funções mais importantes da metilação do DNA é a supressão da 

atividade de transposons e a manutenção da estabilidade do genoma (GOLL; 

BESTOR, 2005). 

Entretanto, a metilação do DNA também foi encontrada em regiões 

totalmente eucromáticas, um grande número de proteínas que codificam para 

genes são metiladas nas regiões transcritas, em contraste com a baixa 

frequência de metilação dentro das regiões promotoras. Em síntese, o que é 

consistente em todos os estudos é que há em todo o genoma significativa 

metilação de DNA em transposons ou genes relacionados à transposons 

(genes TE), pseudogenes e outras sequências repetitivas (HE; ELLING; 

DENG, 2011). 

 O padrão de variação na metilação do DNA entre espécies já foi 

investigado. Vaughn et al. (2007) realizaram uma comparação do padrão de 

metilação do DNA em um único cromossomo entre dois ecótipos distintos 

de Arabidopsis. Os autores encontraram um conservado padrão de metilação 

de transposons e um diversificado padrão de metilação gênica entre os dois 

ecótipos. Feng et al. (2010) realizaram a comparação do padrão de metilação 

de DNA do genoma entre oito espécies, incluindo três de plantas 

(Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e Populus trichocarpa). Um padrão de 

metilação de DNA semelhante entre as espécies de plantas foi observado. 

Todos os três tipos de metilação de DNA (CG, CHG e CHH) foram 

detectados. A metilação CHH foi distribuída amplamente no genoma de O. 

sativa, já em A. thaliana e P. trichocarpa foi enriquecida na heterocromatina 

pericentromérica. Um maior nível de metilação CHG em sequências 

repetitivas e elementos transponíveis foram observados em plantas lenhosas 

(P. trichocarpa) em comparação com plantas herbáceas (O. sativa e A. 

thaliana). Os autores sugerem que a divergência na metilação de DNA 

ocorreu durante a evolução das espécies. 

 Pesquisa sobre respostas epigenéticas envolvendo a hibridação e a 

formação de poliploides foi realizada no gênero Spartina. A hibridação entre 

o europeu hexaploide Spartina maritima e o americano hexaploide Spartina 
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alterniflora ocorreu duas vezes no passado, o que resultou em dois híbridos 

que são geneticamente uniformes. O estudo demonstrou que o genoma dos 

híbridos tem sofrido uma intensa repadronização da metilação quando 

comparados a seus ancestrais. Além disso, uma porcentagem alta de 

fragmentos recém metilados foram observados nos dois híbridos (SALMON; 

AINOUCHE; WENDEL, 2005). 
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RESUMO 

 

Brachiaria pertence à família Poaceae e compreende espécies com diferentes 

níveis de ploidia e modo de reprodução. Apesar da grande importância 

econômica e agronômica das espécies forrageiras e elevada frequência de 

poliploides, estudos específicos sobre a constituição e relação genômica 

dentro do gênero Brachiaria são restritos. Nesse sentido, análises de 

citogenética molecular podem auxiliar no conhecimento e diferenciação dos 

genomas, uma vez que fornecem um resultado visual e direto para 

investigação das relações filogenéticas das espécies. O objetivo do presente 

estudo foi investigar as relações genômicas entre B. ruziziensis, B. 

decumbens, B. brizantha e híbridos interespecíficos por meio da técnica de 

hibridização genômica in situ (GISH) com DNA genômico total, 

hibridização fluorescente in situ (FISH) com sequência de DNA repetitivo 

rDNA 45S e 5S e a quantificação do tamanho do genoma nuclear por 

citometria de fluxo. O híbrido 1863 (B. ruziziensis x B. brizantha)  

apresentou número cromossômico (2n = 4x = 36), quantidade de DNA (3,24 

pg) e sítios de rDNA (quatro sinais de 45S e sete sinais de 5S) conforme o 

esperado a partir do cruzamento de B. ruziziensis e B. brizantha. O híbrido 

cv. Mulato II [(B. ruziziensis x B. decumbens) x B. brizantha)] também 

apresentou 2n = 36 cromossomos, sete sinais de rDNA 5S, quatro sinais de 

45S e um aumento no conteúdo de DNA (3,83 pg) em relação à média dos 

genitores (3,43 pg). No híbrido 963 (B. ruziziensis x B. decumbens), todas as 

metáfases apresentaram 2n = 38 cromossomos, excedendo 2 cromossomos 

do esperado que representou um aumento de cerca de 0,29 pg (9%) de DNA, 

considerando a média do conteúdo de DNA dos genitores (3,33 pg) e a 

presença de cinco sinais de rDNA 45S e sete sinais de 5S. A análise da 

GISH nos híbridos permitiu identificar a ocorrência de rearranjos e 

diferenças da contribuição dos genomas genitores na constituição do híbrido. 

Com base nos resultados da GISH foi proposta a constituição genômica de 

B. brizantha (BBB
1
B

1
), B. decumbens (B

1
B

1
B

2
B

2
) e B. ruziziensis (B

2
B

2
). Os 

genomas B, B
1 

e B
2
 foram considerados homeólogos, com menor afinidade 

entre os genomas B e B
2
. 

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

 

Brachiaria belongs to Poaceae family and comprises species with different 

ploidy levels and reproduction mode. Despite the great economic and 

agronomic importance of the forage species and high frequency of polyploid, 

specific studies about genomic constitution and relationship within of the 

Brachiaria genus are restricted. Accordingly, molecular cytogenetic analysis 

can aid the understanding and differentiation of genomes, since they provide 

a visual and direct result for investigation of the phylogenetic relationships 

of species. The aim of this study was to investigate the genomic relationship 

among B. ruziziensis, B. decumbens, B. brizantha and interspecific hybrids 

by means of Genomic in situ Hybridization (GISH) with total genomic 

DNA, Fluorescence in situ Hybridization (FISH) with repetitive sequences 

of rDNA of 45S and 5S and quantification of the nuclear genome size by 

means of flow cytometry. The hybrid 1863 (B. ruziziensis x B. brizantha) 

presented chromosome number (2n = 4x = 36), DNA amount (3.24 pg) and 

rDNA sites (four signals of 45S and seven signals 5S) as expected, from the 

crossing between B. ruziziensis and B. brizantha. The hybrid cv. Mulato II 

[(B. ruziziensis x B. decumbens) x B. brizantha)] also presented 2n = 36 

chromosomes, seven signals of 5S rDNA, four signals of 45S and an 

increase in DNA content (3.83 pg) compared to the average of the parents 

(3.43 pg). The hybrid 963 (B. ruziziensis x B. decumbens) presented all 

metaphases with 2n = 38 chromosomes, exceeding 2 chromosomes 

comparing to the expected number and an increase of 0.29 pg (9%) of DNA, 

considering the average DNA content of the parents (3.33 pg ) and the 

presence of five signals of 45S rDNA and seven signals of 5S. The analysis 

of GISH in the hybrid indicated the occurrence of rearrangements and 

difference of the contribution of genome parent in the constitution of hybrid. 

Based on GISH results, was proposed the genomic constitution of B. 

brizantha (BBB
1
B

1
), B. decumbens (B

1
B

1
B

2
B

2
) and B. ruziziensis (B

2
B

2
). 

The genomes B, B
1 

and B
2
 were considered homeologous, with lower 

affinity between the genomes B e B
2
. 

 

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

 

Gramíneas do gênero Brachiaria (Trinius) Grisebach [(syn. 

Urochloa Hochst. ex A.Rich.) R.D.Webster], são membros da tribo 

Paniceae, subfamília Panicoideae e família Poaceae, reúnem cerca de 100 

espécies (Renvoize et al., 1996), distribuídas por toda região tropical e 

subtropical, com grande concentração no continente Africano, incluindo 

espécies com diferentes níveis de ploidia e modo de reprodução, algumas de 

grande importância econômica sendo utilizadas como forrageiras (Souza 

Sobrinho, 2005; Valle e Pagliarini, 2009).  

Atualmente, as espécies de Brachiaria que apresentam maior valor 

agronômico são as apomíticas e, geralmente, poliploides B. brizantha 

(Hochst. ex A. Rich.), B. decumbens Stapf, B. humidicola (Rendle) 

Schweick e a diploide e sexual B. ruziziensis (R. Germ & Evrard). Por sua 

ampla variabilidade, distribuição e adaptação, algumas espécies de 

Brachiaria tem despertado interesse para o melhoramento genético (Valle e 

Pagliarini, 2009). 

As espécies de Brachiaria caracterizam-se por apresentar número 

básico de cromossomos x = 6, 7, e 9, com predominância de x=9 (Darlington 

e Wylie, 1955; Dujardin, 1979; Morrone e Zuloaga, 1992; Valle e Savidan, 

1996; Risso-Pascotto et al., 2006). A caracterização cromossômica de 12 

acessos e cinco espécies demonstrou haver variação na morfologia 

cromossômica entre espécies e dentro de acessos de uma mesma espécie, 

com o mesmo nível de ploidia (Bernini e Marin-Morales, 2001).  

Estudos específicos sobre a relação genômica dentro do gênero 

Brachiaria são restritos. Análises citológicas, morfológicas e moleculares 

têm contribuído para o estabelecimento de uma relação entre as espécies. 

Análise de divergência genética baseada em caracteres morfológicos 

(Renvoize et al., 1996; Assis et al., 2002), marcadores moleculares RAPD 
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(Tohme et al., 1996; Ambiel et al., 2010) e ISSR (Azevedo et al., 2011) 

classificaram B. ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha em um mesmo 

grupo. A proximidade filogenética entre essas espécies foi confirmada por 

estudos sobre a filogenia no gênero baseado em dados moleculares 

(espaçador transcrito interno ITS1, 5.8s e ITS2 do rDNA nuclear) e 

morfológicos (Torres González e Morton, 2005). No entanto, ainda não há 

clareza com relação à caracterização/composição dos genomas, que foram a 

princípio designados, a partir de estudos com meiose, com as iniciais dos 

nomes científicos das espécies, sendo genoma R para B. ruziziensis e B para 

B. brizantha.     

Além dessas informações, o pareamento cromossômico na meiose 

em híbridos interespecíficos é um bom método para avaliar as relações 

genômicas entre espécies e auxiliar no estabelecimento da filogenia no 

gênero. Apesar de existir grande semelhança entre as espécies de Brachiaria 

e haver a possibilidade de cruzamentos interespecíficos, em analise meiótica 

Mendes-Bonato et al. (2006b) relataram uma  reduzida afinidade entre os 

genomas parentais em híbridos de B. brizantha x B. ruziziensis, o qual 

frequentemente formou bivalentes distribuídos em duas placas metafásicas, 

sugerindo assim, a ocorrência do pareamento cromossômico intragenoma, 

denominados genoma R (B. ruziziensis) e genoma B (B. brizantha). A 

assincronia entre os genomas parentais foi também relatado em um híbrido 

triploide (2n = 3x = 27) de B. brizantha x B. ruziziensis, onde os 

cromossomos do genoma R (genitor feminino) permaneceram atrasados em 

relação aos do genoma B (genitor masculino) e foram eliminados em 

micrósporos na tétrade (Risso-Pascotto et al., 2004).  

No entanto, o comportamento meiótico em híbridos interespecíficos 

não é sempre idêntico, análises meióticas do pareamento cromossômico na 

diacinese em híbridos demonstraram comportamento genótipo-específico, ou 

seja, a afinidade genômica está relacionada com a base genética dos 

genótipos envolvidos no cruzamento, o que tende a dificultar a definição das 

relações genômicas (Valle e Pagliarini, 2009). Adamowski et al. (2008), por 
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exemplo, observaram uma alta frequência de multivalentes na diacinese em 

híbridos de B. brizantha x B. ruziziensis, demonstrando que as espécies são 

relacionadas e a introgressão gênica entre elas é possível por meio da 

recombinação. 

