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RESUMO 

 

O gênero Urochloa P. Beauv. (incluindo Brachiaria (Trin.) Griseb.) apresenta um papel de 

destaque no cenário agropecuário brasileiro sendo composto por espécies com diferentes 

níveis de ploidia e modo de reprodução. Estudos sobre a relação genômica dentro desse 

gênero são escassos, assim como os estudos envolvendo marcas epigenéticas, diretamente 

envolvidas com a organização do genoma. O objetivo deste trabalho foi identificar o padrão 

da metilação nas citosinas (5-mCyt), relacionada ao silenciamento gênico, e da dimetilação da 

lisina 9 na histona H3 (H3K9me2), associada a estrutura heterocromática, nas diferentes 

conformações dos sítios de rDNA 45S, nos núcleos interfásicos e associar esses resultados 

com a análise da expressão gênica em Urochloa ruziziensis (genoma B2B2B2B2), Urochloa 

brizantha cv. Marandu (genoma BBB1B1) e respectivo híbrido interespecífico- H1863 

(genoma BB1B2B2). As técnicas de imunomarcação foram realizadas em combinação com a 

FISH (hibridização in situ fluorescente) para a localização dos sítios de rDNA 45S. As 

lâminas foram feitas com células meristemáticas, obtidas de pontas de raízes fixadas em 

Carnoy (etanol:ácido acético, 3:1). A imunodetecção indireta foi realizada com os anticorpos 

primários anti-H3K9me2 mouse monoclonal e anti-5-metil-citosina mouse monoclonal. Estes 

foram detectados com anticorpo secundário mouse policlonal TRITC-conjugado. A FISH foi 

realizada logo após à imunomarcação, utilizando sondas de rDNA obtidas de Triticum 

aestivum L.. A partir da combinação destas duas técnicas pôde-se perceber uma relação direta 

entre as marcas epigenéticas e as diferentes conformações das regiões organizadoras do 

nucléolo (RONs). Foram observados predominantemente sítios intra e perinucleolares que, 

em sua maioria, estavam hipometilados e/ou hiper/hipometilados, descondensados ou 

parcialmente condensados. Análise da expressão gênica foi realizada de forma qualitativa 

através da PCR convencional utilizando DNA complementar (cDNA) e confirmada por meio 

da técnica RT-qPCR, utilizando primers desenhados para a região ITS-1 de U. brizantha e U. 

ruziziensis. As análises moleculares mostraram uma expressão diferencial entre os sítios de 

rDNA 45S dos diferentes genitores dentro do genoma do híbrido 1863, caracterizando um 

cenário de dominância nucleolar, onde ocorre a expressão preferencial do genes de rDNA 45S 

herdados de U. brizantha, enquanto os sítios provenientes de U. ruziziensis são silenciados 

através de mecanismos epigenéticos. Estes resultados permitiram inferir que os sítios que se 

encontravam hipermetilados na citosina e H3k9m2, foram herdados de U. ruziziensis, 

enquanto que a porção de rDNA caracterizada pela hipometilação da citosina e da H3k9me2 é 

originada de U. brizantha.  

 

Palavras-chave: Brachiaria; rDNA 45S; dominância nucleolar. 
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ABSTRACT 

 

The genus Urochloa P. Beauv. (including Brachiaria (Grin.) Griseb.) has a prominent role in 

the Brazilian agricultural scenario, being composed of species with different levels of ploidy 

and reproduction’s types. Studies on the genomic relationship within this genus are rare, as 

the researches involving epigenetic marks, directly involved with the genome organization. 

The aim of this work was to identify the pattern of cytosine methylation (5-mCyt) related to 

gene silencing and the dimethylation of lysine 9 in histone H3 (H3K9me2), associated with 

the heterochromatic structure, in the different conformations of the 45S rDNA sites, in the 

interphase nuclei and to associate these results with the analysis of the gene expression in 

Urochloa ruziziensis (genome B2B2B2B2), Urochloa brizantha cv. Marandu (genome 

BBB1B1) and its interspecific hybrid – H1863 (genome BB1B2B2). Immunostaining 

techniques were performed in combination with FISH (fluorescence in situ hybridization) for 

the localization of the 45S rDNA sites. The slides were made with meristematic cells obtained 

from the root tips fixed in Carnoy (ethanol:acetic acid, 3:1 v/v). The indirect immunodetection 

was performed with the primary antibodies anti-H3K9me2 mouse monoclonal and anti-5-

methyl cytosine mouse monoclonal. The detection was done using secondary antibodies 

mouse polyclonal TRITC-conjugated. FISH Technique was performed sequentially on 

immunostaining using rDNA probes obtained from Triticum aestivum L. From the 

combination of these two techniques it was possible to perceive a direct relation between the 

epigenetic marks and the different conformations of the nucleolar organizing regions (NORs). 

It was noticed predominantly intra and perinucleolar sites, which were mostly 

hypomethylated and/or hyper/hypomethylated, decondensed or partially condensed. Gene 

expression analysis was performed qualitatively through conventional PCR using 

complementary DNA (cDNA) and it was confirmed by the RT-qPCR technique, using 

primers designed for the ITS-1 region of U. brizantha and U. ruziziensis. The molecular 

analyzes showed differential expression between the 45S rDNA sites of the different genomes 

within the genome of hybrid 1863, characterizing a scenario of nucleolar dominance, in which 

happens the preferential expression of the 45S rDNA genes inherited from U. Brizantha, 

while the sites from U. ruziziensis are silenced through epigenetic mechanisms. These results 

allowed to infer that those sites that were hypermethylated in cytosine and H3k9me2 marks 

were inherited from U. ruziziensis, whereas the portion of rDNA characterized by 

hypomethylation of cytosine and H3k9me2 was originated from U. brizantha. 

 

Keywords: Brachiaria; rDNA 45S; nucleolar dominance. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil possui destaque dentro da cadeia agropecuária, ocupando a segunda posição no 

ranking dos países produtores de carne bovina e a sexta posição na produção de leite 

(USDA/FAO, 2016). Essa intensa atividade pecuária impulsiona a produção de espécies 

forrageiras mais eficientes na utilização dos insumos e também adaptadas às diversas regiões 

do país (VALLE et al., 2008). Dentre elas, integram-se as gramíneas pertencentes à Urochloa 

P. Beauv.. Esse gênero passou recentemente a incluir espécies anteriormente identificadas 

como como Brachiaria (Trin.) Griseb.) e, de acordo com Salariato et al., (2010), possui cerca 

de 110 espécies, e algumas delas se destacam na produção de forragens devido à alta 

qualidade nutricional e à alta adaptabilidade, tais como Urochloa brizantha (Hochst. ex A. 

Rich.) R. D. Webster, Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster, Urochloa humidicola 

(Rendle) Morrone & Zuloaga e a Urochloa ruziziensis (R. Germ & Evrard) Crins (VALLE; 

PAGLIARINI, 2009).  

 Em relação à citogenética, as espécies de Urochloa caracterizam-se por apresentarem 

número básico de cromossomos variável (x=5, 6, 7, 8, 9, 10 e 12), com a maioria das 

espécies, entretanto, apresentando x=9 (DARLINGTON; WYLIE, 1955; CHRISTOPHER; 

ABRAHAM, 1976; BASAPPA; MUNIYAMMA; CHINNAPPA, 1987; RISSO-PASCOTTO; 

PAGLIARINI; VALLE, 2006). A maioria das espécies descritas do gênero é tetraploide 

(2n=4x=36) (PENTEADO et al., 2000), porém, Valle e Pagliarini (2009) já relataram espécies 

apresentando de 14 a 90 cromossomos. 

 Urochloa ruziziensis é diploide (2n=2x=18) com tamanho médio do genoma de 1,74 pg 

(TIMBÓ et al., 2014a), genoma B2B2 (PAULA et al. 2017) e modo de reprodução sexuado 

(SCHANK; SOTOMAYOR-RÍOS, 1968). Plantas tetraploides de U. ruziziensis foram obtidas 

artificialmente, a partir da indução de duplicação cromossômica com colchicina, por 

diferentes autores, tais como Swenne; Louant; Durjardin, (1981); Ishigaki et al. (2009) e 

Timbó et al. (2014). U. decumbens e U. brizantha são predominantemente tetraploides 

(2n=4x=36) e apomíticas (ZERPA, 1952; NATH; SWAMINATHAN, 1957) com tamanhos 

dos genomas de 3,74 pg e 3,52 pg, (TIMBÓ et al., 2014a) e genomas B1B1B2B2 e BBB1B1, 

respectivamente (PAULA et al. 2017). No entanto, há relatos de ocorrência de plantas 

diploides de U. decumbens e U. brizantha (2n=2x=18) (CARNAHAN; HILL, 1961; VALLE 

et al., 1989; VALLE, 1991; MENDES-BONATO, 2002). Para U. brizantha também são 
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descritos genótipos pentaploides (2n=5x=45) e hexaploides (2n=6x=54) (CARNAHAN; 

HILL, 1961; RISSO-PASCOTTO et al., 2003; VALLE; PAGLIARINI, 2009). 

Com a utilização de técnicas de citogenética molecular foi possível descrever muito 

além do nível de ploidia, como, por exemplo, caracterizar e quantificar os sítios de rDNA e 

contribuir para a construção de mapas físicos cromossômicos, ajudando a elucidar alguns 

aspectos evolutivos e taxonômicos no gênero (AKIYAMA et al., 2010; NIELEN et al., 2010; 

NANI et al., 2016; NANI et al, 2018). Nani et al. (2016) aplicaram a técnica de hibridização 

in situ fluorescente (FISH) em U. ruziziensis cv. Kennedy, U. brizantha cv. Marandu e U. 

decumbens cv. Basilisk e observaram polimorfismos intravarietais e interespecíficos nos sítios 

de rDNA 45S, além de variações na atividade transcricional desses sítios através da coloração 

com nitrato de prata (Ag-NOR).  

 Essa variação na transcrição dos genes rDNA 45S, tanto em U. brizantha como em U. 

decumbens, tem sido relatada em outras espécies alopoliploides e de híbridos interespecíficos 

de gêneros, como Triticum, Secale, Hordeum (HOUCHINS et al., 1997; PIKAARD, 2000; 

CARPETA, 2002). Esse fenômeno é conhecido como dominância nucleolar (ND) ou 

anfiplastia diferencial (BOROWSKA-ZUCHOWSKA; HASTEROK, 2017). Nessas 

circunstâncias, ocorre a transcrição preferencial dos genes rDNA 45S de um genitor que 

resulta no silenciamento parcial ou total dos genes de outro genitor, funcionando como um 

mecanismo de controle da expressão gênica (PIKAARD, 2000). A ND foi descrita pela 

primeira vez em plantas há cerca de 90 anos, sendo considerada um dos primeiros e mais 

importantes fenômenos de silenciamento epigenético reconhecidos (PIKAARD, 2014). Desde 

então, esse fenômeno tem sido estudado em muitas espécies vegetais, o que levou a alguns 

avanços em relação aos mecanismos moleculares relacionados a ele (PIKAARD, 2000; 

NEVES et al., 2005; MCSTAY, 2006).   

