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RESUMO

As histonas sdo as principais proteinas associadas ao DNA dos eucariotos.
Modifica¢bes pds-traducionais na cauda N-terminal das histonas que comp&em
o0s nucleossomos geralmente estdo associadas com fungdes bioldgicas distintas.
Entre as varias modificacdes, destaca-se a fosforilacdo da histona H3 na serina
10 (H3S10f), provavelmente envolvida na condensacdo cromossémica e/ou
coesdo de cromatides irmds. Apesar de as histonas serem altamente conservadas,
tem sido demonstrado que o papel e a distribuicdo da H3S10f pode diferir entre
as espécies. Neste trabalho, o padréo de fosforilagdo da H3S10 foi avaliado por
meio da técnica de imunodeteccdo, durante a mitose e a meiose em genétipos
diploides e tetraploides de Brachiaria spp. Os resultados revelaram diferencas
na distribuicdo cromossdmica da H3S10f quando comparadas a mitose e a
meiose. Durante a meiose I, cromossomos inteiros foram fosforilados, ja na
meiose |l, assim como na mitose, a fosforilacdo foi restrita a regido
pericentromérica. Ndo houve variacdo no padrédo de fosforilagdo entre genotipos
diploides e tetraploides. Com base na coordenacéo espaco-temporal nas espécies
de Brachiaria avaliadas a H3S10f esté relacionada com a manutencéo da coesdo
entre cromatides irmds durante as divisdes celulares.

Palavra-chave: Coeséo de crométides irmas. Diviséo celular. Epigenética.
Fosforilacdo de histonas. Imunodetecgéo.



ABSTRACT

Histones are the main proteins associated with eukaryotic DNA. Post-
translational modifications of the histone N-terminal tail comprising the
nucleosomes are often associated with distinct biological functions. Among the
many changes, it is histone H3 phosphorylation at serine 10 (H3S10f), likely
involved in chromosome condensation and/or sister chromatid cohesion. Despite
high conservation of histones, it has been shown that the role and distribution of
H3S10f may differ between species. In this study, the H3S10 phosphorylation
pattern was evaluated by immunodetection technique during mitosis and meiosis
in diploid and tetraploide genotypes of Brachiaria spp. Results revealed
differences in chromosome distribution of H3S10f when comparing mitosis and
meiosis. During meiosis I, all chromosomes were phosphorylated, while in
meiosis Il, as well as in mitosis, phosphorylation was restricted to the
pericentromeric region. There was no difference in phosphorylation pattern
between diploid and tetraploid genotypes. Spatio-temporal dynamics of H3S10f
in Brachiaria species evaluated indicates that this modified histone is related to
maintenance of cohesion between sister chromatids during cell division.

Keywords: Cell division. Epigenetics. Histone phosphorylation.
Immunodetection. Sister chromatid cohesion.
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1 INTRODUCAO GERAL

Em eucariotos, a cromatina é organizada em unidades basicas,
denominados nucleossomos, que consistem em um centro proteico formado por
um octamero, constituido por duas moléculas das histonas H2A, H2B, H3 e H4,
no qual o DNA enrola-se em voltas com aproximadamente 147 pares de bases
(pb) de comprimento. Cada uma das histonas que compdem o octamero
nucleossomal possui uma cadeia de aminoacidos terminais, denominada cauda
N-terminal, a qual esta sujeita a diversas modificacdes pds-traducionais (JIN et
al., 2008; KOUZARIDES, 2007).

Essas modificagdes desempenham um papel fundamental na maioria dos
processos bioldgicos que estdo envolvidos na expressdo do DNA, tais como o
controle epigenético que regula a ativacdo génica e as modificacbes da
cromatina durante os ciclos celulares (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). H&
pelo menos oito diferentes tipos de alteracdes encontradas em histonas, dentre as
quais destacam-se as acetilacdes, as metilacdes e as fosforilacbes, que sdo as
mais estudadas (CHEN et al., 2010; KOUZARIDES, 2007). A fosforilacdo é
uma alteracdo que pode ter consequéncias importantes para a compactacdo da
cromatina, através da mudanca de carga da histona (BANNISTER;
KOUZARIDES, 2011) e tem sido associada a condensacdo e segregagdo
cromossémica, transcricdo e reparo de danos ao DNA e ativacdo da apoptose
(HOUBEN et al., 2007).

Entre as fosforilacdes, destaca-se a do residuo da serina 10 na histona
H3 (H3S10f). Embora a sua funcdo durante as divisdes celulares em plantas
ainda ndo esteja bem determinada, as hipoteses levantadas apontam para um
papel na condensacdo cromossdmica e/ou na manutencdo da coesdo entre
cromatides irmds (HOUBEN et al., 2007; JOHANSEN; JOHANSEN, 2006;).
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Apesar das histonas e algumas de suas modificacGes serem altamente
conservadas, estudos demonstram que a distribuicdo espaco-temporal da H3S10f
pode diferir durante o ciclo celular entre as espécies estudadas (HANS;
DIMITROV, 2001). Em protozoarios, nematoides, insetos e mamiferos foi
demonstrado que a fosforilaghio da H3 na serina 10 € distribuida
homogeneamente nos cromossomos inteiros durante a mitose e a meiose
(HENDZEL et al., 1997). Em leveduras, a fosforilacdo da serina 10 na H3 ndo é
necessaria para a progressdo do ciclo celular (HSU et al., 2000). Em trigo e
centeio os niveis de fosforilacdo sdo altos na regido pericentromérica durante a
mitose e diferem entre a primeira e segunda divisdo meiética. Durante a primeira
divisdo meidtica, cromossomos inteiros sdo fosforilados, enquanto que na
segunda divisdo a marcagao se limita a regido pericentromérica (MANZANERO
et al., 2000).

Em cromossomos mitéticos de plantas, a distribuicdo da H3S10f esta
associada a regido pericentromérica (HOUBEN et al., 2007). Em raizes de
Secale cereale e Hordeum vulgare a fosforilacdo é ausente na intérfase e os
sinais aparecem no inicio da profase, atingindo um méaximo de marcacdo na
regido pericentromérica na pro-metafase e metafase (HOUBEN et al., 1999).

A avaliacdo do padrdo de distribuicdo da histona H3S10f durante a
meiose e a mitose em espécies de Brachiaria e, consequentemente, a
determinacdo de sua funcdo durante as divisdes celulares é importante, uma vez
que ndo se encontrou na literatura estudos com imunodetec¢do nestas espécies,
as quais sdo cultivadas em mais de 80 milhdes de hectares no Brasil (PEREIRA
et al., 2005). O estudo com espécies que apresentam diferentes niveis de ploidia
também ¢é relevante, para observar se existem variacbes decorrentes da

poliploidizacao.
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Os conhecimentos sobre as funcbes especificas das modificacdes de
histonas em plantas, especialmente em gramineas, ainda séo insuficientes para
elucidacdo das questbes divergentes que persistem com relacdo a fosforilagéo da
histona H3 na serina 10. Além disso, a maioria dos estudos que envolvem as
modificagBes das histonas estdo relacionados a microorganismos (AHN et al.,
2005; HSU et al., 2000; WEI et al., 1998) e animais (HANSON et al., 2005;
HENDZEL et al.,, 1997; HOOSER et al., 1998). Essas informacGes sdo
importantes para elucidar processos moleculares envolvidos na modelagem da
cromatina. Desta forma, a imunodeteccdo representa uma ferramenta eficiente
para analises em biologia celular e molecular. Por meio da técnica de
imunodeteccdo, é possivel analisar modificacfes pds-traducionais nas proteinas
ligadas a cromatina e como sua atividade € coordenada durante o ciclo celular,
através da utilizacdo de anticorpos especificos para determinadas proteinas, tais
como para a histona H3S10f.

