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RESUMO 

 

O gênero Urochloa destaca-se por englobar forrageiras de grande importância para a 

agropecuária. Em trabalhos recentes, híbridos interespecíficos aneuploides foram encontrados 

em cruzamentos envolvendo genótipos de Urochloa ruziziensis (tetraploidizada 

artificialmente) com Urochloa decumbens e Urochloa brizantha. Nos vegetais, a aneuploidia 

desempenha um importante recurso para o mapeamento genético e estudos de dosagem 

gênica. O objetivo do presente estudo foi caracterizar o tipo de aneuploidia presente no 

híbrido H963 e confirmar a procedência dos cromossomos adicionais por meio da análise 

comparativa dos cariótipos do híbrido e dos parentais U. ruziziensis e U. decumbens. 

Meristemas radiculares foram coletados, pré-tratados e fixados para a obtenção de C-

metáfases. As lâminas foram preparadas através da técnica de dissociação de células e 

secagem ao ar. Técnicas de bandamento C e CMA/DAPI foram empregadas para a 

diferenciação dos cromossomos. Para os genótipos parentais foram confirmados 36 

cromossomos. O híbrido interespecífico apresentou plantas com 2n=4x=36+2 cromossomos e 

plantas 36+1 cromossomos. Bandas C foram identificadas na região pericentromérica dos 

cromossomos de todos os genótipos avaliados. O genótipo tetraploidizado de U. ruziziensis 

apresentou quatro bandas CMA e C em posição terminal nos cromossomos. Em U. 

decumbens, quatro cromossomos apresentaram bandas CMA terminais e oito cromossomos 

foram discriminados pelo bandamento C com bandas terminais. Para o híbido H963, bandas 

CMA foram encontradas em cinco cromossomos e bandas C em posição terminal em sete 

cromossomos. O padrão de bandas obtido associado aos dados morfométricos dos 

cromossomos permitiram identificar os cromossomos adicionais presente no híbrido. Foi 

identificada uma trissomia nos pares 3’ e 4’ nas plantas híbridas com 36+2, caracterizando a 

aneuploidia como trissomia dupla. O cariótipo das plantas híbridas com 36+1 cromossomos 

indicou a eliminação do cromossomo adicional identificado no par 4’ e a persistência da 

trissomia no par 3’. A análise comparativa dos cariótipos, obtidos por técnicas de bandamento 

e morfometria cromossômica, indicam que os cromossomos adicionais que caracterizam a 

trissomia foram herdados do parental U. ruziziensis (autotetraploidizado artificialmente). Um 

padrão comum em grande parte das angiospermas, relacionado à distribuição das bandas 

heterocromáticas, foi observado para os genótipos avaliados. 

 

Palavras-chave: Brachiaria. Trissomia. Cariótipo. Bandamento cromossômico. 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Urochloa is a genus known for comprehending grasses of great importance for crop and 

livestock production. In recent studies, aneuploid interspecific hybrids were found in 

crossings between the species Urochloa ruziziensis (artificial tetraploid) with Urochloa 

decumbens and Urochloa brizantha. In plants, aneuploidy represents an important asset for 

genetic mapping and gene dosage studies. The aim of the present study is to characterize the 

aneuploidy in the Hybrid H963 and to confirm the origin of the additional chromosomes via 

comparative analysis of the hybrid’s and its parents’ karyotypes. Root tips were pretreated 

and fixed in methanol:acetic acid (3:1) in order to obtain C-metaphases. Slides were prepared 

using cell dissociation technique and air dried. C-Banding and CMA/DAPI techniques were 

performed for a better chromosome sorting. The parental genotypes were confirmed with 36 

chromosomes. The interspecific hybrid presented individuals with 2n=4x=36+2 and 

2n=4x=36+1 chromosomes. C-bands were found on the chromosomes’ pericentromeric 

region in all assessed genotypes. The tetraploid genotype of U. ruziziensis presented four 

CMA and C-bands, all located on the chromosome’s terminal region. Urochloa decumbens 

presented four chromosomes with terminal CMA-bands and eight chromosomes with terminal 

C-bands. The H963 hybrid presented terminal CMA bands in five chromosomes and terminal 

C-bands in seven chromosomes. The banding pattern and the morphometric data allowed the 

identification of the hybrid’s additional chromosomes. A trisomy was identified in the pairs 3’ 

and 4’ of the hybrids with 36+2 chromosomes, which characterizes the aneuploidy as a 

double trisomy. The karyotype of the hybrids with 36+1 chromosomes pointed to the 

elimination of the additional chromosome previously identified in the pair 4’ and the 

persistency of the pair 3’ trisomy. The karyotype comparative analysis indicates that the 

additional chromosomes characterizing the trisomy were inherited from the parent U. 

ruziziensis (artificial autotetraploid). A common pattern in many angiosperms, regarding the 

distribution of heterochromatic bands, was observed in the assessed genotypes. 

 

Keywords: Brachiaria. Trisomy. Karyotype. Chromosome banding. 
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA 

 

 As espécies do gênero Urochloa P. Beauv. (sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.) são 

amplamente distribuídas em países tropicais e subtropicais, com grande concentração na 

África, região considerada como seu centro de origem (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 

1996). Urochloa engloba espécies forrageiras de grande importância para a agropecuária em 

países de clima tropical, sendo o gênero mais cultivado no Brasil (KARIA; DUARTE; 

ARAÚJO, 2006). Os limites taxonômicos entre Brachiaria e Urochloa ainda não estão 

completamente estabelecidos e uma nova nomenclatura tem sido sugerida para algumas 

espécies de Brachiaria, incluindo-as no gênero Urochloa (NGUYEN, 1966; WEBSTER, 

1987; MORRONE; ZULOAGA, 1992; VELDKAMP, 1996; 2004; TORRES-GONZÁLEZ; 

MORTON, 2005; SALARIATO et al., 2010). Portanto, Brachiaria e Urochloa serão 

utilizadas como sinônimos nesse estudo.  

 Quanto à citogenética, existem relatos para o número básico cromossômico de x= 6, 7, 

8, 9 e 10, mas x=9 é o que predomina entre as espécies do gênero (DARLINGTON; WYLIE, 

1955; CHRISTOPHER; ABRAHAM, 1976; BASAPPA; MUNIYAMMA; CHINNAPPA, 

1987; RISSO-PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE, 2006). Espécies com 2n=14 a 2n=90 

cromossomos já foram relatadas por Valle e Pagliarini (2009) e níveis de diploide a 

decaploide, com variação intra e interespecíficas e tendência a tetraploidia para a maioria das 

espécies descritas (PENTEADO et al., 2000).  As plantas poliploides geralmente 

caracterizam-se por serem apomíticas, enquanto que as diploides são, predominantemente, 

sexuais (VALLE; SAVIDAN, 1996; VALLE; PAGLIARINI, 2009). As espécies 

consideradas de maior interesse econômico são Urochloa decumbens (Stapf) R. D. Webster 

(sin. Brachiaria decumbens Stapf), Urochloa brizantha (Hocst. ex. A. Rich.) R. D. Webster 

(sin. Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich), Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & 

Zuloaga (sin. Brachiaria humidicola Rendle) e Urochloa ruziziensis (R. Germ. & Evrard) 

Crins (sin. Brachiaria ruziziensis (R. Germ & Evrard).  

 Uma das estratégias do melhoramento é a realização de cruzamentos interespecíficos 

(SOUZA SOBRINHO, 2005; VALLE; PAGLIARINI, 2009), com o objetivo de obter 

híbridos persistentes que reúnam características desejáveis dos genitores (PEREIRA et al., 

2001). Uma vez que os acessos de U. decumbens e U. brizantha são, em sua maioria, 

apomíticos, os melhoristas têm envolvido U. ruziziensis como genitor feminino nos 

cruzamentos. Para viabilizar esses cruzamentos, utilizam-se genótipos autotetraploidizados 

artificialmente (SWENNE et al., 1981; ISHIGAKI et al., 2009; TIMBÓ et al., 2014).  
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Em trabalhos recentes, Paula, Souza Sobrinho e Techio (2017) identificaram híbridos 

que apresentam dois cromossomos adicionais (2n=4x=36+2 cromossomos). No híbrido 963, 

proveniente do cruzamento entre U. ruziziensis (tetraploidizada artificialmente, 2n=4x=36) x 

U. decumbens (2n=4x=36), esses autores observaram, por meio da GISH, dois cromossomos 

inteiramente marcados com a sonda de DNA genômico de U. ruziziensis, que podem 

representar os cromossomos excedentes observados. A hipótese de que estes dois 

cromossomos sejam provenientes do parental U. ruziziensis é reforçada por outros 

argumentos: o envolvimento do genótipo em outro cruzamento que também gerou um híbrido 

aneuploide e a sua origem autopoliploide (TIMBÓ et al., 2014). Apesar das evidências, é 

importante confirmar a procedência dos cromossomos adicionais e caracterizá-los por meio de 

outras marcas genéticas e citogenéticas. 