 Estudos citogenéticos via imunomarcação vêm sendo empregados para elucidar alguns 

aspectos relacionados à modulação da cromatina e à expressão gênica que, até então, não 

eram compreendidos e podem ser usados para explicar a expressão seletiva dos genes rDNA. 

Essa relação foi bem demostrada em Citrus por Marques e colaboradores (2011) onde os 

sítios de rDNA descondensados e transcricionalmente ativos estavam  frequentemente 

associados com a hipometilação do DNA e da lisina 9 da histona H3 (H3K9), enquanto que os 

sítios silenciados condensados estavam hipermetilados para ambas as marcas. Em 

Brachypodium hybrydum (B. stacey x B. distachyon), Borowska-Zuchowska e Hasterok 

(2017) usaram a técnica Imuno-FISH e demostraram que os loci de rDNA herdados do 

parental  B. stacey são reprimidos transcricionalmente e estão associados à um alto grau de 
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metilação do DNA. Além disso, os autores demonstraram que as frações ativas e silenciadas 

de rDNA herdadas de B. distachyon ocupavam diferentes domínios dentro dos cromocentros 

adjacentes ao nucléolo, dependendo do seu estado epigenético. 

 No primeiro estudo epigenético em U. decumbens, U. brizantha e U. ruziziensis e 

respectivos híbridos interespecíficos, Paula et al. (2016) utilizaram imunomarcações com a 5-

metilcitosina (5-mCyt) para evidenciar regiões silenciadas e com as histonas H3 dimetilada na 

lisina 9 (H3K9me2) e na lisina 4 (H3K4me2) para regiões de heterocromatina e eucromatina, 

respectivamente. Os resultados em relação às regiões organizadoras do nucléolo (RONs) 

mostraram que não houve imunomarcação da H3K4me2 nessa região. Entretanto, algumas 

RONs apresentaram fraca marcação da H3K9me2 em alguns cromossomos, coincidentes com 

as marcas da 5-mCyt , identificando a inatividade do locus de rDNA 45S.  

O estudo da distribuição dessas marcas epigenéticas e a forma pelas quais elas estão 

envolvidas na regulação preferencial da atividade transcricional dos genes ribossomais são 

importantes para se compreender quais mecanismos de silenciamento gênico estão envolvidos 

na ND em espécies e híbridos de Urochloa. Dessa forma, o presente trabalho visa associar as 

marcas epigenéticas 5-mCyt e H3K9me2,  relacionadas aos sítios de rDNA 45S no núcleo 

interfásico com a análise da expressão gênica em U. ruziziensis, U. brizantha e respectivo 

híbrido interespecífico. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1       Caracterização botânica-agronômica e importância das principais espécies de 

Urochloa  

 

 O gênero de Urochloa P. Beauv. (incluindo. Brachiaria (Trin.) Griseb.) pertence à 

tribo Paniceae Rchb., subfamília Panicoideae (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996), 

abrangendo cerca de 110 espécies (SALARIATO et al., 2010). As espécies que compõem 

esse gênero são caracterizadas, em geral, por serem plantas robustas, de hábito cespitoso, com 

colmos inicialmente prostrados que também podem produzir afilos predominantemente eretos 

e bainhas pilosas com lâminas foliares linear-lanceoladas, esparsamente pilosas na face 

ventral e glabras na face dorsal (SEIFFERT, 1984).  

O gênero Urochloa é de origem africana e teve expressiva ocupação no cerrado 

brasileiro e savanas da América tropical devido à considerável tolerância a solos ácidos e de 

baixa fertilidade natural (VALLE et al., 2008), sendo U. brizantha, U. decumbens, U. 

humidicola e U.  ruziziensis, espécies do leste africano, aquelas que mais se destacaram nesse 

continente (VALLE, 2009). A associação dos caracteres vegetativos e moleculares foi mais 

eficaz na discriminação das espécies, mas os caracteres reprodutivos também foram levados 

em conta para a discriminação entre U. brizantha e U. ruziziensis, e os de pilosidade se 

mostraram importantes para diferenciar U. decumbens e U. humidicula (VALLE et al., 2008). 

Dentre as espécies citadas, U. brizantha e U. decumbens tiveram um destaque 

econômico especial dentro da forragicultura devido à excelente qualidade nutricional e à alta 

adaptabilidade em diferentes tipos de solos (VALLE; MILE, 1992). U. decumbens, que já foi 

uma das forrageiras mais utilizadas na agropecuária, se estabelece a partir de sementes, sendo 

assim, de fácil manejo e produzindo uma forragem de boa qualidade, que é a sua característica 

de maior importância (KELLER-GREIN, 1996). 

  Em 1984, foi lançada a cultivar U. brizantha cv. Marandu (capim braquiarão) pela 

Embrapa Gado de Corte e Embrapa Cerrados, tornando-se a forrageira mais plantada no 

Brasil (KELLER-GREIN, 1996). Sua principal característica é a resistência à cigarrinha das 

pastagens, porém, também se caracteriza pela elevada produção, qualidade da forragem, 

resposta à adubação, boa produtividade de sementes e boa adaptação a solos de cerrado de 

média a alta fertilidade (ZIMMER et al., 1998). 

Urochloa humidicola é uma espécie considerada tolerante a cigarrinha das pastagens e 

apresenta baixa resistência a seca, ocorrendo normalmente em locais mais úmidos ou de 
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drenagem deficiente (VALLE et al., 2008), possui também resistência a solos com baixa 

fertilidade. Urochloa ruziziensis é uma espécie que possui bom valor nutritivo e rápido 

estabelecimento de pastagem (VALLE; PAGLIARINI, 2009). Uma das cultivares de U. 

ruziziensis bem aceita no mercado foi a cv. Comum por apresentar menores quantidades de 

fibra, refletindo em boa digestibilidade (SOUZA SOBRINHO et al., 2005). 

Dentro desse gênero, são encontradas espécies que se reproduzem sexuadamente, 

geralmente diploides, tais como U. ruziziensis, e outras por apomixia que, associada à 

poliploidia, é muito observada em espécies do gênero Urochloa, como U. decumbens e U. 

brizantha (VALLE; PAGLIARINI, 2009). A apomixia que ocorre no gênero é a aposporia 

facultativa do tipo Panicum, ou seja, algumas flores exibem sacos meióticos passíveis de 

serem fecundados (VALLE et al., 2007). 

A produção de híbridos é uma estratégia para contornar problemas, como baixa 

produção de sementes, e permite explorar a variabilidade genética conservada pela apomixia. 

Em Urochloa, a maior dificuldade encontrada na produção de híbridos se encontra na 

diferença de ploidia entre os progenitores sexuais e apomíticos (VALLE et al., 2008). Para 

solucionar esse obstáculo, foram lançados programas de melhoramento visando a duplicação 

dos cromossomos das espécies diploides e sexuais de Urochloa (SWENNE; LOUANT; 

DURJARDIN, 1981; ISHIGAKI et al., 2009; TIMBÓ et al., 2014). 

A primeira cultivar híbrida interespecífica de Urochloa foi a cv. Mulato, originada do 

cruzamento entre U. ruziziensis tetraploidizada e U. brizantha cv. Marandu (SOUZA 

SOBRINHO, 2005). Posteriormente, a cv. Mulato II foi lançada pelo Centro Internacional de 

Agricultura Tropical (CIAT). Este híbrido é resultado de três gerações de cruzamento e 

seleção, iniciadas com o cruzamento de U. ruziziensis x U. decumbens (ARGEL et al., 2007). 

 Os critérios de um programa de melhoramento de forrageiras, em geral, são mais 

complexos quando comparados com as grandes culturas de ciclo anual, além disso, existe um 

número reduzido de melhoristas que trabalham com essas espécies e um número elevado de 

espécies que apresentam grande variação, principalmente no que se refere ao nível de ploidia 

e formas distintas de estrutura reprodutiva como alogamia, autogamia, propagação vegetativa 

e apomixia (SOUZA SOBRINHO, 2005; VALLE et al., 2008). Diante desse cenário, a 

citogenética é uma ferramenta eficaz para o melhoramento, gerando subsídios para melhor 

identificar espécies e cultivares do gênero. 
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2.2       Aspectos citogenéticos das principais espécies de Urochloa  

 

A correta caracterização do nível de ploidia é fundamental para se realizar o 

melhoramento genético de qualquer espécie e pode ser feita por meio da contagem 

cromossômica (PENTEADO et al., 2000). O gênero Urochloa possui espécies que 

apresentam o número básico cromossômico x=5, 6, 7, 8, 9, 10 e 12 com a maioria das 

espécies apresentando x=9 (DARLINGTON; WYLIE, 1955; CHRISTOPHER; ABRAHAM, 

1976; BASAPPA; MUNIYAMMA; CHINNAPPA, 1987; RISSO-PASCOTTO; 

PAGLIARINI; VALLE, 2006). Esse gênero apresenta variação intra e interespecífica quanto 

ao nível de ploidia, conforme demonstrado na TABELA 1.  

 

 

 
Tabela 1 - Número cromossômico e nível de ploidia das principais espécies de Urochloa. 

 

Espécie Ploidia 2 2n 

 2x 18 

U. brizantha 1 4x 36 

 5x 45 

 6x 54 

   

U. decumbens 1 2x 18 

 4x 36 

   

U. humidicola 2 6x 36 

 7x 42 

 9x 54 

   

U. ruziziensis1 2x 18 

Fonte: 1-Adaptado de Valle e Pagliarini (2009) 

                                                                 2-Boldrini et al. (2009) 

  

 A primeira caracterização cariotípica de várias espécies de Urochloa foi realizada 

por Bernini e Marin-Morales (2001), na qual os cariótipos foram considerados simétricos, 

com tendência para a assimetria na direção dos poliploides. Os autores também sugeriram a 

poliploidia como uma das causas que mais influenciaram na evolução cromossômica do 

gênero. A respeito da posição do satélite, Bernini e Marin-Morales (2001) descreveram uma 

variação entre os acessos tetraploides de U. decumbens, enquanto que em U. brizantha o 

satélite foi descrito na região terminal do par doze. Em U. ruziziensis, o satélite foi escrito 

pelos autores na região terminal do par oito. Entretanto, Valle, Singh e Miller (1987), por 
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meio de análises em  cromossomos paquitênicos, relataram que a região organizadora do 

nucléolo se encontra localizado no par sete. 