O objetivo do presente trabalho foi determinar o padrdo de distribuicdo
da histona H3 fosforilada na serina 10 durante a mitose e a meiose em
Brachiaria ruziziensis, Brachiaria decumbens e Brachiaria brizantha, a fim de
investigar se a dindmica da fosforilacdo da histona H3 na serina 10 esta

relacionada com a condensacgao cromossdmica e/ou coesdo de cromatides irmas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrutura geral da cromatina

Em eucariotos, o DNA nuclear estd associado com histonas e outras
proteinas em uma complexa estrutura denominada cromatina. O nucleossomo é
a unidade fundamental da cromatina, que consiste em um centro proteico no
qual o DNA enrola-se em, aproximadamente, 1,7 voltas com aproximadamente
147 pares de bases (Pb). O centro proteico é composto por um octdmero das
quatro principais histonas (H3, H4, H2A, H2B), sendo que as histonas H2A e
H2B formam dois dimeros e as histonas H3 e H4 formam um tetramero (JIN et
al., 2008; KOUZARIDES, 2007).

Dois tipos de fibra de cromatina podem ser encontradas: a fibra de 10
nm de didmetro, que é uma cadeia flexivel com aspecto de “colar de contas”,
onde cada esfera corresponde a um nucleossomo e a fibra de 30 nm, em que 0s
nucleossomos sdo dobrados em um arranjo solendide com, aproximadamente,
seis nucleossomos por volta. Tal conformacdo é facilitada pela histona H1
situada imediatamente adjacente ao nucleossomo (LEWIN, 2004). O solendide
dobra-se sobre si préprio formando algcas sobre um esqueleto central proteico
(escaféide), gerando os cromdmeros (300 nm). O fio formado pelo conjunto de
cromdmeros sofre pelo menos duas espiralizagcdes sucessivas para formar o
cromossomo metafasico com 1400 nm (GUERRA , 1988; LEWIN, 2004).

Com relagcdo a cromatina, 0 genoma dos eucariotos é organizado em
duas regides distintas, a eucromatina e a heterocromatina, que sdo
citologicamente caracterizadas por diferentes graus de compactacdo da

cromatina e estdo relacionadas com o controle da expressdo génica e
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comportamento dos cromossomos durante a divisdo celular (BANNISTER;
KOUZARIDES, 2011; FUCHS et al. 2006;).

A heterocromatina, termo proposto por Heitz (1928), descreve as regies
cromossémicas que permanecem condensadas durante todo o ciclo celular. Pode
ser dividida em heterocromatina facultativa e a constitutiva. A heterocromatina
facultativa ocorre em apenas um dos cromossomos do par, € é ativo em apenas
um curto periodo de tempo do ciclo de vida, mantendo-se epigeneticamente
reprimido e heterocromatico o restante da vida do individuo, como por exemplo
0 cromossomo X inativo das fémeas de mamiferos. A heterocromatina
constitutiva ocorre no par de cromosomos homologos e normalmente é
transcricionalmente inativa. E constituida por sequéncias de DNA altamente
repetitivas, contém poucos genes e é encontrada em centrémeros e teldémeros. A
eucromatina, em contraste com a heterocromatina, € uma regido bastante
descondensada com genes ativos e que alterna regiGes com maior e menor
densidade de genes. Algumas regifes da eucromatina sdo enriquecidas com
determinadas modificacbes de histonas, enquanto outras regides parecem
relativamente desprovidas de modificagcbes. Em geral, essas modificacGes
ocorrem em “ilhas”, que tendem a ser regifes que regulam a transcri¢do ou sdo
os locais de transcricdo ativa. (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011; SUMNER,
2003).

O remodelamento da cromatina pode impedir ou facilitar a ligagdo dos
fatores de transcrigdo aos seus sitios, promovendo o silenciamento ou a ativacgao
génica. Este modo de regulacdo génica conhecido como regulacdo epigenética
refere-se principalmente as alteracfes hereditarias que ndo estdo associadas a
sequéncia de DNA, mas podem ser confiavelmente herdadas de uma geracédo
para a préxima (FUCHS et al., 2006; LEWIN, 2004). Existem varios

mecanismos epigenéticos de heranga, como a metilacdo do DNA, modificacGes
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de histonas, RNA de interferéncia (SIRNA), paramutacdo, arranjo de
nucleossomos, e outros (CHEN et al., 2010).

Uma caracteristica marcante das histonas e, em particular, de sua cadeia
de aminodcidos terminais, denominada "cauda" N-terminal, é o grande nimero e
tipo de modificacGes pos-traducionais (PTMs) que apresentam. Modificagdes
pos-traducionais podem também ocorrer no nucleo das histonas, no entanto,
devido a restricdo estrutural da molécula ocorrem em menor frequéncia
(BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). Ha pelo menos oito diferentes tipos de
alteragbes encontradas em histonas, tais como metilagdo, acetilacéo,
fosforilagdo, ubiquitinacdo, sumoilacdo, ADP-ribosilagcdo, deiminacdo e
isomerizacdo de prolina, que geralmente estdo associadas com func¢es distintas
(CHEN et al., 2010; KOUZARIDES, 2007) (Figura 1). Assim, em muitos
aspectos, as caudas das histonas podem ser consideradas como superficies
complexas de interagdes proteina-proteina, que sdo reguladas por diversas
modificacBes pés-traducionais (HOUBEN et al., 2007). As modificacOes das
histonas sdo os principais fatores determinantes do controle epigenético que
regula a ativacdo génica e as modificagdes da cromatina durante os ciclos

celulares.
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Figura 1 Modificagbes na cauda N-terminal da histona H3. Os locais das
modificagcBes covalentes, acetilagdo, fosforilacdo e metilacdo, séo
indicados. Os processos celulares associados séo indicados & esquerda
de cada conjunto de modificaces.

Fonte adaptado de Nowak; Corces (2004).

Durante o ciclo celular, a cromatina passa por intensos rearranjos
estruturais e espaciais, tais modificagdes estdo associadas as principais funcdes
das células: replicacdo do genoma, transcricdo e condensagdo cromossdmica
(BRADBURY, 1992). Na intérfase, quando as células ndo estéo se dividindo a
cromatina encontra-se dispersa no nucleo. Na divisdo celular, ocorre um
processo de compactacdo dando origem aos cromossomos (HESLOP-
HARRISON; SCHWARZACHER, 2011).

A adequada condensacdo cromossdmica é essencial para a correta
segregacao durante a mitose e meiose. Além da modificacdo de histonas, outras
proteinas ndo histonas também estdo envolvidas no processo de condensacdo dos
cromossomos, a topoisomerase 11, 0 complexo condensina e a coesina (MOSER;
SWEDLOW, 2011).

A mitose é um processo continuo dividido em quatro fases. A profase é
marcada pelo inicio da condensacdo progressiva dos cromossomos, na metafase
0s cromossomos estdo no equador da célula e atingem a sua maxima

condensacdo, que permanece durante a anafase. Ja na telofase, apés atingirem o
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polo da célula, ocorre uma gradual descondensacdo dos cromossomos
(GRIFFITHS et al., 2008; MOSER; SWEDLOW, 2011).

Durante a meiose a condensagdo dos cromossomos ocorre gradualmente
durante a profase | (leptéteno, zigdteno, paquiteno, dipléteno e diacinese). Na
diacinese, os bivalentes atingem a condensacdo maxima desta subfase. Na
metafase e anéafase I, os cromossomos mantém o grau de condensagdo. Na
telofase |, ap6s atingirem o pélo da célula, os cromossomos desespiralizam-se.
Na meiose Il os cromossomos seguem o padrdo de condensacdo da mitose
(GRIFFITHS et al., 2008; RONCERET et al., 2007).

A precisdo na segregacdo cromossdmica requer uma série de eventos
moleculares. O principal deles é a deposicdo e remoc¢do das coesinas, um
complexo proteico formado por quatro subunidades, responsavel pela coesdo
entre crométides irmés durante a mitose e a meiose (LEE; ORR-WEAVER,
2001). O complexo coesina é composto por duas proteinas da familia SMC
(proteinas de manutencéo estrutural do cromossomo): SMC1 e SMC3, e duas
proteinas da familia SCC (proteinas de coesdo de crométides irmas): SCC1 e
SCC3 (NASMYTH; HAERING, 2009).