 Esses híbridos aneuploides podem ser importantes em programas de melhoramento de 

Urochloa, pois são importantes materiais para estudos sobre a composição gênica e herança 

de diferentes cromossomos. Nesse sentido, a identificação confiável dos cromossomos é de 

extrema importância. Para tal, o campo da citogenética oferece técnicas eficientes na 

caracterização cromossômica e determinação da identidade dos cromossomos adicionais, 

dentre as quais se destacam as técnicas de bandamento cromossômico. Nos vegetais, os 

bandamentos C e fluorescente com a combinação dos fluorocromos CMA (cromomicina A) e 

DAPI (4’6-diamino-2-phenylindol) são as técnicas comumente e eficientemente empregados 

para a diferenciação cromossômica (GUERRA, 2000). 

 Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar o tipo de 

aneuploidia presente em um híbrido aneuploide (U. ruziziensis tetraploidizada x U. 

decumbens) e identificar a origem parental dos cromossomos adicionais, por meio da 

comparação dos cariótipos com marcas de bandas C e CMA/DAPI do híbrido e parentais. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Importância econômica, caracterização geral e citogenética de Urochloa  

 

 A pecuária é uma das atividades econômicas mais importantes do Brasil. Com um 

rebanho de 211,3 milhões de cabeças, o país ocupa a sexta posição na produção de leite do 

mundo, segundo dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (2016). Em 

2012, a produção de leite representou para o país o maior valor de produção dentre os 

produtos de origem animal (IBGE, 2012). Além disso, o Brasil também é considerado o 

segundo maior produtor mundial de carne bovina (UNITED STATES DEPARTMENT OF 

AGRICULTURE, 2016). As demandas por leite e carne crescem anualmente e, nesse sentido, 

as forrageiras possuem um importante papel na agropecuária, visto que inúmeras 

características forrageiras, como valor nutritivo e vigor de rebrota, entre outras propriedades, 

podem ser correlacionadas com a produção animal (KARIA; DUARTE; ARAÚJO, 2006). 

 Para formação de uma pastagem, a escolha da gramínea forrageira deve ser bastante 

criteriosa, visando obter variedades forrageiras com boa palatabilidade, adaptação às 

condições adversas, resistentes a doenças, mais produtivas e de melhor qualidade nutricional 

(PEREIRA et al., 2001, 2003). Dentre as espécies de forrageiras mais importantes 

economicamente destacam-se as do gênero Urochloa que, sem dúvidas, é o gênero mais 

cultivado no Brasil e em outras regiões tropicais (KARIA; DUARTE; ARAÚJO, 2006). 

 As gramíneas de Urochloa pertencem à família Poaceae, subfamília Panicoideae, tribo 

Paniceae e subtribo Melinidinae (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996). Existe uma 

extensa discussão sobre os limites taxonômicos do gênero Urochloa (VELDKAMP, 2004). 

Muitas espécies agora incluídas em Urochloa, anteriormente eram consideradas como 

pertencentes ao gênero Brachiaria. Taxonomicamente, Brachiaria teve várias classificações 

(TORRES-GONZÁLEZ; MORTON, 2005). Foi descrita pela primeira vez por Trinius, em 

1834, como uma subdivisão do gênero Panicum. Posteriormente foi elevada para a categoria 

de gênero por Grisebash, em 1853. Entretanto, vários autores questionaram a validade de 

classificá-la como gênero e realocaram quase todas as espécies que constituem o grupo para o 

gênero Urochloa (NGUYEN, 1966; WEBSTER, 1987; MORRONE; ZULOAGA, 1992; 

VELDKAMP, 1996; 2004; TORRES-GONZÁLEZ; MORTON, 2005; SALARIATO et al., 

2010). 
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 As definições que separavam Brachiaria de Urochloa estavam relacionadas às 

espiguetas. Enquanto o primeiro grupo apresentaria espiguetas arranjadas em racemos 

unilaterais com a gluma inferior adjacente à ráquis, ou seja, na posição adaxial (RENVOIZE; 

CLAYTON; KABUYE, 1996), as espécies de Urochloa deveriam possuir espiguetas na 

orientação abaxial, com a primeira gluma oposta ao ráquis (CLAYTON; RENVOIZE, 1986).  

Entretanto, essa separação só funciona para espiguetas únicas nos ramos primários, quando as 

espiguetas estão pareadas, ambos os gêneros possuem orientação adaxial (WEBSTER, 1987; 

MORRONE; ZULOAGA, 1992). Além disso, essas características não são consistentes em 

todas as espécies e, muitas vezes, o real posicionamento das espiguetas é difícil de distinguir 

(RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996).  

 Como atualmente entendido, Urochloa abrange aproximadamente 136 espécies 

(CLAYTON; HARMAN, 2008), amplamente distribuídas em países tropicais e subtropicais, 

com grande concentração na África, região considerada como seu centro de origem 

(RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996).  

 A história de Urochloa no Brasil iniciou-se na época colonial, trazida 

involuntariamente em navios negreiros, pois era utilizada como leito para os escravos e, 

devido às condições de algumas regiões do Brasil semelhantes à África, sua disseminação foi 

favorecida (MITIDIERI, 1988). Como forrageira, a introdução oficial foi com o acesso de U. 

decumbens em 1952 e outras espécies foram introduzidas entre os anos de 1960 e 1970. A 

capacidade de adaptação aos solos ácidos e de baixa fertilidade, sobretudo nos cerrados 

brasileiros, resultou na ampla expansão do gênero (SERRÃO; SIMÃO NETO, 1971). 

 Em relação ao número básico de cromossomos Darlington e Wylie (1955) 

determinaram x=7 e x=9, com predominância de x=9, embora existam relatos com x=8 e 

x=10 (CHRISTOPHER; ABRAHAM, 1976; BASAPPA; MUNIYAMMA; CHINNAPPA, 

1987). Adicionalmente, Risso-Pascotto, Pagliarini e Valle (2006) encontraram em U. 

dictyoneura, o número básico de x=6. Valle e Pagliarini (2009), através de uma revisão, 

relataram espécies com 2n=14 a 2n=90 cromossomos, níveis de ploidia com variação inter e 

intraespecífica, apresentando acessos diploides, tetraploides, pentaploides, hexaploides, 

heptaploides, octaploides e decaploides, com tendência à tetraploidia para a maioria das 

espécies (PENTEADO et al., 2000).  

 A poliploidia em Urochloa está intimamente relacionada com a apomixia, enquanto o 

modo de reprodução sexual é normalmente associado ao nível diploide (VALLE; 

PAGLIARINI, 2009). Isso porque, plantas poliploides apresentam geralmente meiose 
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bastante irregular, levando a baixa fertilidade do pólen (NITTHAISONG et al., 2015). As 

plantas diploides, por sua vez, apresentam pareamento e divisão cromossômica regular, 

gerando pólens viáveis (VALLE; SAVIDAN, 1996; VALLE; PAGLIARINI, 2009). A 

apomixia descrita para o gênero é do tipo apospórica, com o saco embrionário do tipo 

Panicum contendo quatro núcleos, enquanto que as plantas sexuais apresentam sacos 

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

LEGUISAMON, 1994). 

 Dentre as espécies do gênero mais exploradas e, consequentemente, de maior 

importância econômica, encontram-se U. decumbens, U. brizantha, U. humidicola e U. 

ruziziensis. O melhoramento genético concentra-se nessas espécies através da avaliação e 

seleção de genótipos superiores, além de cruzamentos interespecíficos (SOUZA SOBRINHO, 

2005; VALLE; PAGLIARINI, 2009).  

 Urochloa decumbens possui genótipos naturalmente diploides e tetraploides, com 

2n=18 e 2n=36 cromossomos respectivamente (BERNINI; MARIN-MORALES, 2001; 

VALLE; PAGLIARINI, 2009). U. brizantha inclui plantas com nível de ploidia variando de 

diploide a hexaploide e números cromossômicos iguais a 18, 36, 45 e 54 (BERNINI; 

MARIN-MORALES, 2001; VALLE; PAGLIARINI, 2009). Para U. humidicola, Bernini e 

Marin-Morales (2001) encontraram 2n=4x=36, 2n=7x=42 e 2n=6x=54. U. ruziziensis tem se 

mostrado tipicamente diploide com 2n=2x=18 cromossomos (BENINI; MARIN-MORALES, 

2001), com representantes tetraploides obtidos por indução de duplicação cromossômica com 

colchicina (SWENNE et al., 1981; ISHIGAKI et al., 2009; TIMBÓ et al., 2014). 

