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RESUMO

Brachiaria spp. (Poaceae) agrega espécies de interesse forrageiro.
Andlises citogenéticas mostram diferentes niveis de ploidia e variabilidade
intraespecifica para a morfologia cromossémica e para 0 nimero de sitios de
DNAr. Sequéncias de DNA repetitivo tém sido amplamente utilizadas em
analises citogenéticas, contudo o uso de sequéncias de genes de cdpia Unica/
baixo nimero de copias é pouco explorado, provavelmente pelo fato de o género
ndo possuir espécie modelo de genoma sequenciado. O estudo das sequéncias
que compdem o centrdmero em cromossomos de Brachiaria spp., assim como
detalhamento do cariétipo com localizagdo de sequéncias especificas em
Brachiaria decumbens séo inexistentes. Em outras espécies do género as
informacdes por vezes sdo divergentes. Nesse sentido, este trabalho teve como
objetivo contribuir para a construcdo de mapas fisicos dos cromossomos de
Brachiaria brizantha, B. decumbens e Brachiaria ruziziensis com a localizagdo
de sequéncias repetitivas de DNAr 5S e 45S, Retrotransposons Centromeéricos
(CR), além de bandas CMA/DAPI. Genes de copia Unica/baixo nimero de
copias também foram localizadas nos pares cromossémicos utilizando-se dados
de RNAseq e de sequenciamento de Setaria italica e Sorghum bicolor por meio
da técnica de FISH. A avaliacdo da atividade transcricional das Regides
Organizadoras de Nucléolo (RONSs) foi também avaliada. Com o detalhamento
do cariograma das trés espécies foi possivel a identificacdo de pares
cromossémicos, incluindo a observacdo de pares heteromorficos, além de
diferencas intra e interespecificas quanto ao nimero e tamanho dos sitios de
DNA ribossomais. O cariétipo das espécies avaliadas foi considerado simétrico.
A atividade transcricional das RONSs é varidvel e foram detectados um ou dois
nucléolos heteromérficos. Alguns dos genes de cOpia Unica/baixo nimero de
cOpias estavam em sintenia com sitios de genes ribossomais, o que foi
fundamental para a identificacdo dos pares cromossémicos portadores de alguns
dos referidos genes. Em Brachiaria spp., foram observados alguns cromossomos
com segmentos de estrutura conservada. Possiveis quebras cromossémicas
fizeram parte do processo de diversificagdo das espécies no género. O uso de
dados de sequenciamento genémico foi de fundamental importancia para o
enriquecimento de anélises citogenéticas.

Palavras-chave: Forrageira. FISH. Cariograma. Idiograma. Variacdo
Intraespecifica.



ABSTRACT

Brachiaria spp. (Poaceae) are forage species. Cytogenetic analyses
exhibit different ploidy levels and intra-specific variability related to
chromosome morphology, and to the number and position of rDNA sites.
Repetitive DNA sequences have been widely used in cytogenetic analyses,
however the use of single copy genes or low copy number sequences is poorly
explored, likely because no Brachiaria genome has been sequenced. Studies of
centromeric sequences in Brachiaria spp. chromosomes, as well as karyotypes
detailing the location of specific sequences in Brachiaria decumbens are
nonexistent.  Regarding other species of the genus, data are sometimes
conflicting. Therefore, this study aims to characterize the Kkaryotype of
Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens and Brachiaria ruziziensis with the
location of repetitive sequences of 5S and 45S rDNA, Centromeric
Retrotransposons (CR), CMA/DAPI bands, and single copy genes/low copy
number sequences in the chromosome pairs. Useful loci were obtained from
RNAseq and sequencing data of Setaria italica and Sorghum bicolor, and the
useful loci were used in FISH, and also to assess the transcriptional activity of
the nucleolar organizing regions (NORs) in Brachiaria species. Karyograms
were detailed, heteromorphic chromosome pairs were identified, and
intraspecific and interspecific differences in the number and size of ribosomal
DNA sites were detected. The karyograms of the three analyzed species are
considered to be symmetric. The transcriptional activity of NORs is variable,
and one or two heteromorphic nucleoli were detected. Some of the single copy
gene/low copy number sequences are in synteny with ribosomal genes sites,
which is important to identify some chromosomes. In Brachiaria spp.,
conserved structure of chromosomes segments is observed. Possible
chromosomal breaks that took place during the species diversification process in
the genus are identified. The use of genomic sequencing data had great
importance for the enrichment of cytogenetic analyses.

Keywords: Forage. FISH. Karyotype. Idiograms. Intraspecific variation.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

No cenario mundial da producgéo de alimentos, as plantas forrageiras tém
dado relevantes contribuicGes para o desenvolvimento do agronegocio da carne e
do leite, desempenhando um papel importante no suprimento de alimentos e na
geragdo de emprego e renda, e, no caso do Brasil, na composi¢do da pauta das
exportacOes. ContribuicGes estas que se refletiram no aumento da area cultivada
com pastagens no pais (DA SILVA; NASCIMENTO JUNIOR, 2006), de forma
que o0s sistemas de produgdo se tornaram mais intensivos, demandando
cultivares de forrageiras mais produtivos, de melhor qualidade e melhor
adaptados a ofertas ambientais especificas (PEREIRA; REZENDE; RUIZ,
2005).

Brachiaria (Trinius, 1826) Grisebach, 1853 é um dos géneros
pertencentes a familia Poaceae Barnhart, 1895 (FILGUEIRAS, 2012) que agrega
espécies forrageiras de importancia econdmica (KELLER-GREIN; MAASS;
HANSON, 1996; SERRAO; SIMAO NETO, 1971). Espécies como Brachiaria
ruziziensis Germain, Evrard, 1953, Brachiaria decumbens Stapf, 1919 e
Brachiaria brizantha (Hochstetter, Richard, 1851) Stapf, 1919 séo o foco dos
melhoristas pelo fato dessas espécies apresentarem caracteristicas de interesse
dos pecuaristas na formacao de pastagens de qualidade (PEREIRA et al., 2001).

O historico taxonémico de Brachiaria spp. é repleto de complicagdes e
ambiguidades devido & fragilidade dos caracteres morfoldgicos adotados como
diagndstico do género. Brachiaria e Urochloa Beauvois, 1812, sdo géneros que

possuem muitas caracteristicas em comum e a diferenciagdo das espécies se
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restringe apenas a orientacdo das espiguetas (MORRONE; ZULOAGA, 1993;
WEBSTER, 1987). Devido a existéncia de variagcdo intraespecifica, a
classificagdo taxonémica de maneira eficiente é dificultada (RENVOIZE;
CLAYTON; KABUYE, 1996).

A caracterizacdo citogenética de espécies do género é muito bem tratada
na literatura em termos de ndimero cromossdmico. B. ruziziensis € tipicamente
diploide (2n=2x=18) (BENINI; MARIN-MORALES, 2001), para B. brizantha
ja foram descritas variagdes quanto a ploidia, desde a ocorréncia de plantas
diploides (2n=2x=18) (NATH; SWAMINTHAN, 1957) até hexaploides
(2n=6x=54) (SPIES; DU PLESSIS, 1987) e para B. decumbens, na maioria das
vezes, sdo encontradas plantas tetraploides (2n=4x=36) e, com menor
frequéncia, plantas diploides (2n=2x=18) (BENINI; MARIN-MORALES,
2001). O nuamero basico mais frequente € de x=9 (GIUSSANI et al., 2001),
embora existam relatos de x=6 (RISSO-PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE,
2006), x=7 (DARLINGTON; WYLIE, 1955) e x=8 (BASAPPA,
MUNIYAMMA; CHINNAPPA, 1987). O primeiro detalhamento da morfologia
dos cromossomos foi realizado por Bernini e Marin-Morales (2001) utilizando-
se técnicas de citogenética convencional. Questionamentos a respeito do
comportamento dos genomas nas espécies do género ainda ndo foram
completamente elucidados e sdo raros os estudos que caracterizam regifes
especificas dos cromossomos em espécies de Brachiaria.

Estudos com técnicas de citogenética molecular em Brachiaria spp.
foram iniciados por Akiyama, Akiyama-Yamada e Ebina (2010) e Nielen et al.
(2010) com a localizagdo de sitios de DNAr 5S e 45S. Os autores encontraram
evidéncias de alopoliploidia no género com base no nimero de sitios de DNA
ribossomais que corroboraram com resultados de estudos meidticos anteriores

com espécies do género desenvolvidos por Mendes-Bonato et al. (2006).
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Quanto a determinacdo dos cromossomos portadores de sitios de DNAr
45S ndo existe concordancia entre os trabalhos disponiveis na literatura. Sitios
de DNAr 5S ja foram estudados, contudo sua localizagdo no par cromossémico
especifico ainda ndo foi realizada, assim como ainda nao foram relatados sitios
adicionais para o incremento dos mapas fisicos em Brachiaria spp. Estudos de
citogenética molecular sdo inexistentes para B. decumbens.

Apesar da importancia econémica de espécies de Brachiaria, o género
ainda ndo possui uma espécie modelo com genoma sequenciado. O desafio
reside na busca de sequéncias conservadas em genomas ja sequenciados de
espécies afins.

Diante dos fatos apresentados, este trabalho teve por objetivo contribuir
para a construcdo de mapas fisicos cromossémicos de diferentes espécies de
Brachiaria coletadas no Brasil. Os resultados obtidos tem o intuito de dar
suporte para as hipdteses evolutivas no entendimento da relagdo entre o0s
genomas existentes no género, oferecer subsidios para estudos taxondémicos,
além de gerar informagBes importantes para programas de melhoramento,

intercambios e programas de conservacao de recursos genéticos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Taxonomia, origem e caracteristicas botanico-agronémicas de

Brachiaria spp.

Brachiaria spp. faz parte de um pequeno grupo de géneros que inclui
Urochloa (sinonimia Brachiaria), Eriochloa kunth, 1815 e Panicum Linnaeus,
1929, todos pertencentes a tribo Paniceae Reichenbach, 1828, subfamilia
Panicoideae Braun, 1864, familia Poaceae (FILGUEIRAS, 2012). Esse género
abrange cerca de 100 espécies distribuidas pelos trépicos, especialmente na
Africa, regifo dada como seu centro de origem (KELLER-GREIN; MAASS;
HANSON, 1996). A introducdo de Brachiaria spp. nas Américas permitiu
ampla disseminacdo, pois as espécies que compdem 0 género possuem
expressivo potencial adaptativo a condicdo de solos acidos e de baixa fertilidade
natural (BOGDAN, 1977).

No Brasil, os primeiros exemplares de espécies do género foram
involuntariamente trazidos na época colonial quando a palha de Brachiaria
plantaginea (Link, 1827) Hitchcock, 1909 e de Brachiaria mutica Stapf, 1919
era utilizada como leito para escravos em navios negreiros. A introducdo oficial
de Brachiaria spp. no pais ocorreu com B. decumbens em 1952, no Instituto de
Pesquisa Agropecuéria de Norte (IPEAN), termo que inspirou 0 nome do
cultivar: B. decumbens cv. Ipean (SERRAO; SIMAO NETO, 1971). Nos
primeiros anos de 1960, outro cultivar da espécie, oriundo de Uganda, porém
registrado na Austrélia como cv. Basilisk (MACKAY, 1982), foi levado para o
Brasil por meio do Instituto de Pesquisas Internacionais em S&o Paulo. Até o
inicio de 1970 houve intensa importacdo de sementes desse cultivar devido ao

incentivo governamental & formagdo de pastagens. O monocultivo em areas
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extensas € um risco, independente do tipo de cultura, e esse problema pode ser
ainda mais acentuado para o caso de espécies poliploides de Brachiaria, que se
propagam principalmente por meio de reproducdo apomitica. Extensas areas
foram prejudicadas especialmente por ataque da cigarrinha de pastagens e, por
esse motivo, B. decumbens foi gradualmente substituida por B. brizantha cv.
Marandu, como opgdo ao combate a praga devido a sua resisténcia (NUNES et
al., 1984).

Os limites taxonémicos das espécies que compdem o grupo ainda nao
sdao muito bem definidos. Inicialmente, Brachiaria foi classificado como uma
secdo de Panicum, e posteriormente, promovido & categoria de género por
Grisebach (1853). Trata-se de um género que compartilha diversas
caracteristicas com espécies de Urochloa, o que dificulta a classificacdo
taxondmica de forma eficiente. As caracteristicas que definem as espécies de
Brachiaria sdo as espiguetas ovais a oblongas, arranjadas em racemos
unilaterais com a gluma inferior adjacente a raquis, o que significa posicdo
abaxial. Tal critério foi considerado carater diagnostico para transferir varias
espécies de Panicum para Brachiaria, e desde entdo, a maioria dos taxonomistas
adotaram essas caracteristicas como as mais importantes para separar as espécies
de Brachiaria das de outros géneros (STAPF, 1920; TRINIUS, 1834).

Muito tem sido discutido sobre a fragilidade de se utilizar esse critério
como caracteristica determinante da separacdo de géneros. De acordo com
Renvoize, Clayton e Kabuye (1996), especialmente para Brachiaria, a
diversidade intra e interespecifica natural muitas vezes constitui uma barreira
para o reconhecimento de limites taxondmicos. Espécies do género Urochloa
diferem de Brachiaria, apenas pelo fato de possuirem as espiguetas na
orientagdo abaxial, ou seja, oposta a raquis. A separagdo, contudo, s6 funciona
para espiguetas Unicas nos ramos primarios, e quando as espiguetas estdo

pareadas, ambos 0s géneros possuem a mesma orientacdo, no caso, adaxial
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(MORRONE; ZULOAGA, 1992, 1993; WEBSTER, 1987). Além disso, quando
a espigueta ocorre na forma pedicelada ou bisseriada, ndo é tao facil reconhecer
o real posicionamento taxondmico (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE,
1996).

Webster (1987) tentou encontrar outro critério que pudesse melhor
caracterizar o grupo, como presenga/ auséncia de protuberéncia na espigueta
superior, 0 gue resultou no remanejamento de algumas espécies de Brachiaria
para Urochloa. Morrone e Zuloaga (1992) adotaram 0s mesmos critérios de
Webster (1987) e passaram todas as espécies de Brachiaria sul-americanas para
Urochloa. O reposicionamento taxondmico das espécies de ambos os géneros
deixou lacunas, uma vez que algumas espécies eram agrupadas mesmo sem
apresentar as caracteristicas utilizadas como critério taxonémico. Desta forma,
as espécies de Brachiaria mais difundidas no Brasil sdo atualmente referidas
como espécies pertencentes ao género Urochloa: Urochloa brizantha
(Hochstetter, Richard, 1851) Webster, 1987, Urochloa decumbens (Stapf, 1919)
Webster, 1987, Urochloa dictyoneura (Figari, De Notaris, 1854) Veldkamp,
1996, Urochloa humidicola (Rendle, 1899) Morrone & Zuloaga, 1992 e
Urochloa ruziziensis (Germain, Evrard, 1953) Morrone & Zuloaga, 1992.

Segundo Veldkamp (1996) o género Brachiaria deveria ser
completamente reduzido em Urochloa, pois estudos de filogenia em Paniceae
mostram que esses géneros estdo incluidos em um grupo monofilético chamado
“clado PCK” pelo fato de todos os taxons usarem a Fosfoenol Piruvato
Carboxiquinase na via fotossintética C4. Os autores alegaram que apesar de um
forte apoio para o monofiletismo, as relagdes entre esses taxa ainda precisam de
maiores esclarecimentos.