A coesdo entre as cromatides irmds é essencial ndo somente para manter
0s cinetécoros em sua correta orientacdo, como também para criar a tensdo
necessaria para estabilizar a conexao entre as mesmas (NASMYTH; HAERING,
2009).

A dissolucdo da coesdo ocorre em duas fases. A primeira se inicia
durante a profase, onde as coesinas dos bragos dos cromossomos sao clivadas,
diminuindo sua afinidade pelo DNA e as encontradas nos centrémeros
permanecem intactas. Durante a segunda fase, pouco antes do inicio da anafase

as coesinas restantes (predominantes no centrdmero, mas também nos bracos
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cromossémicos) se dissociam devido a clivagem da separase, permitindo a
disjuncéo das cromatides (PAULI et al., 2008).

2.2 Importéncia das modificacbes pos-traducionais das histonas

As modificagdes pos-traducionais ou a combinacdo de modificaces,
implicam em diferentes efeitos na estrutura e funcdo da cromatina e sdo
correlacionadas com funcdes bioldgicas particulares, tais como a ativacdo ou
silenciamento génico (JIN et al., 2008). Este modo de regulagdo génica tem sido
referido como “regulacdo epigenética” que denota um estado herdavel da
estrutura da cromatina, ndo associado a sequéncia do DNA. Apesar de
reversivel, uma vez que a estrutura da cromatina é estabelecida por essas
modificacBes, esta pode persistir através das divisdes celulares e ser conservada
ao longo das geracgdes (FUCHS et al., 2006).

As modificacdes pos-traducionais das histonas (HPTMs) exercem seus
efeitos na cromatina através de trés principais mecanismos. O primeiro envolve
a modificacdo de forma direta, influenciando na estrutura geral da cromatina,
por modificagbes covalentes, evitando contatos que facilitam certas
conformac@es da cromatina, tais como acetilagdo ou fosforilagdo. O segundo e o
terceiro envolvem alteracdo na regulagdo da ligacdo das moléculas efetoras,
onde uma HPTM pode inibir a ligacdo de proteinas que se associam com a
cromatina ou com a histona, ou pode fornecer superficie de ligacdo alterada que
atraem certas proteinas efetoras (ALLIS et al., 2007; BANNISTER;
KOUZARIDES, 2011).

O efeito de cada modificacdo (metilacdo, acetilagdo, fosforilacéo,
ubiquitinacdo, sumoilacdo, ADP-ribosilacdo, deiminacdo e isomerizacdo de

prolina) depende do aminoacido modificado, da sua posicdo na cadeia de
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polipeptideo e da presenca de outras modificagdes na histona (FUCHS et al.,
2006). A variedade das modificacbes e o elevado nimero de residuos de
aminoacidos que podem ser modificados nas histonas (mais de 60 residuos
diferentes) fornecem um “cddigo de histonas”, uma vez que a correlacdo dessas
alteracOes e suas combinacGes de modificacbes determinam funcdes especificas
(KOUZARIDES, 2007). Assim, qualquer altera¢do na carga da histona tera, sem
duvidas, consequéncia estrutural para a arquitetura da cromatina.

A acetilacdo da lisina, catalisada por proteinas histona acetiltranferases
(HAT), é uma modificacdo que tem potencial para desdobrar a cromatina, uma
vez que neutraliza a carga positiva do aminoacido, eliminando sua interagdo com
o grupo fosfato do DNA, resultando em uma estrutura da cromatina menos
condensada facilitando o acesso de fatores regulatérios ao DNA. (FUCHS et al.,
2006; KOUZARIDES, 2007).

A metilagdo das histonas é catalisada pelas metiltransferases, ocorre
principalmente sobre as cadeias laterais da lisina e arginina, ndo altera a carga da
histona e geralmente estd associada com a inatividade transcricional da
cromatina, embora também possa estar correlacionada com sitios
transcricionalmente ativos no DNA. As lisinas podem ser mono, di ou tri-
metiladas, enquanto a arginina pode ser mono-metilada simetricamente ou di-
metilada assimetricamente (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011; FUCHS et al.,
2006).

A fosforilacdo é outra alteracdo que pode também ter consequéncias
importantes para a compactacdo da cromatina, através da mudanca de carga da
histona (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). Os niveis desta modificacdo sdo
controlados por Kinases e fosfatases que adicionam e removem a modificacéo
respectivamente (ITO, 2007). As Kinases transferem o grupo fosfato do ATP

para o grupo hidroxila da cadeia de aminoécidos alvo. Deste modo, esta
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modificacdo adiciona carga negativa a histona e, consequentemente, influencia
na estrutura da cromatina (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011).

Fosforilagdo de histonas tem sido associada & condensagdo e a
segregacao cromossdmica, transcricdo e reparo de danos ao DNA e ativacéo da
apoptose. Desta forma, a fosforilagdo da histona H3 esta envolvida em dois
processos estruturalmente opostos: ativacao transcricional que requer a fibra de
cromatina descondensada durante a intérfase, e condensacdo cromossdmica
durante a divisdo celular (HOUBEN et al., 2007).

A modificacdo de histonas por fosforilagdo pode ocorrer em todas as
classes das histonas, em residuos de serina e treonina. Quatro sitios de
fosforilagdo na serina sdo identificados: Serina 10 e 28 da H3, serina 1 da H4,
serinal da H2A e serina 14 da H2B (SCHROEDER-REITER et al., 2003). Entre
essas modificacOes, destaca-se a fosforilagdo do residuo serina-10 da histona H3
(H3S10f). Embora a sua funcéo durante as divisdes celulares em plantas ainda
ndo esteja bem determinada, as hipoteses levantadas apontam para um papel na
condensacdo cromossémica e/ou na manutencdo da coesdo entre cromatides

irmas.

2.3 Fosforilagao da histona H3 na serina 10 durante as divisoes celulares

Por meio da técnica de imunodeteccdo, através da utilizagdo de
anticorpos especificos para determinadas proteinas, € possivel analisar
modificagBes pos-traducionais que ocorrem nas proteinas associadas & cromatina
e como sua atividade de algumas proteinas é coordenada durante o ciclo celular
(SENJO et al., 2010). Apds o desenvolvimento e a utilizacdo de um anticorpo

policlonal especifico para histona H3 fosforilada na serina 10 (HENDZEL et al.,
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1997), tornou-se possivel estudar sua distribuicdo e funcdo durante as divisGes
celulares.

Em eucariontes, a fosforilagdo da histona H3 na serina 10 (H3S10f)
pode estar relacionada com eventos criticos da divisdo celular, tais como
condensacdo cromossdmica (HENDZEL et al., 1997), coesdo entre cromatides
irmds na metafase | (KASZAS; CANDE, 2000) e segregagdo de cromatides
irmas na segunda divisdo da meiose (MANZANERO et al., 2000).

Apesar das histonas e algumas das suas modificacfes serem altamente
conservadas, estudos demonstram que a distribuicdo espaco-temporal da H3S10f
pode diferir entre as espécies (HANS; DIMITROV, 2001; HOUBEN et al.,
2007). Em mamiferos, o ciclo celular depende da fosforilagdo da H3 na serina
10 e 28, que se origina na regido pericentromérica e se espalha por todo o
cromossomo durante a transicdo de G2 para mitose, provavelmente esta
relacionado com o inicio da condensagdo cromossémica (HOOSER et al., 1998).
Em leveduras, a fosforilagdo da serina 10 na H3 ndo é necessaria para a
progressao do ciclo celular, pois a fosforilagdo da histona H2B substitui a funcéo
da fosforilacdo da H3 (HSU et al., 2000).

A fosforilacdo da H3 pode ocorrer no inicio da condensacdo
cromossémica ou em estruturas ja fortemente condensadas, em todo
comprimento do cromossomo ou apenas na regido pericentromérica, além disso,
0 padrdo de fosforilagdo na mitose pode diferir da meiose em um mesmo
organismo. No entanto, a fosforilagdo da H3 apresenta uma caracteristica
comum em ambas as divisdes celulares e ndo diferem nos organismos estudados,
os cromossomos sdo sempre fortemente fosforilados na metafase e
desfosforilados apos sairem da mitose ou meiose (HANS; DIMITROV, 2001).