 A fim de fornecer subsídios para os programas de melhoramento e elucidar a 

taxonomia do gênero, inúmeros estudos buscaram determinar as relações filogenéticas entre 

as espécies através de análises morfológicas, citogenéticas ou moleculares (RENVOIZE; 

CLAYTON; KABUYE, 1996; ADAMOWSKI; PAGLIARINI; VALLE, 2008; AMBIEL et 

al., 2008; 2010; SALARIATO et al., 2010; AZEVEDO et al., 2011; NANI ET AL., 2016; 

PESSOA-FILHO; MARTINS; FERREIRA, 2017; TRIVIÑO et al., 2017).  Paula, Souza 

Sobrinho e Techio (2017) propuseram a constituição genômica de algumas espécies, em que 

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. Além disso, U. decumbens, U. brizantha e U. ruziziensis 

tradicionalmente são consideradas por formarem um complexo agâmico, grupo que inclui 
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espécies diploides sexuais e poliploides apomíticos, reprodutivamente isoladas por níveis de 

ploidia e apomixia  (VALLE; SAVIDAN, 1996; CARRILO et al., 2010). 

 Os cruzamentos que utilizam como parentais U. decumbens e U. brizantha poliploides 

são mais complexos pelo fato dessas espécies serem apomíticas. A fim de explorar a 

variabilidade genética, os melhoristas têm envolvido U. ruziziensis, que apresenta modo de 

reprodução sexual, como genitor feminino nos cruzamentos. Para tornar esse cruzamento 

possível, tendo em vista que U. ruziziensis é diploide, utilizam-se genótipos tetraploidizados 

artificialmente com colchicina (SWENNE et al., 1981; ISHIGAKI et al., 2009; TIMBÓ et al., 

2014).  

Em análises com híbridos interespecíficos de Urochloa, Paula, Souza Sobrinho e 

Techio (2017) identificaram dois cromossomos adicionais em um híbrido (acesso H963), 

proveniente do cruzamento entre U. ruziziensis tetraploidizada e U. decumbens. Nesse 

híbrido, todas as metáfases apresentaram 2n=4x=36 + 2, o que representou um acréscimo de 

0,29 pg de DNA em relação à média de DNA dos genitores (3,33pg). O híbrido também 

apresentou um sítio de rDNA 45S a mais que o esperado, considerando o número de sítios 

observado nas espécies parentais. Aplicando a técnica de hibridização in situ genômica 

(GISH) no híbrido, os autores encontraram dois cromossomos completamente marcados com 

sonda de DNA genômico de U. ruziziensis, e sugeriram que estes podem representar os dois 

cromossomos adicionais. Um fator considerado por Paula, Souza Sobrinho e Techio (2017) é 

o fato de que o genótipo de U. ruziziensis, utilizado como genitor feminino nos cruzamentos, 

foi obtido recentemente por indução de duplicação cromossômica com colchicina. A 

colchicina é uma substância que pode causar distúrbios na divisão celular, podendo levar à 

produção de gametas não balanceados na planta que foi submetida ao tratamento para indução 

de duplicação cromossômica. Esses gametas, após fertilização, podem dar origem a plantas 

aneuploides (SINGH, 2017).  

Em outro híbrido (H10.6) proveniente do cruzamento entre U. ruziziensis 

tetraploidizada e U. brizantha, também foram observadas metáfases com 2n=4x=36+2 

cromossomos (PAULA, dados não publicados), corroborando a hipótese de que os dois 

cromossomos excedentes possam ter sido herdados do parental U. ruziziensis. 

 Esses híbridos podem ser importantes para programas de melhoramento de Urochloa, 

visto que a ocorrência de cromossomos extras pode representar um aumento na variabilidade 

e na base genética do gênero (PAULA; SOUZA SOBRINHO; TECHIO, 2017). 
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2.2 A importância dos aneuploides para os estudos citogenéticos e o melhoramento 

genético 

  

 O termo aneuploidia refere-se a desvios de um ou mais cromossomos em relação ao 

genoma somático de cromossomos de um indivíduo, que podem ser adições ou subtrações de 

cromossomos inteiros e individuais, ou seja, representam mudanças no cariótipo que não são 

múltiplos exatos do complemento cromossômico da espécie (APPELS et al., 1998; TORRES; 

WILLIAMS; AMON, 2008; SHELTZER; AMON, 2011). Como consequência, a aneuploidia 

envolve também desvios no conteúdo de DNA e ganho ou perda de informação genética 

(ESCUDERO et al., 2014). 

 Apesar da possibilidade de ocorrência em qualquer organismo eucarioto, a viabilidade 

de uma aneuploidia depende de vários fatores, incluindo o tipo de organismo, nível de ploidia, 

tipo de aneuploidia, qual o cromossomo afetado e background genético (APPELS et al., 

1998). Em mamíferos, a adição ou perda de cromossomos tem efeitos graves e muitas vezes 

causam a letalidade no início do ciclo de vida, enquanto que em plantas esses acontecimentos 

podem ser mais tolerados, particularmente nos poliploides, pois produzem um menor desvio 

do genoma e assim resultam em efeitos fenotípicos menores (APPELS et al., 1998; 

BIRCHLER, 2013).   

 Quando um ou mais cromossomos estão ausentes no cariótipo normal, a aneuploidia 

corresponde ao tipo hipoploidia, enquanto que a hiperploidia caracteriza-se por apresentar um 

ou mais cromossomos adicionais ao cariótipo somático da espécie correspondente 

(SYBENGA, 1992). São inúmeras as subclassificações possíveis dentro de cada categoria e, 

em relação à hiperploidia, os cromossomos em adição são geralmente referenciados como 

trissômicos (SINGH, 2017). 

  O número de diferentes trissomias é teoricamente ilimitado e a classificação correta 

de uma planta hiperploide depende da análise crítica do observador (SYBENGA, 1992). Uma 

planta com cariótipo 2n= X + 2 pode possuir tetrassomia, quando os dois cromossomos 

adicionais são homólogos e, em consequência, ela tem quatro doses de um cromossomo em 

comparação a duas doses dos outros cromossomos; ou então envolver alterações de dosagem 

em mais de um cromossomo, apresentando assim uma trissomia dupla, com uma dose extra 

de dois cromossomos não-homólogos (APPELS et al., 1998). 

 A principal fonte da hiperploidia é a não disjunção dos cromossomos durante a 

meiose, o que resulta em gametas desbalanceados (n + 1, n + 2, n + 3, ...).  Quando esses 
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gametas são fecundados, originam-se plantas aneuploides (2n + 1, 2n + 2, 2n + 3, ...) (SINGH, 

2017). As condições responsáveis pelas irregularidades meióticas e consequente formação de 

aneuploides são várias, dentre as quais se destacam: mutações nos genes que controlam o 

pareamento meiótico e a segregação (mutantes assinápticos e dessinápticos), cruzamentos 

entre espécies relacionadas e de diferentes níveis de ploidia, estresses ambientais, químicos 

inibidores ou perturbadores das fibras do fuso, entre outros (APPELS et al., 1998; SINGH, 

2017).  

 Os cromossomos adicionais podem afetar várias características no desenvolvimento e 

na diferenciação durante todo o ciclo de vida do indivíduo, tanto externamente quanto 

internamente (APPELS et al., 1998; SHELTZER; AMON, 2011). As plantas possuem um 

background genético que permite o desenvolvimento e funcionamento normal do organismo. 

Entretanto, quando a dosagem gênica é alterada com a adição de cromossomos, o equilíbrio 

genético é afetado e, consequentemente, o indivíduo portador da trissomia apresentará traços 

característicos que o difere do indivíduo normal (BIRCHLER, 2013; SINGH, 2017). As 

diferenças podem ser morfológicas, anatômicas, citológicas, fisiológicas ou genéticas e o 

cromossomo adicional refletirá o conteúdo diferencial de genes (SINGH, 2017). 

 Desde sua descoberta, os aneuploides têm sido amplamente estudados geneticamente 

e, em relação às plantas, desempenham um importante recurso para o mapeamento genético e 

estudos em dosagem de genes (SYBENGA, 1992; APPELS et al., 1998; BIRCHLER, 2013; 

SINGH, 2017), além de consistirem em importantes ferramentas para futuras construções 

especiais (SYBENGA, 1992). Bridges (1921) foi o primeiro pesquisador a utilizar um 

indivíduo trissômico para determinar a ocorrência de um gene a um cromossomo específico 

em Drosophila melanogaster, desde então a associação de genes a grupos de ligação de 

cromossomos utilizando aneuploides tem sido realizada em vários organismos (SINGH, 

2017).   

 Em Poaceae, os estudos se concentram nas espécies mais conhecidas citologicamente. 

No milho (Zea mays), Lee, Darrah e Coe (1996) identificaram regiões cromossômicas 

associadas a caracteres morfológicos e quantitativos através de indivíduos monossômicos e 

trissômicos. Os autores também verificaram que a perda de cromossomos na espécie é mais 

drástica que a adição de cromossomos, embora ambos tenham resultado na queda de vigor. 