O termo “braquiaria” ¢ muito difundido na comunidade envolvida com
forrageiras e o reposicionamento taxondémico de espécies de maior importancia

econdmica pode afetar a legislacdo de sementes. A falta de informagdes
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taxondmicas conclusivas faz com que as espécies de Brachiaria sejam
frequentemente referenciadas por Urochloa apenas como sinonimias até que
informagBes mais relevantes consigam de fato separar os dois géneros (VALLE;
PAGLIARINI, 2009).

2.2 Importancia econdbmica e melhoramento genético de Brachiaria spp.

O Brasil é um dos maiores produtores de leite e de carne bovina a pasto
no mundo com um rebanho de 176,6 milhdes de cabecas (ANUARIO DA
PECUARIA BRASILEIRA - ANUALPEC, 2010). A demanda por leite e carne
vem crescendo anualmente e os produtores tém procurado por recursos que
incrementem a produtividade tanto por animal quanto por area. Programas de
melhoramento animal tém contribuido para o sucesso dos pecuaristas, contudo o
aumento da produtividade requer investimento também na alimentagdo do gado
(PEREIRA et al., 2003).

Ha de se ressaltar a importancia das forrageiras na criagdo de rebanhos.
Grande parte da carne bovina produzida no pais é proveniente de confinamento
em pastagens (ARRUDA, 1997). Segundo Nussio (2000), a forragem colhida no
campo pelo préprio animal é o sistema mais rentavel para a engorda.

A crescente demanda por forrageiras tropicais também tem
impulsionado o desenvolvimento da inddstria sementeira no Brasil. Em pouco
mais de trinta anos, o Brasil passou a ser considerado maior produtor de
sementes de forrageiras do mundo revertendo a condigdo de importador para a
de exportador (MARCHI et al., 2008). A &rea de pastagem no pais abrange cerca
de 170 milhdes de hectares. Aproximadamente 100 milhGes sdo cobertos por
forrageiras cultivadas, dentre as quais, as de maior abrangéncia, sdo de espécies

pertencentes ao género Brachiaria, com a estimativa de aproximadamente 85%,
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e o restante por espécies do género Panicum (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2006).

Das espécies de Brachiaria de maior importancia econémica no pais, B.
ruziziensis ndo tolera solos alagadicos, preferindo terrenos bem drenados e com
boa fertilidade assim como B. decumbens (SERRAO; SIMAO NETO, 1971). De
acordo com Souza Sobrinho et al. (2005), dentre os cultivares de B. ruziziensis,
0 cv. Comum propicia boa digestibilidade considerando-se a planta como um
todo, pois € constituida por menores quantidades de fibra.

B. decumbens se adapta facilmente a solos acidos e é de facil manejo.
Entretanto, a caracteristica de maior importancia foi a produtividade de forragem
de boa qualidade dando suporte a criagdo animal durante todo o ano (KELLER-
GREIN; MAASS; HANSON, 1996). Essa espécie ja foi uma das mais utilizadas
nas pastagens pelos pecuaristas, contudo, o langamento do cultivar Marandu (B.
brizantha) pela Embrapa Gado de Corte e a Embrapa Cerrados, fez da espécie
uma nova opgao que se tornou a preferéncia entre os criadores de gado devido a
sua principal caracteristica de ser resistente a cigarrinha das pastagens. Além
disso, esse cultivar se caracteriza pela elevada producdo e qualidade de
forragem, elevada resposta a adubacdo, boa produtividade de sementes e boa
adaptacdo a solos de cerrado de média a alta fertilidade (ZIMMER et al., 1998).
Atualmente, cerca de 50% das pastagens introduzidas nos Cerrados brasileiros é
ocupada pelo cv. Marandid (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2012).

No Brasil, o melhoramento de Brachiaria spp. é conduzido por dois
centros de pesquisa: a Embrapa Gado de Leite, que gerencia um programa de
melhoramento de B. ruziziensis, com a realizacdo de intercruzamentos
objetivando a obtengdo de cultivares com melhor tolerancia a solos de baixa
fertilidade e resistentes a cigarrinha (SOUZA SOBRINHO, 2005), e a Embrapa

Gado de Corte, em Campo Grande - MS, que domina o mercado de 90% das
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sementes de pastagens e possui germoplasma com mais de 500 acessos
coletados na Africa pelo CIAT, na Colémbia. Este centro também conduz um
programa de melhoramento em Brachiaria spp. por meio da selecdo recorrente,
visando resisténcia as cigarrinhas tipicas do pais (MILES; CARDONA;
SOTELO, 2006).

Avaliacédo e selecdo de acessos promissores, explorando a variabilidade
do germoplasma, introdugdo de materiais e cruzamentos intra e interespecificos
envolvendo B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis e posterior sele¢do
recorrente fenotipica tém sido as estratégias de melhoramento adotadas
(PEREIRA et al., 2001).

Cruzamentos interespecificos que utilizam como parentais B. decumbens
e B. brizantha tetraploides sdo mais complexos pelo fato dessas espécies serem
apomiticas. Por esse motivo, os melhoristas tém envolvido B. ruziziensis nos
cruzamentos, Unica espécie diploide que tem como forma principal de
propagacdo a reproducdo sexual. Para tornar esse cruzamento possivel, foi
necessario fazer a duplicacdo cromossémica desse material (ARGEL et al.,
2005; TIMBO et al., 2014).

Esse procedimento foi fundamental para a obtencdo da descendéncia de
um cruzamento interespecifico, e assim, foi possivel o langamento do primeiro
hibrido, o cultivar Mulato |, que reuniu caracteristicas favoraveis de ambos
parentais, B. ruziziensis e B. brizantha cv Marandd, além de conservar sua
caracteristica apomitica. Posteriormente, o CIAT langou o cultivar Mulato 11 que
conseguiu reunir caracteristicas ainda superiores como: ampla adaptacdo
edafoclimética; tolerancia ao frio, geadas e queimadas; resisténcia a cigarrinha
das pastagens e a maioria das espécies de lagartas e resisténcia a solos acidos
(ARGEL et al., 2007). Posteriormente Timbd et al. (2014) realizou a duplicagdo
cromossémica de B. ruziziensis em gendtipos pré selecionados de caracteristicas

favoraveis para forragem.
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Para a conducgdo de programas de melhoramento, conhecimentos basicos
sobre a biologia da planta sdo necessarios para a selecéo de genitores e 0 sucesso
nas hibridacdes (MILES et al., 2004; MILES; VALLE, 1996). E de grande
importancia para o melhorista a identificacdo correta das espécies durante a
selecdo de materiais base para o melhoramento, principalmente para o caso de
Brachiaria, género que agrega espécies de intensa semelhanga morfologica, o
que pode causar equivocos na classificagdo taxonémica (RENVOIZE;
CLAYTON; KABUYE, 1996; SHELTON, 2007).

O uso da biotecnologia no melhoramento de forrageiras é a perspectiva
para o futuro préximo e pode trazer elevados ganhos em curto prazo (ARAUJO;
DEMINICIS; CAMPQOS, 2008). Contudo, apesar da grande importancia do uso
das forrageiras, os programas de melhoramento ainda sdo recentes e séo
gerenciados por um pequeno namero de especialistas (VALLE; JANK;
RESENDE, 2009).

2.3 Aspectos cromossomicos em Brachiaria spp.

Estudos citogenéticos para espécies de Brachiaria tiveram inicio em
1931 por Avdulov, e até entdo, cerca de 60% das espécies de Brachiaria tiveram
seus numeros cromossémicos descritos (AVDULOV, 1931; BERNINI;
MARIN-MORALES, 2001). Em uma revisdo realizada por Valle e Pagliarini
(2009) foram relatadas espécies com 2n=14 a 2n=90 cromossomos e que a
poliploidia é predominante no género. A tendéncia a tetraploidia foi confirmada
por Penteado et al. (2000), que em analises por meio da citometria de fluxo em
mais de 400 acessos identificaram 58% de tetraploides. Segundo Valle e Savidan
(1996), a poliploidia em Brachiaria spp. esta relacionada com apomixia.

Darlington e Wylie (1955) determinaram que 0 numero béasico de

cromossomos em Brachiaria spp. € x = 7 e x = 9. Christopher e Abrahan (1976)
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reportaram x = 5, 8, 10 e 12. Basappa, Muniyamma e Chinnappa (1987)
avaliaram 260 populacdes de diferentes espécies e encontraram x = 7, 8 ¢ 9
como numero basico cromossomico e sugeriram a ocorréncia de ragas
cromossOmicas para Vvarias espécies do género. Giussani et al. (2001),
trabalhando com filogenia molecular de vérias espécies de gramineas, alegam
gue o nimero basico mais comum em Urochloa (sinonimia de Brachiaria) é de
X = 9 e que a variacdo de numero basico é evidéncia do processo ativo de
evolugdo cromossémica dentro do género. Risso-Pascotto, Pagliarini e Valle
(2006) encontraram um novo numero basico de cromossomos para o género, X =
6, em B. dictyoneura, e que poderia ter surgido a partir de x = 7.

Dentre as espécies cultivadas de maior importancia no mercado, B.
ruziziensis tem se mostrado tipicamente diploide (2n=2x=18), contudo plantas
tetraploidizadas artificialmente também j& foram obtidas para que fosse possivel
sua introducdo em cruzamentos nos programas de melhoramento de Brachiaria
spp. (ARGEL et al., 2005; TIMBO et al., 2014).

Para B. brizantha, existem relatos de plantas com variados ndameros
cromossdmicos como 2n = 18, 36, 45 e 54 (VALLE; PAGLIARINI, 2009).
Risso-Pascotto et al. (2006) avaliaram o nivel de ploidia em cerca de 200
acessos de B. brizantha por meio da citometria de fluxo e a maioria mostrou-se
poliploide. De acordo com Basappa, Muniyamma e Chinnappa (1987), existem
diferencas morfologicas notaveis entre B. brizantha com 2n = 36 e 2n = 54
Cromossomos e que esses citotipos deveriam ser considerados entidades
taxondmicas distintas: B. brizantha var. brizantha 2n = 54 e B. brizantha var.
ciliata 2n = 36.

B. decumbens possui 2n = 4x = 36 na maioria das analises, mas também
existem relatos de individuos diploides com 2n=2x=18 (VALLE; PAGLIARINI,
2009).
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Estudos citogenéticos em Brachiaria spp. comegcaram a ser mais
requisitados a partir de 1970, quando as primeiras tentativas de cruzamento entre
B. ruziziensis e B. decumbens foram mal sucedidas. Apesar da semelhanca
morfol6gica entre essas espécies, 0 nivel de ploidia mostrou ser a barreira que
impediu a obtencéo de hibridos interespecificos (FERGUSON, 1974).

O primeiro detalhamento da morfologia cromossémica, por meio de
citogenética convencional em espécies de Brachiaria foi realizado por Bernini e
Marin-Morales (2001) em 12 acessos de B. brizantha, B. decumbens, Brachiaria
humidicola (Rendle, 1853) Schweickerdt, 1936, Brachiaria jubata (Figaris,
Notaris, 1854) Stapf, 1919 e B. ruziziensis. Os autores avaliaram diversos
pardmetros cariomorfolégicos como comprimento total do lote haploide,
comprimento cromossémico, razdo de bracos, posicdo do satélite quando
presente e indices de assimetria cromossémica. Os autores relataram a existéncia
de variacdo intra e interespecifica em Brachiaria spp. Constataram ainda que o
cariétipo dos acessos avaliados era simétrico, que a maioria dos cromossomos
era de tamanho mediano, na maior parte das vezes, classificados como
metacéntricos e apenas alguns submetacéntricos.

A respeito da posicdo do satélite, os relatos, por vezes, ndo eram
coincidentes. Bernini e Marin-Morales (2001) decreveram que em B. ruziziensis
0 satélite se encontra na regido terminal do par oito, entretanto Valle, Savidan e
Jack (1987) por meio de analises em cromossomos paquiténicos, relataram que o
satélite se encontra localizado no par sete. Em B. brizantha diploide, o locus de
DNAr 45S foi detectado no par cromossémico oito, e em acessos tetraploides, o
satélite foi detectado nos pares sete e 13 (NIELEN et al., 2010). Akiyama,
Akiyama-Yamada e Ebina (2010), em diferentes acessos de B. brizantha (4x e
5x), encontraram diferentes nimeros de sinais de DNAr 45S, contudo ndo

localizaram o par portador do sitio. Para B. decumbens, Bernini e Marin-Morales
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(2001) descreveram a localizacdo dos satélites como sendo variavel entre
diferentes acessos.

Sitios de DNAr 5S em Brachiaria spp. foram estudados por Akiyama,
Akiyama-Yamada e Ebina (2010) e Nielen et al. (2010) e os autores alegam que
as diferencas no namero de locus entre os individuos da mesma espécie sao
indicativas da ocorréncia de alopoliploidia no género. A identificagdo dos pares
portadores do sitio ainda ndo foi realizada em Brachiaria spp.

Risso-Pascotto et al. (2006) ja haviam mencionado a ocorréncia de
alopoliploidia em Brachiaria spp. Os autores identificaram, dentre varios
acessos de B. brizantha, um hexaploide (2n=6x=54) com um tipo de
anormalidade meidtica nunca observada dentre as espécies ja estudadas. Cerca
de 40% dos meidcitos tiveram seus cromossomos arranjados em duas placas
metafasicas na meiose | posicionadas nos polos junto a membrana plasmatica.
As placas ndo estavam posicionadas paralelamente, mas sim, formando um
angulo tipico de fuso tripolar. As células apresentaram assincronia durante a
segregacdo cromossdmica na anafase | e as contagens revelaram nove
univalentes deslocados para um dos polos, enquanto 0s demais cromossomos
ficaram mantidos na placa. O conjunto de cromossomos migrados para o polo
oposto formava um nucleo de tamanho bastante reduzido comparado aos dois
outros nucleos formados na telé6fase. Comportamento semelhante também j& foi
relatado para hibridos interespecificos entre B. ruziziensis e B. brizantha
(MENDES-BONATO et al., 2006).

Apesar das evidéncias da alopoliploidia por meio de analises meidticas
em espécies do género, a origem dos genomas em Brachiaria spp. ainda era
desconhecida, e por esse motivo, 0 genoma de B. brizantha foi referido por B e
B. ruziziensis por R (MENDES-BONATO et al., 2006).

Paula (2015), trabalhando com espécies e hibridos interespecificos do

género Brachiaria, realizou anélises da composi¢do do genoma por meio da
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técnica da GISH e foi possivel identificar a ocorréncia de rearranjos e diferencas
da contribuicdo dos genomas genitores na constituicdo do hibrido. Uma nova
proposta para a constituicdo genémica das espécies do género foi elaborada.
Assim B. brizantha foi caracterizada por ter genoma BBB'B', B. decumbens
B'B'B°B? e B. ruziziensis B?B%. Os genomas B e B! foram considerados
home6logos, assim como os genomas B' e B2,

Estudos citogenéticos mais aprofundados sdo necessarios para a melhor
compreensdo da histdria evolutiva do género e podem auxiliar o direcionamento
de programas de melhoramento com o entendimento das barreiras de ploidia e
incompatibilidades entre espécies (BOLDRINI et al., 2011; FERGUSON, 1974;
MENDES-BONATO, 2006).