Análises de citogenética molecular, tais como, as técnicas de FISH e 

GISH tem sido amplamente utilizadas para melhorar o conhecimento e 

diferenciação dos genomas de plantas (Zwierzykowski et al., 2008; Wolny et 

al., 2011), solucionar alguns processos de evolução cromossômica, incluindo 

rearranjos estruturais (Kopecký et al., 2006; Książczyk et al., 2014) e 

estudos sobre relações filogenéticas e genômicas (Kopecký et al., 2006; Reis 

et al., 2014). A GISH fornece um resultado visual e direto para investigação 

da composição e relação genômica entre espécies. Essa técnica ainda não foi 

usada para discriminar os genomas das espécies e híbridos de Brachiaria, 

mas tem sido aplicada com essa finalidade em alguns grupos importantes de 

gramíneas, tais como, Pennisetum (Andrade-Vieira et al., 2013; Reis et al., 

2014), Lolium e Festuca (Cao et al., 2000; Kopecký et al., 2009), Triticeae 

(Anamthawat-Jónsson et al., 1990), Brachypodium (Wolny e Hasterok, 

2009) e Setaria (Benabdelmouna et al., 2001; Zhao et al., 2013). 

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi investigar as 

relações genômicas entre B. ruziziensis, B. decumbens, B. brizantha e 

híbridos interespecíficos por meio da técnica de hibridização genômica in 

situ (GISH) com DNA genômico total. Adicionalmente, a hibridização 

fluorescente in situ (FISH) com sequência de DNA repetitivo 45S e 5S 

rDNA e a quantificação do tamanho do genoma nuclear por citometria de 

fluxo foram realizadas nos híbridos interespecíficos para auxiliar no 

estabelecimento das relações genômicas.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material vegetal 

 

As avaliações foram feitas em plantas sexuais de Brachiaria 

ruziziensis (cultivar Kennedy e genótipo tetraploidizado obtido por Timbó et 

al. (2014b) na Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil), nas 

apomíticas Brachiaria brizantha (cultivar Marandu) e Brachiaria decumbens 

(cultivar Basilisk) e em híbridos interespecíficos experimentais oriundos do 

cruzamento entre B. ruziziensis x B. decumbens (identificação: H963), B. 

ruziziensis x B. brizantha (identificação: H1863) e o híbrido triespecífico 

comercial entre B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha (cultivar 

Mulato II/Convert HD364). Este último híbrido é o resultado de três 

gerações de cruzamento e seleção, iniciados com o cruzamento de B. 

ruziziensis x B. decumbens. As progênies sexuais deste primeiro híbrido 

foram cruzadas com acessos de B. brizantha, o que permitiu a seleção de um 

clone apomítico que se converteu posteriormente na cv. Mulato II (Argel et 

al., 2007). 

 

2.2 Preparação das lâminas/obtenção de metáfases  

 

As raízes foram coletadas e submetidas à pré-tratamento com 

ciclohexamida (12,5 mg.L
-1

 ) por 2 horas a temperatura ambiente. 

Posteriormente foram lavadas em água destilada e fixadas em solução de 

etanol: ácido acético (3:1). As raízes foram submetidas à digestão enzimática 

em um mix de enzima contendo celulase “Onozuka R10” (0,7%), celulase 

Sigma (0,7%), pectoliase Sigma (1%) e citohelicase Sigma (1%) por 90 

minutos a 37°C. As lâminas foram preparadas pelo método de secagem a 

chama (Dong et al., 2001). 
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A avaliação e seleção das lâminas foi realizada em microscópio de 

luz sob contraste de fase e as melhores metáfases, com cromossomos 

espalhados e sem citoplasma, foram marcadas. As lâminas foram 

armazenadas em temperatura ambiente até o emprego da técnica de 

hibridização in situ.  

 

2.3 Hibridização in situ – GISH e FISH 

 

Para a GISH, foi utilizado o DNA genômico de B. ruziziensis 

(diploide), B. brizantha e B. decumbens (tetraploides) como sonda. Para 

FISH foram utilizados os rDNAs 45S e 5s (pTa71) e sequência telomérica 

provenientes do genoma de Triticum aestivum L. As sondas foram marcadas 

com biotina-16-dUTP ou digoxigenina-12-dUTP através de reação de Nick 

translation. A FISH foi realizada nos híbridos e na espécie B. ruziziensis 4x. 

Para as demais espécies foram utilizados os dados de Nani (2015).  

 A preparação cromossômica foi desnaturada em formamida 70% a 

85ºC por 1 min e 25 seg, seguido de desidratação em série alcoólica 70%, 

90% e 100%.  A mistura de hibridização contendo formamida (50%), sulfato 

de dextran (10%), SSC 2x pH 7.0, 50-100ng de sonda marcada com 

biotina/digoxigenina foi desnaturada a 95ºC por 8 minutos, seguida de 5 

minutos no gelo. A mistura de hibridização foi aplicada sobre a preparação 

cromossômica, coberta com lamínula 24x40 mm e vedada com cola vinil. A 

hibridização ocorreu a 37ºC em câmara úmida por, no mínimo, 24 horas. 

A detecção das sondas foi feita com o uso dos anticorpos 

estreptavidina conjugada com alexafluor 488 e antidigoxigenina conjugada 

com rodamina após lavagens estringentes com tampão SSC 2x e TNT. Os 

cromossomos foram contrastados com DAPI (2µg/mL)/Vectashield. As 

imagens foram capturadas usando uma câmera QImaging Retiga EXi CCD 

acoplada a um microscópio de fluorescência Olympus BX 60 e o contraste 

final feito com o software Photoshop CS3.  
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Para avaliar a proporção dos genomas utilizados como sonda nas 

metáfases, os cromossomos e os segmentos cromossômicos marcados pela 

sonda genômica (sinais em vermelho/rosa) foram medidos utilizando o 

programa MicroMeasure 3.3.  

Para definir o posicionamento dos sinais de hibridização nos 

cromossomos, associada ao tamanho (µm) da região hibridizada, foi 

utilizada a classificação das regiões cromossômicas proposta por Roa e 

Guerra (2012), com algumas adaptações (Figura 1), as quais foram 

caracterizadas como regiões centromérica/pericentromérica - cen/per (0,01-

1,49µm), proximal e intersticial-proximal - p/ip (1,50-1,99µm), intersticial-

terminal - it e terminal - t (>2,00µm) e todo o cromossomo - wc 

(hibridização completa). 

  

 

 

Figura 1 Divisão das regiões cromossômicas: região centromérica e 

pericentromérica (cen/per), proximal e intersticial-proximal (p/ip), 

intersticial-terminal (it), terminal (t) e todo o cromossomo (wc). Fonte: 

Adaptado de Roa e Guerra (2012). 

 

2.4 Quantificação do DNA nuclear por citometria de fluxo 

 

Para estimativa do conteúdo de DNA, três amostras de cada híbrido 

(H1863, cv. Mulato II e H963) foram quantificadas. Tecido foliar jovem (20-

30 mg) dos híbridos de Brachiaria foi macerado juntamente com a mesma 

quantidade de Pisum sativum (padrão interno de referência – Quantidade de 

DNA 2C = 9,09pg) em placa de petri contendo 1mL de tampão MgSO4 
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gelado, para obtenção da suspensão nuclear (Dolezel, 1997). À suspensão 

nuclear foi adicionado 1µL de iodeto de propídeo. Para cada amostra foi 

quantificado pelo menos dez mil 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 nuclear das plantas foi estimado 

em picogramas (pg) por comparação (regra de três) com a posição do pico 

G1 do padrão interno de referência. 

Para as demais espécies (B. decumbens, B. brizantha e B. ruziziensis 

diploide e tetraploide) inferências foram realizadas a partir dos dados de 

citometria de Timbó et al. (2014a e 2014b).  

 

3 RESULTADOS 

 

Número cromossômico, tamanho do genoma e sítios de DNA ribossomal 

em espécies e híbridos interespecíficos de Brachiaria 

    

 Os híbridos 1863 (B. ruziziensis x B. brizantha) e cv. Mulato II [(B. 

ruziziensis x B. decumbens) x B. brizantha] apresentaram 36 cromossomos e 

3.24 e 3.83 pg de DNA, respectivamente (Tabela 1 e Figura 2). Resultado 

inesperado foi obtido para o híbrido entre B. ruziziensis e B. decumbens 

(963), o qual apresentou 38 cromossomos, confirmados por meio da sonda 

telomérica, em todas as metáfases avaliadas. A estimativa para o conteúdo 

de DNA (3.62pg) mostrou que os dois cromossomos adicionais contribuíram 

para um aumento de cerca de 0,4 pg de DNA (Tabela 1 e Figura 2).  
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Tabela 1 Número cromossômico, nível de ploidia, quantidade de DNA e número total de sinais de rDNA 45S e 5S em espécies e 

híbridos de Brachiaria. 

   Número de sítios de 

rDNA 

 

Espécies/Híbridos 2n Nível de ploidia 5S 45S DNA  (pg) 

B. decumbens (cv. Basilisk) 36 4x 7
3 

4
3
 3,74

1 

B. brizantha (cv. Marandu) 36 4x 3, 5 e 6
3
 2, 3 e 4

3
 3,52

1 

B. ruziziensis (cv. Kennedy) 18 2x 4
3
 2

3
 1,74

1 

B. ruziziensis (“Iracema”) 36 4x 6 4 2,92
2 

H963 (B. decumbens x B. ruziziensis) 38 4x+2 7 5 3,62 

H1863 (B. brizantha x B. ruziziensis) 36 4x 7 4 3,24 

cv. Mulato II [(B. ruziziensis x B. decumbens) x B. brizantha)] 36 4x 7 4 3,83 

Referências: 
1
Timbó et al., 2014a. 

2
Timbó et al., 2014b. 

3
Nani (2015). 
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Figura 2 Metáfases com cromossomos contrastados com DAPI (azul) e 

histogramas de citometria de fluxo para quantificação do DNA nos híbridos 

1863 (A e B), cv. Mulato II (C e D) e 963 (E e F). Em destaque, metáfase 

com sonda telomérica em vermelho no híbrido 963, confirmando a presença 

de 38 cromossomos. A barra representa 10µm. 

 

A FISH simultânea com sondas de genes de rDNA identificou 

quatro cromossomos com a sequência de rDNA 45S, em posição terminal, 

em B. ruziziensis 4x (Figura 3A), nos híbridos 1863 (B. brizantha x B. 

ruziziensis, Figura 3C) e na cv. Mulato II (B. ruziziensis x B. decumbens x B. 

brizantha, Figura 3D). O híbrido 963 (B. ruziziensis x B. decumbens) 

apresentou cinco sinais de rDNA 45S em posição terminal (Figura 3B). Em 

relação ao sítio de rDNA 5S, foram observados sete sinais nos três híbridos e 

seis em B. ruziziensis 4x, todos localizados em posição intersticial-proximal 

no cromossomo.  
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Figura 3 Distribuição dos sítios de DNA ribossomal 5S (vermelho) e 45S 

(verde) detectado pela FISH em cromossomos metafásicos contrastados com 

DAPI (azul) de Brachiaria ruziziensis 4x (A), híbrido 963 (B), Híbrido 1863 

(C) e híbrido cv. Mulato II (D), seta indica um sinal de rDNA 5S fraco. A 

barra representa 10µm. 

 

Analise da hibridização genômica in situ (GISH)  

  

Os resultados da GISH realizada reciprocamente entre B. ruziziensis 

(diploide), B. decumbens e B. brizantha (tetraploides) estão apresentados na 

tabela 2 e figura 4. Em B. brizantha, quando utilizada a sonda do DNA 

genômico de B. ruziziensis a proporção do genoma hibridizado foi de 

49.55%. Sinais de hibridização foram visualizados em 18 cromossomos nas 

regiões centromérica/pericentromérica e em 18 cromossomos até a região 

proximal/intersticial-proximal (Figura 4A, Tabela 2). A sonda de B. 

decumbens hibridizou com 59.66% do genoma de B. brizantha e marcou 

nove cromossomos na região centromérica/pericentromérica, 20 
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cromossomos até a região proximal/intersticial-proximal e sete cromossomos 

hibridizaram inteiramente (Figura 4B, Tabela 2).   