Em Triticum, extensos conjuntos aneuploides foram produzidos, permitindo além da 

atribuição de genes a cromossomos específicos, inferências sobre a tendência de cada genoma 

gerar aneuploidias (SEARS, 1954; ZHANG et al., 2013). No arroz (Oryza sativa), o gene para 
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o aroma foi atribuído ao cromossomo oito em três variedades aromáticas a partir da análise de 

plantas trissômicas (DONG; TSUZUKI; TERAO, 2001). Em Setaria, um gênero 

relativamente próximo de Urochloa, estudos envolvendo plantas trissômicas e tetrassômicas 

de Setaria italica (L.) Beauv. permitiram a identificação de genes responsáveis por 

características agronômicas importantes e a localização dos mesmos nos cromossomos 

correspondentes (WANG et al., 2007).  

 

2.3 Identificação citogenética de cromossomos adicionais 

 

 O sucesso no uso do germoplasma aneuploide para estudos genéticos depende da 

correta identificação do cromossomo adicional ou em falta no indivíduo portador da 

aneuploidia (JIANG et al., 2016). A caracterização cromossômica é de extrema importância e 

costumava ser uma tarefa muito difícil, mas que foi sendo aperfeiçoada e facilitada pelo 

desenvolvimento de técnicas específicas para diversas espécies na área vegetal 

(LUKASZEWSKI, 2015).    

 Apesar de as plantas com cromossomos adicionais geralmente diferirem 

morfologicamente das plantas normais, a confirmação só pode ser efetivada por meio de 

observações citológicas. A identificação de um número cromossômico inesperado é baseada 

primeiramente na contagem cromossômica e pode ser complementada pelo estudo das 

configurações meióticas e outras técnicas citogenéticas (SYBENGA, 1992; SINGH, 2017).   

 No monitoramento de cromossomos por meio do pareamento meiótico, os 

cromossomos adicionais podem apresentar diferentes comportamentos. Um tetrassômico pode 

formar um quadrivalente, um trivalente mais univalente ou dois bivalentes, e estas 

configurações podem resultar em uma variedade de tipos de gametas. No caso de trissomia 

dupla, cada trissômico pode formar configurações com um bivalente mais um univalente ou 

um trivalente. O univalente formado pode ser eliminado ou incluído nos gametas e o bivalente 

irá segregar normalmente, enquanto o trivalente pode se orientar de várias maneiras na 

metáfase-I (SYBENGA, 1992; APPELS et al., 1998; SINGH, 2017).  

 A verificação citológica e discriminação dos cromossomos em adição também podem 

ser feita pela análise do cariótipo, com a morfometria cromossômica (comprimento total, 

comprimento relativo, razão de braços) e presença de características estruturais específicas, 

tais como constrições secundárias ou outros marcadores citogenéticos (SYBENGA, 1992; 

SINGH, 2017). Entretanto, muitas espécies apresentam cromossomos morfologicamente 
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semelhantes, o que dificulta a simples análise do cariótipo para a identificação dos 

cromossomos (ZOSHCHUK; BADAEVA; ZELENIN, 2003). 

 O campo da citogenética oferece inúmeras outras técnicas confiáveis para a 

caracterização cromossômica. As técnicas de bandamentos cromossômicos, desenvolvidas 

desde 1970 (CASPERSSON; ZECH; JOHANSSON, 1970), têm desempenhado papel 

importante na análise cromossômica, visto que facilitam a identificação de cromossomos 

individuais para a construção de cariótipos e detecção de cromossomos adicionais (ANDRAS 

et al., 2000; MOLNÁR-LÁNG; CEOLONI; DOLEŽEL, 2015). Não apenas os cromossomos 

e as regiões cromossômicas podem ser identificados através dos bandamentos, mas também as 

suas características estruturais e/ou citoquímicas podem ser determinadas (SUMNER, 1990). 

 Entre os bandamentos convencionais, a técnica de bandamento C é comumente o mais 

utilizado na área vegetal e considerado um marcador aceitável de segmentos cromossômicos 

específicos, pois revela um padrão diferenciado de bandas heterocromáticas ao longo do 

cromossomo, (SYBENGA, 1992; JELLEN, 2016; SINGH, 2017). A técnica foi desenvolvida 

acidentalmente em 1970, por Pardue e Gall, em um experimento envolvendo hibridização in 

situ e coloração com Giemsa em cromossomos de camundongos. Posteriormente, uma série 

de metodologias foi publicada e, apesar de algumas variações, envolvem basicamente a 

solubilização diferencial da eucromatina, através do tratamento sequencial das lâminas em 

solução ácida, solução alcalina e solução salina, seguida de coloração dos cromossomos com 

corante Giemsa, evidenciando então as regiões de heterocromatina constitutiva 

(HOLMQUIST, 1979; JELLEN, 2016). 

 Desde o desenvolvimento da técnica, o bandamento C permitiu grandes avanços na 

identificação e caracterização cromossômica de espécies importantes, tais como Vicia faba 

(SCHWEIZER, 1973), Secale cereale (SHARMA; NATARAJAN, 1973), Triticum aestivum 

(ZURABISHVILI; IORDANSKII; BADAEV, 1974), Zea mays (WARD, 1980) e Coffea 

Canephora (PIEROZZI et al., 1999) e ainda hoje continua sendo uma importante ferramenta 

da citogenética, visto que apresenta a vantagem de ser uma técnica de baixo custo e que 

produz resultados confiáveis (JELLEN, 2016). Trabalhos recentes utilizaram o bandamento C 

como marcador citogenético na caracterização do cariótipo e detecção de polimorfismos 

cromossômicos em diversas espécies, como Aegilops uniaristata (GONG et al., 2014), 

Brassica napus (AMOSOVA et al., 2014) e Echinacea purpúrea (JIANG et al., 2016). 

Badaeva et al. (2015) utilizaram eficientemente o bandamento C para detectar alterações 

cariotípicas associadas à evolução e domesticação do trigo poliploide. 
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 Além destes, outros bandamentos para a microscopia de campo claro são encontrados 

na literatura, como os bandamentos R (DUTRILLAUX; LEJEUNE, 1971), G (SUMNER; 

EVANS; BUCKLAND, 1971) e Ag-NOR (APPELS et al., 1998), os quais marcam, 

respectivamente, regiões eucromáticas, heterocromáticas e RONs (regiões organizadoras do 

nucléolo) ativas.  

 Técnicas de bandamentos cromossômicos também foram desenvolvidas para 

microscopia de fluorescência, tornando-se uma ferramenta valiosa nas análises citogenéticas 

(ANDRAS et al., 2000). Após a coloração com o fluorocromo quinacrina revelar bandas-Q 

reprodutíveis em cromossomos mitóticos, evidenciando regiões ricas em AT 

(CASPERSSON; ZECH; JOHANSSON, 1970), outras técnicas surgiram, dentre as quais se 

destacam CMA/DAPI (SCHWEIZER, 1976) e CPD (HANSON et al., 1995).   

 A dupla coloração de cromomicina A (CMA) com 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 

é a técnica de bandamento fluorescente mais utilizado em plantas para diferenciar os 

cromossomos (GUERRA, 2000). Ela permite diferenciar a heterocromatina em regiões ricas 

em CG (CMA
+
) e regiões ricas em AT (DAPI

+
) (SCHWEIZER, 1981). Como a técnica é 

baseada na afinidade dos fluorocromos a regiões específicas do DNA, tal bandamento não 

requer pré-tratamentos químicos para a formação das bandas, gerando resultados rápidos e 

confiáveis (SUMMER, 1990).  

 O uso da coloração CMA/DAPI já foi realizado em espécies do gênero Urochloa, por 

Nani et al. (2016). No trabalho, U. ruziziensis (2n=2x=18) e U. brizantha (2n=4x=36) 

apresentaram duas bandas terminais CMA
+
, enquanto U. decumbens (2n=4x=36) apresentou 

quatro bandas terminais CMA
+
. Não foram evidenciadas bandas DAPI

+ 
nas três espécies. 

Além disso, os autores verificaram que todas as bandas CMA
+
 correspondiam aos sítios de 

rDNA 45S.   

 A citogenética molecular fornece ainda outras ferramentas para a identificação de 

cromossomos e para desvendar a organização cromossômica em nível molecular 

(PEDERSEN; LANGRIDGE, 1997). As técnicas de hibridização in situ (HIS) baseiam-se na 

hibridização entre sondas marcadas e sequências de DNA ou RNA. A HIS é empregada para 

localizar genes e sequências repetitivas ao longo do cromossomo ou no núcleo interfásico 

(FISH), ou para individualizar os genomas de cada um dos parentais (GISH) (GUERRA, 

2004). Entretanto, o potencial para identificar as sequências ou os genomas depende da 

disponibilidade de sondas adequadas e exige uma divergência genômica substancial 

(RIESEBERG; BAIRD; GARDNER, 2000; REY; MOLNÁR; DOLEŽEL, 2015). 
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 Cariótipos detalhados podem ser instrumentos importantes no mapeamento genético, 

podendo contribuir na determinação de grupos de ligação a cromossomos específicos (LIM et 

al., 2001). Portanto, as técnicas de bandamento podem fornecer informações valiosas na área 

vegetal, tanto na identificação de certos cromossomos para a construção do cariótipo e para a 

localização e orientação de genes de interesse, quanto para estudos sobre a evolução e 

organização de genomas (SHE; LIU; SONG, 2006). 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Local 

 

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

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

 

3.2 Material vegetal 

 

 As avaliações citogenéticas foram realizadas em genótipos de U. ruziziensis “Iracema” 

tetraploidizada por Timbó et al. (2014), U. decumbens cv. Basilisk (naturalmente tetraploide) 

e no híbrido (H963) proveniente do cruzamento entre as duas espécies. O material botânico 

foi cedido pela Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora-MG. As plantas foram mantidas em 

vasos, em casa de vegetação alocada no Departamento de Biologia da Universidade Federal 

de Lavras. As plantas híbridas foram propagadas a partir de perfilhos de uma planta matriz e, 

portanto, constituem-se de clones.  