Durante a divisdo celular em muitos organismos, tais como células de

mamiferos, Drosophila e Arabidopsis, a cromatina pericentromérica &
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fosforilada na histona H3 nos residuos de serina 10 e 28 (H3S10f e H3S28f) por
Aurora Kinases, que sdo reguladores chave da transicdo da metafase para a
anéfase e para a liberacdo das cromatides. Estes eventos de fosforilagdo sdo
importantes para a condensacdo cromossémica e em plantas estdo fortemente
correlacionados com a coesdo das cromatides irmds (TOPP; DAWE, 2006).

Cheung et al. (2000) e Lo et al. (2000) relatam que a fosforilagdo da
H3S10 precede e facilita a acetilacdo da lisina 14 (K14) durante a ativacdo
transcricional, mas também, conforme Rea et al. (2000), pode afetar
negativamente a metilacdo de K9. Isso caracteriza a via regulatéria trans-histona,
na qual modifica¢fes que ocorrem em uma histona podem afetar outras histonas.

Anadlises de fosforilacdo da histona H3 na serina 10 na mitose revelaram
que a fosforilacdo é necessaria para iniciar a condensagdo cromossdmica em
células de mamiferos e no protozoario Tetrahymena thermophila. Nestas
espécies, 0s cromossomos sdo fosforilados ao longo de todo seu comprimento
(HOOSER et al., 1998; WEI et al., 1998).

O padrdo mitdtico de fosforilacdo da H3 é diferente em plantas, a
distribuicdo da H3 fosforilada na serina 10 correlaciona-se com a posi¢do da
cromatina pericentromérica (HOUBEN et al., 2007). A fosforilacdo inicia-se no
final da profase quando os cromossomos ja estdo bastante condensados,
fornecendo desta forma, um forte argumento contra a funcéo desta modificagédo
na condensagdo cromossémica (HANS; DIMITRQOV, 2001).

Especialmente na meiose, o papel da H3S10f apresenta divergéncias
entre espécies estudadas, quanto ao momento e a regido cromossdmica em que
se inicia a fosforilagdo. Em Tetrahymena thermophila, o modelo temporal de
fosforilacdo da H3 é similar na meiose | e Il. Estudos em uma estirpe mutante

(S10A) que apresenta meiose anormal permitiu determinar que a condensacao
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cromossémica meiotica esta relacionada com a fosforilacdo da H3 na serina 10
(WEI et al., 1998). No entanto, esta conclusdo ndo pode ser generalizada.

Distribuicdo da H3S10f em meidcitos de Secale cereale e Triticum
aestivum diferem entre a primeira e a segunda divisdo meidtica. Na primeira
divisdo, cromossomos inteiros sdo marcados, enquanto que na segunda diviséo a
marcagao se limita a regido pericentromérica. Uma possivel suposicdo é que em
células vegetais o padrdo de distribuicdo da H3 fosforilada esta mais relacionada
com a coesdo de cromatides irmas do que com a condensacdo cromossdmica em
ambas as divis6es meidticas (MANZANERO et al., 2000).

Estudos em milho indicam que a fosforilagdo da histona H3 na serina 10
durante a mitose e a meiose ocorre a partir da profase, apds a condensacéo
cromossémica ter iniciado, e parece estar associada com coesdo dos

cromossomos e ndo condensacio cromossdmica (KASZAS; CANDE, 2000).

2.4 O género Brachiaria (Trinius) Grisebach: aspectos taxonémicos e

citogenéticos

O género Brachiaria (Trinius) Grisebach pertencente a tribo Paniceag,
retine cerca de 100 espécies, sendo algumas de grande importancia econémica
como forrageiras, especialmente nos paises tropicais e subtropicais, com grande
concentracdo no continente africano. As plantas desse grupo vegetam habitats
muito variados, desde varzeas inundaveis até regides semidesérticas, no entanto
a ocorréncia mais comum é em vegetacdo de savana (VALLE et al., 2009).

A primeira descricdo do género Brachiaria foi feita por Trinius, em
1834, que o classificou como uma subdivisdo de Panicum, e posteriormente, em
1953, foi elevada a categoria de género por Grisebach. As principais

caracteristicas que identificam o género, dentro da tribo Paniceae, sdo as
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espiguetas ovais a oblongas, arranjadas em racemos unilaterais, com a gluma
inferior adjacente a raquis, em posicao adaxial. (PEREIRA et al., 2001).

Gramineas forrageiras do género Brachiaria encontram-se inseridas na
subfamilia Panicoideae e familia Poaceae, entretanto os critérios taxonémicos
utilizados, tanto em relacdo ao género quanto as espécies componentes ndo sao
ainda bem definidos. Com base em estudos da biologia floral foi sugerida uma
nova nomenclatura para algumas espécies, antes formalmente inseridas no
género Brachiaria, incluindo-as no género Urochloa. Esta nova sistematica tem
sido utilizada em trabalhos recentes como forma de sinbnimos para algumas
espécies do género Brachiaria, sendo nomeadas Urochloa brizantha, Urochloa
decumbens, Urochloa dictyoneura, Urochloa humidicola e Urochloa ruziziensis
(GONZALEZ; MORTON, 2005).

As espécies de Brachiaria caracterizam-se por apresentar nimero basico
de cromossomos x = 7, 8 e 9, com predominancia de x=9 (BASAPPA et al.,
1987; DARLINGTON; WYLIE, 1955; DUJARDIN 1979; MORRONE;
ZULOAGA, 1992; VALLE; SAVIDAN, 1996). Todavia, Risso-Pascotto et al.
(2006) relataram a ocorréncia de x = 6 para acessos de B. dictyoneura, 0s quais
apresentaram 2n = 24, e B. humidicola, com 2n=42. Valle e Savidan (1996)
sumarizaram os dados encontrados na literatura sobre o nivel de ploidia de
algumas dessas espécies, das quais as mais importantes sdo: B. brizantha (2n =
2x = 18; 2n = 4x = 36; 2n = 5x = 45 ou 2n = 6x = 54), B. decumbens (2n = 2x =
18 ou 2n = 4x = 36) e B. ruziziensis (2n = 2x = 18).

O cariétipo de 12 acessos e cinco espécies de Brachiaria foram
caracterizados por Bernini e Marin-Morales (2001). Os autores relataram
variagdes no nimero cromossémico em B. decumbens (2n = 18 e 36) e em B.
humidicola (2n = 36, 42 e 54). B. jubata e B. brizantha apresentaram 2n = 36 e

B. ruziziensis, 2n = 18. Os cariotipos foram classificados como simétricos com



26

tendéncia a assimetria em direcdo aos poliploides. Além disso, foi sugerido
também que alteragdes estruturais como delecdes e adicdes e, principalmente,
poliploidia estdo envolvidas na evolucéo desse género.

Esse género é caracterizado por uma maioria de espécies poliploides e
apomiticas. A apomixia esta normalmente associada a poliploidia e essa por sua
vez frequentemente resulta em irregularidades meidticas levando a baixa
fertilidade do polen (PEREIRA et al., 2001). A apomixia descrita é do tipo
aposporica, e 0 saco embrionario do tipo Panicum com quatro nicleos, enquanto
as plantas sexuais apresentam sacos embrionarios do tipo Polygonum com oito
ou mais ncleos (VALLE et al., 1994). Em algumas espécies, como B. brizantha
e B. decumbens foram caracterizadas variedades sexuais diploides e apomiticas
tetraploides, apresentando assim, tanto acessos com modo de reproducdo
apomitico quanto com modo de reproducao sexual (VALLE; SAVIDAN 1996).

Dentre os estudos basicos necessarios em programa de melhoramento,
como o de Brachiaria, a citogenética mostra-se crucial, ndo apenas para auxiliar
na selecdo de genitores compativeis através da determinagdo do nivel de ploidia
e a auséncia de anormalidades mei6ticas que comprometam a viabilidade dos
gametas, como também, para identificacdo de problemas de fecundidade e
producdo de sementes vidveis em hibridos selecionados pelo bom
desenvolvimento vegetativo (VALLE et al., 2009).