 Em B. decumbens, a proporção do genoma hibridizado foi de 

35.24% com o DNA genômico total de B. ruziziensis. Houve uma marcação 

intensa na região centromérica/pericentromérica de 18 cromossomos; 14 

cromossomos apresentaram sinal de hibridização que se estenderam até a 

região proximal/intersticial-proximal e quatro estavam quase completamente 

hibridizados com sinais até a região terminal (Figura 4C, Tabela 2). A sonda 

de B. brizantha hibridizou com 61.04% dos cromossomos de B. decumbens, 

os quais apresentaram sete cromossomos inteiramente hibridizados. Os 

demais apresentaram intensa marcação no centrômero/pericentrômero (14) e 

até região proximal/intersticial-proximal (15) (Figura 4D, Tabela 2). 

 Em B. ruziziensis diploide, a sonda de DNA genômico de B. 

decumbens hibridizou com 63.54% dos cromossomos. Dez cromossomos 

apresentaram sinais intensos proximais/intersticiais-proximais e em oito 

cromossomos os sinais se estenderam até a região intersticial-terminal 

(Figura 4E, Tabela 2). A sonda genômica de B. brizantha hibridizou com 

32.69% do genoma de B ruziziensis. Os sinais foram observados em 14 

cromossomos na região centromérica/pericentromérica, em dois 

cromossomos sinais se estenderam até a região proximal/intersticial-

proximal e dois cromossomos apresentaram um sinal fraco e localizado na 

região centromérica/pericentromérica (Figura 4F, Tabela 2). 
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Figura 4 Metáfases de B. brizantha (2n = 4x = 36) com sonda de B. 

ruziziensis (A) e B. decumbens (B). Metáfases de B. decumbens (2n = 4x = 

36) com sonda de B. ruziziensis (C) e B. brizantha (D). Metáfases de B. 

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

(F). Cromossomos contrastados com DAPI (azul) e marcação da sonda nos 

cromossomos indicada pela fluorescência (vermelho/rosa). A barra 

representa 10µm. 
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Tabela 2 Média (%) e desvio padrão da hibridização entre os genomas das 

espécies e híbridos de Brachiaria. 

Sonda 

 

Metáfase 

B. ruziziensis B. brizantha B. decumbens 

B. ruziziensis 2x 100% 32.69 ± 2.45 63.54 ± 1.05 

B. brizantha 49.55 ± 2.31 100% 59.66 ± 0.51 

B. decumbens 35.24 ± 1.65 61.04 ± 2.01 100% 

Híbrido 963 48.86 ± 1.06 - 69.46 ± 1.43 

Híbrido 1863 34.67 ± 1.53  70.57 ± 1.84 - 

Híbrido cv. Mulato II 49.26 ± 1.07 51.63 ± 1.91 67.64 ± 0.53  

(-): Não foi realizada a hibridização da sonda de B. brizantha no híbrido 963 

e sonda de B. decumbens no híbrido 1863.  

 

Nos híbridos interespecíficos, a GISH realizada com sonda dos 

genitores envolvidos nos cruzamentos, sem utilizar DNA de bloqueio, 

mostra a marcação de todos os cromossomos das metáfases avaliadas 

(Tabela 2 e Figura 5A, B, C, D, E e F).  
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Figura 5 Metáfases do híbrido 1863 com sonda de B. ruziziensis (A) e B. 

brizantha (B). Metáfases do híbrido cv. Mulato II com sonda de B. 

ruziziensis (C), B. brizantha (D) e B. decumbens (E). Metáfases do híbrido 

963 com sonda de B. ruziziensis (F) e B. decumbens (G). Cromossomos 

contrastados com DAPI (azul) e marcação da sonda nos cromossomos 

indicada pela fluorescência (vermelho/rosa). A barra representa 10µm. 

 

O DNA genômico de B. ruziziensis hibridizou com 34.67% do 

genoma do híbrido 1863 e marcou intensamente nove cromossomos no 

centrômero/pericentrômero, 23 até a região proximal/intersticial-proximal e 

quatro até a região intersticial-terminal (Figura 5A, Tabela 2). No híbrido cv. 

Mulato II, esta mesma sonda hibridizou com 49.26% do genoma, em que, 



61 

 

oito cromossomos hibridizaram completamente, oito cromossomos não 

apresentaram sinais de hibridização e os demais apresentaram sinais 

centroméricos/pericentroméricos (nove) e proximais/intersticiais-proximais 

(11) (Figura 5C, Tabela 2).  Para a sonda obtida do DNA genômico de B. 

brizantha ocorreu uma hibridização com 70.57% do genoma do híbrido 1863 

e em 51.63% do híbrido Mulato II. No híbrido 1863, foram observados sete 

cromossomos inteiramente marcados, 20 cromossomos os sinais se 

estenderam até a região proximal/intersticial-proximal e nove até a região 

intersticial-terminal (Figura 5B, Tabela 2). A hibridização nos cromossomos 

híbrido Mulato II mostrou dois com sinais centroméricos/pericentroméricos, 

27 sinais até a região proximal/intersticial-proximal e sete sinais até a região 

intersticial-terminal (Figura 5D, Tabela 2).  A sonda do DNA genômico de 

B. decumbens hibridizou com 67.64% do genoma do híbrido cv. Mulato II, 

foram observados seis cromossomos com hibridização na região 

centromérica/pericentromérica, 12 cromossomos com a hibridização se 

estendendo até região proximal/intersticial-proximal, 11 até a região 

interticial-terminal e sete com hibridização total (Figura 5E, Tabela 2).   

Para o terceiro híbrido (963) entre B. ruziziensis e B. decumbens, que 

apresenta 2n = 38 cromossomos, a sonda de B. ruziziensis hibridizou com 

48.86% do genoma e marcou inteiramente dois cromossomos, nove 

cromossomos no centrômero/pericentrômero e em 27 cromossomos os sinais 

de hibridização que se estenderam até a região proximal/intersticial-proximal 

(Figura 5F, Tabela 2). Com o DNA genômico de B. decumbens, houve 

hibridização com 69.46% no genoma do híbrido 963. Oito cromossomos 

foram completamente hibridizados, um apresentou sinal 

centromérico/pericentromérico e 29 apresentaram marcação estendida para a 

região intersticial-terminal (Figura 5G, Tabela 2). 
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4 DISCUSSÃO 

 

Número cromossômico, tamanho do genoma e FISH (rDNA 45 e 5S) 

 

O híbrido 1863 apresentou 2n = 36 cromossomos, conforme o 

esperado a partir do cruzamento de B. ruziziensis (2n = 4x = 36) e B. 

brizantha (2n = 4x = 36). A quantidade de DNA foi de 3,24 pg. Essa 

estimativa se aproxima dos valores médios esperados (3,22pg), tendo por 

base as estimativas do conteúdo de DNA dos genitores B. brizantha e B. 

ruziziensis duplicada que são 3,52 e 2,92 pg, respectivamente, descritas por 

Timbó et al. (2014a, 2014b).  

O híbrido cv. Mulato II também apresentou 2n = 36 cromossomos e 

um aumento no conteúdo de DNA (3,83 pg) em relação à média estimada 

dos genitores (3,43 pg). Esse aumento corresponde a cerca de 0,40 pg (12%) 

de DNA. Esta situação é oposta ao que normalmente é observado em outros 

híbridos, como por exemplo, em híbridos de Pennisetum glaucum x 

Pennisetum purpureum, no qual foi observada uma redução de até 3,17 pg 

na quantidade de DNA, 30 dias após a hibridação (Nunes et al., 2013). De 

acordo com Leitch e Bennett (2004), uma resposta esperada para 

alopoliploidização é a ativação de transposons no novo ambiente genético do 

núcleo poliploide, o que pode causar um aumento do conteúdo de DNA. Os 

elementos transponíveis quando são replicativos (TEs de classe II, subclasse 

II), geram como consequência do seu modo de transposição alteração na 

composição molecular e/ou a quantidade de DNA no genoma do hospedeiro 

(Ferdoroff, 2000; Wicker et al., 2007; Raskina et al., 2008). No entanto, o 

efeito preciso da poliploidização no conteúdo de DNA, como por exemplo, 

um aumento, uma redução ou nenhuma mudança, depende da natureza do 

transposon e o modo e frequência de transposição (Leitch e Bennett, 2004). 

Essa diferença na quantidade de DNA também pode ser atribuída a variações 

intraespecíficas nas espécies utilizadas como genitores. Há que se considerar 

também que, segundo Dolezel (1997), são observadas variações na 
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quantidade de DNA entre genótipos, populações, linhagens ou cultivares 

dentro de uma espécie. 

No híbrido 963, todas as metáfases avaliadas apresentaram 2n = 38 

cromossomos, excedendo 2 cromossomos do esperado, considerando os 

genitores de B. ruziziensis (2n = 4x = 36) e B. decumbens (2n = 4x = 36). 

Esse acréscimo de dois cromossomos representou um aumento de cerca de 

0,29 pg (9%) de DNA, considerando a média do conteúdo de DNA dos 

genitores (3,33 pg).  Um fator importante a ser considerado é que o genótipo 

de B. ruziziensis utilizado como genitor feminino nos cruzamentos, passou 

por um processo de indução de duplicação cromossômica com colchicina. 

Em geral, a eficácia na obtenção de poliploides depende de uma série de 

fatores exógenos, e o processo de poliploidização com colchicina acarreta 

em efeitos secundários, tais como a mixoploidia. Plantas mixoploides, 

apresentam células com variação no número cromossômico, na ploidia de 

um mesmo tecido ou entre órgãos de uma mesma planta (Pereira et al., 

2012). Portanto, o genitor do híbrido 963 pode ter gerado gametas não 

balanceados que resultaram na obtenção de plantas híbridas com 38 

cromossomos. Essa pressuposição é ratificada pela marcação completa de 

dois cromossomos nesse híbrido com a sonda de DNA genômico de B. 

ruziziensis, que podem representar os cromossomos excedentes.  

Outro aspecto a ser considerado é que anormalidades meióticas são 

frequentemente relatadas no gênero Brachiaria e podem também explicar a 

ocorrência de 38 cromossomos observados no híbrido 963. Em acessos 

tetraploidizados de B. ruziziensis foram detectadas anormalidades 

principalmente relacionadas à segregação cromossômica irregular em mais 

de 50% dos meiócitos (Risso-Pascotto et al., 2005a ; Pagliarini et al., 2008). 

Essas anormalidades típicas de poliploides também foram relatadas em B. 

decumbens (Mendes-Bonato et al. 2002a), as quais frequentemente resultam 

em formação de gametas não balanceados, que podem gerar progênies ou 

híbridos com adição ou perda de cromossomos.  
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A ocorrência de dois cromossomos adicionais pode ser importante 

para aumentar a variabilidade e a base genética no programa de 

melhoramento, uma vez que podem ser usadas como linhas de adição, ou 

seja, o genótipo no qual se encontra um (linha de adição monossômica) ou 

dois (linha de adição dissômica) cromossomos extras (Pagliarini, 2001). 

Linhas de adição têm sido estudadas em várias espécies de importância 

econômica, tais como trigo (Fu et al., 2013) e aveia (Baptista-Giacomelli et 

al., 2000) e podem ser mostradas em Brachiaria, tendo em vista os 

resultados explorados neste estudo.  

Na hibridização in situ com sonda de rDNA em plantas de B. 

ruziziensis tetraploidizada, foi observado um número menor de sítios rDNA 

5S (seis sinais) do que o esperado (oito sinais) a partir da duplicação da B. 

ruziziensis diploide que apresenta quatro sítios (Akiyama et al., 2010; Nani, 

2015). Isso pode ser devido à perda de genes ou de sequências gênicas que 

ocorrem após o processo de poliploidização (Winterfeld e Röser, 2007). 