 

3.3 Preparo das lâminas 

 

 Para a obtenção de C-metáfases, as raízes foram coletadas e submetidas a pré-

tratamento com solução de ciclohexamida (12,5 mg.L
-1

) por 2 horas, a temperatura ambiente 

(23ºC - 25ºC). Posteriormente foram lavadas em água destilada, fixadas em solução de 

metanol: ácido acético (3:1) por 24 horas em temperatura ambiente e armazenadas em etanol 

90% à -20º C até o momento do uso. 

 Os meristemas foram submetidos à digestão enzimática em um mix de enzima, 

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



19 

 

Aldrich (1%) e citohelicase Sigma-Aldrich (1%) por aproximadamente 1 h e 30 minutos, a 

37ºC. As lâminas foram preparadas por dissociação de células e secagem ao ar 

(CARVALHO; SARAIVA, 1993). A avaliação das lâminas foi realizada em microscópio de 

campos claro na objetiva de 40X e aquelas contendo as melhores metáfases foram 

selecionadas. 

 

3.4 Bandamento CMA/DAPI 

 

 O procedimento foi baseado no protocolo de Guerra e Souza (2002) com algumas 

modificações. Lâminas envelhecidas de sete a quinze dias foram lavadas em tampão 

McIlvaine (pH 7,0) por 20 minutos, secas e incubadas em solução de cromomicina A (CMA) 

0,5 mg/mL, com MgCl2 2.5M, por 1 hora e 30 minutos. Em sequência, foram lavadas 

rapidamente em tampão McIlvaine e secas. As lâminas foram montadas em Vectashield 

antifade com DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) na concentração de 1.5µg/mL e 

armazenadas em compartimento escuro, na geladeira (4°C), por pelo menos três dias.  

 As preparações foram avaliadas em microscópio de epifluorescência Olympus BX60 

equipado com câmara QImaging Retiga EXi CCD refrigerada. As observações e as 

fotografias foram realizadas utilizando filtros de excitação/emissão 495/515 para o CMA e 

358/461 para o DAPI. O contraste final nas imagens capturadas foi realizado com as 

ferramentas do software Photoshop CS.  

 

3.5 Bandamento C 

 

  Para a obtenção das bandas C foi empregado o protocolo de Schwazacher, Ambros e 

Schweizer (1980) com pequenas adaptações. Lâminas envelhecidas foram hidrolisadas em 

ácido acético 45% a 60°C por 5 minutos, lavadas em água destilada e secas. Após a 

desnaturação em solução saturada de hidróxido de bário 5%, a temperatura ambiente, por 8 

minutos, as lâminas foram lavadas em água corrente por 20 minutos e incubadas em SSC 2x, 

a 60°C, por 40 minutos. Em seguida, foram lavadas em água destilada, secas, coradas em 

corante Giemsa 5% por 45 minutos e montadas em Entellan®.   

 As metáfases foram capturadas em microscópio de campo claro Axio Lab A1 Zeiss 

acoplado a uma câmera AxioCan ICc 1. As imagens foram processadas usando o software 

Photoshop CS. 
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3.6 Morfometria cromossômica 

 

 As medições foram realizadas através do software livre KaryoType (YU et al., 2015; 

ALTINORDU et al., 2016). Os dados morfométricos de cada espécie foram obtidos a partir de 

cinco metáfases após o procedimento de coloração CMA/DAPI. Os parâmetros utilizados 

foram: CT (comprimento total cromossômico – µm); L (comprimento do braço longo – µm); 

S (comprimento do braço curto – µm); CR (comprimento relativo - %); RB (relação de 

braços) e CTLH (comprimento total do lote haploide – µm). O índice de assimetria cariotípica 

e a descrição da morfologia cromossômica foram determinados de acordo com os parâmetros 

de Stebbins (1958) e Levan et al. (1964), respectivamente. As bandas foram classificadas 

quanto à posição como pericentromérica, instersticial ou terminal, segundo Heslop-Harrison e 

Schwarzacher (2011). Além disso, foram medidos os comprimentos relativos das bandas 

CMA comparadas ao comprimento do braço cromossômico. Os cariogramas foram montados 

com auxílio do software Adobe Photoshop.  

 



21 

 

4 RESULTADOS 

 

 Para os genótipos de U. ruziziensis “Iracema” e U. decumbens cv. Basilisk foram 

confirmados 36 cromossomos, sendo que quatro cromossomos exibiram bandas CMA 

(regiões ricas em CG) na posição terminal (Figura 1 A e B). Para o híbrido interespecífico 

H963 foi confirmado o número de 2n=36 + 2 cromossomos (Figura 1 C), entretanto, alguns 

clones apresentaram metáfases com 2n=36 + 1 cromossomos (Figura 1 D). Além disso, 

bandas CMA foram observadas na região terminal de cinco cromossomos, em ambos os casos 

(Figura 1 C e D). Bandas DAPI (regiões ricas em AT) não foram visualizadas nos 

cromossomos dos genótipos avaliados.  

 

Figura 1 - Metáfases de Urochloa ruziziensis “Iracema” (2n=4x=36) (A), Urochloa 

decumbens (2n=4x=36) (B) e híbrido interespecífico H963 com 36+2 

cromossomos (C) e 36+1 cromossomos (D) após bandamento fluorescente. 

Bandas CMA representadas em amarelo. Barra: 10 µm. 

 
Fonte: Do autor (2018). 
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Para U. ruziziensis “Iracema”, genótipo tetraploidizado artificialmente, a fórmula 

cariotípica foi determinada como 2n=4x=36m e o cariótipo foi classificado como simétrico na 

categoria 1A de Stebbins (1958). Os comprimentos relativos do maior e do menor pares de 

cromossomos corresponderam a 13,25% e 8,46% do comprimento total do lote haploide, 

respectivamente (Tabela 1). As bandas CMA foram identificadas no braço curto do par 

cromossômico 3, com tamanho variando de 33,67% a 51,47% em relação ao braço 

cromossômico.  

 

Tabela 1 – Morfometria média dos cromossomos de Urochloa ruziziensis (Iracema): L 

(comprimento do braço longo); S (comprimento do braço curto); CT 

(comprimento total do cromossomo); CR (comprimento relativo); RB (relação de 

braço); M (morfologia cromossômica, de acordo com Levan (1964), onde 

m=metacêntrico) e CTLH (comprimento total do lote haploide).  

 

Crom L (µm) S (µm) CT (µm) CR (%) RB (L/S) M 

1 1,97 1,60 3,57 13,25 1,23 m 

2 1,87 1,56 3,43 12,7 1,20 m 

 3
*
 1,76 1,61 3,37 12,51 1,09 m 

4 1,76 1,36 3,12 11,59 1,29 m 

5 1,65 1,31 2,96 10,96 1,26 m 

6 1,60 1,35 2,95 10,94 1,19 m 

7 1,52 1,22 2,74 10,17 1,24 m 

8 1,38 1,16 2,54 9,42 1,19 m 

9 1,21 1,08 2,29 8,46 1,12 m 

CTLH: 26,97           

* Par cromossômico com banda CMA 

Fonte: Do autor (2018). 

 

 A fórmula cariotípica determinada para a U. decumbens cv. Basilisk foi 2n=4x=36m e 

seu cariótipo foi classificado como simétrico, na categoria 1B de Stebbins (1958). O maior 

par cromossômico apresentou comprimento relativo de 7,66% em contraste com 4,01% do 

menor par (Tabela 2). O par cromossômico 3 apresentou heteromorfismo em relação ao 

comprimento total e a morfologia dos cromossomos (Tabela 2 e Figura 2B). O maior 

cromossomo do par sempre apresentou uma constrição terciária no braço longo, a qual estava 

ausente no seu homólogo. Para o ordenamento do par, apenas o comprimento médio do maior 

cromossomo foi considerado. Esse par de cromossomos apresentou bandas CMA, que foram 
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identificadas no braço curto, com tamanho relativo ao braço cromossômico variando de 

42,25% a 77,88% no maior cromossomo e 56,96% a 63,06% no menor cromossomo. O par 10 

também apresentou bandas CMA, com tamanho relativo das bandas variando entre 38,10% e 

72% em relação ao braço cromossômico. 