O uso da técnica de FISH (Fluorescent in situ hybridization) em anélise
citogenética de Brachiaria, permitiu o mapeamento fisico de sequéncias
heterélogas de rDNA, associado com a cariotipagem convencional em acessos
de B. brizantha sexual diploide (BRA 002747) e apomiticos tetraploides
(BRA000591), onde evidenciou-se a ultima sendo de origem alopoliploide.

Com base nos resultados e no conhecimento anterior sobre a apomixia em B.
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brizantha, os autores sugerem que a origem da apomixia foi provavelmente uma
consequéncia da hibridacdo (NIELEN et al., 2010).

De acordo com Valle e Savidan (1996), plantas naturalmente diploides
de B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis exibem meiose regular, com a
formacdo de nove bivalentes e modo sexual de reproducdo. J& as plantas
tetraploides apresentam meiose bastante irregular, com a formagéo frequente de
univalentes e quadrivalentes, e a apomixia como modo de reproducdo. A
variacdo observada no nimero de cromossomos, na quantidade de DNA nuclear,
aliada as irregularidades meioticas presentes nos poliploides sugerem que em
Brachiaria tenha ocorrido a alopoliploidizacdo de genomas distintos ou ocorreu
diferentes processos de poliploidizacdo na histéria evolutiva do género, assim
COMO em outras gramineas.

Trés hibridos sexuais interespecificos de Brachiaria resultantes do
cruzamento entre Brachiaria ruziziensis (genitor feminino) e Brachiaria
decumbens e Brachiaria brizantha (genitores do sexo masculino) foram
estudados e a andlise citogenética mostrou a ocorréncia de anormalidades
meidticas comum entre eles, tais como segregacdo cromossdmica irregular,
devido a poliploidia. Outras anormalidades, como aderéncias cromossdmicas,
auséncia de citocinese, citocinese irregular, orientagdo anormal no fuso e a
desintegracdo anormal do nucléolo, também foram encontradas (FUZINATTO
et al., 2007).

Utilizando a técnica de citometria de fluxo para avaliagdo de uma
colegdo de Brachiaria spp. com relagdo ao contetdo de DNA nuclear e o nivel
de ploidia correspondente, Penteado et al. (2000) detectaram a presenca de
variacdo intra e interespecifica na quantidade de DNA e nos niveis de ploidia,
além de encontrarem pela primeira vez, a presenca de pentaploides naturais no

género.
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O tamanho do genoma de quatro espécies de Brachiaria foi estimado
por Ishigaki et al. (2010) utilizando a citometria de fluxo. O resultado foi
expresso em valor C e diferiu entre as cultivares analisadas, aumentando de
acordo com o nivel de ploidia. Os maiores valores foram encontrados em
poliploides apomiticos (B. decumbens tetraploide 1633 Mbp C*, B. brizantha
tetraploide 1404 Mbp C*, B. brizantha pentaploide 1743 Mbp C* e B.
humidicola hexaploide 1953 Mbp C™?) ja a espécie diploide sexual apresentou
menor valor C (B. ruziziensis 615 Mbp C™). Esses resultados demonstram que o
tamanho do genoma depende do nivel de ploidia e modo de reproducdo em
Brachiaria.

A caracterizacdo do nivel de ploidia por meio da citometria de fluxo
também foi estimado por Timb6 (2010) para B. ruziziensis, B. decumbens e B.
brizantha, que apresentaram quantidade média de DNA igual a 1,74 pg
(picogramas), 3,74 pg e 3,52 pg respectivamente.

N&o foram encontrados relatos de trabalhos que envolvam modificagdes
pos-traducionais ou imunodeteccdo para espécies de Brachiaria. As informacGes
geradas serdo relevantes para serem agregadas a estudos ja realizados com
outras gramineas, tais como trigo, centeio e milho (HOUBEN et al., 1999;
KASZAS; CANDE, 2000; MANZANERO et al., 2000), além de fornecer
informagdes moleculares relevantes para caracterizagdo do banco de

germoplasma de Brachiaria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento foi conduzido no laboratério de Citogenética no
Departamento de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Lavras - MG e no laboratério de Genética Vegetal da Embrapa Gado de Leite
(CNPGL), Juiz de Fora - MG.

3.2 Material vegetal

A técnica de imunodeteccdo foi aplicada em plantas de Brachiaria
ruziziensis (cultivar Comum e populagdo tetraploidizada obtida pela Embrapa
Gado de Leite) com 2n = 2x = 18 e 2n = 4x = 36, Brachiaria brizantha (cultivar
Marandu) com 2n = 4x = 36 e Brachiaria decumbens (cultivar Basilisk) com 2n
= 4x = 36, cedidas pela Embrapa Gado de leite, localizada em Juiz de Fora —
MG.

3.3 Obtencao das células mitoticas

As raizes foram coletadas e fixadas por 40 minutos em temperatura
ambiente em solucdo de paraformaldeido 4% contendo PBS (Posphate Buffer
Saline) 1x e, posteriormente, foram lavadas em PBS 1x por quatro vezes (10
minutos cada). As raizes foram submetidas a tratamento enzimético (Celulase
2% : Pectinase 2%) a 37°C, durante duas horas e trinta minutos. Apds este
tempo, as raizes foram lavadas em PBS 1X, por trés vezes (5 minutos cada). As

laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento em PBS 1x, sob o
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microscépio estereoscopio. A laminula foi retirada em nitrogénio liquido. Apds
a secagem, prosseguiu-se com as etapas para imunodetec¢do, conforme descrito

no item 3.5.

3.4 Obtencao das células meitticas

Os botdes florais jovens foram selecionados e as anteras fixadas por 40
minutos em temperatura ambiente em solucdo de paraformaldeido 4% contendo
PBS (Posphate Buffer Saline) 1x. Posteriormente, as anteras foram lavadas em
PBS 1x, por quatro vezes (10 minutos cada). Sob o microscopio estereoscopio,
as anteras foram maceradas sobre uma lamina com uma gota de PBS 1x e
esmagadas com laminula para a liberagcdo dos meiécitos. A laminula foi retirada
em nitrogénio liquido. Apds a secagem, prosseguiu-se com as etapas para

imunodetec¢do, conforme descrito no item 3.5.

3.5 Imunodeteccéo

A técnica de imunodetecgdo para marcagdo da histona H3 fosforilada na
serina 10 nas plantas coletadas foi realizada seguindo o método descrito por
Manzanero et al. (2000), com algumas modificacdes.

Para evitar a marcacdo nao especifica do anticorpo, as laminas foram
incubadas por 20 minutos em 50uL de PBS contendo BSA (Albumina de soro
bovino) 3% e Triton x-10 0,1% (solugdo bloqueadora) a temperatura ambiente.
Posteriormente foi aplicado sobre as 1aminas 25pL/Iamina de solugéo contendo
anticorpo priméario (Rabbit polyclonal 1gG, Sta Cruz Biotechnology, USA) e
solucdo bloqueadora (1:100). As laminas foram mantidas em camara Umida por

no minimo 16 horas a 4°C. A seguir, as laminas foram lavadas trés vezes (5
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minutos cada) em PBS 1x e foi aplicado sobre a preparacdo 25 pL/lamina da
mistura de anticorpo secundario (Goat anti-rabbit IgG-FITC, Sta Cruz
Biotechnology, USA) e solucdo bloqueadora (1:100). As laminas foram
mantidas em camara Umida, por 3 horas em temperatura ambiente sob condicdes
afoticas. Apds a lavagem das Iaminas por trés vezes (5 minutos cada) em tampéo
PBS 1x, as mesmas foram contra-coradas e montadas em uma solucéo de DAPI
(4’, 6-diamidino-2-fenilindol)/Vectashield H-1000 (1:100) e guardadas em caixa
escura. Posteriormente, as laminas foram avaliadas em microscépio de
epifluorescéncia Olympus BX60 nos comprimentos de onda de
excitacdo/emissao de 358/461 para o0 DAPI e 495/515 para a FITC (isotiacianato
de fluorosceina). O padrdo de distribuicdo da H3S10f foi determinado a partir
das observagdes dos eventos de ocorréncia e ndo ocorréncia da imunodetecgdo
em, no minimo 100 laminas para cada espécie avaliada durante a mitose € a
meiose.