Outra possível hipótese para a variação do rDNA 5S é que este sítio está 

frequentemente localizado na heterocromatina pericentromérica que é rica 

em elementos transponíveis, assim, um rearranjo por meio de transposons 

pode favorecer a perda ou a transposição dessas sequências (Książczyk et 

al., 2010). Além disso, a maioria das espécies de plantas possuem mais 

cópias do que o necessário para a síntese de ribossomos, assim como 

demonstrado em Pisum sativum, onde apenas cerca de 5% das unidades são 

transcritas (González-Melendi et al., 2001).  Com relação aos sítios de 

rDNA 45S em B. ruziziensis tetraploidizada foram observados quatro sinais, 

os quais correspondem a exata duplicação do observado na espécie diploide 

(Akiyama et al., 2010; Nani, 2015).  

 O mapeamento físico de genes de rDNA 45S e 5S já foi realizado 

em algumas espécies de Brachiaria. Em um acesso diploide sexual de B. 

brizantha foram observados dois sítios de rDNA 5S e dois sítios de 45S, 

enquanto que no tetraploide apomítico foram observados seis sítios de rDNA 

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

2010; Nani, 2015).  

 A análise de FISH nos híbridos 1863 e cv. Mulato II revelou sete 

sinais de rDNA 5S e quatro sinais de 45S. Os sinais de 45S estão de acordo 

com o esperado a partir dos genitores. No entanto a assimetria nos sinais de 

5S (sete sinais) pode ser oriunda da grande variação observada em B. 

brizantha, utilizada como genitor masculino nos cruzamentos. Akiyama et 

al. (2010) quantificaram quatro e seis sinais de rDNA 5S em dois acessos de 

B. brizantha (CIAT 6294 e 16306), já Nani (2015) quantificou três, cinco e 

seis sinais em plantas de B. brizantha cv. comercial Marandu. A assimetria 

entre diferentes genomas foi observada em Trifolium pratense, onde um 

cromossomo do par teve o locus rDNA 28S, enquanto o homólogo não (Sato 

et al., 2005). A FISH no híbrido mulato I, oriundo do cruzamento de B. 

ruziziensis x B. brizantha foi realizada por Akiyama et al. (2010), no qual os 

autores quantificaram quatro sinais de rDNA 5S e 45S e consideraram que 

os cromossomos com rDNA foram transmitidos dos genitores para os 

híbridos sem ocorrer uma reconstrução por hibridação.   

O híbrido 963 apresentou sete sinais de rDNA 5S e cinco sinais de 

45S. Neste híbrido, a variação além do esperado ocorreu para o sítio de 45S 

e possivelmente está associado ao maior número de cromossomos 

observados (38 cromossomos).  A assimetria dos sinais de 5S pode ter sido 

herdada de B. decumbens, utilizado como genitor masculino nos 

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

 

Constituição e relação genômica entre espécies e híbridos de Brachiaria 

  

 A GISH utilizando DNA nuclear total realizada reciprocamente 

entre B. decumbens, B. brizantha, B. ruziziensis revelou sinais em todas as 

metáfases, variando na porcentagem do genoma hibridizado e região 

cromossômica dessa hibridização, embora com maior predominância da 

região centromérica. Esse resultado indica que há muitas sequências 
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repetitivas em homologia entre as espécies. A alta homologia de repeats 

indica uma relação filogenética próxima entre as espécies e está de acordo 

com as análises moleculares descritas anteriormente (Tohme et al., 1996; 

Torres González e Morton 2005; Ambiel et al., 2010; Azevedo et al., 2011).  

A hibridização do DNA genômico total de B. brizantha em B. 

ruziziensis e a recíproca produziram sinais que foram predominantemente 

concentrados nas regiões proximais/intersticiais-proximais e incluem o 

centrômero e pericentrômero, regiões notadamente delimitadas por DNA 

repetitivo. A predominância de sinais da GISH centroméricos e 

pericentroméricos como observado em Brachiaria, já foi relatada por 

Belyayev et al. (2001) ao demonstrar que o DNA total isolado de outras 

espécies de Poaceae (Secale sylvestre, Hordeum spontaneum, Festuca 

pratensis, Semiarun-dinaria fastuosa, Arundo donax e Zea mays) revelou 

extensiva conservação, especialmente em regiões pericentroméricas e 

Regiões organizadoras do nucléolo (RONs), quando hibridizadas com 

cromossomos de Aegilops speltoides.  

O DNA genômico de B. decumbens hibridizado com B. brizantha e 

B. ruziziensis produziu resultados similares de marcação em regiões 

repetitivas do genoma. Entretanto, é interessante notar que a hibridização 

com o DNA genômico de B. decumbens discriminou sete cromossomos 

completamente marcados dentre os 36 de B. brizantha e oito, com marcações 

até a região terminal entre os 18 cromossomos de B. ruziziensis. A 

hibridização inversa do DNA genômico de B. brizantha em B. decumbens 

também discriminou sete cromossomos.  

Os resultados observados para B. Brizantha e B. decumbens 

confirmam que estas espécies são estreitamente relacionadas, compartilham 

genomas similares e podem suportar a proposta de origem alopoliploide de 

B. brizantha e B. decumbens já sugerido com base no comportamento 

meiótico (Mendes-Bonato et al., 2001; 2002a; 2002b) e mapeamento físico 

de rDNA (Nielen et al., 2010; Akiyama et al., 2010; Nani, 2015). Há 

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

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

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

associando com os dados de pareamento meiótico, a proposta de composição 

e relação genômica está apresentada na figura  6, utilizando-se a designação 

dos genomas B já proposta para o gênero (Risso-Pascotto et al., 2004; 

Mendes-Bonato et al., 2006b; Mendes et al., 2006) e as diferentes sondas 

testadas que possibilitaram discriminar cromossomos e genomas. 
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Figura 6 A) Composição e relação genômica  em B. brizantha, B. 

decumbens e B. ruziziensis com base nos resultados da GISH. Discriminação 

dos cromossomos/genomas empregando sondas de DNA genômico de B. 

decumbens (1), B. brizantha (2) e B. decumbens (3). B) Diagrama com os 

principais resultados da GISH que fornecem suporte à proposta da relação 

genômica entre B. decumbens (Bd), B. brizantha (Bb) e B. ruziziensis (Br). 

 

Baseando-se nessa proposta, os genomas B, B
1
 e B

2
 são 

considerados homeólogos, com menor afinidade entre os genomas B e B
2
. 

Uma sustentação para essa premissa são as regiões cromossômicas de 

hibridização, em que a sonda genômica de B. decumbens (B
1
B

1
B

2
B

2
) marcou 

os cromossomos de B. ruziziensis (B
2
B

2
) até a região terminal, enquanto que 

a sonda genômica de B. brizantha (BBB
1
B

1
) marcou principalmente as 

regiões repetitivas dos cromossomos de B. ruziziensis, sobretudo regiões 

centroméricas e pericentrométicas, que tendem a ser mais conservadas.  

Além da região cromossômica de hibridização, a porcentagem de 

hibridização entre as espécies é consistente com a proposta de que B. 

brizantha e B. decumbens compartilham cromossomos do genoma B
1
 e que 

B. ruziziensis e B. decumbens compartilham cromossomos do genoma B
2
. A 

sonda de B. decumbens hibridizou com 63.54% do genoma de B. ruziziensis, 

enquanto que a sonda de B. brizantha hibridizou com 32.69%. De forma 

semelhante, a sonda de B. brizantha hibridizou com 61.04% do genoma de 

B. decumbens, enquanto que a sonda de B. ruziziensis hibridizou com 

35.24%. 

Outra confirmação para a maior afinidade entre B e B
1
 e entre B

1
 e 

B
2
 são as associações cromossômicas avaliadas na diacinese em B. brizantha 

e B. decumbens, no qual foram observados univalentes, bivalentes e 

tetravalentes (Mendes-Bonato et al., 2002a; 2002b). A presença de algumas 

associações multivalentes em gramíneas tetraploides, tais como em 

Brachiaria (Mende-Bonato et al., 2001) e Paspalum (Takayama et al., 1998) 

tem sido interpretada como alopoliploidia segmental, situação em que os 

genomas parentais são parcialmente homólogos (homeológos). 

A maior variação na constituição genômica de B. brizantha, cujo 
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genoma B não é encontrado nas outras duas espécies, pode ser evidenciada 

também pela variabilidade intraespecífica de sítios rDNA, tanto em número 

quanto em posição. Em B. ruziziensis e B. decumbens não foi observado 

polimorfismo para estes sítios (Nani, 2015).  

  A menor homologia/homeologia entre os genomas B e B
2
 é também 

suportada por estudos de meiose. Mendes et al. (2006) ao avaliar o 

comportamento meiótico em dois acessos pentaploides (2n = 5x = 45),  

oriundos da hibridação natural entre um apomítico tetraploide (B. brizantha) 

e um diploide sexual (provavelmente B. ruziziensis), observaram uma falta 

de afinidade do genoma haploide (n = 9) com o genoma B, devido a uma 

assincronia durante a meiose, como consequência do não pareamento entre 

os genomas e variação no ritmo meiótico. Em 50% dos meiócitos, os 

genomas não ocuparam o mesmo território na placa metafásica. Um híbrido 

interespecífico triploide entre B. brizantha e B. ruziziensis apresentou 

comportamento citológico similar ao acesso pentaploide. Nesse híbrido, o 

genoma de B. ruziziensis (Genoma R) permaneceu atrasado em relação ao de 

B. brizantha (Genoma B) (Risso-Pascotto et al., 2004). 

Por outro lado, a maior relação de afinidade entre B. decumbens e B. 

ruziziensis em comparação com B. brizantha também foi relatada por 

Ndikumana (1985), a partir da análise do pareamento cromossômico na 

meiose e devido a uma maior recuperação de híbridos em cruzamentos de B. 

ruziziensis x B. decumbens do que em B. ruziziensis x B. brizantha.  

 A relação genética entre espécies de Brachiaria baseada em 

caracteres morfológicos e moleculares (Tohme et al., 1996; Torres González 

e Morton 2005; Ambiel et al., 2010; Azevedo et al., 2011) agrupam B. 

decumbens, B. brizantha e B. ruziziensis em um mesmo grupo taxonômico e 

complexo agâmico. Entretanto, com base em análise de um conjunto de 

sementes, viabilidade de mudas e pareamento cromossômico em híbridos, 

Lutts et al. (1991) constataram que B. ruziziensis é mais estreitamente 

relacionada com B. decumbens do que B. brizantha. Esses dados condizem 

com os resultados obtidos a partir da GISH aqui apresentados. 
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 Os resultados da GISH nos híbridos interespecíficos demonstraram 

que houve intensa recombinação entre os genomas homeólogos, uma vez 

que não foi possível separar todos os cromossomos pertencentes aos 

diferentes genomas, ou seja, a maioria dos cromossomos analisados estavam 

compostos por segmentos de cromatina de ambos os genitores. As regiões de 

alta homeologia demonstrada pela GISH podem promover a base física para 

a recombinação nos híbridos, podendo assim produzir diferentes 

constituições cromossômicas (Zwierzykowski et al., 1998). A recombinação 

de genomas homeólogos tem sido frequentemente relatada em híbridos entre 

Festuca e Lolium (Cao et al., 2000; Pasakinskiene e Jones, 2005; Kopecký et 

al., 2009). 

 Também foi possível observar que houve hibridização de regiões 

repetitivas que são conservadas entre as espécies, uma vez que a 

porcentagem de hibridização quando utilizada sonda dos genitores ultrapassa 

100%. Várias frações de repeats em tandem e dispersos são os principais 

componentes do DNA que são detectados pela GISH (Wolny e Hasterok, 

2009). 