 

Tabela 2 – Morfometria média dos cromossomos de Urochloa decumbens cv. Basilisk: L 

(comprimento do braço longo); S (comprimento do braço curto); CT 

(comprimento total do cromossomo); CR (comprimento relativo); RB (relação de 

braço); M (morfologia cromossômica, de acordo com Levan (1964), onde 

m=metacêntrico) e CTLH (comprimento total do lote haploide).  

 

Crom L (µm) S (µm) CT (µm) CR (%) RB (L/S) M 

1 1,95 1,68 3,63 7,66 1,16 m 

 1' 1,74 1,42 3,16 6,67 1,23 m 

 2
*
 1,68 1,46 3,14 3,31 1,15 m 

  2
*¥ 

0,97 1,56 2,53 2,67 1,61 m 

2' 1,75 1,37 3,12 6,59 1,27 m 

3 1,75 1,35 3,10 6,54 1,30 m 

 3' 1,69 1,24 2,93 6,18 1,36 m 

4 1,53 1,32 2,85 6,02 1,16 m 

 4' 1,53 1,22 2,75 5,80 1,26 m 

 5 1,52 1,16 2,68 5,66 1,31 m 

   5'
*
 1,36 1,20 2,56 5,40 1,13 m 

 6 1,36 1,19 2,55 5,38 1,15 m 

  6' 1,31 1,14 2,45 5,17 1,14 m 

 7 1,30 1,07 2,37 5,01 1,21 m 

  7' 1,20 1,08 2,28 4,81 1,11 m 

 8 1,17 1,02 2,19 4,62 1,14 m 

  8' 1,06 0,98 2,04 4,31 1,08 m 

 9 1,05 0,93 1,98 4,18 1,13 m 

  9' 1,01 0,89 1,90 4,01 1,13 m 

CTLH: 47,38 

     * Pares cromossômicos com bandas CMA 

¥ Cromossomo heteromórfico sem a constrição terciária 

Fonte: Do autor (2018). 
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 O híbrido interespecífico H963 foi caraterizado como um aneuploide hiperploide, com 

fórmulas cariotípicas 2n=4x=36m+2m e 2n=4x=36m+1m. Os cariótipos foram classificados 

como simétrico na categoria 1B de Stebbins (1958). A tabela de dados e os cariogramas do 

híbrido H963 (Tabela 3 e Figuras 2C e D) foram baseados na presença de cromossomos 

marcadores com bandas CMA, mantendo-se a mesma posição observada nos parentais.  

 Nas metáfases do H963 com 36+2 cromossomos, o comprimento relativo do maior e 

menor pares de cromossomos foi de 7,69% e 3,85%, respectivamente (Tabela 3). Bandas 

CMA foram encontradas em cinco cromossomos, os quais estavam em estado de hemizigose 

nos pares 2 e 5 (Figura 2 C). As características morfológicas dos cromossomos indicam que 

estes dois pares devem ter sido herdados de U. decumbens, com comprimento da banda CMA 

em relação ao braço variando entre 46% - 58% e 34,5% - 65%, respectivamente. 

Especificamente, o cromossomo 2 (com  banda CMA) apresenta uma constrição terciária no 

braço longo, assim como observado no respectivo cromossomo do parental U. decumbens 

(Figura 2 B). Levando em consideração o tamanho médio e a morfologia dos cromossomos 

em todas as metáfases analisadas, os outros três cromossomos com banda CMA 

provavelmente foram herdados de U. ruziziensis, caracterizando uma trissomia no par 3’ 

(Figura 2 C) e com tamanho relativo das bandas com variação entre 26,04% e 52,63%. Como 

foi evidenciada apenas uma banda CMA adicional ao número observado nos parentais, pode-

se inferir que o outro cromossomo adicional pertença a outro par cromossômico, tratando-se, 

portanto, de uma trissomia dupla. A segunda trissomia foi localizada no par cromossômico 4’ 

(Figura 2 C) e, presumivelmente, esse cromossomo extra foi herdado de U ruziziensis.  Nas 

plantas que apresentaram metáfases com 36+1 cromossomos, a trissomia foi observada 

somente no par 3’ (Figura 2 D).  
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Tabela 3 – Morfometria média dos cromossomos do híbrido H963 com 36 +2 cromossomos: 

L (comprimento do braço longo); S (comprimento do braço curto); CT 

(comprimento total do cromossomo); CR (comprimento relativo); RB (relação de 

braço); M (morfologia cromossômica, de acordo com Levan (1964), onde 

m=metacêntrico) e CTLH (comprimento total do lote haploide).  

Crom L (µm) S (µm) CT (µm) CR (%) RB (L/S) M 

1 2,56 2,32 4,88 7,69 1,10 m 

1' 2,53 2,13 4,66 7,34 1,19 m 

  2
*¥

 2,25 2,07 4,32 6,81 1,09 m 

2' 2,17 1,99 4,16 6,56 1,09 m 

3 2,04 1,79 3,83 6,04 1,14 m 

    3'
*ᵀ

 1,94 1,75 3,69 5,81 1,11 m 

4 1,91 1,61 3,53 5,56 1,18 m 

  4'
ᵀ
 1,94 1,66 3,61 5,69 1,17 m 

   5
*¥

 1,77 1,56 3,33 5,25 1,14 m 

5' 1,77 1,59 3,36 5,30 1,11 m 

6 1,81 1,52 3,33 5,25 1,19 m 

6' 1,80 1,51 3,31 5,22 1,19 m 

7 1,76 1,51 3,28 5,16 1,17 m 

7' 1,70 1,45 3,16 4,98 1,17 m 

8 1,60 1,47 3,07 4,84 1,09 m 

8' 1,46 1,32 2,78 4,38 1,11 m 

9 1,44 1,28 2,71 4,28 1,13 m 

9' 1,28 1,16 2,44 3,85 1,10 m 

CTLH: 63,43   

 

      

* Pares cromossômicos com bandas CMA 

¥ Par cromossômico em hemizigose para a banda CMA 

ᵀ Par cromossômico com trissomia 

Fonte: Do autor (2018). 
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Figura 2 – Cariograma de Urochloa ruziziensis “Iracema” (A), Urochloa decumbens (B) e 

híbrido interespecífico H963 com 36+2 cromossomos (C) e 36+1 cromossomos 

(D). Bandas CMA representadas em amarelo. Barra: 10 µm. 

 
Fonte: Do autor (2018). 
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 Em relação ao bandamento C, técnica que permite evidenciar heterocromatina 

constitutiva, foi encontrado bandas na região pericentromérica de todos os cromossomos dos 

parentais e do híbrido (Figura 3 e Tabela 4). Em U. ruziziensis “Iracema”, além das bandas 

pericentroméricas, quatro cromossomos foram discriminados por apresentarem também 

bandas C terminais (Figura 4A). Ao comparar a morfologia cromossômica, presume-se que 

estes quatro cromossomos devem corresponder aos cromossomos marcados com as bandas 

CMA (Figura 2A e 4A).  

No outro parental, U. decumbens cv. Basilisk, sete cromossomos foram diferenciados 

por apresentarem bandas C pericentroméricas e terminais, um cromossomo apresentou 

somente banda terminal e outro cromossomo sempre apresentou três bandas C 

(pericentromérica + terminal em ambas as extremidades) (Figura 4B). Este último 

possivelmente corresponde ao cromossomo com banda CMA e constrição terciária (par 

cromossômico 2, Figura 2B).  

No híbrido, a análise comparativa da morfologia dos cromossomos e padrão de bandas 

permitiu identificar a correspondência de alguns cromossomos dos parentais no cariótipo do 

híbrido (Figura 4 C e D).   

 

Figura 3 - Metáfases de Urochloa ruziziensis “Iracema” (2n=4x=36) (A), Urochloa 

decumbens (2n=4x=36) (B) e híbrido interespecífico H963 com 36+2 

cromossomos (C) e 36+1 cromossomos (D) após bandamento C. Setas indicam 

cromossomos diferenciados nas regiões terminais e pericentroméricas. Ponta de 

seta indica cromossomo com apenas uma banda terminal em U. decumbens. 

Barra: 10 µm. 

 
  Fonte: Do autor (2018). 
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Tabela 4 – Número de bandas C identificadas nos genótipos de Urochloa ruziziensis 

“Iracema”, Urochloa decumbens cv. Basilisk e híbrido interespecífico H963 

com 36+2 e 36+1 cromossomos: pericen – [banda na região pericentromérica]; 

pericen + 1T – [banda pericentromérica e uma banda terminal]; pericen + 2T – 

[banda pericentromérica e duas bandas terminais]; T/ST (banda terminal ou 

subterminal).  