2.4 Incentivo ao estudo dos genomas em Brachiaria spp.

A subfamilia Panicoideae é formada por aproximadamente 3300
espécies forrageiras distribuidas em 206 géneros (following the Grass Phylogeny
Working Group, 2001). O grupo inclui as culturas de maior importancia
econdmica do mundo como milho (Zea mays Linnaeus, 1753), sorgo (Sorghum
bicolor (Linnaeus, 1771) Moench, 1794), cana de acUcar (Saccharum
officinarum Linnaeus, 1953), miheto comum (Panicum miliaceum Linnaeus,
1753), milheto pérola (Pennisetum glaucum (Linnaeus, 1753) Brown, 1810),
foxtail millet (Setaria italica (Linnaeus, 1753) Beauvois, 1812), e Shama millet
(Echinochloa colona (Linnaeus, 1759) Link, 1833). Brachiaria ¢ um dos
géneros que compde a subfamilia, abrange espécies forrageiras de importancia
econdmica de ampla ocupacéo no territorio brasileiro (IBGE, 2006).

Estudos sobre a morfologia floral em espécies de Panicoideae
(BROWN, 1810, 1814), apontam para 0 monofiletismo no grupo, teoria que tem

sido suportada por analises de filogenia molecular com base em analises da
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sequéncia de genes de DNA nuclear e de cloroplasto (KELLOGG, 1998;
SORENG; DAVIS, 1998).

Bentham (1881) dividiu a subfamilia em seis tribos, embora outras
divisdes tenham sido propostas durante o século 20 com base em caracteres
anatdmicos e citologicos (BUTZIN, 1970; HSU, 1965). Das sete tribos que séo
comumente reconhecidas, a tribo Paniceae agrega mais da metade dos géneros e
é a mais problematica taxonomicamente. Ndo ha evidéncia de que a tribo seja
monofilética, e por ser um grupo bastante diverso, ainda ndo foram encontrados
caracteres morfologicos que esclarecam a taxonomia do grupo (GIUSSANI et
al., 2001).

Giussani et al. (2001) usaram dados de sequenciamento do gene ndhF
proveniente de varias espécies de diferentes géneros pertencentes a Panicoideae
com o objetivo de verificar a filogenia da subfamilia e os resultados permitiram
dividir o grupo em trés grandes clados. Andropogoneae Dumortier,1824 e
Paniceae formam os dois maiores clados e sdo compostos por espécies que
compartilham o ndmero béasico de cromossomos de x = 10. O terceiro clado
corresponde as demais espécies de Paniceae avaliadas no trabalho que
apresentam X = 9 como numero basico cromossdmico. Espécies do género
Urochloa (sinonimia de Brachiaria) foram incluidas no clado Paniceae (x = 9)
juntamente com as espécies de Setaria e grande parte das espécies de Panicum e
Pennisetum Richard, 1805. Sorgo e milho foram incluidos no clado
Andropogoneae (x = 10).

S. bicolor foi a primeira forrageira cujo genoma foi sequenciado. A
escolha de utilizar sorgo como um modelo baseou-se no fato de ser uma espécie
de genoma relativamente pequeno, o que representa aproximadamente um terco
do tamanho do genoma do milho, ou um quarto do tamanho do genoma humano.
Somando-se ao tamanho do genoma, a espécie apresenta baixo nivel de

duplicagdo de genes e elevado numero de elementos repetitivos,
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aproximadamente 60%. Além disso, trata-se de uma importante cultura agricola
nas regides tropicais e subtropicais, onde é cultivada hd mais de 3000 anos. A
estratégia utilizada no sequenciamento do genoma do sorgo foi a WGS. O
sequenciamento contribuiu para que quase 90% do genoma tivesse sua
localizagdo nos cromossomos. Além disso, comparacdes do seu genoma com
outras espécies cultivadas mostraram que em sorgo 55% do genoma é composto
de retrotransposons, valor intermediario entre 0 genoma do milho (79%) e do
arroz (26%). O genoma do sorgo se assemelha mais ao do arroz quanto a alta
proporcdo de elementos transponiveis do tipo Gypsy, contudo o tipo mais
comum presente no sorgo € o CACTA. Cerca de 30.000 a 50.000 genes
codificadores de proteina foram encontrados no genoma da espécie e foi
constatada intensa sintenia entre 0 genoma de sorgo com o do arroz, como
esperado tomando como base estudos anteriores com mapas moleculares
(PATERSON et al., 2009).

S. italica e Setaria viridis (Linnaeus, 1753) Beauvois, 1812 tiveram o
sequenciamento completo do genoma realizado por Bennetzen et al. (2012). Para
0 sequenciamento foi gerada uma biblioteca de BAC com 50.688 clones que
foram utilizados no sequenciamento de Sanger e Plataforma 454. Desta forma,
foi gerada uma sequéncia referéncia de alta qualidade para S. italica que cobre
aproximadamente 80% do genoma e mais de 95% dos genes. Foram
identificados cerca de 24.000 a 29.000 genes codificadores de proteinas e que 0s
exons correspondem a 9% do genoma. Também constataram que 40% do
genoma é composto por elementos transponiveis, sendo o Gypsy o0 tipo mais
abundante. Com o sequenciamento de S. viridis foi possivel identificar as
regides de polimorfismo de nucleotideo Unico, a distribuicdo de elementos
transponiveis e rearranjos cromossdmicos. Neste trabalho os autores relatam que
0 sequenciamento do genoma diploide de Setaria pode auxiliar a montagem do

genoma em curso de um poliploide relacionado, o Panicum virgatum Linnaeus,
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1753 e que trabalhos mais detalhados podem ser realizados para que espécies de
Setaria tenham seu desenvolvimento como planta modelo.

Apesar da importancia e interesse agrondmico de espécie de Brachiaria
0 sequenciamento completo em espécies do género ainda nédo foi realizado. O
estudo do genoma no grupo esta restrito ao uso de técnicas de citogenética
convencional e molecular, como ja explanado anteriormente, e a construcéo de
mapas moleculares.

As primeiras tentativas para a constru¢cdo de um mapa molecular em
Brachiaria spp. foram realizadas por Pessino et al. (1997, 1998), com o objetivo
de localizar o gene ligado a apomixia em hibridos derivados do cruzamento
entre B. brizantha apomitica e B. ruziziensis sexual. Com base na colinearidade
entre 0s genomas de Brachiaria spp. e de milho foram identificados alguns
marcadores RFLP e RAPD e os resultados apontam para um unico locus que
controla a apomixia.

Sabe-se que entre espécies taxonomicamente relacionadas como
Triticum aestivum Linnaeus, 1753, Z. mays, Oryza sativa Linnaeus, 1953 e
algumas outras espécies de gramineas, existe conservacdo no contetido genético
e até mesmo na ordem de genes (GALE; DEVOS, 1998).

Arruda et al. (2007) trabalharam com primers a priori desenvolvidos
para milho, arroz e trigo, os quais foram testados em acessos de B. brizantha, B.
decumbens, B. humidicola, B. ruziziensis e Panicum maximum Jacquin, 1781.
Os resultados indicaram a possibilidade de transferéncia de marcadores
microssatélites entre espécies relacionadas. Silva et al. (2013) desenvolveram o
primeiro conjunto validado de marcadores microssatélites para B. ruziziensis por
meio de dados de sequenciamento de nova geracdo (lllumina). A selecdo de
marcadores microssatélites foi possivel apés o sequenciamento parcial de novo
do genoma de B. ruziziensis realizado por Martins (2013). Milhdes de

sequéncias de DNA puderam ser obtidas em uma Unica anélise de
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sequenciamento feita por meio da plataforma Illumina, fornecendo dados que
cobriram aproximadamente 35% do genoma estimado de B. ruziziensis, o que €é
suficiente para iniciar a analise genémica na espécie. Aparentemente existe uma
grande semelhanca entre 0s genes de DNA gendmico de Brachiaria spp. com
sorgo, milho e P. virgatum, com cerca de 17 mil genes ortol6gos. Em analises
do DNA do cloroplasto, Martins (2013) ainda verificou que B. decumbens e B.
brizantha podem ser espécies derivadas de um ancestral comum com B.
ruziziensis e que se separaram ha 14 milhdes de anos como consequéncia de
evento(s) de poliploidizagdo, que por sua vez isolou reprodutivamente estas
especies.

Fica evidente que o estudo detalhado dos genomas presentes na historia
evolutiva de espécies de Brachiaria pode trazer informagdes relevantes para que
as especulagdes sobre o género saiam do campo das hipéteses. Informagdes a
respeito dos genomas em Brachiaria spp. ainda estdo longe de serem
satisfatorias. Segundo Martins (2013), pouco se sabe quanto a composicao e
distribuicdo dos genes, abundancia e diversidade de elementos transponiveis,
similaridade entre genomas das varias espécies de Brachiaria, ortologia com
espécies modelo e abundancia de sequéncias repetitivas. O genoma de B.
ruziziensis é relativamente pequeno (~ 600 Mpb), semelhante em tamanho a
outros modelos de espécies de cereais (ISHIGAKI et al., 2010), o que faz da
espécie uma boa candidata as analises gendmicas de sequenciamento. O
desenvolvimento dindmico de novos cultivares de Brachiaria spp. pode ser
reforcado com o emprego de ferramentas gendmicas na selecdo de gendtipos
superiores.

Contudo, enquanto o sequenciamento gendémico de Brachiaria spp. ndo
é executado, consideragdes sobre o genoma das espécies do género podem ser
realizadas tomando-se como base 0s genomas ja sequenciados de espécies afins.

Dentro do grupo, como abordado anteriormente, o sequenciamento do genoma
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de S. italica e S. bicolor ja foram concluidos e podem trazer subsidios para que

comparagdes entre os géneros com Brachiaria spp. sejam realizadas.

REFERENCIAS

AKIYAMA, Y.; YAMADA-AKIYAMA, H.; EBINA, M. Morphological
diversity of chromosomes bearing ribosomal DNA loci in Brachiaria species.
Grassland Science, Hoboken, v. 56, n. 4, p. 217-223, 2010.

ANUARIO DA PECUARIA BRASILEIRA. Sio Paulo: Instituto FNP, 2010.
360 p.

ARAUJO, S. A. C.; DEMINICIS, B. B.; CAMPOS, P. R. S. S. Melhoramento
genético de plantas forrageiras tropicais no Brasil. Revista Archivos de
Zootecnia, Cordoba, v. 57, p. 61-76, 2008.

ARGEL, P. J. et al. Cultivar mulato (Brachiaria hibrido CIAT 36061):
Graminea de alta produccion y calidad forrageira para los trépicos. Cali: CIAT,
2005. 28 p. (Boletin).

ARGEL, P. J. et al. Cultivar Mulato Il (Brachiaria hibrido CIAT 36087):
graminea de alta calidad y produccién forrajera, resistente al salivazo y adaptada
a suelos tropicales acidos bien drenados. Cali: CIAT, 2007. 22 p.

ARRUDA, A. et al. 2007. Avaliacdo da transferéncia de microssatélites de
milho, trigo e arroz para quatro espécies de Brachiaria e para Panicum
maximum. Campo Grande: Embrapa Gado de Corte, 2007. 20 p. (Boletim de
Pesquisa, 21).

ARRUDA, Z. J. A pecuaria bovina de corte no Brasil e resultados econdmicos
de sistemas alternativos de produg&o. In: SIMPOSIO SOBRE PECUARIA DE
CORTE, 4., 1997, Piracicaba. Anais... Puracicaba: FEALQ, 1997. p. 259-273.



33

AVDULOV, P. Karyo-systematische Untersuchungen der Familie Gmmineen.
Bulletin of Applied Botany, of Genetics and Plant-Breeding Leningrad, v. 43,
p. 1-438, 1931.

BASAPPA, G. P.; MUNIYAMMA, M.; CHINNAPA, C. C. An investigation

of chromosome numbers in the genus Brachiaria (Poaceae: Paniceae) in relation
to morphology and taxonomy. Canadian Journal of Botany, Ottawa, v. 65,

n. 11, p. 2297-2309, 1987.

BENNETZEN, J. L. et al. Reference genome sequence of the model plant
Setaria. Nature Biotechnology, New York, v. 30, n. 6, p. 555-561, 2012.

BENTHAM, G. Notes on Gramineae. Botanical Journal of the Linnean
Society, London, v. 19, p. 14-134, 1881.

BERNINI, C.; MARIN- MORALES, M. A. Karyotype analysis in Brachiaria
(Poaceae) species. Cytobios Journal, Cambridge, v. 104, p. 157-171, 2001.

BOGDAN, A. V. Tropical pasture and fodder plants. London: Longman,
1977.

BOLDRINI, K. R. et al. Meiotic behavior in nonaploid accessions of Brachiaria
humidicola (Poaceae) and implications for breeding. Genetics and Molecular
Research, Ribeirdo Preto, v. 10, n. 1, p. 169-76, 2011.

BROWN, R. Genera remarks, geographical and systematical, on the botany
of Terra Australis. In: FLINDERS, M. (Ed.). A voyage to Terra Australis,
undertaken for the purpose of completing the discovery of that vast
country, and prosecuted in the years 1801, 1802, and 1803. London: W.
Bulmer, 1814.v. 2, p. 533-613.

BROWN, R. Prodromus florae novae hollandiae et insulae Van-Diemen.
London: J. Johnson, 1810. v. 1, 468 p.



34

BUTZIN, F. Die systematische gliederung der Paniceae. Willdenowia, Berlin,
v. 6, p. 179-192, 1970.

CHRISTOPHER, J.; ABRAHAM, A. Studies on the cytology and phylogeny of
south Indian grasses I1l. Subfamily VI: Panicoideae, tribe (i) the Paniceae.
Cytologia, Tokyo, v. 41, p. 621-637, 1976.

DARLINGTON, C. D.; WYLIE, A. P. Chromosome atlas of flowering plants.
London: Allen and Unwin, 1955. 519 p.

DA SILVA, S. C.; NASCIMENTO JUNIOR, D. Sistema intensivo de producdo
de pastagens. In: CONGRESSO LATINO-AMERICANO DE NUTRICAO
ANIMAL, 2., 2006, Sdo Paulo. Anais... Sdo Paulo; CBNA, 2006.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. Pastagens.
2012. Disponivel em: <http://www.cnpgc.embrapa.br/index.php?pagina
=pastagem.htm>. Acesso em: 2 jun. 2012.

FERGUSON, J. E.; CROWDER, L. V. Cytology and breeding behavior of
Brachiaria ruziziensis Germain et Evrard. Crop Science, Madison, v. 14,
p. 893-895, 1974.

FILGUEIRAS, T. S. et al. Poaceae in lista de espécies da flora do Brasil:
Jardim Botéanico do Rio de Janeiro. 2012. Disponivel em: <http://floradobrasil.
jbrj. gov.br/2012/FB086785>. Acesso em: 2 jun. 2015.

GALE, M. D.; DEVOS, K. M. Comparative genetics in the grasses.
Proceedings of the National Academy of Science of the United States of
America, Washington, v. 95, p. 1971-1974, 1998.

GIUSSANI, L. M. et al. A molecular phylogeny of the grass subfamily
Panicoideae (Poaceae) shows multiple origins of C4 photosynthesis. American
Journal of Botany, Lancaster, v. 88, p. 1993-2012, 2001.



35

GRISEBACH, A. Brachiaria. In: LEDEBOUR, C. F. (Ed.). Flora rossica.
Stuttgart: Sumtibus Librariae E. Schweizerbart, 1853. v. 4, p. 4609.