Alterações no equilíbrio genômico, tanto relacionado às regiões 

cromossômicas, quanto em termos de quantidade de cromatina hibridizadas 

foram observadas nos híbridos de Brachiaria. No híbrido 1863 (BB
1
B

2
B

2
), a 

proporção de hibridização foi de 34.67% com a sonda de B. ruziziensis e 

70.57% com a sonda de B. brizantha. O DNA genômico de B. brizantha 

discriminou sete cromossomos que foram completamente hibridizados e 

nove com marcações até a região terminal, com esta sonda, revelando que 

estes pertencem aos genomas B ou B
1
. 

No híbrido 963 (B
1
B

2
B

2
B

2
), a sonda de B. ruziziensis hibridizou com 

48.86% e a sonda de B. decumbens com 69.46% do genoma. Dentre os 38 

cromossomos, oito devem integrar o genoma B
1
, pois foram hibridizados e 

diferencialmente marcados somente com a sonda de DNA genômico de B. 

decumbens. 

No híbrido cv. Mulato II (BB
1
B

2
B

2 
ou BB

1
B

1
B

2
 ) as sondas de B. 
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ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha hibridizaram com 49.26%, 67.64% 

e 51.63% do genoma híbrido, respectivamente. Quando utilizada a sonda 

obtida de B. ruziziensis, oito cromossomos apresentaram sinais fracos de 

hibridização, indicando que estes devem pertencer ao genoma B. 

Os dados da GISH evidenciam que o conflito genômico gerado pela 

reunião de diferentes genomas em um mesmo núcleo, pode ter sido ajustado 

por meio da alteração no equilíbrio dos genomas, provavelmente 

favorecendo o genoma dominante, nos híbridos 963 e cv. Mulato II seria da 

B. decumbens e no híbrido 1863 da B. brizantha. Alterações na proporção de 

participação dos genomas também foram observadas em híbridos 

alotetraploides de Festulolium loliaceum (2n = 4x = 28), no qual, a 

porcentagem de cromatina de Lolium foi de 62.1%, enquanto que a 

porcentagem de Festuca foi de 37.9% (Canter et al., 1999). De forma 

semelhante, em híbridos de Festulolium braunii o genoma de Lolium 

contribuiu com até 71% da cromatina total do híbrido (Zwierzykowski et al., 

2003). 

O pareamento cromossômico em híbridos interespecíficos é também 

um excelente método para entender a relação genômica entre as espécies e 

consequentemente estabelecer uma filogenia no gênero. A partir de uma alta 

afinidade no pareamento dos cromossomos presume-se que o conjunto 

gênico de ambos os genitores são homeólogos (Valle e Pagliarini, 2009). Em 

híbridos interespecíficos entre B. ruziziensis e B. brizantha, Mendes-Bonato 

et al. (2006a) observaram a formação de associações predominantemente 

como bivalentes que foram igualmente distribuídos em duas placas 

metafásicas e formando dois distintos fusos bipolares. Em contrapartida, 

análise citológica em dois outros híbridos, envolvendo diferentes acessos de 

B. ruziziensis e B. brizantha demonstrou meiose regular, com ambos os 

genomas ocupando a mesma placa metafásica e apresentando o mesmo ritmo 

meiótico (Risso-Pascotto et al., 2005b). Esses dados reforçam a relação de 

homeologia proposta para os genomas de B. ruziziensis, B. brizantha e B. 

decumbens, no qual as associações cromossômicas na diacinese vão 
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depender da homeologia dos genomas envolvidos no cruzamento. Nesse 

sentido, vale ressaltar que a extensão da recombinação inter-genoma vai 

variar de acordo com os genótipos e as espécies utilizadas nos cruzamentos. 

A análise da diacinese nos híbridos 963 e 1863 (Paula, manuscrito 

em preparação) revelou configurações cromossômicas multivalentes em 

33.7% e 27.6% das células avaliadas respectivamente nos dois híbridos. Esta 

é uma evidência de pareamento intra e intergenômico e reforça a relação 

genômica proposta e, consequentemente, a proximidade filogenética entre as 

espécies utilizadas como genitores.  

 Um resumo das inter-relações entre as espécies e híbridos de 

Brachiaria baseadas em número cromossômico, tamanho do genoma 

nuclear, número de loci rDNA e resultados da GISH são apresentados na 

figura 7. 

 

 

Figura 7 Inter-relações entre as espécies e híbridos de Brachiaria. Seta azul 

representa a porcentagem de hibridização entre os genomas. Setas cinza, 

preta e vermelha indicam porcentagem de hibridização e a origem parental 

dos híbridos.  
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5 CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados da GISH, B. brizantha apresenta 

constituição BBB
1
B

1
, B. decumbens B

1
B

1
B

2
B

2
 e B. ruziziensis B

2 
B

2
.  

Os genomas B, B
1
 e B

2
 são considerados homeólogos, com menor 

afinidade entre B e B
2
.  

O híbrido 1863 (B. ruziziensis x B. brizantha) (BB
1
B

2
B

2
) apresentou 

número cromossômico, quantidade de DNA e sítios de rDNA conforme o 

esperado a partir dos genitores. O híbrido cv. Mulato II [(B. ruziziensis x B. 

decumbens) x B. brizantha] (BB
1
B

2
B

2 
ou BB

1
B

1
B

2
) teve um aumento no 

conteúdo de DNA em relação à média dos genitores. No híbrido 963 (B. 

ruziziensis x B. decumbens) (B
1
B

2
B

2
B

2
) foi observado dois cromossomos 

excedentes que representaram um aumento na quantidade de DNA e sítio de 

rDNA 45S. 

A análise da GISH nos híbridos permitiu identificar que houve 

intensa recombinação entre os genomas homeólogos e diferenças na 

contribuição dos genomas dos genitores para a constituição do híbrido. 
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ARTIGO 2 

 

Distribuição cromossômica de modificações de histonas e metilação do 

DNA em espécies e híbridos interespecíficos do gênero Brachiaria 

(Poaceae) 
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RESUMO 

 

As modificações pós-traducionais de histonas e a metilação do DNA são 

processos epigenéticos que estão envolvidos na organização estrutural e 

funcional do genoma, os quais podem ser herdados ao longo das gerações. A 

di-metilação da lisina 4 na histona H3 (H3K4me2) é uma marca 

característica de cromatina ativa, a di-metilação da lisina 9 na H3 

(H3K9me2) está associada a heterocromatina, assim como a 5-metilcitosina 

(5-mCyt) que atua no silenciamento gênico. O objetivo desse estudo foi 

avaliar a distribuição cromossômica da H3K4me2, H3K9me2 e da 5-

metilcitosina em espécies e híbridos interespecíficos de Brachiaria com 

diferentes níveis de ploidia e modo de reprodução. Relações entre as marcas 

epigenéticas e as regiões cromossômicas também foram analisadas e 

discutidas. Para preparo das lâminas, pontas de raízes foram pré-tratadas 

com ciclohexamida, fixadas em etanol: ácido acético (3:1, v/v) e 

imunodetectadas indiretamente com anticorpos primário anti-H3K4me2 e 

anti-H3K9me2 rabbit policlonal e anti-5-methylcytosine mouse monoclonal, 

que foram detectados com anticorpo secundário anti-rabbit FITC-conjugated 

e anti-mouse TRITC-conjugated. Foi observada correlação entre H3K9me2 e 

5-mCyt na região organizadora do nucléolo, domínio central centromérico e 

região pericentromérica. A dimetilação na lisina 4 da histona H3 (H3K4me2) 

foi detectada em domínios eucromáticos, localizados principalmente na 

região terminal cromossômica. A comparação da distribuição cromossômica 

de modificações de histonas entre as espécies e híbridos revelou uma maior 

variação de tipos cromossômicos para a marcação heterocromática 

(H3K9me2) em B. decumbens e no híbrido 963, enquanto que, para a marca 

epigenética da eucromatina (H3K4me2), a variação foi maior em B. 

brizantha, B. decumbens e híbrido 963. A distribuição cromossômica da 5-

mCyt foi similar entre B. brizantha e B. decumbens, espécies tetraploides e 

apomíticas, as quais diferiram do observado em B. ruziziensis, espécie 

diploide e sexual.  Significativas alterações na metilação do DNA foram 

observadas na B. ruziziensis duplicada e nos híbridos interespecíficos, 

possivelmente como consequência dos processos de poliploidização e 

hibridação, respectivamente.  

 

Palavras-chave: Epigenética. Eucromatina. Forrageira. Heterocromatina. 

H3K9me2. H3K4me2. Poliploides. 5-mCyt. 
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ABSTRACT 

 

Histone post-translational modifications and DNA methylation are 

epigenetic processes that are involved in structural and functional 

organization of the genome, which may be inherited through generations. 

Histone H3 lysine 4 di-methylation (H3K4me2) is a characteristic mark of 

active chromatin, histone H3 lysine 9 di-methylation (H3K9me2) is 

associated with heterochromatin, as well as 5-methylcytosine which operates 

in gene silencing. The aim of this study was to evaluate the chromosomal 

distribution of H3K4me2, H3K9me2 and 5-methylcytosine in species and 

interspecific hybrids of Brachiaria with different ploidy levels and 

reproduction modes. Relations between epigenetic marks and chromosomal 

regions were also analyzed and discussed. For slides preparation, root tips 

were pretreated with cycloheximide and fixed in ethanol: acetic acid (3:1 

v/v) solution and immunodetected indirectly with primary antibodies anti-

H3K4me2, anti-H3K9me2 rabbit polyclonal and anti-5-methylcytosine 

mouse monoclonal, which were detected with anti-rabbit FITC-conjugated 

and anti-mouse TRITC-conjugated secondary antibodies. Relation between 

H3K9me2 and 5-mCyt was observed in the nucleolus organizer region, 

centromeric central domain and pericentromeric region. Histone H3 lysine 4 

di-methylation (H3K4me2) was detected in euchromatic domains, mainly 

located in the terminal chromosomal regions. Comparison of chromosomal 

distribution in histone modifications among species and hybrids showed 

greater variation of chromosomal types for the heterochromatic marks 

(H3K9me2) in B. decumbens and the 963 hybrid, while, for the euchromatin 

epigenetic mark (H3K4me2), the variation was higher in B. brizantha, B. 

decumbens and 963 hybrid. The chromosome distribution of 5-mCyt was 

similar between B. brizantha and B. decumbens, tetraploid and apomictic 

species, which differ from the distribution observed in B. ruziziensis, a 

diploid and sexual species. Significant alterations in DNA methylation were 

observed in the duplicated B. ruziziensis and in the interspecific hybrids, 

possibly as a result of hybridization and polyploidization process. 

 

Keywords: Epigenetic. Euchromatin. Forage. Hetrochromatin. H3K9me2. 

H3K4me2. Polyploidy. 5-mCyt.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Modificações epigenéticas podem acarretar em diferenças no nível 

de expressão gênica, com consequente efeito fenotípico (Rapp e Wendel 

2005), Esses mecanismos podem ser herdáveis, desempenhando assim um 

papel importante no processo evolutivo e de adaptação em plantas (Rapp e 

Wendel 2005; Furusawa e Kaneko 2013). Desta forma, é interessante o 

estudo da distribuição nuclear e em nível cromossômico, de marcas 

epigenéticas em genótipos com diferentes modos de reprodução e que 

reúnam em seu processo evolutivo, eventos de poliploidização e hibridação 

interespecífica. A avaliação de espécies de Brachiaria pode ser um bom 

modelo para estudar a plasticidade do genoma em plantas de reprodução 

sexual e apomítica (assexual), diploide e tetraploides naturais 

(alotetraploides) e induzidos (autotetraploides) e também em híbridos 

interespecíficos. Dentre as alternativas de estudo, é possível realizar um 

mapeamento de regiões eucromáticas, heterocromáticas e silenciadas nos 

cromossomos/genomas de Brachiaria, utilizando a técnica de 

imunolocalização de histonas modificadas e metilação do DNA. 