 Além da citogenética clássica, técnicas como hibridização in situ genômica (GISH) 

e hibridização in situ fluorescente (FISH) vêm sendo aplicadas em espécies do gênero 

Urochloa. Paula et al. (2017) utilizaram GISH e observaram variação no padrão de 

hibridização entre as espécies de Urochloa. A GISH realizada reciprocamente entre U. 

decumbens, U. brizantha e U. ruziziensis revelou sinais em todas as metáfases, variando na 

porcentagem do genoma hibridizado e região cromossômica dessa hibridização. A partir 

desses dados associados com estudos meióticos, U. brizantha foi caracterizada por ter genoma 

BBB1B1, U. decumbens B1B1B2B2 e U. ruziziensis B2B2. Os genomas B, B1 e B2 foram 

considerados homeólogos, com menor afinidade entre B e B2. 

 Utilizando a FISH, Akiyama et al. (2010) quantificaram os sítios de rDNA 5S e 25S 

(uma subunidade do sítio 45S). O acesso de U. brizantha cv Marandu (2n=4x=36) apresentou 

seis sinais de rDNA 5S e quatro sinais de rDNA 25S. No híbrido mulato I, oriundo do 

cruzamento de U. ruziziensis x U. brizantha, os autores quantificaram quatro sinais de rDNA 

5S e 25S e, em U. ruziziensis diploide, foram observados quatro sinais de rDNA 5S e dois de 

rDNA 25S. Paula et al. (2017) quantificaram os sítios de rDNA 45S e 5S na U. ruziziensis 

tetraploidizada e no híbrido 1863 (U. ruziziensis tetraploidizada X U. brizantha cv. Marandu) 

utilizando FISH. Os autores observaram em U. ruziziensis quatro cromossomos com sítios de 

rDNA 45S e seis sinais de rDNA 5S. No híbrido 1863 foi observado 4 sinais de rDNA 45S e 

sete de rDNA 5S. 

 Nielen et al. (2010) realizaram o mapeamento físico de genes de rDNA 45S e 5S em 

diferentes acessos de U. brizantha. Em um acesso diploide sexual de U. 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.  

 Nani et al. (2016) também quantificaram os sítios de rDNA 45S e 5S com a intenção 

de contribuir para a construção de mapas cromossômicos. Em U. ruziziensis cv. Kennedy 

(2n=2x=18) apenas o par 8 apresentou sítio de rDNA 45S, e os pares 2 e 6 apresentaram sítios 

de rDNA 5S. Em U. brizantha cv. Marandu (2n=4x=36) identificou-se uma variação de três, 

quatro, cinco e seis sinais de rDNA 5S, localizados nos pares 8, 12 e 15, e dois, três ou quatro 

sítios de rDNA 45S nos pares 7 e 13. A espécie U. decumbens cv. Basilisk (2n=4x=36) possui 

sete sinais de rDNA 5S localizados nos pares 7, 10, 13 e também no par 4 que se encontra no 

estado de hemizigose; os pares 9 e 11 foram portadores de sinal de rDNA 45S sendo que o par 

11 apresentou heteromorfismo com relação ao comprimento total e a morfologia 
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cromossômica, além disso, o homólogo de maior comprimento apresentou constrição terciária 

na região distal do braço longo. 

 Nani et al (2016) ressaltaram que diferenças na identificação da posição de rDNA 45S 

podem ocorrer devido a variações intraespecíficas, mas também quando técnicas citogenéticas 

distintas são utilizadas isoladamente. Os cromossomos de espécies de Urochloa 

frequentemente apresentam fibra da cromatina estendida na região cromossômica distal, 

especialmente nos cromossomos portadores de rDNA 45S, o que pode contribuir para 

superestimar as medidas de comprimento cromossômico levando à identificação equivocada 

da localização dos pares cromossômicos no cariograma, sobretudo quando são utilizadas 

apenas técnicas de citogenética convencional. Ainda no mesmo trabalho de Nani et al. (2016), 

foi utilizado o bandamento CMA/DAPI para verificar o padrão de bandas ricas em CG, além 

da técnica Ag-NOR para avaliar possível atividade transcricional dos sítios rDNA 45S. Os 

autores, observaram co-localização das bandas de CMA com os sítios de rDNA 45S em U. 

decumbens que apresentou até 3 sítios ativos e U. ruziziensis que apresentou até 2 sítios de 

rDNA ativos e coincidentes com as bandas CMA. Em U. brizantha foram observados até 3 

sítios ativos e duas marcas CMA foram coincidentes com os sítios de rDNA 45S. 

Atualmente, estudos sobre a remodelação da cromatina via marcas epigenéticas têm 

sido utilizados em conjunto com técnicas de hibridização in situ para avaliar de forma mais 

definitiva essa atividade ou inatividade transcricional dos genes ribosomais.  

 

2.3       Cromatina e Epigenética 

 

Em células eucarióticas, o constituinte mais importante do núcleo é a cromatina, 

constituída por DNA associado a proteínas histônicas e não-histônicas (SUMNER, 2013). Na 

divisão celular, a cromatina se condensa, o que torna possível a movimentação dos 

cromossomos e a segregação das cromátides. A condensação da cromatina envolve alguns 

estágios, sendo o primeiro a formação da unidade fundamental da cromatina, o nucleossomo, 

formado por 147 pares de bases nitrogenadas que se enrolam em torno de um octâmero com 

duas cópias de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4, arranjadas em dois dímeros 

H2A/H2B e um tetrâmero H3/H4 com caudas N-terminais dispostas para fora do octâmero de 

histonas (JASENCAKOVA et al., 2000; LAM; KATO; WATANABE, 2004; 

KOUZARIDES, 2007). A fita de DNA que une dois nucleossomos vizinhos é referida como 

DNA linker e a variação no seu comprimento pode estar relacionada com funções regulatórias 
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(KORNBERG; LORCH, 1999; HESLOP-HARRISON, 2000; LAM; KATO; WATANABE, 

2004).  

 Existem dois tipos de fibra de cromatina, a fibra de 10 nm de diâmetro, que possui 

um aspecto de “colar de contas” em que cada esfera corresponde a um nucleossomo, e a fibra 

de 30 nm, na qual os nucleossomos são dobrados formando o solenoide que envolve 

aproximadamente seis nucleossomos a cada volta. Sugere-se que essa conformação seja 

facilitada pela histona H1, adjacente ao nucleossomo (LEWIN, 2004).  

 A cromatina é dividida em eucromatina e heterocromatina de acordo com o seu grau 

de compactação, regulado por modificações pós-traducionais de histonas e metilação do DNA 

(BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). Os eventos que ocorrem nessas regiões da cromatina 

estão envolvidos no controle da transcrição e, consequentemente, na expressão gênica. A estes 

processos estão associadas importantes marcas epigenéticas (FUKS, 2005; BANNISTER; 

KOUZARIDES, 2011), que caracterizam as mudanças na regulação gênica através do 

remodelamento da cromatina sem que ocorram alterações na sequência do DNA e que podem 

ser herdáveis ao longo das gerações (TANG; HO, 2007).  

 Existem vários mecanismos epigenéticos de herança, sendo as modificações das 

histonas e a metilação do DNA os mais estudados atualmente. Segundo Kouzarides (2007), 

existem pelo menos oito tipos de alterações encontradas em histonas, tais como: metilação, 

acetilação, fosforilação, ubiquitinação, sumoilação, ADPribosilação, deiminação e 

isomerização de prolina. Algumas destas modificações são específicas para certas regiões da 

cromatina, como por exemplo, a acetilação das lisinas 5 e 8 da histona H4 e a metilação da 

histona H3 na lisina 4 para eucromatina. Entretanto, a mono e dimetilação da histona 3 na 

lisina 9 são específicas da heterocromatina. Essas modificações de histonas ocorrem na cauda 

N-terminal e, mais raramente, no núcleo das histonas, apresentando distribuições diferentes 

em cada genoma (FUCHS et al., 2006; JASENCAKOVA et al., 2000).  

 A acetilação de histonas, normalmente, está associada à expressão gênica, enquanto a 

desacetilação resulta em silenciamento e heterocromatinização. A metilação das histonas, 

quando relacionada à heterocromatina, promove a desacetilação e a posterior metilação da 

H3K9 que promove o recrutamento da HP1, uma proteína envolvida na formação da 

heterocromatina e no silenciamento gênico. São encontrados altos níveis de metilação de 

DNA na heterocromatina constitutiva (NEVES et al., 2005; DAUJAT et al., 2005). 

 A metilação do DNA ocorre diretamente sobre a cadeia de nucleotídeos, está 

associada ao silenciamento gênico e também pode alterar o padrão de modificações de 

histonas. O tipo mais comum de metilação em eucariotos é a 5 metilcitosina, que ocorre pela 
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ligação de um grupo metil ao carbono 5 do anel de citosina (NEVES et al., 2005; 

BANNISTER; KOUZARIDES, 2011).   

 O primeiro estudo epigenético para o gênero Urochloa  foi realizado por Paula et al. 

(2016), no qual os autores analisaram as modificações de histonas e metilação de DNA 

associadas com a modulação da cromatina e silenciamento gênico nas espécies U. decumbens 

e U. brizantha, tetraploides e apomíticas, U. ruziziensis, espécie diploide e sexual, U. 

ruziziensis tetraploidizada, nos híbridos 1863 (U. ruziziensis x U. brizantha) e 963 (U. 

ruziziensis x U. decumbens). Neste estudo, foi observada variação no padrão cromossômico 

em relação a marcas epigenéticas. Para a marca da H3K4me2 (eucromatina) foram 

observados cromossomos i) hipometilados, ii) com duas regiões terminais eucromáticas 

metiladas, iii) com apenas uma das regiões terminais eucromáticas metiladas, iv) 

hipermetilados, e, v) com uma banda intersticial metilada, apresentando variação maior em U. 

brizantha, U. decumbens e híbrido 963. Por outro lado, os cromossomos com sinais de 

H3K9me2 (heterocromatina) estavam i) hipermetilados, ii) com a região central centromérica 

e pericentromérica metilada, iii) com um braço e, algumas vezes, parte do outro braço 

metilado, e iv) hipometilados, com maior variação encontrada em U. decumbens e no híbrido 

963. 