HSU, C. C. The classification of Panicum (Gramineae) and its allies, with
special reference to the characters of lodicule, style-base and lemma. Journal of
the Faculty of Science, Tokyo, v. 9, p. 43-150, 1965.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Censo
Agropecuario 2006. Disponivel em: <http://www.ibge.gov.br/home/
estatistica/economia/agropecuaria/censoagro/2006/agropecuario.pdf>. Acesso
em: 18 jun. 2015.

ISHIGAKI, G. et al. Estimation of genome size in Brachiaria species.
Grassland Science, Hoboken, v. 56, n. 4, p. 240-242, 2010.

KELLER-GREIN, G.; MAASS, B. L.; HANSON, J. Natural vari- ation in
Brachiaria and existing germoplasma collections. In: MILES, J. W.; MAASS,
B. L.; VALLE, C. B. (Ed.). Brachiaria: biology, agronomy, and improvement.
Cali: CIAT/Embrapa, 1996. p. 17-42.

KELLOGG, E. A. Who’s related to whom? Recent results from molecular
systematic studies. Current Opinion in Plant Biology, London, v. 1, p. 149—
158, 1988.

MACKAY, J. H. E. Register os Autralian herbage plant cultivar. Camberra:
Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization (CSIRO), 1982.
122 p.

MARCHI, C. E. et al. Quimio e termoterapia em sementes e aplicacdo de
fungicidas em Brachiaria brizantha como estratégias no manejo do carvao.
Summa Phytopathologica, Botucatu, v. 34, n. 4, p. 321-325, 2008.

MARTINS, A. M. Sequenciamento de DNA, montagem de novo do genoma e
desenvolvimento de marcadores microssatélites, indels e SNPs para uso em



36

analise genética de Brachiaria ruziziensis. 2013. 183 p. Tese (Doutorado em
Biologia Molecular) - Universidade de Brasilia, Brasilia, 2013.

MENDES-BONATO, A. et al. Cytogenetic evidence for genome elimination
during microsporogenesis in interspecific hybrid between Brachiaria ruziziensis
and Brachiaria brizantha (Poaceae). Genetic and Molecular Biology, Ribeiréo
Preto, v. 29, n. 4, p. 711-714, 2006.

MILES, J. W.; CARDONA, C.; SOTELO, G. Recurrent selection in a synthetic
Brachiaria grass population improves resistance to three spittlebug species.
Crop Science, Madison, v. 46, p. 1088-1093, 2006.

MILES, J. W. et al. Brachiaria grasses. In: SOLLENBERGER, L. E.; MOSER,
L.; BURSON, B. (Ed.). Warnseason (C4)grasses. Madison: ASA-CSSA-
SSSA, 2004. p. 745-783.

MILES, J. W.; VALLE, C. B. Manipulation of apomixis in Brachiaria breeding.
In: MILES, J. W.; MAASS, B. L.; VALLE, C. B. (Ed.) Brachiaria: biology,
agronomy and improvement. Cali: CIAT; Brasilia: EMBRAPA-CNPGC, 1996.
p. 164-177.

MORRONE. O.; ZULOAGA, F. O. Revisién de las especies sudamericanas
nativas e introducidas de 16s géneros Brachiaria y Ucrocholoa (Poaceae:
Panicoideae: Paniceae). Darwiniana, Buenos Aires, v. 31, p. 43-109, 1992.

MORRONE, O.; ZULOAGA, F. O. Sinopsis del género Urochloa (Poaceae:
Panicoideae: Paniceae) para Mexico y América Central. Darwiniana, Buenos
Aires, v. 32, p. 59-75, 1993.

NATH, J.; SWAMINATHAN, M. S. Chromosome numbers of some grasses.
Indian Journal of Genetics and Plant Breeding, New Delhi, v. 17, p. 102,
1957.



37

NIELEN, S. et al. Physical mapping of rDNA genes corroborates allopolyploid
origin in apomictic Brachiaria brizantha. Sexual Plant Reproduction, New
York, v. 23, n. 1, p. 45-51, 2010.

NUNES, S. G. et al. Brachiaria brizantha cv Marandu. Campo Grande:
Embrapa/CNPGC, 1984. (Documentos Embrapa, 21).

NUSSIO, L. G. Volumosos para bovinos de corte em confinamento. In:
PEIXOTO, A. M.; MOURA, J. C.; ARIA, V. P. Confinamento de bovinos de
corte. Piracicaba: FEALQ, 2000. p. 85-112.

PATERSON, A. H. et al. The Sorghum bicolor genome and the diversification
of grasses. Nature, London, v. 457, n. 29, p. 551-556, 2009.

PAULA, C. M. P. Citogenébmica comparativa e aspectos epigenéticos em
espécies de Brachiaria e hibridos interespecificos. 2015. 113 p. Tese
(Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas ) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras, 2015.

PENTEADO, M. I. O. et al. Determinacéo de ploidia e avalia¢cdo da
quantidade de DNA total em diferentes espécies do género Brachiaria.
Campo Grande: Embrapa Gado de Corte, 2000. 32 p. (Boletim de Pesquisa, 11).

PEREIRA, A. V. et al. Melhoramento de forrageiras tropicais. In;: NASS, L. L,;
VALOIS, A. C. C.; MELO, I. S.; VALADARESINGLIS, M. C. Recursos
genéticos e melhoramento de plantas. Rondondpolis: Fundag¢do Mato Grosso,
2001. p. 549-602.

PEREIRA, A. V. et al. Tendéncias do melhoramento genético e producdo de
sementes forrageiras no Brasil. In: SIMPOSIO SOBRE ATUALIZACAO EM
GENETICA E MELHORAMENTO DE PLANTAS, 7., 2003, Lavras. Anais...
Lavras: UFLA/FAEPE, 2003, p. 36-63.

PEREIRA, J. M.; REZENDE, C. P.; RUIZ, M. A. M. Pastagem no ecossistema
mata atlantica: atualidades e perspectivas. In: REUNIAO ANUAL DA



38

SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 39., Recife. Anais... Recife:
SBZ, 2005. p. 36-51.

PESSINO, S. C. et al. A genetic map of the apospory region in Brachiaria
hybrids: Identification of two markers closely associated with the trait.
Hereditas, Landskrona, v. 128, p. 153-158, 1998.

PESSINO, S. C. et al. Identification of maize linkage group related to apomixis
in Brachiaria. Theoretical and Applied Genetics, Berlin, v. 94, p. 439-444,
1997.

RENVOIZE, S. A.; CLAYTON, W. D.; KABUYE, C. H. S. Morphology,
taxonomy, and natural distribution of Brachiaria (Trinius) Griseberg. In:
MILES, J. W. et al. (Ed.). Brachiaria: biology, agronomy, and improvement.
Cali: CIAT, 1996. p. 1-17.

RISSO-PASCOTTO, C. et al. Evidence of allopolyploidy in Brachiaria
brizantha (Poaceae: Paniceae) through chromosome arrangement at metaphase
plate during microsporogenesis. Genetics and Molecular Research, Ribeir&o
Preto, v. 5, n. 4, p. 797-803, 2006.

RISSO-PASCOTTO, C.; PAGLIARINI, M. S.; VALLE, C. B. A new basic
chromosome number for the genus Brachiaria (Trin.) Griseb. (Poaceae:
Panicoideae: Paniceae). Genetic Resources and Crop Evolution, Dordrecht,
v. 53, p. 7-10, 2006.

SERRAO, E. A.; SIMAO NETO, M. Informacdes sobre duas espécies de
gramineas forrageiras do género Brachiaria na Amazonia: Brachiaria
decumbens. Stapf e Brachiara ruziziensis Germain e Everaed. Boletim do
Instituto de Pesquisa Experimental Agropecuaria do Norte, Belém, v. 1,
n. 1, p. 1-31, 1971.

SHELTON, M. Brachiaria decumbens. 2007. Disponivel em: <http://
www.fao.org/ag/AGP/AGPC/doc/Gbase/data/PfO0 0188.HTM>. Acesso em: 23
jan. 2015.



39

SILVA, P. I. et al. Development and validation of microsatellite markers for
Brachiaria ruziziensis obtained by partial genome assembly of Illumina single-
end reads. BMC Genomics, London, v. 14, n. 1, p. 17, 2013.

SORENG, R. J.; DAVIS, J. I. Phylogenetics and character evolution in the grass
family (Poaceae): simultaneous analysis of morphological and chloroplast DNA
restriction site character sets. Botanical Review, Bronx, v. 64, p. 1-84, 1998.

SOUZA SOBRINHO, F. Melhoramento de forrageiras no Brasil. In: SIMPOSIO
DE FORRAGICULTURA E PASTAGENS, 5., 2005, Lavras. Anais... Lavras:
UFLA/FAEPE, 2005. 1 CD ROM.

SPIES, J. J.; DU PLESSIS, H. Chromosome studies on African Plants. Bothalia,
Pretoria, v. 17, n. 3, p. 131-135, 1987.

STAPF, O. Gramineae (Maydeae-Paniceae). In: PRAIN, D. (Ed.). Flora of
tropical Africa. Ashford: Reeve e Co, 1920. p. 422-606.

TIMBO, A. L. O. et al. Obtaining tetraploid plants of ruzigrass (Brachiaria
ruziziensis). Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG, v. 43, n. 3, p. 127-
131, 2014.

TRINIUS, C. B. Panicearum genera. Mémoires de I'Academie Imperiale des
Sciences de Saint-Petersbourg, St. Pétersbourg, v. 6, n. 3, p. 194, 1834,

VALLE, C. B.; JANK, L.; RESENDE, R. M. S. O melhoramento de forrageiras
tropicais no Brasil. Ceres, Vigosa, MG, v. 56, n. 4, p. 460-472, 2009.

VALLE, C. B.; PAGLIARINI, M. S. Biology, cytogenetics, and breeding of
Brachiaria. In: SINGH, R. J. (Ed.). Genetic Resources, Chromosome
Engineering, and Crop Improvement Series. Boca Raton: CRC, 2009. p. 103-
151.



40

VALLE, C. B.; SAVIDAN, Y. H. Genetics, cytogenetics, and reproductive
biology of Brachiaria. In: MILES, J. W.; MAASS, B. L.; VALLE, C. B. (Ed.).
Brachiaria: biology, agronomy, and improvement. Centro Internacional de
Agricultura Tropical, Cali: CIAT, 1996. p. 147-163.

VALLE, C. B.; SAVIDAN, Y. H.; JANK, L. Pachytene chromosome of
Brachiaria ruziziensis. Ger. Et Evrard. Plant Breeding, Berlin, v. 78, p. 75-78,
1987.

VELDKAMP, J. F. Brachiaria, Urochloa (Gramineae-Paniceae) in Malaysia.
Blumea - Journal of Plant Taxonomy and Plant Geography, Berlin, v. 41,
p. 413-437, 1996.

WEBSTER, R. D. The Australian Paniceae (Poaceae). Stuttgart: J. Cramer,
1987. 322 p.

ZIMMER, A. H. et al. Consideragdes sobre indices de produtividade da
pecuaria de corte em Mato Grosso do Sul. Campo Grande: EMBRAPA-
CNPGC, 1998. 53 p. (Documentos, 70).



41

SEGUNDA PARTE
ARTIGOS

Artigo 1

Mapa fisico de sitios de DNA repetitivo em Brachiaria spp.: polimorfismos
intra e interespecificos



42

RESUMO

Brachiaria € um género pertencente a familia Poaceae que agrega
espécies de interesse forrageiro. Estudos citogenéticos no género apresentam
especies com diferentes niveis de ploidia e demonstram a existéncia de
variabilidade intraespecifica para a morfologia cromossémica e nimero de sitios
de DNAr. Nao existe um consenso sobre a localizacdo exata no cari6tipo dos
pares cromossémicos portadores de DNAr. Estudos a respeito da regido
centromérica de espécies de Brachiaria, assim como detalhamento do cariétipo
com localizacdo de sequéncias especificas em Brachiaria decumbens sdo
inexistentes. Este trabalho objetivou caracterizar o cariétipo de Brachiaria
brizantha, B. decumbens e Brachiaria ruziziensis com a localizagdo de
sequéncias repetitivas (DNAr 5S, DNAr 45S, Retrotransposon Centromérico —
CR), bandas CMA/DAPI nos pares cromossémicos, bem como avaliar a
atividade transcricional das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) em
espécies de Brachiaria. B. ruziziensis é uma espécie diploide com 2n=2x=18
cromossomos, formula cariotipica 9M, um par cromossémico com sitio de
DNAr 45s e dois com DNAr 5S. B. brizantha possui 2n=4x=36 cromossomos,
formula cariotipica 18M, possui quatro, cinco ou seis sinais de DNAr 5S e dois,
trés ou quatro sitios de DNAr 45S. Um dos cromossomos portadores de sitio de
DNAr 45S é heteromérfico. B. decumbens apresenta 2n=4x=36 cromossomos,
formula cariotipica 17M+1M/SM, possui sete sinais de DNAr 5S, sendo um dos
pares em estado de hemizigose. Nessa espécie, foram identificados dois pares
portadores de sinal de DNAr 45S, um deles também heteromorfico, nesse par
um dos cromossomo homologos apresenta constricdo terciaria. CRM1 gerou
sinais na regido centromérica dos cromossomos de B. decumbens, porém ndo
concentrados em clusters. Em B. brizantha, os sinais sdo raros e em B.
ruziziensis a sonda marcou intensamente todos 0S cromossomos na regido
centromerica. Os sinais de CMA colocalizam-se com os de DNAr 45S em B.
decumbens e B. ruziziensis e em B. brizantha apenas dois dos quatro sinais sdo
coincidentes. O cari6tipo das espécies de Brachiaria estudadas foi considerado
simétrico. A atividade transcricional das RONs € variavel e foram detectados um
ou dois nucléolos heteromdrficos.

Palavras-chave: Forrageira. Variacao intraespecifica. Rearranjo cromossémico.
DNA repetitivo. Constricao terciéria.
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ABSTRACT

The Brachiaria genus belongs to the Poaceae family that comprises
species of forage interest. Cytogenetic studies on this genus exhibit species with
different ploidy levels and demonstrate the existence of intraspecific variability
in chromosome morphology and the number of rDNA sites. There is no
consensus on the exact position within the karyotype of the chromosomal pairs
that have rDNA loci. Studies on the centromeric regions of Brachiaria species,
as well as details regarding the karyotype with the location of specific sequences
in Brachiaria decumbens chromosomes are nonexistent. This study aimed to
characterize the karyotype of Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens and
Brachiaria ruziziensis using the location of repetitive sequences (5S rDNA, 45S
rDNA, Cetromeric Retrotransposons (CR)) and CMA/DAPI bands in the
chromosome pairs, and evaluate the transcriptional activity of the nucleolar
organizing regions (NORs) in Brachiaria species. B. ruziziensis is a diploid
species with 2n = 2x = 18 chromosomes; the karyotype formula is 9M. It has
one chromosome pair containing a 45S rDNA locus and two pairs with 5S
rDNA loci. B. brizantha has 2n = 4x = 36 chromosomes; the karyotype formula
is 18M. It has four, five, or six 5S rDNA loci; and two, three, or four 45S rDNA
loci. One of the chromosomes which bears 45S rDNA locus is heteromorphic. B.
decumbens presented 2n = 4x = 36 chromosomes; the karyotype formula is
17M+1M/SM. It has seven 5S rDNA loci, and one chromosome pair is
hemizygous. This species also has two chromosome pairs, which have a 45S
rDNA locus. One of the pairs is heteromorphic as well, and one chromosome of
this pair presents a tertiary constriction. CRM1 signals are observed in and
around the centromeric region of the B. decumbens chromosomes. In B.
brizantha chromosomes, the CRM1 signals are rare, and in B. ruziziensis CRM1
probe intensely hybridized the centromeric regions of all chromosomes. CMA
signals were observed to co-localize at the 45S rDNA position in B. decumbens
and B. ruziziensis chromosomes. In B. brizantha the CMA signals only co-
localized with two of the four 45S rDNA signals. The karyograms of the three
analysed species are considered symmetric. The transcriptional activity of the
NORs varies, and one or two heteromorphic nucleoli were detected.