As imagens de todas as fases da mitose e da meiose de todas as espécies
analisadas foram fotografadas com camera digital (Sony Cyber-shot, 10.1 mega
pixels) e otimizadas para melhor contraste e brilho, utilizando o Adobe
Photoshop CS3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um resumo do padrdo de imunodeteccdo obtido com anticorpo contra
histona H3 fosforilada na serina 10 durante as diferentes fases da mitose e da
meiose em Brachiaria spp. estd apresentado na tabela 1.

A histona H3 fosforilada na serina 10 durante a mitose e a meiose
apresentam um padrdo especificamente coordenado no espaco e tempo, ou seja,
o local e momento da fosforilagdo durante as divisGes celulares foi 0 mesmo em
B. ruziziensis (diploide e tetraploide), B. decumbens e B. brizantha.

No entanto, 0 modelo de imunodeteccdo obtido no presente trabalho,
apresentou diferencas na distribuicdo cromossdmica da H3S10f quando
comparadas a mitose e a meiose. A variacao entre as divisdes celulares tem sido
observada também em algumas gramineas, tais como, Secale cereale e Triticum
aestivum (MANZANERO et al., 2000) e Zea mays (KASZAS; CANDE, 2000).
A diferenca observada entre a mitose e a meiose sugere que essa modificacdo
poés-traducional da cromatina, pode desempenhar diferentes funcdes,

especialmente na meiose de plantas.
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Tabela 1 Distribuicdo da H3S10f na mitose e meiose de Brachiaria spp. P: imunodeteccdo na
regido pericentromérica; +: imunodeteccdo visivel ao longo de todo o cromossomo; -:
ndo detectavel; Fases da divisdo: L, leptéteno; Z, zigéteno; Pa, paquiteno; D, dipl6teno;
Dc, diacinese; MI, metéfase I; Al, anéafase I; TI, tel6fase I; PIl, profase I1; MIl, metéfase

I; All, anafase II; TII, tel6fase II.

Primeira divisdo meidtica

Segunda divisao meittica

Material Mitose
Pa D Dc MI Al TI Pl Ml All  TII
B. ruziziensis (2x) P + + + o+ o+ - P P P -
B. ruziziensis (4x) P + + + o+ o+ - P P P -
B. brizantha (4x) P + o+ o+ o+ 4+ - P P P -
B. decumbens (4x) P + + + o+ o+ - P P P -
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O modelo mitético de fosforilacdo da histona H3S10 foi similar nos
cromossomos de B. ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha, ou seja, a variacéo
no nivel de ploidia ndo interferiu nesta modificacdo pos-traducional, que se
mostrou conservada entre as espécies de Brachiaria.

A fosforilacdo foi ausente na intérfase (Figura 2), o que significa que
esta modificacdo pods-traducional da H3 é dependente do ciclo celular
(SCHROEDER-REITER et al., 2003). Observaces em varios organismos tém
demonstrado que os niveis de fosforilagdo da H3S10 que sdo reduzidos na
intérfase, aumentam substancialmente no inicio da divisdo celular e reduzem
novamente durante a teléfase (HANDZEL et al., 1997; HOUBEN et al., 1999;
WEI et al., 1998). Desta forma, conforme ja havia sido descrito por Germand et
al. (2003), a progressdo do ciclo celular dependente da fosforilagdo da histona

H3 na serina 10 é conservado em eucariotos.

H3S10f Sobreposicio
®

Figura 2 Imunodeteccdo da fosforilagdo da H3S10 em nlcleo interfasico (seta)
de Brachiaria brizantha. (A) Observados no DAPI. (B) Observados no
FITC. (C) sobreposicdo das imagens com DAPI e FITC. A barra
representa 10 pum.

Em Brachiaria spp., a distribuicdo da H3 fosforilada na serina 10
durante a mitose foi restrita & regido pericentromérica (Tabela le Figura 3), o

que corrobora com os dados da literatura, que em plantas o padrdo mitético de
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fosforilagdo da H3 correlaciona-se com a cromatina pericentromérica (HANS;
DIMITROV, 2001; ZHANG et al., 2005).

A fosforilacdo inicia-se no final da préfase (Figuras 3A e 4A) quando 0s
cromossomos ja estdo bastante condensados e prossegue na placa metaféasica
(Figuras 3B e 4B), onde todos os cromossomos apresentam fosforilagdo da H3,
na regido da cromatina pericentromérica, que se mantém na anafase (Figuras 3C

e 4C) e desaparece gradualmente na teléfase (Figuras 3D e 4D).

H3S10f Sobreposicao

Figura 3 Imunodeteccdo da histona H3S10f durante a mitose em B. ruziziensis
diploide. (A) prdfase, (B) metafase, (C) anafase e (D) tel6fase. A barra
representa 10 pum.
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Figura 4 Imunodeteccdo da histona H3S10f durante a mitose em B. brizantha.
(A) profase, (B) metafase, (C) anadfase e (D) telofase. A barra
representa 10 um.

O modelo de distribuicdo da fosforilagho na H3S10 na mitose,
apresentado no presente trabalho para as espécies do género Brachiaria, foi
semelhante ao de espécies vegetais ja relatadas na literatura, tais como, Secale
cereale e Triticum aestivum (MANZANERO et al., 2000), Hordeum vulgare e
Vicia faba (HOUBEN et al., 1999) e Cestrum strigilatum (FERNANDES et al.,
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2008). O inicio da fosforilacdo da H3 observado na préfase, em cromossomos ja
condensados, associado a imunodeteccdo localizada na regido pericentromérica,
fornece um forte argumento contra um importante papel dessa modificagdo pos-
traducional na condensagdo cromossémica durante a mitose em plantas.

A espécie Eleutherine bulbosa apresenta um distinto padrdo de
condensacdo precoce bem definida na prdfase, que € restrita ao par | de
cromossomos. Todavia estes cromossomos ndo sdo precocemente fosforilados e
nem mais extensivamente fosforilados do que os outros cromossomos, apoiando
assim a opinido de que a H3S10f ndo tem uma relacdo causal com a
condensacdo mitdtica em plantas (FEITOZA; GUERRA 2011).

Espécies com centrébmeros monocéntricos, como as do género
Brachiaria, quando comparadas com espécies de centrdmeros holocéntricos
como Luzula luzuloides (GERMAND et al., 2003) e Rhynchospora tenuis
(GUERRA et al., 2006) demonstram um mesmo padrdo temporal de fosforilacdo
da H3S10. No entanto, em contraste com 0s cromossomos de Brachiaria spp., 0s
cromossomos das espécies holocéntricas aparecem uniformemente marcados em
toda a extensdo do cromossomo na metafase e anafase. Isto confirma que a
distribuicdo da H3 fosforilada se correlaciona com a distribuicdo de centrdmero
ativo, desta forma todo o comprimento dos cromossomos holocéntricos estaria
funcionando como uma regido centromérica extendida.

Houben et al. (1999) relataram que a fosforilagdo da H3S10 ndo é
observada em centrdmeros inativos de cevada. Neste trabalho foram analisados
cromossomos semi-dicéntricos, oriundos de uma translocagao reciproca (5°), em
gue a constricdo remanescente do centrdbmero do cromossomo 3 € menos
pronunciada do que o centrdmero original do cromossomo 5. A imunodeteccao
revelou que o centrémero inativo oriundo do cromossomo 3 ndo foi marcado,

apenas o centrémero ativo do cromossomo 5 apresentou marcagao.
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O centrdbmero de cromossomos eucariotos é uma importante estrutura
para a precisa segregacdo das cromatides durante as divisdes celulares. Na
regido que circunda o centrémero, Varios tipos de proteinas se juntam para
formar o complexo centrémero/cinetécoro, uma das regides mais diferenciadas
do cromossomo (SHIBATA; MURATA, 2004).