 No mesmo trabalho, a imunodetecção via 5 metilcitosina, para a metilação do DNA, 

ocorreu nas regiões pericentroméricas e proximais, se estendendo em alguns casos ao longo 

dos braços cromossômicos. Para a maioria dos cromossomos e regiões cromossômicas das 

espécies e híbridos, a hipermetilação da H3K9me2 se correlacionou com um elevado nível de 

metilação de DNA. Esta co-localização já foi demonstrada em outras espécies, tais como 

Citrus clementina (MARQUES et al., 2011) e algumas espécies pertencentes ao complexo 

Lolium-Festuca (FERREIRA, 2017). 

 

2.4       Estrutura e controle da expressão gênica em sítios de rDNA 45S 

 

A região organizadora do nucléolo (RON) é uma região cromossômica onde são 

encontrados os RNAs ribossomais (rRNAs) (SCHWARZACHER; WACHTLER, 1983). Os 

rRNAs associados a complexos proteicos são responsáveis pela formação do ribossomo, o 

qual em eucariotos é composto por uma subunidade 60S e outra 40S (LEWIN, 2004; 

SUMNER, 2003). 
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Os genes ribossomais 45S são altamente repetidos e organizados em tandem. Estes, 

compõem o sítio de rDNA 45S e são subdivididos por segmentos de codificação dos rRNAs 

18S, 5.8S, 25/28S, espaçadores transcritos internos e externos (ITS e ETS) e espaçadores não 

transcritos (NTS) (FIGURA 1). A região espaçadora intergênica (IGS), composta de 3 ETS, 

NTS e 5 ETS, contém o sítio de iniciação da transcrição (TIS), término da transcrição (TTS) e 

diferentes elementos reguladores.  Os genes para rRNAs são transcritos pela RNA polimerase 

I como um pré 45S rRNA, que é processado e transformado nos respectivos rRNAs (18S, 

5.8S e 25/28S) (HEMLEBEN et al., 2004).  

 

Figura 1 - Organização estrutural do 45S rDNA, expressão e processamento 

 

FONTE: VOLKOV et al. (2007). 



20 

 

 

 Alguns estudos relataram que os sítios de rDNA 45S ativos se encontram associados 

ao nucléolo apresentando baixa densidade de metilação de DNA em seus promotores e, 

muitas vezes, apresentam cromatina parcialmente descondensada, enquanto que os sítios que 

se mostram silenciados, se encontram na periferia nuclear e são hipermetilados nos seus 

promotores, estando indisponíveis para transcrição (MARQUES et al., 2011; BOCKOR et al., 

2014). 

A transcrição desses genes ribossomais está diretamente relacionada com a presença 

de estruturas altamente conservadas presentes no nucléolo, sendo elas o componente granular 

(GC), o componente fibrilar denso (DFC) e o centro fibrilar (FC) (HADJIOLOV, 1985). O 

FC é uma estrutura esférica envolvida pelo DFC, e no limite dessas duas estruturas ocorre a 

transcrição dos genes de pré-RNAs. No DFC estão os pré-rRNAs recém-sintetizados e várias 

proteínas. No GC estão as partículas pré-ribossomais que serão destinadas para o citoplasma 

(OLSON; DUNDR; SZEBENI, 2000). O nucléolo não está presente em todo o ciclo, pois é 

dissociado no começo da divisão celular quando a transcrição e consequente produção de pré-

mRNA é interrompida. No fim da divisão, o nucléolo se reorganiza em um processo 

denominado nucleologênese, no qual os componentes nucleolares dispersos voltam ao núcleo, 

se associam aos corpos pré-nucleolares que se fundem e formam o nucléolo (HERNANDEZ-

VERDUN, 2002).  

Os genes de rDNA podem estar em três estados, i) inativos e condensados na 

heterocromatina, ii) ativos e transcritos, em uma conformação estendida dentro dos nucléolos, 

ou, iii) disponível para transcrição, mas ainda não transcritos (HUANG et al., 2006). 

Mecanismos epigenéticos, como a metilação do DNA e modificações de histonas, determinam 

a proporção de cada um desses estados dentro da célula (GRUMMT; PIKAARD, 2003).  

Estudos epigenéticos vêm contribuindo para o entendimento da regulação gênica de 

espécies amplamente difundidas. Wako et al. (2004) estudaram a distribuição de H4K5ac em 

diferentes fases do ciclo celular de cevada (Hordeum vulgare). Na prófase, as regiões 

centroméricas apareceram fortemente acetiladas, em seguida, ocorreu uma diminuição súbita 

da acetilação nas regiões centroméricas e as RONs começaram a ser acetiladas na pró-

metáfase. O alto nível de acetilação de RONs foi mantido até a anáfase, posteriormente, as 

regiões centroméricas foram novamente acetiladas na telófase, porém, a acetilação nas RONs 

desapareceu, indicando que existe uma dinâmica na distribuição de H4K5ac nesse genoma 

entre as diferentes fases do ciclo celular. 

Em Urochloa, Paula et al. (2016) não observaram marcações para H3K4me2 
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(Eucromatina), porém algumas RONs apresentaram fraca marcação da H3K9me2 

(Heterocromatina). Os sinais da H3K9me2 e da 5-mCyt foram coincidentes na RON de 

alguns cromossomos, indicando um controle da expressão gênica através do silenciamento 

dessas RONs. Também em espécies de Urochloa, Nani et al. (2016) analisaram a atividade 

transcricional dos sítios de rDNA 45S por meio da Ag-NOR e observaram variação em 

relação ao número de sítios ativos. Essa variação é muito observada em espécies 

alopoliploides e em híbridos, e é conhecida como dominância nucleolar (ND) ou inicialmente 

descrita como anfiplastia diferencial.  

Esse fenômeno epigenético já foi descrito em plantas, insetos, anfíbios e mamíferos e 

mostra que as RONs de um genoma parental são dominantes em relação ao outro, ocorrendo o 

silenciamento dos genes de rRNA de um dos parentais dentro do núcleo híbrido (REEDER, 

1985; PIKAARD, 1999; NEVES et al., 2005; MCSTAY, 2006; TUCKER et al., 2010). Dessa 

forma, a ND pode ser considerada um dos mecanismos de dosagem gênica que regula o 

número de genes de rRNAs ativos de acordo com demanda celular de síntese protéica 

(VIEGAS et al., 2002; PIKAARD, 2014).   

O primeiro relato de ND em plantas foi feito por Navashin em 1928, quando estudava 

cariótipos do gênero Crepis. Desde então, o efeito de ND já foi observado em várias culturas 

de grande importância econômica, incluindo algumas Poaceaes como Triticum, Secale, 

Hordeum e também em espécies dos gêneros Brassica e Citrus (CARPETA, 2002; CHEN; 

PIKAARD, 1997; PIKAARD, 2000; MARQUES et al., 2011; HOUCHINS et al., 1997). 

Muitos desses estudos utilizaram técnicas citogenéticas associadas a ferramentas moleculares 

no intuito de fornecer informações mais consistentes sobre o fenômeno. 

O silenciamento dos genes de rRNA envolve a metilação de DNA, modificações pós-

traducionais de histonas e RNAi, porém, os mecanismos que discriminam o genoma 

preferencialmente ativo e as consequências dessa discriminação não foram totalmente 

elucidados (VIEGAS et al., 2002; PIKAARD, 2014). Sabe-se que a ND é um processo 

independente de efeitos maternos e paternos, e não aleatório, o mesmo conjunto parental de 

genes de rRNA é sempre silenciado (PIKAARD, 2014), e além disso, dentro desse fenômeno 

as espécies seguem uma hierarquia. Em Brassicas, Chen e Pikaard (1997) estudaram as 

relações genômicas nas principais espécies do gênero identificando a seguinte hierarquia: 

Brassica nigra > Brassica rapa > Brassica oleracea, ou seja, se a espécie A for dominante 

sobre a espécie B, e B for dominante numa dada espécie C, então A será sempre dominante 

em relação a C (MCSTAY, 2006).   
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Uma série de hipóteses foi considerada como possível explicação sobre como ocorre o 

silenciamento preferencial dos genes ribossomais. A hipótese dos fatores de transcrição 

espécie-específica foi elaborada a partir do fato de que, embora as sequências de DNA 

repetitivo que especificam os rRNAs 18S, 5.8S e 26S sejam altamente conservadas em 

eucariotos superiores, as sequências de rDNA intergenéticas divergem substancialmente 

durante a evolução (PIKAARD, 2014). O estudo in vitro de células de camundongo e 

humanos visou explicar como ocorre esse fenômeno em espécies não relacionadas, propondo 

uma co-evolução dos fatores de transcrição da RNA polimerase I com os promotores dos 

genes de rRNAs, a qual torna esses fatores específicos de uma espécie. Assim, os genes 

ribossomais de um dos genitores podem não ser reconhecidos pelos fatores de transcrição em 

um híbrido, resultando no completo silenciamento dos genes de rRNA herdados deste genitor. 

Entretanto, essa hipótese não explica a ocorrência da dominância nucleolar em híbridos 

naturais (REEDER, 1985; PIKAARD, 2002). 

 Outra hipótese seria a do desequilíbrio de enhancers observada primeiramente  em 

híbridos do gênero Xenopus. Nele, a dominância de uma RON em relação a outra é baseada 

no fato de que elementos repetitivos podem servir como enhancers (segmentos de DNA que 

influenciam os promotores para a transcrição dos genes ribossômicos), sugerindo que aquele 

promotor de gene ribossomal que possui maior quantidade de enhancers adjacentes domina 

aqueles que tem menor número de enhancers adjacentes (REEDER, 1985). Apesar de ser bem 

estabelecida em algumas espécies, como alopoliplodides de Triticum aestivum (MUKAI; 

ENDO; GILL, 1991), essa hipótese também não se aplica em todos os casos. 

 Viegas et al. (2002) estudaram eventos bem estabelecidos de dominância nucleolar e 

levantaram uma hipótese na qual a escolha do genoma silenciado ocorre através da 

necessidade de compactação do genoma de cada genitor dentro do núcleo híbrido. Dessa 

forma, se um genoma tem menos espaço nuclear disponível no híbrido, relativo à sua 

condição diploide, a associação da cromatina é mais provável de ocorrer em maior extensão 

no genoma maior. Assim, estabelecendo uma associação mais íntima entre domínios 

heterocromáticos, acarretando no silenciamento de suas regiões repetitivas, que, através de 

mecanismos epigenéticos, como a metilação do DNA e das histonas, serão assim mantidas 

nos sucessivos ciclos celulares. 