Os diferentes níveis de organização da cromatina (eucromatina e 

heterocromatina) são citologicamente caracterizados por diferentes graus de 

compactação e atividade transcricional e estão associados a importantes 

marcas epigenéticas, tais como modificações pós-traducionais de histonas e 

metilação do DNA (Fuks 2005; Bannister e Kouzarides 2011). Em resposta a 

mudanças ambientais e de desenvolvimento, a acessibilidade da cromatina é 

dinamicamente regulada por modificações de histonas, que podem ser 

covalentemente modificadas em diferentes aminoácidos da cauda N-

terminal, por diferentes marcas químicas (acetilação, metilação, fosforilação, 

ubiquitinação, sumoilação, biotinilação and ADP-ribosilação) (Chen et al. 

2010; Bannister e Kouzarides 2011). 

As modificações de histonas ou a combinação de modificações 

implicam em diferentes efeitos na estrutura e função da cromatina. Três tipos 
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de metilação de histonas são as mais estudadas em plantas: mono, di e tri-

metilação da lisina 4 na H3 (H3K4me, H3K4me2 e H3K4me3) que são 

marcas de cromatina ativa, tri-metilação da lisina 27 na H3 (H3K27me3) que 

está associada à repressão da expressão gênica e di-metilação da lisina 9 na 

H3 (H3K9me2), característica de heterocromatina (Feng e Jacobsen 2011). 

A metilação do DNA no carbono 5 da citosina (5-mCyt) é também 

um dos processos epigenéticos que estão envolvidos na organização 

estrutural e funcional do genoma (Saze et al. 2012). Em plantas, a metilação 

ocorre em três contextos na sequência do DNA, CG, CHG (H = A, T, C) e 

CHH (Law e Jacobsen 2010). Há dois padrões de metilação do DNA no 

genoma, o primeiro ocorre em alta frequência nos elementos transponíveis 

(TEs), em outras sequências de DNA repetitivo como a região 

pericentromérica e em pequenas áreas entre genes nos braços 

cromossômicos. O segundo ocorre exclusivamente no contexto CG, na 

região de transcrição ou em genes (Feng e Jacobsen 2011).   

Experimentos de imunolocalização utilizando anticorpos contra 

modificações de histonas ou metilação do DNA, permitem a investigação da 

distribuição nuclear e análise de todo epigenoma em nível cromossômico. 

Alternativamente, a análise de marcas epigenéticas pode ser feita em nível 

molecular, por meio do sequenciamento da imunoprecipitação da cromatina 

(ChIP-seq) (Park 2009), no entanto, com essa técnica não é possível 

distinguir as células em diferentes fases do ciclo celular, tão pouco a 

distribuição cromossômica.   

O objetivo do presente estudo foi avaliar a distribuição 

cromossômica de histonas modificadas associadas à eucromatina e 

heterocromatina (histona H3 dimetilada na lisina 4 –H3K4me2 e histona H3 

dimetilada na lisina 9 - H3K9me2, respectivamente) e 5-metilcitosina em 

espécies e híbridos interespecíficos de Brachiaria. Relações entre as marcas 

epigenéticas (5mCyt e modificações de histonas) e as regiões cromossômicas 

que apresentam diferentes graus de compactação também foram analisadas e 

discutidas. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material vegetal 

 

A técnica de imunolocalização foi aplicada em plantas sexuais de 

Brachiaria ruziziensis (cultivar Kennedy, 2n = 2x = 18 e genótipo 

tetraploidizado obtido por Timbó et al. (2014) na Universidade Federal de 

Lavras, Minas Gerais, Brasil, 2n = 4x = 36), nas apomíticas Brachiaria 

brizantha (cultivar Marandu, 2n = 4x = 36) e Brachiaria decumbens 

(cultivar Basilisk, 2n = 4x = 36) e em híbridos interespecíficos experimentais 

oriundos do cruzamento entre B. ruziziensis x B. brizantha (identificação: 

H1863, 2n = 4x = 36) e B. ruziziensis x B. decumbens (identificação: H963, 

2n = 4x = 36+2). As contagens cromossômicas foram realizadas por PAULA 

(2015, Cap. 1) 

 

2.2 Preparação das lâminas/obtenção de metáfases  

 

As raízes foram coletadas e pré-tratadas com ciclohexamida (12,5 

mg.L
-1

 ) por 2h em temperatura ambiente e fixadas em solução de álcool 

etílico: ácido acético (3:1). Para preparo das lâminas, as raízes foram 

submetidas à digestão enzimática em um mix contendo 0,7 % celulase 

(Onozuka R10), 0,7% celulase (Sigma), 1% pectoliase (Sigma), 1% 

citohelicase (Sigma) por 90 minutos a 37°C. Os meristemas foram 

macerados com auxílio de uma pinça em solução de álcool etílico: ácido 

acético (2:1) e as lâminas foram secas ao ar.  
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2.3 Imunodetecção de modificações de histonas e metilação do DNA (5-

metilcitocina) 

 

 A técnica de imunodetecção de modificações de histonas foi 

realizada segundo o método descrito por Chelysheva et al. (2013) com 

algumas modificações. As lâminas foram levadas ao micro-ondas em tampão 

citrato (pH6) por 45 segundos a 800w e imediatamente transferidos para 

PBS 1X (Tampão fosfato salino) durante 5 minutos. As lâminas foram 

incubadas em BSA 10% (Albumina de soro bovino) durante 1h em câmara 

úmida e temperatura ambiente e, posteriormente, em anticorpo primário 

(Rabbit polyclonal IgG, Millipore) H3K4me2 e H3K9me2 diluído 1:100 em 

BSA 3% por, no mínimo, 24h a 4°C. A seguir, as lâminas foram lavadas em 

PBS 1X e a detecção foi realizada com anticorpo secundário anti-rabbit IgG 

FITC-conjugated diluído 1:100 em BSA 3% por 1h a 37°C. Após lavagens 

em PBS 1X, as lâminas foram montadas e contra-coradas em DAPI (4’, 6-

diamidino-2-fenilindol)/Vectashield H-1000 (1:100). 

 A imunolocalização da 5-metilcitosina foi baseada em Suzuki et al. 

(2010) com algumas modificações. As lâminas foram desnaturadas em 

formamida 70%/SSC2x a 70°C por 90seg, posteriormente desidratadas em 

série alcoólica (70, 90 e 100%) e secas ao ar. O material foi bloqueado com 

BSA 1% durante 30 minutos em câmara úmida (temperatura ambiente) e 

incubado com anticorpo primário anti-5methylcytosine (mouse monoclonal, 

Millipore) diluído em BSA 1% (1:200) por 1h a 37°C. Após 3 lavagens em 

PBS 1X foi aplicado anticorpo secundário (anti-mouse IgG TRITC-

conjugated) diluído em BSA 1% (1:200) por 1h a 37°C sob condições 

afóticas. As lâminas foram montadas e contra-coradas em DAPI (4’, 6-

diamidino-2-fenilindol)/Vectashield H-1000 (1:100). 
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2.4 Microscopia e processamento das imagens 

 

 Imagens foram capturadas usando uma câmera QImaging Retiga 

EXi CCD acoplada ao microscópio de epifluorescência Olympus BX 60 e o 

contraste final feito com o software Photoshop CS3. Para definir o 

posicionamento dos sinais do anticorpo no cromossomo foi utilizada a 

classificação das regiões cromossômicas proposta por Roa e Guerra (2012), 

caracterizada como região centromérica (cen), proximal (p), intersticial-

proximal (ip), intersticial-terminal (it), terminal (t) e todo o braço (wa) 

(Figura 1).  

 

 

Figura 1 Divisão das regiões cromossômicas: região centromérica (cen), 

proximal (p), intersticial-proximal (ip), intersticial-terminal (it), terminal (t) 

e todo o braço (wa). Fonte: Adaptado de Roa e Guerra (2012). 

 

3 RESULTADOS 

 

Contrastação direta com fluorocromo DAPI 

 

 Nas espécies e híbridos de Brachiaria avaliadas, a contrastação 

direta com fluorocromo 4’, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) demonstrou a 

presença de bandas DAPI
+
 colocalizadas na região centromérica (Figura 2A) 

e em pequenos blocos de cromatina condensada (cromocentros) no núcleo 



90 

 

interfásico (Figura 2C). A condensação tardia das regiões terminais dos 

cromossomos nas metáfases mitóticas também foi evidenciada (Figura 2B).  

 

 

Figura 2 Características citológicas de B. ruziziensis (2n=4x=36) utilizando o 

fluorocromo DAPI (vermelho). A) Bandas DAPI
+
 colocalizadas na região 

centromérica. B) Condensação tardia da região terminal dos cromossomos 

metafásicos. C) Núcleo interfásico com cromocentros DAPI
+
. A barra 

corresponde a 10µm. 

  

Imunodetecção da H3K4me2 e H3K9me2 nos núcleos interfásicos e em 

cromossomos metafásicos 

 

Nos núcleos interfásicos, a cromatina difusa foi marcada com o 

anticorpo contra H3K4me2 (Figura 3A), enquanto os cromocentros foram 

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

 

 

Figura 3 Imunodetecção da histona H3K4me2 (A) e H3K9me2 (B) no 

núcleo interfásico de B. brizantha. A) cromatina difusa marcada com 
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anticorpo contra H3K4me2. B) Cromocentros marcados com anticorpo 

contra H3K9me2. A barra representa 10µm.  

 

Sinais do anticorpo H3K4me2 foram visualizados nos domínios 

cromossômicos eucromáticos em posição terminal e intersticial-terminal 

(Figura 4). Em padrão oposto, sinais da H3K9me2 foram visualizados em 

domínios tipicamente heterocromáticos, incluindo o domínio central 

centromérico e pericentromérico (Figura 4 e 8).  

A região organizadora do nucléolo (RON) não foi marcada com 

sinais H3K4me2 (Figura 4I, seta). No entanto, em todas as espécies e 

híbridos, algumas RONs apresentaram uma fraca marcação da H3K9me2 em 

alguns cromossomos (Figura 4J, seta). 

O padrão cromossômico de dimetilação da H3K4 observado 

evidenciou cromossomos: (I) hipometilados; (II) com as duas regiões 

terminais eucromáticas metiladas; (III) com apenas uma das regiões 

terminais eucromáticas metiladas; (IV) hipermetilados e (V) com uma banda 

intersticial metilada (Figuras 4A1, C1, E1, G1, I1 e K1).  

Em contraposição, os cromossomos com sinais do anticorpo contra 

H3K9me2 estavam: (VI) hipermetilados; (VII) com a região central 

centromérica e pericentromérica metilada; (VIII) com um braço e, algumas 

vezes, parte do outro braço metilado e (IX) hipometilados (Figuras 4B1, D1, 

F1, H1, J1 e L1).  
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Figura 4 Imunodetecção da histona H3K4me2 e H3K9me2. Os 

cromossomos (DAPI) estão apresentados em vermelho e sinais das histonas 

H3K4me2 e H3K9me2 estão apresentados em amarelo em metáfases de B. 

ruziziensis (2x) (A e B), B ruziziensis (4x) (C e D), B. brizantha (E e F), B. 

decumbens (G e H), híbrido 1863 (I e J) e híbrido 963 (K e L). Para o 
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anticorpo H3K4me2, os cromossomos foram classificados como: (I) 

hipometilados; (II) com as duas regiões terminais eucromáticas metiladas; 

(III) com apenas uma das regiões terminais eucromáticas metiladas; (IV) 

hipermetilados e (V) com uma banda intersticial metilada (A1, C1, E1, G1, 

I1 e K1). Para o anticorpos H3K9me2 foram classificados como: (VI) 

hipermetilados; (VII) com a região central centromérica e pericentromérica 

metilada; (VIII) com um braço e, algumas vezes, parte do outro braço 

metilado e (IX) hipometilados (B1, D1, F1, H1, J1 e L1). A barra representa 

10µm. 

 

Para B. ruziziensis diploide, os sinais dos anticorpos contra 

H3K4me2 e H3K9me2 foram complementares às regiões cromossômicas 

metiladas (Figura 5). 