Keywords: Forage. Intraspecific variation. Chromosomal rearrangement.
Repetitive DNA. Tertiary constriction.
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1 INTRODUCAO

Brachiaria (Trinius, 1826) Grisebach, 1853 é um género pertencente a
familia Poaceae Barnhart, 1895, tribo Paniceae Reichenbach, 1828, que agrega
aproximadamente 100 espécies de interesse forrageiro, de origem
principalmente tropical e subtropical africana (KELLER-GREIN; MAASS;
HANSON, 1996). No Brasil, a introducdo de espécies do género se iniciou com
Brachiaria decumbens Stapf, 1919 na ocasido da vinda dos escravos, e devido as
condicdes de adaptacdo similares entre algumas regides do Brasil e da Africa,
sua disseminagdo foi favorecida em varias localidades do pais. As demais
espécies foram introduzidas posteriormente, entre a 1960 e meados de 1970, e
nos anos subsequentes tiveram uma ampla expansdo nos cerrados brasileiros
(MITIDIERI, 1988).

Estima-se que no Brasil existam mais de 170 milhdes de hectares de
pastagens sendo 100 milhdes de pastagens cultivadas e 70 milhdes de pastagens
naturais, 85% da area total de pastagens é ocupada por Brachiaria spp.
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE,
2006). As espécies de maior importancia econémica no pais estdo divididas em
dois grupos por compartilharem caracteristicas morfologicas. O primeiro grupo é
constituido por B. decumbens, Brachiaria brizantha (Hochstetter, Richard,
1851) Stapf, 1919 e Brachiaria ruziziensis Germain, Evrard, 1953, e o outro por
Brachiaria humidicola (Rendle, 1853) Schweickerdt, 1936, Brachiaria
dictyoneura (Figaris, Notaris, 1854) Stapf, 1919 e Brachiaria jubata (Figaris,
Notaris, 1854) Stapf, 1919 (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996).

A taxonomia do género é até hoje complexa devido a continua varia¢do
de caracteres utilizados para delimitar espécies do género e até mesmo entre

géneros afins como Urochloa Beauvois, 1812, Eriochloa kunth, 1815 e Panicum
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Linnaeus, 1929. O género Brachiaria foi descrito pela primeira vez por Trinius
(1834) como uma subdivisdo de Panicum, depois foi elevado a categoria de
género por Grisebach (1853). Os caracteres utilizados na separacdo desses taxa
sdo sutis e o fato de haver variacao intraespecifica dificulta o reconhecimento do
posicionamento taxondmico (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996).

Pouco se conhece a respeito da caracterizacdo cromossdmica de espécies
de Brachiaria. O numero basico de cromossomos foi estabelecido por
Darlington e Wylie (1955) como x = 7 ou x = 9. Descri¢des posteriores
propuseram um novo nimero basico de cromossomos, X = 6, que foi encontrado
em alguns acessos de B. humidicola e de B. dictyoneura (BOLDRINI;
PAGLIARINI; VALLE, 2009; RISSO-PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE,
2006). Para espécies poliploides como B. brizantha e B. decumbens ja foram
relatadas plantas com diferentes ndmeros cromossdmicos (BASAPPA,
MUNIYAMMA; CHINNAPA, 1987; BERNINI; MARIN-MORALES, 2001;
DE WET, 1960; LOVE, 1981; MENDES-BONATO et al.,, 2006). Para B.
ruziziensis, as descricBes citogenéticas mostram 2n = 2x = 18 cromossomos
(BASAPPA; MUNIYAMMA; CHINNAPA, 1987; BERNINI; MARIN-
MORALES, 2001) e em plantas tetraploidizadas artificialmente, 2n = 36
cromossomos (TIMBO et al., 2014). O detalhamento da morfologia
cromossOmica em Brachiaria spp. foi realizado pela primeira vez por Bernini e
Marin-Morales (2001). Os autores identificaram diferengas entre os acessos de
B. brizantha e os de B. decumbens quanto ao comprimento relativo dos
cromossomos e posi¢do do satélite. Para B. ruziziensis ndo foi relatada diferenca
entre acessos, no entanto a posi¢do do satélite difere da encontrada por Valle,
Savidan e Jank (1987).

O estudo do DNAr em espécies de Brachiaria por meio da técnica de
FISH foi realizado por Akiyama, Akiyama-Yamada e Ebina (2010) em

diferentes acessos de B. brizantha (4x e 5x), B. ruziziensis (2x), B. humidicola
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(6x) e de Brachiaria hibrida Basappa, Muniyamma, 1983 cv. Mulato (4x)
(proveniente do cruzamento entre B. decumbens e B. ruziziensis). Os autores
relataram diferencas no nimero e na morfologia dos sitios de DNAr nos acessos
analisados, no entanto ndo foram identificados os pares cromossémicos
portadores de sinais de DNAr. Nielen et al. (2010) avaliando acessos de B.
brizantha (2x e 4x) identificaram a posi¢cdo do sitio de DNAr 5S no par
cromossdmico 4 e o de DNAr 45S no par 8, e nos acessos tetraploides, nos pares
7 e 13. Além disso, encontraram um par adicional de sitios de DNAr 5S nos
acessos tetraploides, para os quais ndo foram identificadas suas respectivas
localizagOes cromossdmicas. As diferengas encontradas nos acessos em ambos
os trabalhos foram relacionadas com eventos de alopoliploidia.

Sequéncias, além das de DNAr, ainda ndo foram localizadas nos
cromossomos de espécies de Brachiaria. A definicdo de sequéncias associadas
ao centrémero, bem como suas fungdes, sdo de grande importancia para a
compreensdo da morfologia cromossdmica e evolucdo do centrébmero. DNA
satélite e retrotransposons sdo os tipos mais comuns de sequéncias encontradas
nos centrdbmeros de plantas e sdo altamente variaveis (JIANG et al., 2003).
Dentre os retroelementos conhecidos em centrémeros de plantas, a familia de
retrotransposons centroméricos (CRs) em gramineas € a que mais desperta
interesse. CRs foram isolados primeiramente em Brachypodium sylvaticum
(Hudson, 1762) Palisot, 1812 (ARAGON-ALCAIDE et al., 1996) e Sorgum
bicolor (Linnaeus, 1771) Moench 1794 (JIANG et al., 1996) e identificados
posteriormente como derivados de Ty3/gypsy (MILLER et al., 1998). Ao
contrario de outras familias de retrotransposons que divergem rapidamente
durante a evolugdo, a familia CR foi encontrada nos centrdmeros de todas as
espécies de gramineas ja estudadas (MILLER et al., 1998).

Informacdes a respeito da definicdo do ndmero de sitios de DNAr, a

identificacdo dos pares de cromossomos homologos/home6logos, bem como a
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caracterizagdo cromossdmica/gendmica sdo inexistentes ou contraditérias em
Brachiaria spp. Nesse sentido, esse trabalho teve como objetivo caracterizar o
cariotipo de B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis com a localizacdo de
sequéncias repetitivas (DNAr 5S, DNAr 45S, CR), bandas CMA/DAPI, bem
como avaliar a atividade transcricional das Regides Organizadoras de Nucléolo
(RONS).

2 MATERIAL E METODOS

A anélise citogenética foi realizada em cultivares comerciais como B.
ruziziensis cv. Kennedy, B. brizantha cv. Marandu e B. decumbens cv Basilisk,
cedidos pela EMBRAPA Gado de Leite, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

Pontas de raizes foram coletadas e pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina
3 mM por 5 horas a 0-4° C, fixadas em Carnoy por 20 min e armazenadas em
alcool 70% a -20° C. A regido meristematica foi digerida em solugdo contendo
celulase Onozuka R10 0,7%, celulase Sigma 0,7%, pectoliase Sigma 1%,
citohelicase Sigma 1% por 1 h e 20 min, a 37° C. As laminas foram
confeccionadas pela técnica de secagem a chama (DONG et al., 2000).

Para a localizacdo dos sitios de DNAr e de CRM1 (subfamilia de CR-
Centromeric Retrotransposons of Maize) o DNA plasmidial com o inserto das
referidas sequéncias foi extraido por meio do kit QIAprep® Spin miniprep
(Qiagen) e posteriormente foi marcado com biotina-16-UTP ou digoxigenina-
11-dUTP (Roche Diagnostic, Indianapolis) por meio de reagdo “nicktranslation”
padréo. A reacdo foi feita em 50 pL de mix contendo tampéo de reacdo 1x; 1 ug
do produto de PCR; nucleotideos dATP, dCTP e dGTP 0,5 mM; dTTP 0,33
mM; dUTP marcado com biotina ou digoxigenina 0,17 mM; 4 x 10 U de
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DNAse | e 0,25 U de DNA Polimerase 1, a 15° C for 1,5 h. O tamanho dos
fragmentos, que deve estar entre 100 e 500 bases, foi confirmado em
eletroforese em gel de agarose 1%.

Para a aplicacdo da técnica de FISH, os cromossomos mit6ticos foram
desnaturados com formamida 70% em SSC 2x, por 1min. e 45s. a 85°C e
posteriormente desidratados em série alcéolica (70%, 90% e 100%) a -20°C por
5 min. cada. A mistura de hibridizagdo (formamida 50%, SSC 2x, sulfato de
dextran 10%, 50-100 ng de sonda marcada) juntamente com as sondas de DNAr
5S e 45S (pTa71l) provenientes do genoma de Triticum aestivum Linnaeus, 1753
e CRML1 proveniente do genoma do milho desenvolvida de acordo com Kato,
Lamb e Birchler ( 2004) foram desnaturadas por 8 min. a 95° C. O tempo de
hibridiza¢&o se deu por no minimo 16 horas.

O nivel de estringéncia foi determinado com tampéo SSC 2x a 42° C por
10 min. e as lavagens subsequentes foram feitas com TNT e PBS. As sondas
foram detectadas com o uso dos anticorpos streptavidina conjugada com
alexafluor 488 e antidigoxigenina conjugada com rodamina (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN). Os cromossomos foram contrastados com DAPI em meio de
montagem “antifade” VectaShield® (Vector Laboratories, Burlingame, CA). As
imagens foram capturadas pelo uso da cadmera QImaging RetigaEXi CCD
acoplada a um microscopio de fluorescéncia Olympus BX 60. O contraste final
foi feito com auxilio das ferramentas do software Photoshop CS6.

Os dados da morfometria cromossdmica para cada cultivar foram
obtidos a partir de 10 metéfases que continham o maior nimro de sinais de
DNAr. As medicbes foram feitas por meio do software Micro Measure
(Colorado State University). Os parametros utilizados para os estudos
cariotipicos foram: CT (comprimento total cromossémico - um); BL
(comprimento do brago longo- pm); BC (comprimento do brago curto- um); CR

(comprimento relativo - %); RB (relacéo de brago) e CTLH (comprimento total
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do lote haploide - pum). A nomenclatura utilizada para a descri¢do da morfologia
cromossdmica e posicdo dos sitios de DNAr foram as propostas,
respectivamente, por Levan, Fredga e Souberg (1964) e Roa e Guerra (2012). A
classificacdo do caridtipo foi baseada nas categorias estabelecidas por Stebbins
(1958). Os indices de assimetria foram calculados segundo a metodologia
desenvolvida por Peruzzi e Eroglu (2013) e Sokal e Rohlf (1981).

A marcacdo das Regides Organizadoras do Nucléolo (RONs) ativas,
bem como a caracterizacdo de nucléolos, foram realizadas por meio da técnica
de bandamento Ag-NOR como proposto por Guerra e Souza (2002) e Huang et
al. (2012), com adaptacBes. Sobre a preparacdo cromossomica fresca, uma gota
de solucdo de nitrato de prata 50% juntamente com duas gotas de solugédo
coloidal (gelatina incolor 2%, &cido férmico 2%), foram gotejadas através de
uma tela de Nylon (20pum). As laminas foram encubadas em cadmara Umida sob a
temperatura de 65 a 70° C por 5 min., posteriormente lavadas com &gua
destilada e desidratadas em série alcodlica (70%, 90% e 100%), por 5 min. cada.
As laminas foram avaliadas em microscopio de campo claro (Zeiss) modelo
Axio e as melhores imagens foram capturadas com camera AxioCam ICc. Os
nucléolos foram avaliados em pelo menos 150 células interféasicas e as RONS,
nas melhores metafases de cada espécie.

As andlises de bandamento CMA/DAPI foram realizadas segundo
Guerra e Souza (2002), com adaptacdes. Laminas envelhecidas por 3 dias foram
lavadas em tampdo Mcllvaine (pH 7,0) por 20 min., secas e expostas a solugdo
de cromomicina (CMA) 0,5 mg/mL por 3 h, lavadas em tampdo Mcllvaine e as
laminas foram montadas em Vectashield® antifade com DAPI. O minimo de 10
imagens foram capturadas por meio da camera QImaging RetigaEXi CCD
acoplada a um microscopio de fluorescéncia Olympus BX 60. O contraste final

foi feito com as ferramentas do software Photoshop CS6.
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A técnica de FISH com sonda de DNAr 45S foi aplicada sobre as
mesmas meté&fases selecionadas nas técnicas de bandamentos. Apds o
bandamento Ag-NOR, as laminas foram lavadas em SSC 2x, série alcodlica
(70%, 90% e 100%) e Carnoy (3:1) por 5 min. cada (HUANG et al., 2012). As
laminas submetidas ao bandamento CMA/DAPI foram lavadas em Carnoy (3:1)
por 30 min. e alcool 100% por 2 h (GUERRA; SOUZA, 2002). Ap6s 0s pré-

tratamentos descritos prosseguiu-se com a FISH, como previamente descrito.