Recentemente, Borowska-Zuchowska e Hasterok (2017), ao investigarem o estado 

epigenético do gene rRNA 35S em um híbrido resultante de um cruzamento entre 

Brachypodium distachyon e Brachipodyum stacei, mostraram que os sítios de rDNA 

hereditários de B. stacei reprimidos se encontravam na região extranucleolar, e apresentaram 
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alto nível de metilação do DNA e da H3K9me2, enquanto que os sítios herdados de B. 

distachyon se encontravam na região peri e intranucleolar, com baixo nivel de metilação do 

DNA. Os autores utilizaram o tratamento com  5-azacitidina, um agente hipometilante de 

DNA, que se mostrou insuficiente para a reativação transcricional destes loci herdados de B. 

stacei, indicando que outros fatores, além da metilação do DNA e de histonas, estão por trás 

da supressão dos sítios rDNA dentro no genoma de Brachypodium hybridum.  

 

 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1       Material Genético  

 

As análises citogenéticas e moleculares foram realizadas com genótipos Urochloa 

ruziziensis (sexual), tetraploidizada por Timbó et al. (2014), Urochloa brizantha cv. Marandu 

(apomítica), cultivada em 2016 a partir de sementes comerciais, e o respectivo híbrido H1863, 

oriundo de um cruzamento realizado em 2014. Os genótipos apresentam 2n=4x=36 

cromossomos e genomas B2B2B2B2; BBB1B1 e BB1B2B2, respectivamente (PAULA et al. 

2017). 

O material genético foi cedido pela Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora – MG, o 

experimento foi conduzido no Laboratório de Citogenética Vegetal do Departamento de 

Biologia da Universidade Federal de Lavras e as plantas foram mantidas em vasos na casa de 

vegetação. 

3.2  Preparação das lâminas  

  

Para a obtenção de núcleos interfásicos, as raízes foram coletadas, lavadas e fixadas 

em solução de etanol: ácido acético (3:1) e submetidas à digestão enzimática em um mix de 

enzimas contendo celulase “Onozuka R10” (0,7%), celulase Sigma-Aldrich (0,7%), pectoliase 

Sigma-Aldrich (1%) e citohelicase Sigma-Aldrich (1%) por 1h e 40 minutos a 37°C. As 

lâminas foram preparadas pela técnica de secagem ao ar (CARVALHO; SARAIVA, 1993) e 

avaliadas no microscópio de luz. Aquelas que apresentaram células sem resquícios de parede 

e citoplasma foram submetidas à técnica de Imuno-FISH.  
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3.3  Imunolocalização de modificações de histonas (H3K9me2) 

 

 A técnica de imunolocalização 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 (pH 6) por 40 segundos e imediatamente 

transferidas para PBS 1X 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 (anti dimetil Histona H3(lys9) mouse polyclonal IgG, 

Millipore) diluído 1:100 em BSA 3% por, no mínimo, 18h a 4°C. A seguir, as lâminas foram 

lavadas em PBS 1X e a detecção foi realizada com anticorpo secundário (Goat anti-mouse 

IgG TRITC-conjugated) diluído 1:100 em BSA 3% por 1h a 37°C. Após as lavagens em PBS 

1X, as lâminas foram montadas e contra-coradas em DAPI (4’, 6 diamidino-2-

fenilindol)/Vectashield (2µg/mL). Foi avaliado o padrão das marcas de metilação na região do 

nucléolo no núcleo interfásico em 10 células para cada material.  

3.4       Imunolocalização da metilação do DNA (5-metil citosina – 5-mCyt)  

 

A imunolocalização da 5-metilcitosina foi baseada em Suzuki et al. (2010), com 

algumas modificações. O material foi bloqueado com BSA 10% durante 30 minutos em 

câmara úmida (temperatura ambiente) e incubado com anticorpo primário anti-5metilcitosina 

(mouse monoclonal, Millipore) diluído em BSA 3% (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. As lâminas foram montadas e contrastadas em DAPI 

(2µg/mL)/Vectashield. Foi avaliado o padrão das marcas de metilação na região do nucléolo 

no núcleo interfásico em 15 células para cada material.  

3.5 Hibridização in situ fluorescente (FISH) 

 

Para a FISH foi utilizada a sonda de rDNA 45S (pTa 71 de Triticum aestivum L.) 

marcada previamente com biotina-16-dUTP através de reação de nick-translation. A lâmina 

foi desnaturada em formamida 70% em SSC 2x a 85ºC por 1 min e 25s, seguido de 

desidratação em série alcoólica 70%, 90% e 100%. A mistura de hibridização contendo 
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formamida (50%), sulfato de dextran (10%), SSC 2x pH 7.0, 50-100ng de sonda marcada com 

biotina 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 24x32mm 

e vedada. Foi feita a hibridização 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 após lavagens estringentes com tampão SSC 2x a 42oC e TNT. Os 

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

3.6       Análise Microscópica 

As imagens foram capturadas usando uma câmera QImaging Retiga EXi CCD 

acoplada a um microscópio de fluorescência Olympus BX 60 nos comprimentos de onda de 

excitação/emissão 550/575 para o TRITC e de 358/461 para o DAPI e 495/515 para a FITC.  

3.7       RT-qPCR - Análise da expressão gênica  

3.7.1    Extração do RNA total e Síntese de cDNA 

A extração do RNA total foi realizada de tecidos foliares jovens de quatro plantas por 

espécie estudada, U. brizantha, U. ruziziensis e seu híbrido. Para este fim, fora utilizado o Kit 

PureLinkTM Plant RNA Reagent (Invitrogen) conforme instruções do fabricante. Após 

extração, a quantidade de RNA foi mensurada no equipamento NanoVueTM Plus 

Spectophotometer a 230, 260 e 280 nm, observando se as proporções 260/280 e 260/260 nm 

dentro do intervalo de 1.80-2.20 foi satisfeita. A qualidade ou integridade do RNA, por sua 

vez, foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose, em tampão TAE (Tris, EDTA e 

ácido bórico), livre de RNase. Na sequência, o RNA total foi tratado com TURBO DNA-free 

kit (Thermo Fisher Scientific) e novamente quantificado em NanovueTM Plus 

Spectrophotometer.  

A síntese da primeira fita cDNA foi realizada utilizando High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems) conforme instruções do fabricante. Para tanto, foi 

preparado o RT master mix contendo 2,0 µL de 10x RT Buffer, 0,8 µL de 25x dNTP Mix (100 

mM), 2,0 µL de 10x RT Random Primers, 1,0 µL de MultiScribe Reverse Transcriptase e 4,2 

µL de H2O nuclease-free. Uma vez preparado, 10 µL de 2X RT master mix foram reunidos a 

10 µL de RNA em um tubo 0,2 mL, homogeneizados e submetidos em termociclador a 25ºC 

por 10 min, 37ºC por 120 min, 85ºC por 5 min e 4ºC por tempo indeterminado. Ao final, as 

bibliotecas de cDNA foram armazenadas em freezer -20°C até a realização das análises de 

expressão. 
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3.7.2    Desenho dos primers 

 

Inicialmente, foram obtidas, juntamente ao GenBank Home – NCBI, as sequências 

ITS-1 depositadas para as duas espécies U. brizantha e U. ruziziensis, sob os números de 

acesso AY346349 e AY346352, respectivamente. Estas sequências foram submetidas ao 

alinhamento por meio da ferramenta on line Clustal Omega, no intuito de verificar a 

existência de SNPs, para os quais seriam desenhados os primers para PCR e RT-qPCR. 

Devido à significativa identidade entre as sequencias ITS-1 das espécies estudadas, o desenho 

dos primers diferenciadores foi realizado manualmente, respeitando as exigências de 

qualidade estabelecidas, aferidas conforme software OligoAnalyzer 3.1 on line 

(HTTPS://www.idtdna.com/calc/analyzer).  

De posse das sequências, optou-se pelo desenho dos primers Forwards, capazes de 

diferenciar as duas espécies, tendo como base a extremidade 3’ do primer. Uma vez que o 

primer Reverse haveria de ser comum a ambas, utilizou-se para sua obtenção da ferramenta 

on line Primer3Plus – Bioinformatics software (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3 

plus/primer3plus.cgi/). 

A fim de viabilizar a discriminação das espécies por meio de PCR convencional, foi 

estabelecido que o primer Forward específico para Urochloa brizanta seria aumentado em 13 

nucleotídeos escolhidos aleatoriamente (TABELA 1), possibilitando que, na eletroforese em 

gel de poliacrilamida ou MetaPhor Agarosis, os fragmentos pudessem ser diferenciadas 

visualmente. 

 

 

Tabela 2 - Primers para PCR e RTqPCR para regiões ITS-1 de Urochloa brizantha e U. 

ruziziensis e primers candidatos a normalizadores (Fwd e Rvs apresentados nesta sequência). 

Em negrito, nucleotídeos aleatórios adicionados propositalmente para aumentar o produto da 

PCR, sendo este o único primer não utilizado em RTqPCR, mas somente em PCR end point. 

Bz_Fwd AGTCACGGATGTAGGCGTCAAGGAACACTACTT 

qBz_Fwd GGCGTCAAGGAACACTACTT 

Rz_Fwd GGCGTCAAGGAACACTGAAA  

BzRz_Rvs GTTGCCGAGAGTCGTATTGAT 

ACT12_Fwd GGGTGGAGAGAGATTGCAGGTTA  

ACT12_Rvs GGGAACTGAGGCAACCACAGA  

EF1-α_Fwd CAAGGCTGCTGCCAAGAAGA  

EF1-α_Rvs CTGCAAGAACCAGCCTTGAACA  

α-TUB5_Fwd CGTGTGCATGATCAGCAACA  

α-TUB5_Rvs GCGCTTGGCGTACATCAGAT  

https://www.idtdna.com/calc/analyzer
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3%20plus/primer3plus.cgi/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3%20plus/primer3plus.cgi/
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3.7.3    PCR e RT-qPCR 

 

 Inicialmente, as PCRs foram realizadas sobre DNA genômico, de Urochloa brizantha 

cv Marandu, Urochloa ruziziensis e do híbrido 1863, a fim de verificar a especificidade das 

amplificações utilizando os primers desenhados para a região ITS-1 destas duas espécies e, 

coerentemente, para a presença de ambas no material híbrido. Uma vez confirmada a 

amplificação nas PCRs com DNA genômico, foram realizadas PCRs sobre DNA 

complementar (cDNA), na expectativa de verificar, em caráter qualitativo, os níveis de 

expressão no híbrido U. brizantha x U. ruziziensisi das sequências ITS-1 de cada parental.  