Genótipos 

nº de cromossomos com bandas C 

  

pericen pericen + 1 T pericen+ 2 T T/ST 

U. ruziziensis 32 4 0 0 

U. decumbens 27 7 1 1 

H963 – 36+2c 31 6 1 0 

H963 – 36+1c 30 6 1 0 

Fonte: Do autor (2018). 

 

Figura 4 – Cromossomos discriminados pelo bandamento C em regiões terminais e 

pericentroméricas dos parentais Urochloa ruziziensis “Iracema” (A), Urochloa decumbens cv. 

Basilisk (B) e cromossomos correspondentes nas metáfases do híbrido interespecífico H963 

com 36+2 cromossomos (C) e 36+1 cromossomos (D). Seta indica o único cromossomo com 

banda terminal. Ponta de seta indica cromossomo com banda centromérica e terminal em 

ambas extremidades. Barra: 10 µm. 

 

Fonte: Do autor (2018). 
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 Análise cariotípica comparativa entre parentais e híbrido (U. ruziziensis x U. 

decumbens) 

 

 A classificação do cariótipo (categoria 1A
 
de Stebbins), a fórmula cariotípica de 36m e 

a observação de quatro bandas CMA para U. ruziziensis tetraploidizada condizem 

proporcionalmente  com a duplicação dos 18 cromossomos metacêntricos e as duas bandas 

CMA observadas em genótipos diploides dessa espécie, avaliados por Nani et al., 2016. Esses 

autores também mostraram que em U. ruziziensis diploide, os sítios de rDNA 45S se 

colocalizam com as bandas CMA. Em outro estudo com o genótipo tetraploide “Iracema”, 

Paula, Souza Sobrinho e Techio (2017) descreveram quatro sítios de rDNA 45S localizados 

terminalmente, coincidindo com o número e a posição de bandas CMA observadas em nosso 

estudo. 

 O posicionamento do cromossomo portador da banda CMA no par 3 difere do relatado 

em estudos anteriores. Em análises meióticas, Valle et al. (1987) descreveram que a RON está 

localizada no par 7, enquanto que Bernini, Marin-Morales (2001), via coloração 

convencional, e Nani et al. (2016), por meio da FISH, identificaram o par 8 como o portador 

da RON e dos sítios de rDNA 45S, respectivamente. Algumas razões podem contribuir para 

essas discrepâncias e precisam ser consideradas. As variações intraespecíficas nos sítios de 

rDNA são comumente relatadas para híbridos artificiais, poliploides e espécies cultivadas 

(CERBAH et al., 1999; ROSATO et al., 2008) e podem estar relacionadas ao intenso processo 

de seleção agronômica (PEDROSA-HARAND et al., 2006) ou à origem artificial dos 

genótipos (CERBAH et al., 1999; ROSATO et al., 2008). Comparativamente, no estudo 

cariotípico realizado por Nani et al. (2016) foi avaliada a cultivar Kennedy de U. ruziziensis 

(2n=2x=18), enquanto que o genótipo utilizado neste estudo é um autotetraploide sintético 

obtido de plantas matrizes de uma população originada do segundo ciclo de seleção recorrente 

intrapopulacional (TIMBÓ et al., 2014).  

Outro aspecto refere-se ao comportamento típico dos cromossomos de Urochloa, os 

quais apresentam condensação tardia nas regiões terminais e frequentemente apresentam fibra 

de cromatina estendida, especialmente nos cromossomos portadores do rDNA 45S (NANI et 

al., 2016). De acordo com esses autores, isso pode contribuir para superestimar o tamanho dos 

cromossomos e interferir na definição exata dos pares cromossômicos. Para minimizar esses 
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efeitos, as metáfases utilizadas no presente estudo foram selecionadas com padrão similar de 

condensação e, quando obtida as medições cromossômicas, a extensão/gap entre o 

cromossomo e o respectivo sinal de CMA foi desconsiderado.   

Por último, é preciso considerar o efeito dos bloqueadores mitóticos empregados nos 

pré-tratamentos. Nani et al. (2016) utilizaram 8-hidroxiquinoleína (8-HQ) 3mM, 5h a 4°C e 

Bernini e Marin-Morales (2001) combinaram 8HQ 0,002mM com DMSO 0,5% por 27h a 

9°C. Ambos diferem quanto ao tipo de bloqueador e tempo de exposição empregado em 

nossas análises. Os agentes químicos empregados para a obtenção de C-metáfases possuem 

diferentes modos de ação sobre o ciclo celular e sobre os cromossomos (PLANCHAIS, 2000), 

que podem ter resultado em diferenças nos padrões de condensação, os quais se refletiram no 

tamanho dos cromossomos e no comprimento total do lote haploide entre os diferentes 

estudos. Em um estudo comparativo do efeito da colchicina, paradiclorobenzeno e 8-HQ, 

Ekong, Akpan e Udo (2014) demonstraram que cada inibidor químico induz uma 

condensação diferencial nos cromossomos que se refletiram em variações no comprimento 

cromossômico de Allium cepa.  

 Para U. decumbens, a classificação da morfologia de todos os cromossomos como 

metacêntricos está de acordo com os relatos de Bernini e Marin-Morales (2001), que 

descreveram  tal ocorrência em  dois genótipos da espécie, um diploide e um tetraploide. Um 

terceiro genótipo de U. decumbens avaliado pelos autores apresentou a classificação de um 

cromossomo como submetacêntrico, o que também foi reportado por Nani et al. (2016) para a 

cultivar Basilisk. Entretanto, essa diferença na classificação de um cromossomo como 

metacêntrico e submetacêntrico entre os dois estudos possivelmente também é resultado de 

diferenças na condensação dos cromossomos nas metáfases, visto que o menor cromossomo 

do par 3 apresentou relação de braços de 1,61, valor bem próximo do estabelecido por Levan 

(1964) como submetacêntrico (1,70). Adicionalmente, Bernini e Marin-Morales (2001) 

consideraram que a diversidade cariotípica entre genótipos de U. decumbens possa ser 

resultado de alterações estruturais ou possível hibridação entre diferentes genótipos da 

espécie. 

 Os dados obtidos para U. decumbens confirmam o heteromorfismo em um dos pares 

com banda CMA, no qual o maior cromossomo apresenta uma constrição terciária que não é 

observada no menor cromossomo, relatado anteriormente por Nani et al. (2016). Entretanto, 

existem divergências no posicionamento desse par entre os dois estudos. Nani et al. (2016) 

determinaram o par 11 como o portador da banda CMA/rDNA 45S e da constrição terciária, 
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aqui apresentado no par 3. Essa diferença se deve principalmente ao fato de que, no presente 

estudo, apenas o comprimento médio do maior cromossomo foi considerado para a disposição 

dos pares. Essa opção foi baseada na hipótese proposta também por Nani et al. (2016) de que 

teria ocorrido uma deleção na região da constrição terciária originando o menor cromossomo 

e o seu homólogo teria mantido a estrutura original (NANI et al., 2016). A diferença no 

posicionamento do outro par com banda CMA/45S entre dois estudos pode ser interpretada 

pelas mesmas considerações feitas anteriormente para U. ruziziensis.  

 Quanto ao híbrido interespecífico H963, a fórmula cariotípica determinada 

corrobora com a ocorrência de todos os cromossomos metacêntricos nos genitores. A 

confirmação de plantas híbridas apresentando 36+2 cromossomos (duplo trissômico – pares 

3’ e 4’) e a ocorrência de plantas com 36+1 (trissômico, par 3’) indica a eliminação de um dos 

cromossomos adicionais, identificado como sendo o cromossomo 4’ neste segundo híbrido.  

As cinco bandas CMA observadas nas metáfases das plantas híbridas correspondem ao 

número de sítios de rDNA 45S descrito por Paula, Souza Sobrinho e Techio (2017). Os 

autores haviam proposto que o maior número de sítios encontrado no híbrido, considerando o 

número de sítios observado nos genitores, estaria relacionado ao cromossomo adicional, o que 

foi comprovado no presente estudo pela trissomia no par 3’ mantida em ambos os híbridos.  

A variação somática no número de cromossomos em híbridos recém-sintetizados já foi 

relatada em outros gêneros da família Poaceae, como Pennisetum glaucum x Pennisetum 

purpureum (REIS et al., 2016). A combinação de dois ou mais genomas em um híbrido 

alopoliploide causa conflitos nucleares intergenômicos, que resultam em alterações dinâmicas 

do genoma, como instabilidade epigenética, ativação de elementos transponíveis, alterações 

estruturais e perda de cromossomos (JONES; HEGARTY, 2009). Segundo Comai (2005), a 

aneuploidia é um estado instável que, muitas vezes, leva a estados de poliploidia mais 

estáveis.  