3 RESULTADOS

Para B. ruziziensis foi confirmado 2n=18 cromossomos (Figura 1A),
com férmula cariotipica 9M. Os comprimentos do maior e menor pares
cromossdmicos correspondem respectivamente a 12% e 8,51% do comprimento
total do lote haploide (Tabela 1). Sinais intersticiais-proximais de DNAr 5S
foram localizados nos pares cromossémicos 2 (brago curto) e 6 (brago longo)
com respectivos tamanhos medios de 0,26 e 0,22um e distanciados do
centrdmero, em média, a 0,19 e 0,23um, respectivamente. Sitios de DNAr 45S
foram identificados no braco curto do par cromossdmico 8 (Figura 1B e C), com
tamanho médio de 0,74 pum e distdncia média de 0,42um do centrbmero. O
tamanho dos sitios de DNAr 45S variou de 0,39 a 1um, devido ao fato de essa
regido cromossémica frequentemente apresentar a fibra da cromatina estendida,
0 que contribuiu para superestimar o comprimento total do referido par
cromossémico. Os sinais de DNAr 45S se colocalizaram com as bandas CMA
(regides ricas em CG). N&o foram identificadas bandas DAPI (regides ricas em
AT) (Figura 2 A-C). A regido centromérica foi nitidamente marcada com sonda

CRM1 em todos os cromossomos (Figura 1A, B e C).
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Figura 1 Cromossomos de Brachiaria ruziziensis. A) Metafase com 2n=18
cromossomos. B) Cariograma. C) Idiograma. Em verde, sinais de
DNAr 45S e CRM1; em vermelho, sinais de DNAr 5S e em amarelo,
sinal da banda CMA"
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Tabela 1 Morfometria média dos cromossomos de Brachiaria ruziziensis: BL
(comprimento do brago longo - pm); BC (comprimento do braco curto
- um); CT (comprimento total cromossémico - um); CR (comprimento
relativo - %); RB (relacdo de braco) e CTLH (comprimento total do
lote haploide - um). Cromossomos classificados em metacéntrico (m),
de acordo com Levan, Fredga e Souberg (1964)

PAR BL BC CT CR RB  MORFOLOGIA
1 0,95 0,77 1,72 12,00 1,23 m
2 0,93 0,76 1,69 11,79 1,22 m
3 0,9 0,76 1,66 11,58 1,18 m
4 0,93 0,72 1,65 11,51 1,29 m
5 0,87 0,68 1,55 10,82 1,28 m
6 0,84 0,69 1,53 10,68 1,22 m
7 0,7 0,62 1,32 9,21 1,13 m
8* 1,16 0,83 1,99 13,89 1,40 m
9 0,64 0,58 1,22 8,51 1,10 m

CTLH 14,33

*Par cromossdmico com DNAr 45S apresentando fibra de cromatina estendida
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CMA CMA/DAPI DNAr 455

Figura 2 Bandamento CMAJ/DAPI e sitios de DNAr 45S em espécies de
Brachiaria. A, B e C) Metéfase apresentando um par de cromossomos
com sitios de DNAr 45S colocalizados com banda CMA em
Brachiaria ruziziensis. D, E e F) Metafase apresentando apenas um
dos dois pares de cromossomos com sitios de DNAr 45S colocalizados
com banda CMA em Brachiaria brizantha. G, H e |) Metafase
apresentando dois pares de cromossomos com sitios de DNAr 45S
colocalizados com banda CMA em Brachiaria decumbens.
Barra=10pum
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B. Dbrizantha apresentou 2n=36 cromossomos (Figura 3A-E), com
férmula cariotipica 18M. O maior par cromossdmico apresentou comprimento
relativo de 6,83% e o menor par, 3,62% (Tabela 2). Foi identificada variagdo
entre e dentro de plantas quanto ao nimero de sinais de DNAr 5S e 45S. De dez
plantas analisadas, seis apresentaram seis sitios de DNAr 5S, duas apresentaram
cinco e duas apresentaram quatro (Figura 3 A-C). Para os sitios de DNAr 45S,
cinco plantas apresentaram nimero constante de sitios entre células, sendo uma
delas com trés (Figura 3E), e as demais, quatro (Figura 3A-C). As outras plantas
tiveram numero de sitios de DNAr 45S variando de dois a quatro entre células
da mesma planta (Figura 3A-E). Para fins de detalhamento cariotipico foram
escolhidas as metafases com o maior nimero de sitios de DNA ribossomais.

Os sitios de DNAr 5S em B. brizantha estavam localizados na posi¢ao
intersticial-proximal do brago longo dos pares cromossémicos 8 e 15. No par 12
esse sinal estava localizado no brago curto. Os tamanhos médios dos sinais
foram de 0,46, 0,36 e 0,38um, com distancia média do centrdmero de 0,43, 0,50
e 0,50 um respectivamente para os pares 8, 12 e 15 (Figura 3C, F e G). No par
15, por vezes, os sinais de DNAr 5S estavam ausentes, ou presentes em estado
hemizigoto (Figura 3A, B e G). Sitios de DNAr 45S foram localizados no brago
curto dos pares cromossémicos 7 e 13 com respectivos tamanhos médios de 1,18
e 0,88 um, distanciados do centrdbmero em média a 0,81 e 0,89 pm
respectivamente (Figura 3A-C, F e G). A fibra de DNA estendida dessa regido
cromossémica variou de 0,65 a 1,43 um, 0 que superestimou o comprimento
total dos pares cromossdmicos que possuem o referido sitio. No par 7 foi
constatada diferenga no comprimento total entre os cromossomos homdlogos
(Figura 3F e Tabela 2). Apenas dois sinais de DNAr 45S se colocalizaram com
as bandas CMA e néo foram identificadas bandas DAPI (Figura 2 D-F). Sinais
de CMR1 foram identificados nos pares cromossémicos 5, 10 e 14, ndo

concentrados em clusters (Figura 3F).



55

<

1

<

P

2

3

S

4

5

6

7

<

X

Figura 3 Cromossomos de Brachiaria brizantha (2n=4x=36). A) Metafase com
quatro sitios de DNAr 45S e trés de DNAr 5S. B) Metafase com
quatro sitios de DNAr 45S e cinco de DNAr 5S. C) Metéfase com
quatro sitios de DNAr 45S e seis de DNAr 5S. D) Metafase com dois
sitios de DNAr 45S. E) Metéafase com trés sitios de DNAr 45S. F)
Cariograma de metafase que apresentou 0 maior nimero de sitios de
DNAr. G) Idiograma. Em verde, sinais de DNAr 45S e CRM1; em
vermelho, sinais de DNAr 5S e em amarelo, sinais da banda CMA”,
par 15 com sitio de DNAr 5 por vezes ausente
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Tabela 2 Morfometria média dos cromossomos de Brachiaria brizantha: BL
(comprimento do brago longo - pm); BC (comprimento do brago curto
- um); CT (comprimento total cromossémico - um); CR (comprimento
relativo - %); RB (relacdo de braco) e CTLH (comprimento total do
lote haploide - pum). Cromossomos classificados em metacéntrico (m),
de acordo com Levan, Fredga e Souberg (1964)

PAR BL BC CT CR RB MORFOLOGIA
1 2,27 2,07 4,34 6,83 1,10 m
2 2,35 1,84 4,19 6,59 1,28 m
3 2,18 1,78 3,96 6,23 1,22 m
4 2,12 1,71 3,83 6,03 1,24 m
5 2,02 1,62 3,64 5,73 1,25 m
6 2,00 1,58 3,58 5,63 1,27 m

7* 2,33 2,12 4,45 7,00 1,10 m

7** 1,93 1,64 3,57 5,62 1,18 m
8 1,73 1,49 3,22 5,07 1,16 m
9 1,71 1,48 3,19 5,02 1,16 m
10 1,83 1,35 3,18 5,00 1,36 m
11 1,68 1,31 2,99 4,70 1,28 m
12 1,62 1,32 2,94 4,63 1,23 m

13* 1,80 1,61 3,41 5,37 1,12 m
14 1,57 1,26 2,83 4,45 1,25 m
15 1,48 13 2,78 4,37 1,14 m
16 1,41 1,21 2,62 4,12 1,17 m
17 1,31 1,22 2,53 3,98 1,07 m
18 1,24 1,06 2,30 3,62 1,17 m

CTLH 63,55

*Pares cromossdmicos com DNAr 45S apresentando fibra de cromatina estendida
**Cromossomo heteromdrfico e com cromatina estendida na regido de DNAr 45S

B. decumbens com 2n=36 cromossomos (Figura 4A) apresentou férmula
cariotipica 17M+1M/SM. O comprimento relativo do maior par cromossémico
corresponde a 7,17%, enquanto o menor 3,54% (Tabela 3).
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Figura 4 Cromossomos de Brachiaria decumbens. A) Metafase com 2n = 36
cromossomos. B) Cromossomo do par 11 portador de constricdo
terciaria (seta) e de sitio de DNAr 45S. C) Tipo cromossémico Il é o
resultado da delegdo na constricdo terciaria (seta vermelha) do
cromossomo de maior comprimento do par 11 chamado de tipo I. D)
Cariograma. E) Idiograma. Em verde, sinais de DNAr 45S e CRM1;
em vermelho, sinais de DNAr 5S e em amarelo sinais da banda CMA”
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Tabela 3 Morfometria média dos cromossomos de Brachiaria decumbens: BL
(comprimento do brago longo - pm); BC (comprimento do braco curto
- um); CT (comprimento total cromossémico - um); CR (comprimento
relativo - %); RB (relacdo de braco) e CTLH (comprimento total do
lote haploide - um). Cromossomos classificados em metacéntrico (m)
e submetacéntrico (sm), de acordo com Levan, Fredga e Souberg

(1964)

PAR BL BC CT CR RB MORFOLOGIA
1 1,43 1,26 2,69 7,17 1,13 m
2 1,33 1,00 2,33 6,21 1,33 m
3 1,40 0,88 2,28 6,08 1,59 m
4 1,28 0,91 2,19 5,84 1,41 m
5 1,16 0,9 2,06 5,49 1,29 m
6 1,16 0,86 2,02 5,38 1,35 m
7 1,18 0,87 2,05 5,46 1,36 m
8 1,08 0,8 1,88 5,01 1,35 m
9* 1,16 0,99 2,15 5,73 1,17 m
10 1,06 0,85 1,91 5,09 1,25 m
11* 1,19 (0,52+0,67) 1,57 2,76 7,36 1,32 m

11** 0,57 1,44 2,01 5,36 2,53 sm
12 1,06 0,83 1,89 5,04 1,28 m
13 0,96 0,75 1,71 4,56 1,28 m
14 0,95 0,79 1,74 4,64 1,20 m
15 0,89 0,74 1,63 4,34 1,20 m
16 0,79 0,71 1,50 4,00 1,11 m
17 0,74 0,65 1,39 3,70 1,14 m
18 0,72 0,61 1,33 3,54 1,18 m

CTLH 37,52

*Pares cromossomicos com DNAr 45S aprsentando fibra de cromatina estendida
** Cromossomo heteroméfico e com cromatina estendida na regido de DNAr 45S

Sinais intersticiais—proximais de DNAr 5S em B. decumbens estavam

distribuidos nos pares cromossémicos 4, 7, 10 e 13 com respectivos tamanhos

médios de 0,32, 0,28, 0,22 e 0,24 um, distanciados em média do centrémero a

0,18, 0,20, 0,14 e 0,26 um. O par cromossdmico 4 se apresenta em estado de



59

hemizigose e, com excegdo do par cromossémico 7, nos demais o sinal do sitio
de DNAr 5S estava localizado no brago longo. Sitios de DNAr 45S foram
identificados no braco curto dos pares cromossdmicos 9 e 11 com respectivos
tamanhos médios de 0,79 e 1,08 um e distancias média de 0,32 e 0,34 um do
centrémero (Figura 4D e E). Tal regido cromossémica apresentou fibra de DNA
estendida, com comprimento variando de 0,58 a 1,97um, o que contribuiu para
superestimar o comprimento total desses pares cromossémicos. O par 11
apresentou heteromorfismo com relagcdo ao comprimento total e a morfologia
cromossdmica (Figura 4D e E). Além disso, o cromossomo homologo de maior
comprimento apresentou constricdo terciaria na regido distal do brago longo
(Figura 4B) de tamanho médio de 0,67 pum. Os sinais de DNAr 45S se
colocalizaram com as bandas CMA e ndo foram identificadas bandas DAPI
(Figura 2 G-1). Com excecdo dos pares 6, 14, 15 e 17, a regido centromérica foi
marcada com CRM1, contudo com menor nitidez se comparado a B. ruziziensis.

A avaliacdo da atividade transcricional revelou que nem todos os sitios

de DNA 45S estavam ativos nas trés espécies avaliadas (Tabela 4).

Tabela 4 Numero de bandas AGQNOR" comparado ao niimero de sitios de DNAr
45S e numero de nucléolos em espécies de Brachiaria spp

n° de bandas N° de sitios Namero de
espécie AgNOR" de DNAF 455 nucléolos
1 2 3 1 2
B. ruziziensis(2x) , 4 3 - 2 100% 0%
£ 1 7 1 4
B.brizantha(4x) 8 - 2 - 3 96,90% 3,10%
3 4 - 2
B.decumbens (4x) = 3 9 1 4 99,38% 0,62%

B. ruziziensis apresentou um ou dois sinais ativos em frequéncias

similares entre as metafases avaliadas (Figura 5A e B).
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Figura 5 Bandas AgNOR e sitios de DNAr 45S em espécies de Brachiaria. A e
B) Brachiaria ruziziensis. C e D) Brachiaria brizantha. E e F)

Brachiaria decumbens. Setas indicam sitios ativos e pontas de seta, 0s
sitios inativos.
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B brizantha, na maioria das metafases, apresentou dois sinais ativos,
independente do numero de sitios de DNAr 45S presentes (Figura 5C e D) e B.
decumbens apresentou com maior frequéncia dois sinais ativos dos quatro
marcados com sonda de DNAr 45S (Figura 5E e F).

B. ruziziensis ndo apresentou variacdo quanto ao numero de nucléolos. A
presenca de apenas um nucléolo foi mais frequente em B. brizantha e B.
decumbens e a presenga de um segundo nucléolo de menor tamanho foi rara
(Tabela 4). Os nucléolos apresentaram tamanho variando de 3,97 a 13,98 um em
B. ruziziensis, de 1,56 a 24,95 um em B. brizantha e de 6,38 a 19,49 um em B.

decumbens (Figura 6).

Figura 6 Nucléolos em espécies de Brachiaria. A) Brachiaria ruziziensis. B)
Brachiaria brizantha. C) Brachiaria decumbens. Setas indicam células
com dois nucléolos. Barra 10 um

Os indices de assimetria intracromossémica (Mca) € intercromossdmica
(CV¢y) revelaram que B. ruziziensis e B. brizantha sdo mais préximas quanto a
morfologia dos cromossomos, enquanto B. brizantha e B. decumbens se
aproximam quanto ao coeficiente de variagdo do comprimento total dos

cromossomos (Tabela 5).
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Tabela 5 indices de assimetria cromossdmica em espécies de Brachiaria, onde
CVc. = coeficiente de variacdo do comprimento cromossémico, Mca=
média da assimetria centromérica

B. ruziziensis B. brizantha B.decumbens
CVcL 14,22 18,59 19,55
Mca 10,14 8,82 13,49

Os resultados obtidos para as trés espécies em relacdo as analises
citogenéticas realizadas no presente trabalho podem ser sumarizados no quadro
1.

Quadro 1 Resumo dos resultados obtidos por meio das analises citogenéticas
realizadas em espécies de Brachiaria spp.