Dois mixes de PCR foram conduzidos, contando no primeiro da presença do primer 

Forward específico para U. brizantha e, no segundo, da presença do primer Forward 

específico para U. ruziziensis. Os demais componentes foram adicionados igualmente em 

ambos os mixes, a saber: 30-50 ng de DNA, 5 µL de 5X Green GoTaq® Reaction Buffer 

contendo MgCl2 1,5 mM, 1 µL de cada primer 10 µM Forward (Brz ou Ruz) e Reverse 

(BzRz), 1 µL de mix dNTP 2,5 µM e 0,25 µL de GoTaq® DNA polimerase (5u/µL), além de 

H2O nuclease free para completar a reação de 25 µL.   

 Os programas executados nas PCRs supracitadas foram ajustados para uma 

desnaturação inicial de 94°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 

57°C por 15 segundos e 72°C por 30 segundos, finalizada a 72°C por 10 minutos e 

estabilizada a 4°C até o momento da análise sob eletroforese em gel de agarose a 1.5 %. 

 

3.7.4    RT-qPCR 

 

 Em caso de diferença em nível qualitativo de amplificação das regiões ITS-1 nos 

materiais genéticos estudados (U. brizantha, U. ruziziensis e seu híbrido 1863), reações 

quantitativas foram realizadas a fim de corroborar sobre a predominância de algum material 

parental em nível nucleolar no organismo híbrido. 

Como pré-requisito para avaliação dos níveis de expressão das sequências ITS-1 

específicas para U. brizantha e U. ruziziensis no híbrido 1863, foi necessária a avaliação da 

eficiência dos primers desenhados para estas sequências, além dos primers para o gene 

referência Actina 12. A eficiência dos primers seguiu sendo realizada em série de diluições do 

cDNA (5-1, 5-2, 5-3, 5-4, 5-5), em mix contendo 1,5 μL de cDNA diluído, 0,3 μL de cada primer 

(50 μM), 7,5 μL de Sybr Green e 5,4 μL de H2O. É relevante ressaltar que a eficiência dos 
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primers desenhados para ITS-1s de U. brizantha e U. ruziziensis foi realizada sobre o cDNA 

de U. brizantha e U. ruziziensis, respectivamente. Já a eficiência dos primers de referência 

(Act12, EF1-α e α-TUB5) foi realizada para ambas as espécies. 

 Uma vez conhecida a eficiência dos primers, seguiu-se para as qPCRs sobre a 

biblioteca de cDNA do híbrido 1863, a fim de verificar a possível existência de dominância 

nucleolar de um de seus parentais. Todas as reações foram realizadas no equipamento Rotor-

Gene. As reações foram realizadas em 15 μL de volume de reação: 7,5 μL de SYBR-verde 

(QuantiFast SYBR Green PCR Kit - Qiagen), 0,3 μL (1 μM de concentração final na reação) 

de iniciadores diretos e reversos específicos de genes (ver Tabela 1 para iniciador sequências 

e eficiências de amplificação), 1,5 μL de cDNA a 10 ng / μL e 5,4 de água sem RNase-

DNase. As reações foram realizadas em triplicatas e a amplificação realizada com as 

seguintes condições de reação: ativação inicial da enzima com 5 minutos a 95 °C, depois 40 

ciclos de 95 °C durante 5 segundos, seguido por 10 segundos aos 60 °C e completado por uma 

análise da curva de fusão para acessar a especificidade da reação elevando a temperatura de 

60 a 95 °C, com aumento de temperatura de 1 °C a cada 5 segundos. As diferenças relativas 

da dobra foram calculadas com base no método ΔΔCT (PFAFFL, 2001) usando Actina12 

(ACT12) como gene de referência (TAKAMORI et al., 2017) e foram calculados em relação a 

uma amostra de calibração, que foi selecionada com base no menor nível de expressão, entre 

os tempos de amostragem e o estágio de amadurecimento, para cada gene. Os parâmetros RT-

qPCR foram realizados de acordo com as informações mínimas para a publicação de 

diretrizes quantitativas de experimentos de PCR em tempo real (MIQE) (BUSTIN et al., 

2009).  
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4. RESULTADOS 

4.1    Avaliação do status de metilação do DNA (5-mCyt) e da dimetilação da H3K9 

(H3K9me2) em sítios de rDNA 45S nos núcleos interfásicos 

 

A avaliação do número de sinais FISH para os sítios de rDNA 45S mostrou que há 

variações entre os três genótipos avaliados, além de variações em núcleos do mesmo 

genótipo.  Em U. ruziziensis foram evidenciados quatro, cinco e seis sítios de rDNA 45S 

(TABELA 3, FIGURAS 2 e 3). Dentre os núcleos interfásicos avaliados em U. ruziziensis, 16 

apresentavam quatro sítios de rDNA 45S (TABELA 3). Em Urochloa brizantha cv. Marandu 

foi observada uma variação de dois e três (TABELA 4, FIGURAS 4 e 5), com maior 

frequência de dois sítios em 18 núcleos interfásicos. Os núcleos interfásicos do híbrido 1863 

apresentaram predominância de quatro e cinco sítios de rDNA 45S sendo também observados 

núcleos com três e seis sítios (TABELA 5, FIGURAS 6 e 7).  

Os sítios de rDNA 45S foram avaliados de acordo com a posição e estado de 

metilação para 5-mCyt e H3K9me2. Foram observados sítios extranucleolares, 

perinucleolares e intranucleolares. Estes sítios foram classificados como hipometilados, 

hipermetilados e hiper/hipometilados (parcialmente hipermetilados e hipometilados). Os sítios 

hiper/hipometilados foram observados na posição intranucleolar e, em alguns casos, na 

periferia do nucléolo. Outra característica desses sítios é que eles frequentemente apareciam 

na forma de cromatina distendida (FIGURAS 2, 3, 4 e 5). Nos três genótipos, foi constatada 

maior frequência de sítios associados ao nucléolo, independentemente do número de sítios 

observados em cada núcleo. 

Para U. ruziziensis foram avaliados 69 e 43 sítios de rDNA 45S para 5-mCyt e 

H3K9me2, respectivamente, sendo observado um predomínio de sítios posicionados no 

interior e na periferia dos nucléolos (TABELA 3). Núcleos que apresentaram quatro e seis 

sítios, a maior porcentagem estava hipometilado e hiper/hipometilado (cerca de 70% para 

ambas as marcas), enquanto que as células com cinco sítios apresentaram 46,67% de sítios 

hipermetilados para 5-mCyt e 33,33% para H3K9me2. Todos os sítios em posição 

extranucleolar estavam hipermetilados (FIGURAS 2 e 3).  
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Tabela 3 - Posição e status de metilação das citosinas e da dimetilação da H3K9 (H3k9me2) dos sítios 

de rDNA 45S nos núcleos interfásicos de U. ruziziensis tetraploidizada. 

  

nº de sítios de 

rDNA  

 

Posição 
 

Hipermetilados Hipometilados 
Hiper/ 

hipometilados* 
% Total  

          5-mCyt    

Núcleos com                  

4 sítios 
Extranucleolares 0 0 0 0 

 
Perinucleolares 6 6 7 52,78 

 
Intranucleolares 2 8 7 47,22 

Total de sítios 

36 

 

% Total  22,22 38,89 38,89 100 

Núcleos com  

5 sítios 
Extranucleolares 2 0 0 13,33 

 
Perinucleolares 4 2 0 40 

 
Intranucleolares 1 2 4 46,67 

Total de sítios: 

15  

 
% Total  46,67 26,67 26,67 100 

Núcleos com  

6 sítios 
Extranucleolares 1 0 0 5,56 

 
Perinucleolares 1 0 3 22,22 

 
Intranucleolares 3 7 3 72,22 

Total de sítios: 

18  

 

% Total  27,78 38,89 33,33 100 

H3k9me2 

Núcleos com Extranucleolares 2 0 0 7,14 

4 sítios Perinucleolares 6 1 6 46,42 

 
Intranucleolares 0 6 7 46,42 

Total de 

sítios 28 
% Total  28,58 25 46,42 100 

Núcleos com      Extranucleolares 2 0 0 13,33 

5 sítios  Perinucleolares 2 2 0 26,67 

 Intranucleolares 1 2 6 60 

Total de 

sítios: 15 
% Total  33,33 26,67 40 100 

*Sítios que se apresentam parcialmente hipermetilados e hipometilados. 

Fonte: Do autor 
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Figura 2 - Variação do número e status de metilação do DNA (5-mCyt) nos sítios de rDNA 45S em U. 

ruziziensis, A: quatro sítios B: cinco sítios e C: seis sítios. Barra: 10µm 

 

 

 

Legenda: Status dos sítios de rDNA 45S: A1, B2, C1, C3, C4, C6 – hipermetilados; A2, A4, B1, B3, 

B5, C2 –hiper/hipometilados; A3, B4, C5 – hipometilado. 
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Figura 3 - Variação do número e status da dimetilação da H3K9 (H3K9me2) nos sítios de rDNA 45S 

em U. ruziziensis, A: quatro sítios e B: cinco sítios. Barra: 10µm 

 

Legenda: Seta branca: sítios hiper/hipometilados condensados; Seta amarela: sítios 

hiper/hipometilados estendidos; Ponta de seta amarela: Sítios hipometilados.    

 

Em U. brizantha cv. Marandu foram avaliados 35 sítios de rDNA 45S para 5-mCyt e 

22 sítios para H3K9me2 e apenas três estavam localizados na cromatina extranucleolar 

(TABELA 4). Nessa espécie houve uma maior tendência de hipermetilação do sítios de rDNA 

45S para ambas as marcas (acima de 50%) (TABELA 4, FIGURA 3) e independente do 

número de sítios evidenciados em cada núcleo.  
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Tabela 4 - Posição e status de metilação das citosinas e da dimetilação da H3K9 (H3k9me2) dos sítios 

de rDNA 45S nos núcleos interfásicos de U. brizantha cv. marandu. 