 

 

Figura 5 Comparação da distribuição cromossômica dos anticorpos 

H3K4me2 e H3K9me2 em metáfases de B. ruziziensis diploide. 

 

Imunodetecção da 5-metilcitosina (5-mCyt) 

 

As bandas DAPI
+
, colocalizadas com o centrômero, não 

apresentaram metilação do DNA (Figura 6G, seta e Figura 8). Sinais do 

anticorpo para a 5-mCyt foram detectados em algumas RONs (Figura 6A, 

seta) e em outras não (Figura 6B, seta). A distribuição desigual das regiões 

ricas em 5-mCyt nos cromossomos mostram que há variabilidade 

quantitativa (percentual de áreas metiladas) e qualitativa (intensidade de 

marcação) entre espécies e híbridos de Brachiaria (Figura 6).  
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Figura 6 Imunodetecção da metilação do DNA em B. ruziziensis 2x (A e B), B. ruziziensis 4x (C e D), B. decumbens (E e F) e B. 

brizantha (G e H). Os cromossomos (DAPI) estão apresentados em azul e sinais da 5mCyt (TRITC) em vermelho. RON metilada 

(seta branca) e não metilada (ponta de seta branca). Cromossomos hipermetilado (seta amarela) e hipometilado (ponta de seta 

amarela). A barra representa 10µm. 
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Em B. ruziziensis diploide, a imunodetecção com anti-5mCyt 

marcou principalmente a região pericentromérica e proximal, no entanto, em 

alguns cromossomos o sinal se estendeu aos braços (Figura 6A e 6B). Não 

foi observada variação entre células de diferentes plantas. Na tetraploide, o 

padrão de metilação do DNA (5-mCyt) foi considerado heterogêneo, pois 

observaram-se heteromorfismos entre células de diferentes meristemas de 

uma mesma planta e até entre células de um mesmo meristema. Foram 

observadas metáfases com sinais frequentemente nas regiões 

pericentroméricas, proximais e braços cromossômicos (Figura 6C), e 

metáfases com cromossomos hiper e hipometilados (Figura 6D).  

As espécies apomíticas B. brizantha (Figura 6E e 6F) e B. 

decumbens (Figura 6G e 6H) apresentaram visualmente maior área do 

cromossomo com sinais do anticorpo anti-5-mCyt. A marcação não se 

sobrepõe às regiões terminais de condensação tardia nos cromossomos. Não 

houve variação entre células de diferentes plantas. 

Nos híbridos interespecíficos H1863 (Figura 7A e B) e H963 (Figura 

7C e D), o padrão de metilação do DNA nas metáfases foi heterogêneo, 

incluindo diferenças na reatividade dos cromossomos à 5-mCyt entre plantas 

de um mesmo híbrido. Dentre as observações, destacam-se: (i) cromossomos 

ou braços hipometilados; (ii) cromossomos hipermetilados; (iii) 

hipometilação da região terminal dos cromossomos; (iv) cromátides irmãs ou 

regiões correspondentes entre elas com assimetria no grau de metilação, 

caracterizando a formação de cromossomos hemimetilados.  
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Figura 7 Imunodetecção da metilação do DNA no híbrido 1863 (A e B) e 

híbrido 963 (C e D). Os cromossomos (DAPI) estão apresentados em azul e 

sinais da 5mCyt (TRITC) em vermelho. As variações na reatividade dos 

cromossomos à 5mCyt são identificadas nas imagens. Os cromossomos 

foram classificados como: (i) cromossomos ou braços hipometilados; (ii) 

cromossomos hipermetilados; (iii) hipometilação da região terminal dos 

cromossomos; (iv) cromátides irmãs ou regiões correspondentes entre elas 

com assimetria no grau de metilação. A barra representa 10µm. 

 

4 DISCUSSÃO 

 

Imunodetecção da H3K4me2, H3K9me2 e 5-mCyt nos núcleos 

interfásico e regiões cromossômicas  

 

Nas espécies e híbridos de Brachiaria avaliados, os cromocentros 

DAPI
+ 

no núcleo interfásico foram altamente enriquecidos com H3K9me2, 

assim como observado em Arabidopsis (Soppe et al. 2002; Houben et al. 

2003; Fransz et al. 2006). Ainda no núcleo interfásico, as bandas DAPI
+
, que 

em Brachiaria são colocalizadas com centrômero, também estavam 

duplamente metiladas na H3K9.  
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A região terminal cromossômica que apresenta condensação tardia 

foi fortemente dimetilada na lisina 4 da histona H3, uma marca característica 

de eucromatina ativa (Feng e Jacobsen 2011), o que indica que esta região 

cromossômica é rica em genes. Correlação entre a região de condensação 

terminal tardia e a H3K4me2 também foi relatada para C. spiralis e 

Eleutherine bulbosa (Feitoza e Guerra 2011) e em linhagens e híbridos de 

milho (Shi e Dawe 2006; He et al. 2014). Também em milho e outros 

cereais, Anderson et al. (2006), mostraram a localização preferencial dos 

genes nas regiões distais dos braços cromossômicos, coincidente com os 

domínios eucromáticos detectados nos cromossomos de Brachiaria e seus 

híbridos. 

A dimetilação na lisina 9 da histona H3 é uma marca característica 

de heterocromatina (Feng e Jacobsen 2011) importante no silenciamento de 

transposons e no controle da metilação do DNA (Bernatavichute et al. 2008). 

Essa marca epigenética foi observada preferencialmente em regiões 

pericentromérica e central centromérica, domínios tipicamente 

heterocromáticos, e às vezes, se estendeu aos braços cromossômicos nas 

espécies e híbridos avaliados neste trabalho. Em Arabidopsis foram 

observados dois padrões de di-metilação da H3K9, o primeiro em 

transposons e outros elementos repetitivos em braços cromossômicos em 

níveis relativamente baixos, e o segundo nas regiões 

pericentromérica/centromérica em níveis elevados (Bernatavichute et al. 

2008).  

Sinais da H3K9me2 e da 5mCyt foram concomitantemente 

observados na RON de alguns cromossomos, caracterizando o estado 

heterocromático (Neves et al. 2005) e a inatividade do locus rDNA 45S. A 

dimetilação da H3K9 na RON também foi observada em estudos com milho 

(Jin et al. 2008). O padrão inativo da RON determinado pelas marcas 

epigenéticas da H3K9me e da 5 mCyt foi associado também à hipoacetilação 

da H3 e ao elevado grau de condensação da cromatina rDNA (Neves et al. 

2005). Em estudos com Arabidopsis suecica, Lawrence et al. (2004) 
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determinaram que genes de rRNA inativos estão associados com H3K9me2 

e seus promotores são hipermetilados na citosina e genes ativos estão 

associados a H3K4me3 e hipometilados na citosina.  

Na maioria dos eucariotos, o número de genes rRNA está em grande 

parte redundante em relação ao que é exigido para a formação do ribossomo, 

sendo assim, apenas uma pequena fração das unidades do rDNA são 

transcritas (Neves et al. 2005). Em ervilha, apenas cerca de 5% das unidades 

são transcritas (Gonzalez-Melendi et al. 2001), sugerindo que a maioria das 

unidades de rDNA permanecem transcricionalmente silenciadas. Sendo 

assim, o silenciamento da RON em alguns cromossomos de todas as 

espécies de Brachiaria avaliadas também é consistente com as evidências de 

que apenas um subconjunto de genes rRNA estão ativos. 

Em espécies poliploides, como B. decumbens, B. brizantha e B. 

ruziziensis, e em híbridos a relação da H3K9me2 e 5mCyt com o 

silenciamento da RON  é ainda sustentada pela expressão diferencial dos 

genes rDNA 45s também denominada de dominância nucleolar. Algumas 

evidências apontam que a dominância nucleolar ocorre como um controle de 

dosagem de genes com tendência a homogeneização, no qual um conjunto 

parental de genes rRNA deve ser seletivamente silenciado (Preuss e Pikaard 

2007).   

A imunomarcação da 5-mCyt associada com observações da 

dimetilação da H3K9me revelaram o estado diferenciado da cromatina 

centromérica em dois domínios (Figura 8). O primeiro caracterizado pela 

interação com as proteínas de fundação do cinetócoro, que inclui a CENH3, 

com ausência de metilação do DNA e da H3K9me. O segundo domínio, 

mais centralizado, hipermetilado para ambos anticorpos e marcadamente 

heterocromático.  
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Figura 8 A) Comparação da imunodetecção das histonas H3K4me2, 

H3K9me2 e 5-mCyt na cromatina centromérica em cromossomos de B. 

decumbens. B) Esquema da cromatina centromérica subdividida em dois 

domínios: O primeiro mais lateral com ausência de metilação da H3K4me2, 

H3K9me2 e 5-mCyt (vermelho) e um segundo domínio central 

heterocromático hipermetilado para H3K9me2 e 5-mCyt (verde).  

 

Essas observações vão ao encontro dos modelos eucariotos, os quais 

têm demonstrado que a especificação e a propagação do centrômero são 

definidas por mecanismos epigenéticos e não pela sequência de DNA (Amor 

et al. 2004). Na estrutura centromérica, a interação da variante da histona H3 

(CENH3) e sua relação hierárquica com as demais proteínas de fundação do 

cinetócoro, tem papel fundamental para a identidade e funcionalidade do 

centrômero (Amor et al. 2004). Zhang et al. (2008) consideraram que a 

metilação do DNA é uma marca epigenética potencial para a identidade 

centromérica, por desempenhar um papel importante na demarcação da 

cromatina centromérica em relação à região de heterocromatina que a 

flanqueia. Em Arabidopsis, esses autores também observaram que os 

domínios de ocorrência da CENH3 e a região imediatamente adjacente, 

apresentavam significativa redução ou ausência do sinal da 5mCyt e da 

H3K9me2. 

Essa heterocromatina centromérica é um componente essencial do 

centrômero (Amor et al. 2004) e provavelmente fornece um limite para 

prevenir o espalhamento da deposição da CENH3, de modo a também 

assegurar a identidade centromérica (Zhang et al. 2008). Um papel similar é 
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atribuído à heterocromatina pericentromérica, também observada em 

Brachiaria e seus híbridos. Amor et al. (2004) destacam várias outras 

funções, incluindo a formação de uma barreira física entre o centrômero e os 

braços eucromáticos e a supressão da recombinação meiótica.   