Caracteristicas avaliadas B. ruziziensis B. brizantha B. decumbens
NUmero cromossémico 18 36 36
Formula cariotipica 9M 18 M 17 M+ 1 M/SM

Comprimento relativo
meédio do maior e menor 12 %e 8,51 % 6,83%e362%  7,17%e3,54%
pares cromossdémicos

Comprimento Total do

. 14,33 um 63,55 um 37,52 um
Lote Haploide H H H

Ndamero de sitios de DNAr

2 2a4 4
45S

Par (es) cromossémico (s)
portador (es) de sitio de 8 (brago curto) 7 e 13 (brago curto) 9 e 11 (brago curto)
DNAr 45S e posicdo

Tamanho médio do (s)

74 1,1 79el
sitio (s) de DNAr 45 0.74 pm 18€088pm 0,792 1,08 um

Amplitude de variacdo
tamanho dos sitios de 0,39 alpm 0,65a1,43 pm 0,58a1,97 ym
DNAr 45S
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Distancia média dos sitios

5S

de DNAr 45S em relacao 0,42 pm 0,81e0,89 pum 0,322 0,34 pym
ao centrémero
Namero de SItI-OS de DNAr 1ou? 1a3 1a3
45S ativos
Numero de sitios de DNAr 4 346 3

Pares cromossdmicos
portador dos sitios de
DNAr 5S e posicao

4 (braco longo), 7
(brago curto), 10
(braco longo) e 13
(braco longo)

8 (brago longo), 12
(braco curto) e 15
(braco longo)

2 (braco curto) e 6
(braco longo)

Tamanho médio dos sitios
de DNAr 5S nos pares
cromossomicos

0,32,0,28,0,22 ¢

0,46, 0,36 e 0,38um 0.24 um

0,26 e 0,22pm

Distancia média dos sitios
de DNAr 5S do
centrébmero

0,18,0,20,0,14 ¢

019€0.23um  043,050€050 pum o

Presenca de
heteromorfismos
cromossdmicos

Estado hemizigoto
do par
cromossémico 4
guanto ao sitio de

Auséncia ou estado
hemizigoto quanto
ao sitio de DNAr 5S

DNAr 5S.
no par 15. Diferenca
- nFc)> com rimentog Cromossomos do
P par 11 de
total entre os .
comprimento total e
Cromossomos .
, a morfologia
homologos do par 7 N
cromossémica
distintos

Presenca de constricéo
terciaria

Par 11 (brago
longo)
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i Pares L.
Regido A Sinais
L. cromossémicos 5, L .
centromérica centroméricos nédo
nitidamente 10 14, com concentrados em
Sitios de CRM1 sinais
marcada em L. . clusters, com
centroméricos ndo .
todos os excecao dos pares
concentrados em
€romossomos 6,14,15¢e 17
clusters
NUmero de bandas
N 2 2 4
CMA
NUmero de nucléolos 1 lou?2 lou?2

Tamanho dos nucléolos

3,97a1398 um 1,56a24,95um 6,38 a 19,49 pym

4 DISCUSSAO

4.1 Localizagdo de sequéncias repetitivas em cromossomos de Brachiaria

Spp.

B. ruziziensis apresenta 2n = 2x = 18 cromossomos como reportado
anteriormente por diferentes autores (AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA,;
EBINA, 2010; BASAPPA; MUNIYAMMA,; CHINNAPA, 1987; BERNINI;
MARIN-MORALES, 2001; LOVE, 1981; SOTOMAYOR-ROS; FERGUSON;
CROWDER, 1974). Até entdo apenas individuos diploides naturais foram

descritos para a espécie e a ocorréncia de plantas tetraploides se da por

intermédio da duplicacdo artificial dos cromossomos (TIMBO et al., 2014). A

morfologia dos cromossomos, todos metacéntricos, esta em acordo com 0s



65

resultados obtidos por Bernini e Marin-Morales (2001). Entretanto, Valle,
Savidan e Jank (1987) identificaram 0s cromossomos no paquiteno como
submetacéntricos.

A identificacdo do sitio de DNAr 45S no par 8 corrobora com a relatada
por Bernini e Marin-Morales (2001) e diverge das analises realizadas por Valle,
Savidan e Jank (1987), em células no paquiteno, por meio das quais 0s autores
descrevem o posicionamento do sitio no par cromossémico 7. Akiyama,
Yamada-Akiyama e Ebina (2010) também encontraram dois sinais de DNAr
45S e quatro de DNAr 5S o que corrobora com os resultados do presente
trabalho, no entanto os autores ndo identificaram o par portador dos loci. Os
sitios de DNAr 45S em B. ruziziensis foram CMA". Essa associacdo ja foi
descrita em outras gramineas, tais como Lolium perenne Linnaeus, 1753
(ROCHA et al., 2015) e tem sido frequentemente relatada em Angiospermas
(GUERRA, 2000).

Diferencas na identificacdo da posicdo de DNAr 45S podem ocorrer
devido a variacg@es intraespecificas, mas também quando técnicas citogenéticas
distintas sdo utilizadas isoladamente. Os cromossomos de espécies de
Brachiaria frequentemente apresentam fibra da cromatina estendida na regido
cromossdmica distal, especialmente nos cromossomos portadores de DNAr 45S,
0 que pode contribuir para superestimar as medidas de comprimento
cromossdmico, assim como observado para espécies do género Setaria
Beauvois, 1812 (NANI et al., 2015). Esse comportamento pode levar a
identificacdo equivocada da localizacdo dos pares cromossémicos no
cariograma, sobretudo quando sdo utilizadas apenas técnicas de citogenética
convencional. Em contraste, o alto nivel de compactacéo da cromatina, segundo
Winterfeld e Roser (2007), também dificulta a visualizagdo da constri¢do
secundaria. A notificagdo precisa da presenca de constricdo secundaria é

facilitada quando a regido génica ribossomal esteve em atividade durante a
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interfase precedente, e por isso, 0 uso de técnicas de citogenética convencional
atrelado as andlises adicionais, tais como banda NOR e FISH, constitui uma
ferramenta mais segura para a interpretacdo de resultados, estratégia empregada
nesse estudo.

A ndo viasualizacdo de bandas DAPI, tanto para B. ruziziensis quanto
para as demais espécies estudadas no presente trabalho, pode estar relacionada
com a inexisténcia de longos trechos do DNA ricos em bases A-T passiveis de
serem detectados pelo bandamento CMA/DAPI. Segundo Barros Silva e Guerra
(2010), o arranjo desses nucleotideos no DNA e a associacdo de proteinas
histonicas e ndo histénicas podem afetar a localizagdo de bandas DAPI+.

Os centrébmeros de B. ruziziensis apresentam sinais de CRML1
nitidamente identificados por intermédio da sonda. Tal observacdo indica
expressiva participacdo dessa sequéncia na organizacdo do centrébmero na
espécie. Em milho, CRM1 esta exclusivamente relacionado ao centrémero
(WOLFGRUBER et al., 2009). A diferenciada organizagdo desse
retrotransposon em B. ruziziensis pode ser atribuida a propria natureza de
comportamento dos elementos transponiveis, que no caso dos CRs constituem
uma familia de retroelementos em plantas que pode ter a capacidade de
direcionar a sua insercdo para os centrdmeros funcionais.

Segundo Miller et al. (1998), CR é um grupo de retrotransposons
centroméricos derivado dos retrotransposons do tipo Ty3/gypsy, que foi
identificado primeiramente em sorgo, e posteriormente, verificou-se sua
presenca em todas as gramineas ja estudadas. Diferentemente do que se tinha
relatado para elementos transponiveis, os CRs em gramineas parecem ser
bastante conservados. Existem duas possiveis explicacbes para essa rara
conservagao: o retrotransposon Ty3/gypsy pode representar um transposon
antigo e foi amplificado possivelmente antes da divergéncia das espécies de

gramineas. Posteriormente, mutacbes nos CRs foram acumuladas mais
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lentamente que os retrotransposons fora da regido centromérica, resultando em
sequéncias altamente conservadas no centrdmero. A segunda hipétese seria o
fato da sequéncia Ty3/gypsy estar associada com a funcdo centromérica
resultando na alta conservacgdo. A associacao da sequéncia com alguma funcéo é
motivada pelo fato de CRs serem especificos de centrémeros e por serem
conservados mesmo em espécies relacionadas, porém distantes. Ndo existem
relatos de DNASs repetitivos conservados em regides cromossémicas especificas,
exceto sequéncias de DNA telomérico e de genes ribossomais. A presenca de
CR proveniente do genoma de milho em B. ruziziensis também é um indicativo
da conservacdo desse retrotransposon, pois tratam-se de espécies inseridas
taxonomicamente na mesma familia, porém néo estreitamente relacionadas.

O numero de cromossomos 2n = 4x = 36 encontrado para B. brizantha
corrobora com o resultado reportado por outros autores (AKIYAMA;
YAMADA-AKIYAMA; EBINA, 2010; BERNINI; MARIN-MORALES, 2001;
DUJARDIN, 1979; GOULD; SODERSTROM, 1974, KAMMACHER et al.,
1973; LOVE, 1981; MEHRA, 1982; SINHA; JHA, 1972; SOTOMAYOR-ROS;
SCHANK; WOODBURRY, 1970; TATEOKA, 1965).

A morfologia cromossomica verificada em B. brizantha coincide com as
descrigdes realizadas por Bernini e Marin-Morales (2001), que relataram, em
dois acessos, 18 pares cromossdmicos, todos metacéntricos. Entretanto, em um
terceiro acesso, um dos pares cromossdmicos foi classificado como
submetacéntrico. Nielen et al. (2010), em acessos tetraploides, classificaram os
pares cromossémicos como metacéntricos, com excecdo dos pares 3 e 14 que
foram considerados submetacéntricos. Nos acessos diploides, cinco pares foram
classificados como submetacéntricos, trés como metacéntricos e um como
subtelocéntrico.

Bernini e Marin-Morales (2001) e Nielen et al. (2010), utilizaram os

critérios estabelecidos por Levan, Fredga e Souberg (1964) para classificagdo da
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morfologia cromossdémica e propuseram diferentes formulas cariotipicas para
diferentes acessos de B. brizantha. No presente trabalho, foram utilizados os
mesmos critérios, no entanto, hd que se considerar que diferentes formulas
cariotipicas podem ser atribuidas a diferencas intraespecificas, conforme ja havia
sido relatado por Bernini e Marin-Morales (2001) em Brachiaria spp.

Com relagdo aos sitios de DNAr 5S, a amplitude da variagdo
intraespecifica observada nesse estudo para B. brizantha, com quatro, cinco e
seis sitios e, em algumas metéfases, auséncia ou estado hemizigoto do sitio no
cromossomo do par 15, ainda ndo havia sido relatada para a espécie. Akiyama,
Yamada-Akiyama e Ebina (2010) descreveram seis e quatro sitios de DNAr 5S,
sem mencionar a posicdo dos mesmos, para 0 acesso CIAT 6294-cultivar
Marandu e para o acesso CIAT16306, respectivamente. No acesso CIAT 6294-
cultivar Marandd, um dos sitios de DNAr 5S estava em sintenia com o de DNAr
45S.  Nielen et al. (2010) relataram que a mais surpreendente diferenca
encontrada entre acessos de diferentes ploidias em B. brizantha € que nos
diploides, apenas um par cromossdmico era portador do sitio de DNAr 5S, e nos
tetraploides dois pares eram esperados, no entanto, encontraram trés, resultado
que no caso foi relacionado com a ocorréncia de alopoliploidia para a espécie.
Anélises com marcadores moleculares do tipo RAPD também mostraram maior
variabilidade genética em B. brizantha (AMBIEL et al., 2008).

B. brizantha parece conter diferentes proporcdes de nucleotideos C-G na
composicao dos sitios de DNAr 45S, uma vez que apenas dois dos sinais foram
evidenciados por meio do bandamento CMA. A posi¢éo dos sitios de DNAr 45S
localizados nos pares 7 e 13 esta de acordo com os resultados obtidos por Nielen
et al. (2010) para os acessos tetraploides. Entretanto, os resultados obtidos nesse
estudo revelam variacdo para os sitios de DNAr, com metéfases apresentando
sinais em hemizigose e até redugdo no nimero de sitios no cariotipo. Bernini e

Marin-Morales (2001), por meio de andlises de citogenética convencional em
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plantas tetraploides, identificaram a posic¢éo do satélite no par cromossémico 12
em apenas um dos acessos avaliados. Para os outros dois acessos estudados, 0s
satélites ndo foram identificados, por ndo apresentarem constricdo secundaria.
Akiyama, Yamada-Akiyama e Ebina (2010) encontraram quatro sitios de DNAr
45S em dois acessos tetraploides da espécie, sem indicar a posi¢do no cariétipo.

A férmula cariotipica de B. decumbens (17M+1M/SM) também foi
encontrada por Bernini e Marin-Morales (2001), os autores ainda relataram a
existéncia de um acesso com todos 0s cromossomos metacéntricos.

A descricdo de numero e posi¢do dos sitios de DNAr, via FISH, é
inédita para essa espécie e demonstrou divergéncias com os resultados obtidos
por Bernini e Marin-Morales (2001) em cromossomos corados por técnicas
convencionais. Os quatro sinais de DNAr 45S/CMA”" evidenciados nesse estudo
estavam posicionados nos pares cromossomicos 9 e 11, sendo o par 11
nitidamente heteromorfico. Bernini e Marin-Morales (2001), relataram a
presenca de satélites nos pares 7 e 11 em um dos acessos, no par 3 em um
segundo acesso, € no terceiro acesso, a posicao do satélite ndo foi determinada.
Ha que se ressaltar que estes autores também indicaram a ocorréncia de
diferencas entre acessos, as quais foram atribuidas as alteracfes estruturais ou
possivel hibridacdo entre diferentes acessos da espécie.

Os sinais de CRM1 dispersos nos centrdmeros de B. decumbens e ainda
mais raros em B. brizantha podem ser um indicativo de maior atividade
transponivel no genoma o que dissiparia as sequéncias a ponto de ndo serem
detectadas pela FISH, ou ainda por terem sido eliminadas. Essa classe de
retrotransposons é tipica de centrdbmeros de gramineas, no entanto existem
diversas derivagdes de CR ja identificadas em espécies como cevada, trigo,
centeio e arroz (PRESTING et al., 1998). Para milho, at¢ o0 momento, foram
relatadas seis subfamilias de CRM (NEUMANN et al., 2011; SHARMA;
PRESTING, 2008, 2014). B. brizantha e B. decumbens provavelmente possuem
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alguma forma diferente de CR mais abundante e responsavel pela organizacao
do centrdmero. Sequéncias repetidas de CRM também foram estudadas nos
cromossomos de espécies de Brachiaria por Santos et al. (2015). Foram
identificados sinais discretos na regido pericentromérica-intersticial em diploides
de B. ruziziensis e B. brizantha. Em B. humidicola poliploide, nenhuma
evidéncia de sinais dispersos foi detectada ao longo de bracos cromossémicos e
0s cromossomos de B. brizantha poliploide apresentaram sinais proximais, além

de alguns pontos intersticiais.

4.2 Atividade transcricional dos sitios de DNAr 45S

Em B. ruzizienzis, entre os dois sitios de DNAr 45S identificados, por
vezes, um deles ndo se apresentou ativo durante a interfase precedente. A
inatividade de um dos sitios pode ser explicada pelo fato de eucariotos
possuirem genes ribossomais altamente repetidos no genoma, muitas vezes em
quantidade maior que 0 necessario para a sintese de ribossomos. Assim, apenas
um pequeno conjunto de genes ribossomais séo ativos. A chave para ativagéo ou
silenciamento dos genes ribossomais é o remodelamento da cromatina, que é
regulado por mecanismos genéticos e epigenéticos (GRUMMT; PIKAARD,
2003). Segundo Lawrence et al. (2004), a metilagdo do DNA desempenha um
papel importante na ativacdo/silenciamento dos genes ribossomais e a
dominéncia nucleolar seria uma manifestacdo do controle de dosagem desses
genes. O controle foi observado tanto em hibridos de Arabidopsis Heynhold,
1842 como também em n&o-hibridos. No caso de hibridos, os genes que séo
expressos sdo aqueles procedentes de um dos parentais por meio de mecanismos
desconhecidos.