Nº de sítios de 

rDNA 
Posição 

 

Hipermetilado

s 

Hipometilad

o 

Hiper/ 

hipometilados

* 

% 

Tota

l  

 
 

 
    5-mCyt    

Núcleos com 2 

sítios 

Extranucleolare

s 
2 0 0 10 

 Perinucleolares 6 0 1 35 

 Intranucleolares 5 0 6 55 

Total de sítios: 

20 
% Total  65 0 35 100 

Núcleos com 3 

sítios 

 

Extranucleolare

s 
1 0 0 6,66 

 Perinucleolares 

 
5 0 2 46,6

7 
 

Intranucleolares 

I 
2 2 3 46,6

7 Total de sítios: 

15 

% Total  

 
53,33 13,33 33,34 100 

   H3K9me2    

*Sítios que se apresentam parcialmente hipermetilados e hipometilados 

Fonte: Do autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Núcleos com 2 

sítios 

Extranucleolares 0 0 0 0 

 
Perinucleolares 6 0 2 50 

  Intranucleolares 4 0 4 50 

  Total de sítios: 

16 

          % Total 62,5 0 37,5 100 

     Núcleos com 3 

sítios 
Extranucleolares 0 0 0 0 

     Perinucleolares 4 0 0 66,67 

 
Intranucleolares 1 0 1 33,33 

Total de sítios: 6 % Total 

 

83,33 0 16,67 100 
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Figura 4 - Variação do número e status de metilação do DNA (5-mCyt) nos sítios de rDNA 45S em U. 

brizantha cv. Marandu   A: dois sítios B: três sítios. Barra: 10µm.  

 

 

Legenda: A1, B1, B2- Hipermetilado; A2, B3- Hiper/hipometilado 

Figura 5 - Variação do número e status da dimetilação da H3K9 (H3K9me2) nos sítios de rDNA 45S 

em U. brizantha cv. Marandu   A: dois sítios B: três sítios. Barra: 10µm. 

 

Legenda: Seta amarela: Sítios hiper/hipometilados estendidos; Ponta de seta branca: Sítios 

hipermetilados. 
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No híbrido 1863 foram avaliados 72 e 42 sítios de rDNA 45S para 5-mCyt e 

H3K9me2, respectivamente, também com predominância dos sítios na posição peri e 

intranucleolares (acima de 75%, para ambas as marcas) (TABELA 5). Em relação ao estado 

de metilação de DNA desses sítios foi novamente observado que a maioria se encontrava no 

estado hipermetilado e hiper/ hipometilado (acima de 70%, para ambas as marcas). Dentre os 

sítios extranucleolares, somente 4 estavam hiper/ hipometilados (2 sítios para 5-mCyt e 2 para 

H3k9me2) e os demais se apresentaram totalmente metilados, independente do número total 

de sítios encontrados nos núcleos avaliados – três, quatro, cinco ou seis (TABELA 5 e 

FIGURA 4).  

Tabela 5 - Posição e status de metilação das citosinas e da dimetilação da H3K9 (H3k9me2) dos sítios 

de rDNA 45S nos núcleos interfásicos de H1863 (U. ruziziensis tetraploidizada X U. brizantha cv. 

marandu). 

Nº de sítios de 

rDNA 
Posição 

 
Hipermetilados Hipometilado 

Hiper/ 

hipometilados* 
% Total  

   5-mCyt    

Núcleos com Extranucleolares 2 0 1 12,5 

4 sítios Perinucleolares 4 2 5 45,83 

 Intranucleolares 2 2 6 41,7 

Total de sítios: 24 % Total 
 

     33,33 16,67 50 100 

Núcleos com Extranucleolares 0 0 0 0 

5 sítios  Perinucleolares 4 2 3 30,0 

 
Intranucleolares 8 3 10 70 

Total de sítios: 30 % Total 
 

       40 16,67 43,33 100 

Núcleos com 6 

sítios 
Extranucleolares 3 0 1 22,22 

 Perinucleolares 1 2 2 27,78 

 Intranucleolares 1 2 6 50 

Total de sítios: 18 % Total 27,78 22,22 50 100 

   
H3k9me2 

  
 

Núcleos com Extranucleolares 0 0 1 16,67 

3 sítios  Perinucleolares 2 0 1 50 

 
Intranucleolares 0 0 2 33,33 

Total de sítios: 6 % Total 
 

33,33 0 66,67 100 

Núcleos com Extranucleolares 0 0 0 0 

4 sítios  Perinucleolares 3 1 8 50 

 
Intranucleolares 1 5 6 50 

Total de sítios: 24 % Total 
 

16,67 25 58,33 100 

Núcleos com  Extranucleolares 1 0 1 16,67 

6 sítios Perinucleolares 3 1 2 50 

 Intranucleolares 1 1 1 33,33 

Total de sítios: 12 % Total 41,67 16,67 41,67 100 

* Sítios que se apresentam parcialmente hipermetilados e hipometilados 

Fonte: Do autor 
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Figura 6 - Variação do número e status de metilação do DNA (5-mCyt) nos sítios de rDNA 45S no 

H1863 A: quatro sítios B: cinco sítios e C: seis sítios. Barra: 10µm. 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A3, B1, B4, C3, C6- Hipermetilado; A1, A2, B2, B5, C1, C2, C4- Hiper/hipometilado; 

A4, B3, C5-Hipometilado.  
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Figura 7 - Variação do número e status da dimetilação da H3K9 (H3K9me2) nos sítios de rDNA 45S 

no H1863 A: três sítios B: quatro sítios e C: seis sítios. Barra: 10µm.   

 

Legenda: Legenda: Seta branca: sítios hiper/hipometilados condensados; Ponta de seta branca cheia: 

Sítios hipermetilados; Ponta de seta amarela: Sítios hipometilados. 

 

4.2     Análise e Comparação dos transcritos dos sítios de rDNA 45S  

 

 Para confirmar a especificidade dos primers desenhados para as duas espécies, U. 

brizantha e U. ruziziensis (TABELA 2), PCRs convencionais foram realizadas sobre o DNA 

genômico (gDNA) de ambas, bem como de seu híbrido (1863). Como se observa na FIGURA 

8A, a amplificação de cada par de primers confirma que, tanto o parental quanto o híbrido, 

apresentam padrão de amplificação para cada par de primers. Uma vez que o híbrido 

apresenta rDNA de U. brizantha e U. ruziziensis, questionou-se sobre a possibilidade de que 

algum genoma parental pudesse ser dominante nas ações de expressão de rDNA, o que seria 

indicativo de dominância nucleolar (ND). A fim de se obter uma análise qualitativa preliminar 

sobre esta questão, as PCRs foram repetidas, dessa vez sobre o DNA complementar (cDNA), 
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sob a hipótese de que poderia existir, entre os transcritos ribossomais, predominância de 

alguma das espécies. De fato, conforme resultado apresentado na FIGURA 8B, foi notável no 

híbrido a expressão do rRNA de U. brizantha em detrimento de U. ruziziensis, apontando 

para a necessidade de confirmação quantitativa deste cenário. 

 

Figura 8 - Géis de agarose com os resultados das PCRs utilizando os iniciadores Bz_Fwd – 

BzRz_Rvs e Rz_Fwd – BzRz_Rvs sobre os DNAs genômico e complementar. Primers 

utilizados: Bz_Fwd, Rz_Fwd e BzRz_Rvs; DNAs utilizados: U. brizantha (Bz), U. ruzizienis 

(Rz) e híbrido 1863 (Hb).  

 

 
DNA genômico (gDNA) DNA complementar (cDNA) 

  
Bz_Fwd – BzRz_Rvs Rz_Fwd – BzRz_Rvs Bz_Fwd – BzRz_Rvs Rz_Fwd – BzRz_Rvs 

  CN Bz Hb Rz  CN Bz Hb   Rz CN Bz Rz Hb  CN Bz Rz Hb 

 

 

Legenda: CN - Controle Negativo, Bz - U. brizantha,  Hb - Híbrido 1863, Rz - U. ruziziensis. 

 

 Para certificação da predominância da expressão do rRNA de U. brizantha no híbrido 

1863, tornou-se necessária a realização de um ensaio de RTqPCR. Como gene de referência, 

três genes candidatos a normalizadores foram obtidos da literatura (TAKAMORI et al., 2017). 

Para tanto, a eficiência dos mesmos precisou ser validada nas duas espécies estudadas, sendo 

que neste ensaio, o gene para Actina 12 se destacou entre os demais e fora adotado como gene 

de referência deste ensaio. A decisão a favor deste normalizador se baseou no fato de que os 

outros dois genes pré-selecionados, Eukaryotic initiation factor 4 A (EF1-α) e Tubulin alfa-5 

(α-TUB5), não apresentaram padrão de amplificação em U. ruziziensis.  

A FIGURA 9A apresenta a expressão relativa dos parentais U. brizantha e U. 

ruziziensis e respectivo híbrido interespecífico para o par de primer desenhado para a região 

ITS-1 do gene rDNA 45S da espécie U. brizantha. Foi notável a expressão significativamente 

maior dentro do genótipo H1863, mesmo quando comparado com o próprio U. brizantha.  

Servindo como controle da reação, nota-se que U. ruziziensis não apresentou expressão para 

este par de primers.  

Considerando a FIGURA 9B, encontra-se representada a expressão relativa dos 

parentais U. brizantha, U. ruziziensis e respectivo híbrido interespecífico para o par de primer 

desenhado para a região ITS do gene rDNA 45S da espécie U. ruziziensis. Neste caso, 

observou-se maior expressão para o genótipo U. ruziziensis, enquanto que para os genótipos 

A B 
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H1863 e U. brizantha, os níveis de expressão foram baixos, consideravelmente menores 

quando comparados com U. ruziziensis.  

 

Figura 9 - RT-qPCR utilizando os pares de primers qBz_Fwd e BzRz_Rvs (A) e Rz_Fwd e BzRz_Rvs 

(B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Comparando os níveis de expressão de duas réplicas biológicas do híbrido 1863, foi 

notável a predominância na expressão do rDNA de U. brizantha em detrimento de U. 

ruziziensis. Este resultado semi - quantitativo corrobora com aquele observado no ensaio por 

PCR convencional sobre cDNA, o que é indicativo de que análises preliminares por PCR 

convencional podem ser utilizadas a fim de qualificar expressão diferencial.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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5. DISCUSSÃO 

 

A variação de dois e três sítios de rDNA 45S em U. brizantha cv. Marandu corrobora 

a descrição de Nani et al. (2016) em C-metáfases para essa mesma cultivar. Urochloa 

ruziziensis tetraploidizada e o híbrido H1863, que apresentaram variações quanto ao número 

de sítios de rDNA45S, foram descritos por Paula et al. (2016) com número constante de 

quatro sítios de rDNA 45S. Essa variação observada nos núcleos interfásicos pode ser 

consequência de descondensação parcial desses sítios, que, aparentemente, os dividem em 

blocos menores permanecendo conectados por uma fina fibra de DNA, como já relatado em 

Lolium perenne, Lolium multiflorum e Festuca arundinacea (ROCHA et al., 2017; 

FERREIRA, 2017). 