O centrémero, composto por DNA repetitivo, é associado com uma
variante particular de histona H3, exibe um diferenciado arranjo de fibra
cromatina, e desempenha um papel essencial na manutencdo das duas
cromatides irméds unidas até o inicio da anafase (SUMNER, 2003). Por outro
lado, o cinetécoro compreende um numero relativamente pequeno de uma
estrutura proteica, localizada apenas sobre a regido centromérica de
cromossomos monocéntricos. Ele funciona como uma regido de ancoragem para
os microttbulos do fuso e esté indiretamente envolvido nos movimentos do fuso
durante a mitose e meiose (MANEY et al., 2000).

Com base na hiperfosforilagdo da histona H3 pronunciada nas regifes
centroméricas em plantas, Houben et al. (1999) sugeriram que esta modificacdo
¢ uma caracteristica essencial da estrutura centrémero/cinetécoro. A
hiperfosforilacdo poderia gerar uma cromatina centromérica com a estabilidade
mecanica necessaria para competir com as forcas geradas nos cinetdcoros
durante 0 movimento cromossdmico.

Em Arabidopsis thaliana a imunodeteccdo da H3S10f foi co-localizada
com o sitio do principal satélite centromérico, através da técnica de FISH
(Fluorescent in Situ Hybridization). Essas observagdes indicam uma estreita
correlagdo entre a fosforilagdo da histona H3S10 e a atividade centromérica
(SHIBATA; MURATA, 2004).

Ap0s analise dos dados da literatura, Hans e Dimitrov (2001) sugeriram

que a fosforilagdo da H3S10 parece ser algum tipo de marcacao de cromossomos
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metafasicos. A presenca dessa marcacdo seria uma indicacdo para a célula que
0S Cromossomos estdo prontos para continuar com anafase. Isto significa que a
fosforilagdo H3 durante a mitose simplesmente serve como uma "memoria" de
gue 0S Cromossomos estéo prontos para separagao.

Uma forte associacdo temporal em mamiferos, entre o aparecimento da
H3S10f e a condensacdo cromossdmica (HANDZEL et al., 1997) levou a
suposicdo de que a fosforilacdo da histona H3 tenha um papel importante no
processo de condensacdo durante a mitose. Entretanto, esta associacdo temporal
ndo foi observada nas espécies de Brachiaria avaliadas neste trabalho.

A observacéo de que a fosforilacdo da histona H3 na serina 10 ocorre no
final da prdfase mitotica, associada aos demais argumentos mencionados, sugere
que ¢é improvavel que esta modificagdo pds-traducional desempenhe um papel
importante na condensagdo cromossdmica na mitose das espécies de Brachiaria,
mas que estd diretamente relacionada com a manutencdo da coesdo entre
cromatides irmas na regido pericentromérica.

O padrdo de imunodetec¢do com o anticorpo contra H3 fosforilada na
serina 10 nos diferentes estagios da meiose foi 0 mesmo para todas as espécies
de Brachiaria estudadas. Assim como na mitose, a diferenca no nivel de ploidia
das espécies de Brachiaria ndo alterou o padrdo de distribuicdo da H3S10f
(Tabela 1).

Em nucleos interfasicos, ndo foi observada imunodetec¢do da H3S10f
nas espécies de Brachiaria avaliadas. Altos niveis desta modificacdo séo
observados somente nas fases da meiose, da mesma forma que observado na
mitose.

Em B. ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha, a distribuicdo da
H3S10f variou entre a primeira e segunda divisdo meiédtica, semelhante ao

observado em meidcitos de Secale cereale e Triticum aestivum por Manzanero
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et al. (2000). Durante a primeira divisdo, cromossomos inteiros foram marcados
e a fosforilagdo da H3 terminou proximo a teléfase I. Na segunda divisdo
meidtica, somente a regido pericentromérica da profase Il até a anafase Il foram

marcadas, analogo a mitose (Tabela 1 e Figuras 5, 6, 7 e 8).
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Figura5 Imunodeteccdo da histona H3S10f durante a meiose em B. brizantha.
(A) leptoteno, (B) zigoteno, (C) paquiteno, (D) dipléteno, (E) diacinese
e (F) metéfase I. A barra representa 10 pm.
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Figura 6 Imunodeteccdo da histona H3S10f durante a meiose em B. brizantha.
(A) anafase I, (B) teldfase I, (C) préfase 11, (D) metafase I, (E) anafase
Il e (F) telofase Il. A barra representa 10um.
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Figura 7 Imunodeteccdo da histona H3S10f durante a meiose em B. ruziziensis
diploide. (A) leptdteno, (B) zig6teno, (C) paquiteno, (D) dipldteno, (E)
diacinese e (F) metafase I. A barra representa 10 um.
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Figura 8 Imunodeteccédo da histona H3S10f durante a meiose em B. ruziziensis
diploide. (A) anéfase I, (B) teldfase I, (C) profase 1, (D) metéfase I,
(E) anéfase Il e (F) tel6fase 1. A barra representa 10um.
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A progressdao do ciclo celular nos estagios iniciais da préfase |
(leptoéteno, zigéteno e paquiteno) ocorreu na presenca de fosforilacdo da H3S10.
O sinal da imunodetecgdo aumentou gradualmente a partir do dipléteno e atingiu
uma intensa detec¢do jA na diacinese. Sendo assim, a imunodeteccdo mais
intensa da fosforilagdo foi observada no final da profase I, num momento em
gue 0s cromossomos ja estdo compactados e quando os homologos ja estdo
prontos para se alinhar na placa metafasica (Tabela 1 e Figuras 5 e 7).

O modelo temporal de fosforilacdo da H3S10 em Brachiaria spp. foi
semelhante ao observado em trigo e centeio, onde 0s primeiros imunosinais
foram detectados durante a transicdo do leptéteno para o zig6teno
(MANZANERO et al., 2000) e diferiu do observado em milho (KASZAS;
CANDE, 2000), em que a transicdo do leptéteno até o zigbteno ocorreu na
auséncia da fosforilacdo da H3.

Em Zea mays foi demonstrado que as alteragdes na fosforilagdo da H3
nas fases da meiose se correlacionaram com a manutencdo para a coesdo das
cromatides irmas, e ndo com a condensacdo cromossdmica. A fosforilacdo
ocorre na transicdo da diacinese/pro-metafase | (quando 0s cromossomos ja
estdo em um estado altamente compactado) e coincide com a ruptura da
membrana nuclear (KASZAS; CANDE, 2000).

Ainda na primeira divisdo, em Brachiaria spp., na metafase I, os
bivalentes foram totalmente e fortemente marcados. Os cromossomos migraram
reducionalmente para os pdlos da célula na anéfase | ainda marcados de forma
homogénea, no entanto com reducdo da intensidade (Tabela 1 e Figuras 5 e 6).

Com base na coordenacdo espacgo-temporal observada da H3S10f na
meiose | dos gendtipos de Brachiaria avaliados poderia ser feita uma correlacao

com a condensacdo cromossdmica. No entanto, € preciso considerar que as
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coesinas (complexo proteico que promove a COesd0 entre Cromossomos e
cromatides irmés), embora sejam enriquecidas ao redor do centrdbmero, elas
também se ligam a sitios ao longo dos bragos cromossémicos durante meiose |
(KASZAZ; CANDE, 2000; ECKERT et al., 2007). Essas proteinas do complexo
coesina se associam primeiramente as regides proximas ao centrébmero e depois
se difundem, ou sdo ativamente movidas para os bracos do cromossomo
(ECKERT et al., 2007) com a finalidade de manter os bivalentes intactos. Na
progressdao da meiose, essa associacdo ao longo dos bragos do cromossomo
desaparece na anéafase I, permitindo que os homélogos segreguem para pélos
opostos da célula (NASMYTH; HAERING, 2009). Essas caracteristicas podem
explicar o motivo pelo qual os cromossomos de Brachiaria spp. mostram-se
inteiramente marcados na imunodetec¢do durante a profase | - metéfase | e
declinam, em intensidade de sinal, na anéfase I.