A correlação entre a metilação da H3K9 e a metilação do DNA tem 

sido objeto de estudo de alguns autores. Em Arabidopsis, por exemplo, 

Bernatavichute et al. (2008) observaram uma alta coincidência entre 

H3K9me2 e metilação CHG em todo o genoma, sugerindo assim uma 

correlação entre essas marcas. O provável mecanismo que explica essa 

relação é que a metilação da H3K9 e da H3K27 catalisada pela histona 

metiltransferase SUVH4/KYP promove uma sinalização (código de 

histonas) para o recrutamento da CMT3 (Cromometilase 3) promover a 

metilação do DNA (Jackson et al. 2004; He et al. 2011). Em contrapartida, a 

família de proteínas SUVH (SUVH1-SUVH10) tem um domínio N-terminal 

SRA o qual se liga a citosina metilada (Rajakumara et al. 2011). Assim, as 

histonas metiltransferases H3K9 são recrutadas pela metilação do DNA 

através do domínio SRA, e provavelmente adicionam marcas de metilação 

na H3K9 nesses loci (Saze et al. 2012). Sítios de metilação da H3K9 podem 

também se ligar a CMT3, formando assim um mecanismo de autorreforço de 

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

 

Comparação da distribuição da H3K4me2, H3K9me2 e 5-mCyt nos 

cromossomos metafásicos entre as espécies e híbridos avaliados 

 

 A análise comparativa dos padrões cromossômicos de modificações 

de histonas permitiu categorizar nove tipos característicos (I a IX) de 

cromossomos nos genótipos avaliados. Considerando essa classificação, a 

maior variação de tipos cromossômicos para a marcação heterocromática 

(H3K9me2) foi constatada em B. decumbens e para o híbrido 963. Para a 

marca epigenética da eucromatina, a variação de tipos cromossômicos foi 

maior em B. brizantha, B. decumbens e híbrido 963. 
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Outra abordagem comparativa da distribuição das marcas 

epigenéticas entre cromossomos das espécies e híbridos revela que existem 

algumas similaridades. Em vários cromossomos de B. ruziziensis diploide 

(2n = 2x = 18), B. ruziziensis tetraploidizada artificialmente (2n = 4x = 36), 

na apomítica B. brizantha (2n = 4x = 36) e no híbrido interespecífico 1863 

(B. ruziziensis x B. brizantha 2n = 4x = 36) foi observada marcação da 

H3K4me2 predominantemente em uma ou nas duas regiões eucromáticas 

terminais que apresentam condensação tardia, e, em alguns casos, se 

estendendo até a região intersticial-terminal e intersticial-proximal. Também 

foram observados cromossomos hipometilados em B. ruziziensis diploide e 

tetraploide, B. brizantha e no híbrido 1863. Em estudo de comparação da 

distribuição de modificações de histonas ao longo dos cromossomos 

metafásicos entre milho cultivado e seus parentes selvagens, He et al. (2014) 

mostraram que não houve diferenças no padrão de modificações de histonas 

durante o processo de domesticação. Entretanto, Moghaddam et al. (2011) 

observaram que existe variação nos padrões de metilação da H3K4me2 e 

H3K27me3 entre acessos de A. thaliana. Os autores atribuem essa variação 

observada a sequências de elementos transponíveis (TEs), os quais podem 

afetar a regulação da transcrição através da deposição de modificações 

associadas à cromatina repressiva.  

Nas espécies apomíticas B. brizantha e B. decumbens (2n = 4x = 36) 

além das configurações acima descritas, os sinais do anticorpo contra a 

H3K4me2 se estenderam até a região proximal, não se sobrepondo apenas à 

banda DAPI
+
 colocalizada com centrômero, sendo considerados assim 

hipermetilados. Em B. decumbens foi observada uma banda intersticial em 

dois cromossomos e ausência de cromossomo hipometilado, como 

observado nas outras espécies avaliadas.  

No híbrido interespecífico 963 (B. ruziziensis x B. decumbens 2n = 

4x = 36+2), a imunodetecção da H3K4me2 mostrou cromossomos 

hipometilados, assim como em B. ruziziensis e um cromossomo com 

marcação intersticial, assim como em B. decumbens, o que pode representar 
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a manutenção do padrão de herança epigenética. As modificações 

epigenéticas podem acarretar em diferenças no nível de expressão gênica, 

com consequente efeito fenotípico. Uma vez estabelecido, o estado 

epigenético pode ser herdado durante muitas gerações, o que confere 

implicações significativas no melhoramento de plantas, visto que a variação 

fenotípica herdável dentro de populações é a base para a seleção e 

melhoramento (Tsaftaris e Polidoros 2000).   

Para a maioria dos cromossomos e regiões cromossômicas das 

espécies e híbridos, a hipermetilação da H3K9me2 se correlacionou com um 

nível alto de metilação de DNA, conforme já relatado anteriormente, sendo 

frequentemente concentrados na região central centromérica, 

pericentromérica, proximal e, em alguns cromossomos, se estendendo para a 

região intersticial-proximal. Ao contrário do observado nas demais espécies 

e híbridos, na B. ruziziensis diploide, espécie de reprodução sexual, não 

foram observados cromossomos hipometilados para H3K9. Quanto à 

metilação do DNA, em B. ruziziensis diploide, a marcação não apresentou 

variações e foi detectada na região pericentromérica e proximal, com alguns 

sinais observados nos braços cromossômicos. Esse padrão é diferente do 

observado em Allium cepa, cuja metilação ocorre principalmente na região 

terminal, além da marcação em alguns sítios proximais e intersticiais 

(Ruffini Castiglione et al. 1995). Em Hordeum vulgare, Ruffini Castiglione 

et al. (2008) demonstraram uma constante presença de sinais de metilação do 

DNA principalmente na região telomérica, pericentromérica e centromérica. 

Em B. ruziziensis tetraploidizada (autopoliploide) foi observada uma 

heterogeneidade com relação à distribuição dos sinais da 5-mCyt. Algumas 

metáfases tiveram o padrão semelhante à B. ruziziensis diploide e outras 

apresentaram uma variação na distribuição cromossômica dessa marca, 

inclusive entre células de um mesmo meristema. Foram também observados 

cromossomos inteiros hipermetilados e hipometilados para sinais da 5-mCyt 

em B. ruziziensis tetraploide, o que caracteriza a ocorrência de silenciamento 

e expressão gênica, respectivamente. Essa variação pode ser oriunda do 
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processo de poliploidização, o qual é frequentemente acompanhado por 

alterações na metilação do DNA. A poliploidização pode induzir mudanças 

na metilação do DNA, que desempenha um papel fundamental na expressão 

gênica e regulação do genoma, afetando assim o crescimento, 

desenvolvimento e o fenótipo (Zhihui et al. 2011). Essa inconstância na 

metilação provavelmente promove uma flexibilidade para a planta poliploide 

responder as alterações substanciais de um genoma duplicado (Chen 2007; 

Zhihui et al. 2011). Além do evento de poliploidização, não se pode 

negligenciar um possível efeito da colchicina, agente indutor usado na 

duplicação cromossômica de B. ruziziensis, nas mudanças epigenéticas, 

Zingg e Jones (1997) relataram que a colchicina pode aumentar as taxas de 

metilação do DNA.  

Nas espécies apomíticas B. decumbens e B. brizantha, além da 

região pericentromérica, os sinais de metilação do DNA estavam dispersos 

ao longo dos braços e não apresentaram uma distribuição cromossômica 

preferencial, assim como observado em B. ruziziensis diploide neste 

trabalho. Resultados semelhantes foram observados em Triticale, o qual teve 

uma distribuição não uniforme da 5-mCyt ao longo dos cromossomos e não 

ocorreu em regiões cromossômicas especificas (Castilho et al. 1999). Em B. 

decumbens e B. brizantha, os sinais da 5-mCyt não se colocalizaram com a 

região terminal de condensação tardia, corroborando com a informação de 

que esta é uma região de cromatina ativa, provavelmente rica em genes. 

Nos híbridos interespecíficos houve diferenças na reatividade dos 

cromossomos à 5mCyt entre plantas de um mesmo híbrido. Essa variação 

pode ser oriunda do processo de hibridação. Segundo Liu e Wendel (2003) 

alterações epigenéticas parecem ser prevalentes durante a formação de 

híbridos interespecíficos e poliploides. Alterações na metilação do DNA 

também foram observados em alopoliploides recém-sintetizados de 

Arabidopsis (Madlung et al. 2002) e trigo (Shaked et al. 2001). A alteração 

da metilação em poliploides, oriundos de duplicação ou hibridação, pode ser 

atribuída a três fatores: (i) Perturbações na expressão da met1, 
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metiltransferase responsável pela metilação, a qual afeta a regulação gênica, 

crescimento e o desenvolvimento em alopoliploides (Chen et al. 2008); (ii) a 

alopoliploidia e a metilação do DNA podem ter efeitos distintos e 

sobrepostos, ou seja, a densidade e os sítios específicos de metilação podem 

afetar  a regulação gênica de genomas alopoliploides (Chen 2007); (iii) a 

variação observada pode estar também relacionada ao silenciamento de 

genes redundantes em um genoma duplicado ou talvez, porque os sistemas 

de metilação do DNA são perturbados por efeito da hibridação 

interespecífica ou poliploidização (Fulnecek et al. 2007). 

Cromossomos com assimetria no padrão de metilação do DNA entre 

cromátides irmãs ou região correspondente entre elas foram observados nos 

híbridos e podem refletir em diferença na atividade transcricional de genes. 

Essa heterogeneidade pode ser comparada ao fenômeno da hemimetilação, 

que foi inicialmente registrado em cromossomos de camundongo (Rougier et 

al. 1998) e embriões humanos (Baranov et al. 2005). A hemimetilação 

resulta do processo de duplicação, onde cada molécula de DNA dupla hélice 

tem apenas uma fita metilada. Em plantas, a manutenção da metilação do 

DNA é assegurada pela MET1 (metiltranferase 1) e CMT3 que tem 

afinidade pelo DNA hemimetilado e utiliza como base o estado metilado da 

outra fita de DNA (Probst et al. 2009; Saze et al. 2012). Entretanto a fita 

hemimetilada está passível de desmetilação, por ação de proteínas DNA 

glicosilases (Probst et al. 2009). O processo de desmetilação pode ser 

resultado de uma deficiência na manutenção enzimática após a replicação do 

DNA ou um processo enzimático ativo envolvendo glicosilases para proteger 

os genes de uma metilação potencialmente deletéria (Penterman et al. 2007). 

Nos híbridos de Brachiaria o modelo de metilação assimétrica observado 

possivelmente representa um processo de desmetilação, uma vez que, 

visualmente as duas fitas de DNA de uma mesma cromátide não apresentam 

metilação, enquanto a outra cromátide manteve o estado metilado. Esse 

processo também pode representar um mecanismo de silenciamento como 
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tentativa de homeostase e/ou regulação da dosagem gênica após a 

hibridação. 

Diferente da assimetria na metilação do DNA observada para 

cromátides irmãs, variações entre regiões correspondentes de cromossomos 

homólogos parecem ser mais comuns, e foram observados em Vicia faba 

(Frediani et al. 1996) e Hordeum vulgare (Ruffini Castiglione et al. 2010). 

Substancial variação no padrão de metilação do DNA no genoma também 

foi relatada entre diferentes acessos de A. thaliana (Vaughn et al. 2007) e em 

duas subespécies de arroz (Oryza sativa japônica e O. sativa indica) e seus 

híbridos recíprocos (He et al. 2010). 

 A variação no padrão de metilação de histonas em espécies 

poliploides e híbridos como observado em Brachiaria, quando comparados 

com seus genitores e espécies poliploides é esperada, uma vez que, em 

resposta ao choque genômico, essas espécies devem superar a redundância 

genética e reestabelecer uma nova composição genômica através de 

modificações genéticas e epigenéticas (Chen 2010). Segundo Lynch e Force 

(2000) muitos genes duplicados estão sujeitos a perda progressiva, 

pseudogenização (perda da função), subfuncionalização (divisão das funções 

anteriores entre duplicatas) e neofuncionalização (evoluindo nova função em 

um dos genes duplicados). 

 

5 CONCLUSÕES 

 

 Há relação entre H3K9me2 e 5-mCyt em algumas regiões 

organizadora do nucléolo, domínio central centromérico e região 

pericentromérica dos cromossomos de Brachiaria spp. A dimetilação na 

lisina 4 da histona H3 (H3K4me2) foi detectada em domínios eucromáticos, 

localizados principalmente na região terminal cromossômica.      

 A comparação da distribuição cromossômica de modificações de 

histonas entre as espécies e híbridos revelou uma maior variação de tipos 

cromossômicos para a marcação heterocromática (H3K9me2) em B. 
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decumbens e no híbrido 963, enquanto que, para a marca epigenética da 

eucromatina (H3K4me2), a variação foi maior em B. brizantha, B. 

decumbens e híbrido 963.  

 A distribuição cromossômica da 5-mCyt foi similar entre B. 

brizantha e B. decumbens, espécies tetraploides e apomíticas, as quais 

diferiram do observado em B. ruziziensis, espécie diploide e sexual.  

Significativas alterações na metilação do DNA foram observadas na B. 

ruziziensis duplicada e nos híbridos interespecíficos (H1863 e H963), 

possivelmente como consequência dos processos de poliploidização e 

hibridação, respectivamente.  
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