 Em relação ao status das marcas 5-mCyt e H3K9me2, em U. ruziziensis e H1863, sítios 

localizados na cromatina intra e perinucleolar, em sua maioria, se encontravam em estado 

hipometilado, condizendo com seu estado descondensados e apto à transcrição dos rRNAs  

5,8 S, 18 S e 26 S. Os sítios hiper/hipometilados também associados à cromatina nucleolar se 

caracterizaram pela descondensação parcial e por apresentarem frações ativas e silenciadas de 

rDNA. Esses sítios reúnem várias cópias do gene de rDNA 45S, considerados housekeeping, 

pois desempenham um papel fundamental no metabolismo celular, visto que os rRNAs 

associados a complexos proteicos são responsáveis pela formação do ribossomo e pela síntese 

proteica (GUETG; SANTORO, 2012; HEMLEBEN et al., 2004).  

 Nos três genótipos avaliados, frequentemente os sítios extranucleolares apresentavam 

hipermetilação para ambas as marcas epigenéticas investigadas, mas também foram 

observados sítios intranucleolares hipermetilados. Esse estado epigenético caracteriza regiões 

condensadas e genes transcricionalmente inativos (SILVA et al., 2008). Os sítios 

hipermetilados, além da função de regulação da síntese de rRNA, desempenham papéis 

importantes ao nível da arquitetura da cromatina (GUETG; SANTORO, 2012).  

A variação na atividade transcricional entre os sítios de rDNA 45S de uma mesma 

célula é justificada pelo fato de que os genes de rRNA são altamente conservados e 

compartilham as mesmas sequências, porém nem todos estão transcricionalmente ativos 

(SANTORO; GRUMMT, 2001), sendo possível observar em U. ruziziensis e no híbrido 

H1863 relação entre a posição dos sítios de rDNA 45S dentro do domínio nuclear e o grau de 

metilação do DNA e H3K9me2 desses sítios. Os sítios que se encontravam associados ao 

nucléolo apresentaram menor grau de metilação da 5-mCyt e H3K9me2 quando comparados 

com aqueles que se encontravam na cromatina extranucleolar. Essa mesma relação foi 
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observada em núcleos interfásicos de Brachypodium hybridum (BOROWSKA-

ZUCHOWSKA, HASTEROK, 2017), Quercus robur (BOCKOR et al., 2014) e espécies do 

complexo Lolium-Festuca (FERREIRA, 2017). 

A presença de sítios hipo/hipermetilados (com frações hipermetiladas e hipometilados) 

em todos os genótipos estudados é justificada pelo fato de que a atividade dos genes de rDNA 

45S pode ser regulada pela supressão do locus inteiro ou pela supressão de apenas alguns 

genes dentro do locus, uma vez que estes são compostos por sequências altamente repetitivas 

dentro do genoma (ELLIS et al., 1990). Relatos semelhantes foram feitos em Lolium perenne, 

L. multiflorum e Festuca arundinacea por Ferreira (2017), Brachypodium hybridum 

(BOROWSKA-ZUCHOWSKA, HASTEROK, 2017) e em Citrus (MARQUES et al., 2011) 

 Estudos mostraram que a transição entre o estado ativo e o estado silenciado dos genes 

de rRNA é mediada por NoRC (complexo de remodelação nucleolar), um complexo de 

remodelação de cromatina que compreende a ATPase SNF2h e uma subunidade principal, 

denominada TIP5. A segmentação de NoRC para rDNA desencadeia o estabelecimento de 

modificações de histonas heterocromáticas e metilação de DNA, levando à compactação de 

cromatina e ao silenciamento transcricional de uma fração de repetições de rDNA (GUETG; 

SANTORO et al., 2012; POSTEPSKA-IGIELSKA; GRUMMT, 2014). A marca epigenética 

dominante que caracteriza os rRNAs silenciados é a metilação do DNA, que compromete o 

acesso da maquinaria de transcrição da RNA Polimerase I aos sítios de rDNA (GUETG; 

SANTORO et al., 2012). A regulação da supressão dos sítios de rDNA também pode ocorrer 

na forma de controle da dosagem gênica dos sítios ativos. Um exemplo bem característico 

dessa dosagem gênica é aquela que ocorre em híbridos e alopoliploides, onde os sítios de 

rDNAs de um parental é parcial ou completamente silenciado dentro do genoma híbrido 

(GRUMMT; PIKKARD, 2003), caracterizando a ND. 

Em U. brizantha, a maioria dos sítios de rDNA 45S, independentemente da sua posição 

dentro do núcleo, se encontrava hipermetilada para ambas as marcas.  Essa alta porcentagem 

pode ser relacionada com sua origem alopoliploide e os mecanimos de regulação gênica que 

envolvem esses organismos, uma vez que os genomas de poliploides recentes passam por 

alguns processos pós-poliploidização sofrendo rearranjos cromossômicos, perda de 

sequências, proliferação de transposons, irregularidades meióticas e alterações no padrão de 

expressão gênica, incluindo silenciamento através da ação de metiltranferases (COMAI et al., 

2000; SOLTIS et al., 2015). 
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No híbrido H1863, cerca de 67% dos sítios de rDNA 45S estão aptos à transcrição 

(hipometilados ou hiper/hipometilados). Esse status epigenético, combinado com a análise da 

expressão diferencial dos genes ribossomais 45S, indica, assim como para U. brizantha, a 

ocorrência do fenômeno de dominância nucleolar (ND). O trabalho de Paula et al. (2016) já 

havia apontado evidências sobre a regulação epigenética dos sítios de rDNA 45S nesses dois 

genótipos, onde marcas de H3K9me2 e 5-mCyt foram coincidentes na RON de alguns 

cromossomos, indicando controle da expressão gênica por meio do silenciamento dessas 

RONs. 

Os resultados das análises moleculares, mostraram a dominância da expressão dos 

genes de rDNA 45S de U. brizantha sobre U. ruziziensis no híbrido H1863. Assim, é 

plausível inferir um cenário de ND, onde o padrão de sítios hipermetilados na citosina e com 

marcas heterocromáticas e, portanto, silenciados, foram herdados de U. ruziziensis, enquanto 

que a porção de rDNA dominante quanto à expressão originada de U. brizantha foi 

caracterizada pela hipometilação da citosina e da H3k9me2.  

 Esse fenômeno epigenético de regulação da região nucleolar é amplamente 

documentada em outras plantas, sendo descrita como um mecanismo reversível e regulado 

pelo estágio de desenvolvimento (CHEN, PIKAARD, 1997). Os genes silenciados de rDNA 

são efetivamente desregulados por inibidores químicos de metilação de DNA ou desacetilação 

de histonas, reforçando a implicação das modificações de cromatina na manutenção do 

silenciamento dos genes ribossomais. Esse processo foi descrito por Lawrence et al. (2004), 

que estudou a dominância nucleolar em um híbrido proveniente do cruzamento entre A. 

arenosa x A. thaliana, no qual verificou-se que era possível a reativação da NOR silenciada a 

partir de agentes que promovem a desacetilação de histonas e a desmetilação do DNA. Esses 

estudos tiveram resultados parecidos também em Secale cereale e em Triticale (CARPETA et 

al., 2007; CASTILHO et al.,1999). Entretanto, Borowska-Zuchowska e Hasterok (2017),  ao 

investigarem o estado epigenético do gene rDNA 45S  em  um híbrido  resultante de um 

cruzamento entre espécies de Brachypodium distachyon e Brachipodyum stacei, mostraram 

que os sítios de rDNA herdados de B. stacei apresentaram alto nível de metilação do DNA e 

de H3K9me2, caracterizando o estado inativo desses sítios, porém o tratamento com um 

agente hipometilante de DNA foi insuficiente para a reativação transcricional destes sítios, 

indicando que, embora os fatores epigenéticos tenham alta influência no estado de repressão 

dos genes ribossomais, fatores genéticos também podem estar envolvidos na supressão desses 

sítios.  
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 U. brizantha cv. Marandu e U. ruziziensis tetraploidizada foram descritas possuindo 

3,52 pg/2C (TIMBÓ et al., 2014) e 2,92 pg/2C (TIMBÓ et al., 2014a), respectivamente. 

Considerando as hipóteses relacionadas com os mecanismos de escolha do genoma 

dominante, a dominância dos genes ribossomais de U. brizantha sobre os de U. ruziziensis 

não pode ser explicada pela hipótese proposta por Viegas et al., (2002) onde o genoma de 

menor tamanho seria o genoma dominante.  

A ND observada neste estudo pode ser relacionada com à composição e 

representatividade genômica dos parentais do híbrido H1863 demonstrada nos estudos 

citogenômicos de Paula et al. (2017). A sonda de DNA genômico (gDNA) de U. brizantha 

(alotetraploide com genomas BBB1B1) hibridizou 70,57% do genoma do híbrido H1863 

(genomas BB1B2B2) e somente 34,67% com sonda proveniente de U. ruziziensis 

(autotetraploide com genomas B2B2B2B2). Esses resultados indicam maior representatividade 

ou homologia com as sequências dos genomas B e B1 de U. brizantha sobre o genoma B2 de 

U. ruziziensis nesse híbrido e corroboram a expressão diferencial dos sítios de rDNA 45S em 

favor do parental U. brizantha.  

Em análises realizadas por Nani et al. (2016), foi observado heteromorfismo em 

relação aos sítios de rDNA 45S nos cromossomos das plantas parentais do híbrido H1863. Os 

blocos de rDNA 45S de U. brizantha apresentaram cerca de 0.65 a 1.43 μm de comprimento 

em comparação com os de U. ruziziensis, com 0.39 a 1μm., indicando que o número de cópias 

gênicas no cluster de rDNA 45S de U. brizantha é maior. Essa informação contribui também 

para explicar a transcrição preferencial dos genes herdados de U. brizantha. De forma 

análoga, em Triticum, Houchins et al. (1997) observaram   que o rDNA com um espaçador 

intergênico mais longo (IGS) contendo mais elementos repetitivos a montante do local de 

iniciação da transcrição (TIS) dominam aqueles com IGS mais curtos. Considerando que os 

genes rDNA 45S se apresentam em forma de clusters gênicos, pode se inferir que o tamanho 

desse cluster possa influenciar na determinação do genoma dominante.  
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6. CONCLUSÃO 
 

A metilação do DNA e a dimetilação da H3K9 tem papel fundamental no processo de 

determinação/manutenção do estado de condensação dos sítios de rDNA 45S, e estão diretamente 

associadas com as diferentes conformações dos sítios de rDNA 45S nos núcleos interfásicos de U. 

brizantha, U. ruziziensis e respectivo híbrido. 

A dominância nucleolar no híbrido entre U. ruziziensis e U. brizantha é resultado da 

expressão preferencial do genes de rDNA 45S herdados de U. brizantha.  
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