 A caracterização da aneuploidia presente no híbrido H963, bem como a definição dos 

pares portadores da trissomia é inédita e, se associadas a métodos de fenotipagem, pode 

representar avanços em estudos para o mapeamento genético em espécies de Urochola. O uso 

de trissômicos para a determinação de genes a cromossomos específicos é algo relativamente 

comum entre as gramíneas, como em Zea mays (LEE; DARRAH; COE, 1996), Oryza sativa 

(DONG; TSUZUKI; HIROYUKI, 2001),  e Setaria italica (WANG et al., 2007).  

Esses híbridos também possuem o potencial de serem utilizados em retrocruzamentos 

visando a construção de bibliotecas de cromossomos únicos e a introgressão de características 
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úteis em espécies de Urochola, como já relatado para Lolium (HUMPHREYS; CANTER; 

THOMAS, 2003) e Triticum (MOLNÁR-LÁNG; CEOLONI; DOLEŽEL, 2015). Em relação 

ao emprego do H963, existem ainda algumas restrições, tais como a baixa taxa de viabilidade 

polínica (cerca de 36% - PAULA et al., dados não publicados) e a necessidade de avaliar a 

sua estabilidade genética/cromossômica ao longo das gerações. A comparação do rendimento 

de matéria fresca do H963 com outros híbridos oriundos do cruzamento com os mesmos 

parentais (SOUZA SOBRINHO, dados não publicados) indicaram que os cromossomos 

adicionais não promoveram alterações significativas nessa característica, sendo necessária a 

avaliação de outros caracteres morfológicos, anatômicos ou fisiológicos para a detecção do 

possível efeito do conteúdo diferencial dos genes.  

 Os cariogramas do híbrido foram baseados na identificação de cromossomos 

marcadores específicos considerando a mesma ordem observada nos cariótipos dos parentais, 

como tem sido realizado em outros estudos com híbridos interespecíficos, como em 

Passiflora (SILVA et al., 2018). Dessa forma, foi possível determinar a procedência do(s) 

cromossomo(s) extra(s) do parental identificado no híbrido. Assim como proposto por Paula, 

Souza Sobrinho e Techio (2017), as análises comparativas dos cariótipos apontam U. 

ruziziensis como o parental doador dos cromossomos associados à aneuploidia.  Outras 

evidências reforçam essa proposição: 1. A autopoliploidia do genótipo parental U. ruziziensis, 

que provém de uma duplicação artificial do genoma com colchicina (TIMBÓ et al., 2014). 

Em análises meióticas de seis genótipos de U. ruziziensis tetraploidizados artificialmente, o 

genótipo “Iracema” apresentou a maior taxa de anormalidades e uma alta viabilidade polínica 

(PAULA et al., 2016), validando a transmissão das anormalidades; 2. O envolvimento desse 

genótipo em outro cruzamento, com U. brizantha, que também produziu híbridos com 36+2 

(PAULA; SOUZA SOBRINHO; TECHIO, 2017); 3. Análises com a GISH no H963 

identificaram dois cromossomos inteiramente marcados com a sonda de U. ruziziensis 

(PAULA; SOUZA SOBRINHO; TECHIO, 2017). 

Além disso, vale ressaltar que, normalmente em plantas, a transmissão de 

anormalidades via gametas masculinos é rara. Isso porque, mesmo que sejam produzidos 

grãos de pólens desbalanceados e viáveis, eles muitas vezes não conseguem competir com 

grãos de pólens normais, pois as oosferas são preferencialmente fecundadas por gametas 

normais (SYBENGA, 1992; APPLES et al., 1998; SINGH, 2017). Essa mesma explicação 

pode se aplicar à transmissão preferencial do cromossomo com constrição terciária 

(cromossomo 2) de U. decumbens, observado no complemento cromossômico do híbrido pelo 
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bandamento CMA e C, visto que o menor cromossomo seria portador de uma deleção e o 

gameta para o qual ele segregar seria preterido na fertilização.  

 Apesar de o presente estudo corroborar as evidências de que U. ruziziensis seja o 

parental doador dos cromossomos adicionais, um aspecto que dever ser considerado é que o 

parental U. ruziziensis (genoma B2B2B2B2) possui cromossomos que estão representados 

também no genoma B2 de U. decumbens (B1B1B2B2). Portanto, é importante incluir análises 

com novos marcadores cromossômicos para melhor caracterizar a trissomia, incluindo a 

avaliação da sua manutenção em outros clones ou em outros híbridos gerados. 

 

5.2 Distribuição da heterocromatina em espécies e híbridos de Urochloa 

 

 O padrão de distribuição de regiões heterocromáticas nos cromossomos sempre foi um 

parâmetro utilizado nas espécies vegetais, seja em estudos taxonômicos, detecção de 

variações inter ou intrapopulacionais ou ainda na identificação cromossômica em híbridos 

(ZOSHCHUK; BADAEVA; ZELENIN, 2003). Todas as bandas aqui observadas com a 

coloração CMA/DAPI foram evidenciadas pelo bandamento-C, entretanto, nem todas as 

bandas C foram diferenciadas com o bandamento fluorescente. Situação similar já foi relatada 

em Habrantus robustus (BARROS e SILVA; GUERRA, 2010). Essas diferenças ocorrem 

porque, dentre as técnicas citogenéticas, as bandas reveladas pelo bandamento C 

correspondem à concepção mais geral de heterocromatina, coincidindo com os sítios de 

replicação tardia do DNA e sequências de DNA organizadas em tandem, enquanto que os 

bandamentos fluorescentes permitem avaliar os diferentes tipos de heterocromatina 

(GUERRA, 2000).    

No padrão de bandas C observado nos genótipos, todos os cromossomos apresentaram 

bandas pericentroméricas (com exceção de um cromossomo com uma banda terminal em U. 

decumbens). Em alguns cromossomos, além de pericentroméricas, foram evidenciadas 

também bandas terminais, o que está de acordo com a distribuição de heterocromatina 

esperada para espécies com cromossomos pequenos/médios (FUKUI, NAKAYAMA, 1996; 

GUERRA, 2000). Fukui e Nakayama (1996) classificaram os cromossomos em dois tipos: 

pequenos, para aqueles com até três micrômetros, e grandes, para os que apresentam mais que 

oito micrômetros. O comprimento total médio dos cromossomos nos genótipos variou de 1,90 

a 4,88 e, portanto, estariam enquadrados como cromossomos de tamanho pequeno-médio. 

Segundo esses autores, os cromossomos pequenos exibem um padrão simples de bandas C, 
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localizadas frequentemente em regiões centroméricas e/ou terminais, como observado nesse 

estudo. Guerra (2000), através de uma compilação de dados, avaliou a distribuição da 

heterocromatina em cromossomos de 105 espécies de plantas e registrou a tendência da região 

centromérica em manter bandas heterocromáticas. O autor propôs o termo “bandas 

generalizadas” para as bandas que ocorreram em mais de 80% dos cromossomos de um 

cariótipo e relatou que, muitas vezes, as bandas proximais generalizadas são conservadas nas 

espécies de um gênero, como constatado nos genótipos avaliados. 

Em relação às bandas terminais, os quatro cromossomos observados em U. ruziziensis 

com bandas C foram considerados como os mesmos cromossomos marcados pelas bandas 

CMA. Essa consideração é validada por Guerra (2000), que relata que a heterocromatina da 

RON (região organizadora do nucléolo) é frequentemente evidenciada pelo bandamento C e 

por fluorocromos com afinidade para regiões ricas em CG. Quanto ao posicionamento dessas 

bandas, aparentemente as espécies do gênero também seguem um padrão de distribuição dos 

sítios de rDNA 45S observado em angiospermas, pois segundo Roa e Guerra (2012), em 

grande parte das espécies esses sítios são preferencialmente distribuídos no braço curto dos 

cromossomos, principalmente nas regiões terminais.  

O maior número de cromossomos com bandas C na região terminal em relação ao 

número encontrado com bandas CMA e que também não foram detectados com bandas DAPI, 

para os genótipos de U. decumbens e H963, provavelmente é devido a essas regiões 

heterocromáticas apresentarem repetições em proporções iguais ou muito semelhantes de 

bases AT e CG, reagindo neutralmente com os fluorocromos (GUERRA, 2000). Mesma 

explicação pode ser dada para a não detecção das bandas C pericentroméricas no bandamento 

com fluorocromos. A inexistência de longos trechos de DNA ricos em AT foi considerada por 

Nani et al. (2016) uma possível explicação para não a detecção de bandas DAPI nos genótipos 

de Urochloa. Além disso, em algumas espécies, nem toda a heterocromatina rica em AT ou 

CG reage com o fluorocromo de afinidade, resultando em colorações neutras (GUERRA, 

2000).  
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6 CONCLUSÃO 

 

 O híbrido interespecífico H963 (U. ruziziensis x U. decumbens) apresenta aneuploidia 

com plantas trissômicas e duplo trissômicas. 

 A análise comparativa dos cariótipos obtidos por técnicas de bandamento e 

morfometria cromossômica indicam que os cromossomos adicionais que caracterizam a 

trissomia foram herdados do parental U. ruziziensis (autotetraploidizado artificialmente). 
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