Além disso, a imunodetec¢do da H3S10f em meidcitos de trigo haploide,
mostrou que, cromatides Unicas resultantes da divisdo equacional de univalentes
na anafase | ndo apresentam fosforilacdo da H3. Independente do seu baixo nivel
de fosforilacdo, cromatides separadas prematuramente apresentam condensacéo
normal e seus cinetdcoros interagem com os microtibulos (GERMAND et al.,
2003; MANZANERO et al., 2000), excluindo desta forma uma relacéo causal da
H3S10f com a condensacdo cromossémica.

Essa hipdtese foi suportada por observagdes em um milho mutante
(adfl) que apresenta deficiéncia na coesdo entre cromatides irmas na metafase
Il. Neste mutante, os univalentes na metafase | foram fortemente fosforilados
apenas na regido pericentromérica. J& na meiose Il ndo h4 nenhuma marcacéo,
suportando desta forma, a hip6tese que a H3S10f em milho esta associada com a
coesdo das cromatides irmas (KASZAS; CANDE, 2000).
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Um padrdo de fosforilacdo da H3S10 incomum foi observado em
Cestrum strigilatum (solanacea). Esta espécie apresentou diferencas
significativas com relacdo a esta modificagdo pds-traducional no complemento
cromossoémico A e em cromossomos B. Os sinais foram observados apenas na
regido pericentromérica em todas as fases estudadas do complemento A (mitose,
meiose | e Il). J& os cromossomos B exibiram fosforilacdo da H3S10 em quase
todo o cromossomo na primeira divisdo da meiose e ndo apresentaram
fosforilagdo na segunda divisdo (FERNANDES et al., 2008). Este padrdo de
fosforilacdo pode ser considerado pouco frequente quando comparados com as
informacdes disponiveis na literatura e os resultados aqui apresentados. Os
autores sugerem que em C. strigilatum, a fosforilacdo na regido pericentromérica
pode estar envolvida com a motilidade dos cromossomos durante a divisao
celular e ndo com a condensagdo cromossémica.

Na espécies de Brachiaria avaliadas, durante a tel6fase | e intercinese, a
histona H3 tornou-se desfosforilada e foi novamente fosforilada durante a
préfase Il (Tabela 1 e figuras 6 e 8). Segundo Houben et al. (2007) este
comportamento indica que essa modificacdo pds-traducional é reversivel e pode
ocorrer de forma independente do processo de replicacdo do DNA.

O padrédo de fosforilacdo da H3 na segunda divisdo meidtica segue o
mesmo padrdo de distribuicdo observado na mitose dos genétipos de Brachiaria
avaliados, com imunodeteccdo na regido pericentromérica. Na profase Il, os
cromossomos sdo novamente condensados e acompanhados da H3S10f na
regido pericentromérica. A fosforilagdo manteve-se na metafase 11, apresentando
ligeira reducdo na anafase Il. Na teléfase Il, a fosforilagdo da histona H3
desapareceu gradualmente com a descondensagdo dos cromossomos (Tabela 1 e
Figuras 6 e 8). Na formacdo da tétrade ndo ha nenhuma marcacdo da H3S10f
(Figura 9).
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Na meiose Il, assim como na mitose, a coesdo restrita a regido
pericentromérica é de fundamental importancia para correta orientacdo do
cinetocoro, além de estabilizar a conexdo entre as cromatides irmas mediante as
forcas geradas pelas fibras do fuso (NASMYTH; HAERING, 2009).

H3S10f @ Sobreposicéo

Figura 9 Imunodeteccdo da fosforilagdo da H3S10 na tétrade de Brachiaria
brizantha. (A) Observadas no DAPI. (B) Observadas no FITC. (C)
sobreposicdo das imagens com DAPI e FITC. A barra representa 10
pm.

Uma suposicdo baseada nos resultados aqui apresentados e os dados
disponiveis na literatura é a de que, o padrdo de fosforilagio da H3S10 em
células vegetais estd mais coincidente com a manutencdo da coesdo entre
cromatides irmés, do que com a condensacdo cromossdmica. Essas observacdes
reforcam a hip6tese de que em plantas, a fosforilagdo da H3 é requerida para
coesdo de cromatides irmds durante a metafase | e para regido pericentromérica
de crométides irmas na metéfase 1l e mitose.

No entanto, conforme discutido por Manzanero et al. (2000) a correlagdo
entre a coesdo de crométides irmas e a fosforilagdo da H3S10 ndo é perfeita,
pois ambos 0s processos ndo comegam e terminam ao mesmo tempo. As
cromatides irmas sdo fisicamente unidas a partir de sua formacdo na fase S, por

proteinas do complexo coesina (BARDAN, 2010).
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Com base nas observaces em milho, Kaszas e Cande (2000) sugerem
que pode haver pelo menos dois possiveis modelos para o papel da H3S10f na
coesdo entre cromatides irmas. Primeiro, a fosforilacdo pode proteger o local de
coesdo das cromatides irmas, talvez estabilizando a ligagdo da coesina a
cromatina durante a metafase. Esta regulacdo seria necessaria uma vez que a
maioria das coesinas se dissocia dos cromossomos durante a prdfase/pro-
metafase (LOSADA et al., 1998). Alternativamente, a fosforilacdo poderia
preparar 0s cromossomos para destruicdo da coesdo na transicdo da metafase
para anafase. Os sinais restantes na anafase seriam sitios fosforilados, em que
fosfatases enddgenas ndo teriam ainda atuado.

Embora vérios fatores que estdo envolvidos no recrutamento da coesina
ja tenham sido identificados, o0 mecanismo exato de requerimento da coesina
para locais gendmicos especificos ndo é bem compreendido. Estudos sugerem
que modificagdes pos-traducionais das histonas podem estar envolvidos nestes
mecanismos (NASMYTH; HAERING, 2009; UNAL et al., 2004).

A fosforilacdo da H3S10 nas espécies de Brachiaria foi detectada
tardiamente durante a mitose e a profase meidtica e ndo nos cromossomos
imediatamente ap6s a replicacdo do DNA, quando a coesdo é estabelecida. Por
conseguinte, fosforilacdo da histona H3 ndo deve estar envolvida na iniciacéo da
coesdo das crométides irmas, mas pode estar relacionada com a manutencéo da
coesdo de crométides irmas. Nasmyth e Haering (2009) consideram que alguns
fatores sdo requeridos somente para estabelecer a coesdo entre cromatides irmas
e outros sdo requeridos para manter a coesdo ao longo do processo.

Uma possibilidade alternativa é que a fosforilacdo da H3 na serina 10
pode servir como um sinal, para o recrutamento de proteinas especificas
envolvidas na manutencdo da coesdo entre cromatides irmas, durante as divisdes

celulares.
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Os resultados apresentados no presente trabalho, associado a resultados
anteriores realizados com outras gramineas, tais como, trigo (MANZANERO et
al., 2000), centeio (HOUBEN et al., 1999) e milho (KASZAS; CANDE, 2000)
suportam a hipétese de que a fosforilagdo da H3 na serina 10 esta envolvido na
regulacdo da manutencdo da coesdo entre cromatides irmds e ndo na
condensacgdo cromossdmica, onde talvez outras modificacbes pos-traducionais
possam estar envolvidas ou dependam da fosforilacdo para ocorrerem, através da
regulacdo trans-histona.

No entanto, uma ressalva importante nesta interpretacdo é que o papel
preciso do mecanismo de fosforilacdo da histona H3S10 néo é claro na maioria
dos organismos. Dessa forma, fica evidente a necessidade de se fazer estudos
mais aprofundados para alcancar uma compreensdo maior dos mecanismos que

regem estas complexas alteracGes.
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5 CONCLUSOES

A fosforilacdo da histona H3 na serina 10 estd associada com a
manutencdo da coesdo entre cromatides irmas na mitose e meiose em Brachiaria
brizantha, Brachiaria decumbens e Brachiaria ruziziensis.

O padrédo de distribuicdo da H3S10f foi 0 mesmo para as espécies

avaliadas durante a mitose e a meiose, independente do nivel de ploidia.
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