Estudos realizados por Paula (2015) mostram que algumas RONSs

apresentam imunomarcacdo da 5-metilcitosina e da dimetilacdo da H3KO,
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evidenciando silenciamento génico e a sua natureza heterocromatica em
Brachiaria decumbens, B. brizantha, B. ruziziensis e seus hibridos.

A atividade transcricional dos genes ribossomais tanto em B. brizantha
como em B. decumbens é tipica de espécies alopoliploides e de hibridos, devido
a ativacdo de apenas parte dos sitios de DNAr 45S presentes na espécie. Os
sitios de DNAr 45S podem ser suprimidos ou eliminados como consequéncia do
processo de poliploidizacdo. Esse fendmeno j& foi reportado para Scilla
autumnalis Linnaeus, 1753 (VAUGHAN et al., 1993), Aegilops squarrosa
Linnaeus, 1753 (GERLACH; MILLER; FLAVELL, 1980), Triticum dicoccum
Schrank, 1789 (HUTCHINSON; MILLER, 1982), Triticum spelta Dumortier,
1824 (MILLER; GERLACH; FLAVELL, 1980), espécies que perderam a
capacidade de organizar nucléolos por um dos genomas parentais durante ou
apos a poliploidizacao.

O silenciamento ou ativacao de alguns dos sitios de DNAr 45S varia de
acordo com as necessidades fisioldgicas da célula. Genes ribossomais sdo
altamente conservados, de modo que seja improvavel que diferencas funcionais
sejam expressas entre esses genes provenientes de diferentes genomas
(PREUSS; PIKAARD, 2007). No entanto, a decis@o de qual genoma tem a
regido organizadora de nucléolo (RON) ativada ainda ndo foi completamente
elucidada. O que se sabe é que a escolha parece ser ndo-aleatéria e que o nimero
de genes envolvidos na expressdo génica ndo esta relacionado com a ativagao ou
silenciamento da RON, uma vez que sitios menores de DNAr 45S podem ser
dominantes (CHEN; PIKAARD, 1997).

A constri¢do secundéria é definida como uma regido de afrouxamento da
cromatina devido a atividade transcricional ocorrida durante a interfase
precedente (BATTAGLIA, 1955). Em plantas poliploides, a dominancia
nucleolar pode ativar ou silenciar sitios de DNAr 45S diferentemente,

dependendo da interacdo entre os genomas, assim como de fatores genéticos e
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epigenéticos (GRUMMT; PIKAARD, 2003). Desta forma, a ndo identificacdo
de constricdo secundaria ndo implica necessariamente na auséncia de DNA
ribossomal, mas sim que naquele momento um determinado sitio ndo estava
ativo, ou ainda que a espécie tenha o sitio, mas ndo exibe constri¢do secundaria

bem definida.

4.3 Rearranjos cromossdmicos moldam o cariétipo em Brachiaria spp.

A variagdo quanto ao nimero e posicdo dos sitios de DNAr 45S e 5S
inter e intraespecifica identificada nas espécies poliploides de Brachiaria indica
que o periodo de tempo subsequente a poliploidizacdo pode ter sido muito
dindmico com extensivos rearranjos envolvendo os sitios de DNAr. Segundo
Kovarik et al. (2008), o processo de formacdo de alopoliploides se inicia com o
choque gendmico decorrente da mistura de genomas distintos. Mecanismos
epigenéticos entdo sdo acionados e aceleram a homogeneizacdo dos genomas.
Durante esse processo, sequéncias podem ser perdidas como consequéncia do
fendmeno de diploidizacdo, comum em espécies poliploides como uma
estratégia de eliminagdo de doses génicas que estdo em excesso, especialmente
sequéncias altamente repetitivas como as de genes ribossomais.

Segundo Comai (2000), as regras da genética convencional sdo
inadequadas para explicar totalmente a instabilidade que ocorre no genoma de
alopoliploides. Interacfes epigenéticas também podem ativar ou suprimir
transposons, que constituem grande parte do genoma de plantas, afetando a
estrutura e funcdo do genoma. Desta forma, ndo apenas dele¢des de fragmentos
cromossémicos podem ocorrer como aborda Kovarik et al. (2008), mas também,
como salienta Comai (2000), que aumentos no comprimento de alguns
cromossomos podem ser causados em alopoliploides como consequéncia da

ativacdo dos retrotransposons dormentes. Assim, os heteromorfismos no par 7
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de B. brizantha e no par 11 em B. decumbens, podem ter suas origens a partir
desses ajustes estruturais.

Contudo, a respeito do par 11 em B. decumbens, outro fator que deve ser
levado em consideracdo é a presenca de constricao terciaria no braco longo de
um dos cromossomos homélogos. A presenca de constricdo terciaria ja foi
relatada para outras espécies de gramineas como cevada (GECHEFF, 1976),
Thinopyrum intermedium (Host, 1805) Barkworth, Dewey, 1985 (CHEN et al.,
1998), Secale cereale Linnaeus, 1753 (JENKINS et al., 2005) e Hordeum
parodii Covas, 1951 (TAKETA et al.,, 2005). Em Tripsacum dactyloides
(Linnaeus, 1753) Linnaeus, 1759, a constri¢cdo terciaria frequentemente causa
guebras gerando fragmentos cromossdmicos. Em busca do tipo de sequéncia que
compunha o fragmento cromossomico os autores utilizaram sonda pTd-8 e
observaram que todos os cromossomos foram marcados com um bloco em
ambas extremidades cromossémicas ou em apenas uma delas. Assim, foi
possivel dividir os cromossomos em dois tipos sendo o tipo I, aquele que
portava dois Knobs, o qual sofreu uma quebra e, ao longo do tempo evolutivo,
gerou o tipo 1, que apresentava apenas uma das extremidades com a presenga de
Knob (KOO; JIANG, 2008).

A funcédo da constrigdo terciaria ainda é desconhecida e é descrita para
S. sereale como uma regido heterocromatica relacionada com a sensibilidade ao
frio (GILL; SEARS, 1988). Constricdes na estrutura dos cromossomos S&o
caracterizadas como regides fracamente coradas pelo fato de a cromatina ser
menos condensada (BATTAGLIA, 1955; OHNUKI, 1968), o que pode
representar uma regido de fragilidade cromossémica passivel de quebra. Desta
forma, um dos cromossomos homdlogos do par 11 teria perdido um fragmento
por uma quebra na constricdo tercidria e o par homoélogo teria mantido a
estrutura original (Figura 4C). Essa parece ser uma explicacdo razoavel para a

causa do heteromorfismo do referido par em B. decumbens, uma vez que,
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desconsiderando 0 segmento cromossdmico a partir da constricdo terciaria
(0,67um), o brago longo do menor cromossomo do par (0,57um) possuiria
comprimento semelhante ao braco longo do cromossomo homdlogo (0,52um).

Com relacgdo a assimetria cariotipica, os caridtipos de B. ruziziensis e B.
brizantha, segundo as categorias estabelecidas por Stebbins (1958), estdo
classificados como simétricos e inseridos na categoria 1A. B. decumbens por sua
vez, teve seu cariotipo incluido na categoria 2B, também considerado simétrico.
O nivel de assimetria para B. decumbens foi mais expressivo devido as
diferencas intracromossdmicas, ou seja, maior variagdo na posi¢do do
centrémero. Esse mesmo comportamento também foi identificado por Bernini e
Marin-Morales (2001). Apesar das pequenas tendéncias a assimetria
identificadas, os cariotipos das trés espécies estudadas apresentam diferengas
graduais quanto ao comprimento total dos cromossomos, e de acordo com
Stebbins (1971), cari6tipos menos especializados e filogeneticamente mais
basais sdo caracterizados pela predominancia de cromossomos metacéntricos de
tamanhos semelhantes. Zuo e Yuan (2011) utilizaram os diversos pardmetros
disponiveis para andlises da assimetria intracromossémica e os autores relatam
que assimetria aumenta proporcionalmente com a mudanca do centrdmero da
regido mediana para a posicdo terminal e que a assimetria atinge 0 maximo
guando a posicdo do centrdmero atinge a posi¢do terminal.

Diferentes formas de avaliar a assimetria cariotipica também foram
comparadas por Peruzzi e Eroglu (2013), e segundo os autores, o calculo de
coeficiente de variacdo elaborado por Sokal e Rohlf (1981) utilizado para
andlises do comprimento dos cromossomos é estatisticamente correto e avalia
muito bem a variacdo intercromossémica. Os autores ainda afirmam que o
calculo da média da assimetria centromérica é o que melhor expressa a

assimetria intracromossomica.
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Usando a abordagem de Peruzzi e Eroglu (2013) para aferir a assimetria
cariotipica, B. decumbens apresentou 0 maior valor de assimetria
intracromossdmica, pelo fato de a espécie apresentar maior variacdo quanto a
posicdo do centrdmero, enquanto B. ruziziensis e B. brizantha apresentaram 0s
menores valores de assimetria intercromossomica, uma vez que 0S Cromossomos
apresentaram pouca variagdo no comprimento cromossémico. De acordo com
Bernini e Marin-Morales (2001), o aumento da assimetria cariotipica em
Brachiaria spp. ocorreu com o aumento do nimero de cromossomos no
processo de poliploidizag&o.

Ao contrario da pretensa aplicacdo para taxonomia, os sitios de rDNA
em Brachiaria spp. mostram ser marcadores importantes para detectar
rearranjos, porque eles d&o sinais distintos nos cromossomos e parecem mostrar
esta dindmica/mobilidade dos ajustes gendmicos pds-poliploidizacéo.

Os resultados obtidos nesse trabalho com o estudo cariotipico em
espécies de Brachiaria mostram que o processo de alopoliploidizagdo envolve
mudangas na morfologia cromossémica, bem como expressa a dinamicidade de
sequéncias repetitivas no genoma. Contudo, as forcas que conduzem 0 processo

de variacdo cariotipica ainda sdo desconhecidas.

5 CONCLUSOES

Brachiaria ruziziensis e Brachiaria decumbens ndo apresentam variacdo
intraespecifica em relagdo ao numero e posicao dos sitios de DNAr.

As variagdes intraespecificas para os sitios de DNAr em Brachiaria
brizantha ocorrem em nimero, mas ndo em relacdo & posicdo, e sdo tipicas do

processo de alopoliploidizacéo.
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Quebra cromossdémica, com subsequente eliminacdo, pode ser a causa
do heteromorfismo cromossdmico detectado para Brachiaria decumbens.

Os carittipos das espécies de Brachiaria analisados sdo simétricos,
contudo, para as espécies poliploides, os caridtipos estdo sujeitos a aumento da
assimetria cariotipica devido as variacBes intraespecificas decorrentes do

processo de poliploidizag&o.
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RESUMO

Sequéncias de DNA repetitivo tém sido amplamente utilizadas em
andlises citogenéticas. O uso de sequéncias de genes de baixo nimero de copias,
no entanto, é pouco explorado principalmente em plantas. Até 0 momento, o0
detalhamento cariotipico em Brachiaria spp. se limita a localiza¢do de sitios de
DNAr. O desafio reside no desenvolvimento de novas sondas, baseadas em
dados incompletos de sequenciamento no género ou de sequenciamento
completo de espécies afins, uma vez que em Brachiaria spp. ainda ndo ha uma
espécie modelo com o genoma sequenciado. O presente trabalho teve por
objetivo a localizacdo fisica de genes conservados nos cromossomos de
Brachiaria ruziziensis, Brachiaria brizantha e Brachiaria decumbens
utilizando-se dados de RNAseq e de sequenciamento de Setaria italica e
Sorghum bicolor por meio da técnica de FISH. Dentre, aproximadamente, 90
sequéncias selecionadas, cinco geraram clusters nos cromossomos das espécies
de Brachiaria estudadas. Foram identificados genes em sintenia com os sitios de
DNAr 5S e 45S, o que contribuiu para a identificacdo dos pares cromossdmicos
portadores de alguns desses genes. As espécies de Brachiaria estudadas
apresentam alguns cromossomos com segmentos em sintenia conservados. O
uso de dados de sequenciamento gendmico é de fundamental importancia para o
enriquecimento de analises citogenéticas.

Palavras chave: Forrageiras. Genes de coOpia Unica. FISH. Citogenética
molecular.
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ABSTRACT

Repetitive DNA sequences have been widely used in cytogenetic
analysis. However, the use of low copy number genes is underexplored in plant
species. To date, the karyotypic study of Brachiaria spp. is limited to the
location of rDNA sites. The challenge is developing new probes based on
incomplete sequencing data of Brachiaria species, or based on complete
sequencing of related species from different genera, since Brachiaria does not
have a species with a full genome sequenced. This work aimed to identify the
physical locations of conserved genes in Brachiaria ruziziensis, Brachiaria
brizantha and Brachiaria decumbens using RNAseq and sequencing data from
Setaria italica and Sorghum bicolor. Sequences of interest were then used to
perform FISH on the three Brachiaria species. From 90 selected sequences, five
sequences generated clusters of signals in the chromosomes of the Brachiaria
species analyzed in the present work. Some of the genes have been identified in
synteny, which was useful for the identification of several chromosome pairs.
The Brachiaria species studied have some chromosomes with conserved
syntenic segments of DNA. The use of genomic sequencing data has great
importance for the enrichment of cytogenetic analysis.

Key words: Forage. Single copy genes. FISH. Molecular cytogenetics.
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1 INTRODUCAO

Mapas citogenéticos sdo compostos comumente por marcas
centroméricas, teloméricas, de heterocromatina e de DNA ribossomais. Com 0
advento era gendmica, esses mapas permitiram agregar informacdes no que diz
respeito a organizagcdo molecular e citologica, como também a organizacdo do
genoma em nivel cromossdémico (WANG; HARPER; CANDE, 2006). Parte do
sucesso da construcdo de mapas fisicos se deve ao detalhamento dos
cromossomos cada vez mais criterioso com a localizacdo de genes de baixo
nimero de copias ou de cdpia Unica (DONG, QUICK, 1995; FRANSZ et al.,
1996; HUANG; HAHLBROCK; SOMSSICH, 1988; LAMB et al., 2007).

A localizagdo cromossémica de pequenas sequéncias de DNA é mais
facilmente reproduzida em espécies de mamiferos (GERHARD et al., 1981;
HARPER; MARSELLE, 1985; HARPER; ULLRICH; SAUNDERS, 1981;
HENRY; HENG; TSUI, 1992; LAWRENCE; VILLNAVE; SINGER, 1988).
Em cromossomos de plantas, no entanto, a localizacdo de genes de cOpia Unica é
dificultada devido a presenca da parede celular, que confere muitas vezes uma
barreira para as sondas (FRANSZ et al., 1996; HUANG; HAHLBROCK;
SOMSSICH, 1988; JIANG et al, 1995; LAMB et al., 2007; LEHFER et al.,
1993). Outros fatores também podem contribuir para o atraso no
desenvolvimento desse tipo de anélise, o que faz com que a construcdo de
cariotipos em plantas seja uma tarefa mais dispendiosa, como a pronunciada
condensagdo dos cromossomos quando comparada com cromossomos de
mamifero (GREILHUBER, 1977), alta taxa de polimorfismos em plantas
(SCHUBERT; RIEGER; DOBEL, 1984), além da alta propor¢do de DNA
altamente repetivo em plantas comparada ao DNA de animais (MEHROTRA;
GOYAL, 2014).
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A primeira tentativa em se localizar genes de cOpia Unica em
cromossomos de plantas usando hibridizacdo in situ foi realizada em
Petroselinum crispum (Miller, 1768) Mansfeld 1939 (salsa) por Huang,
Hahlbrock e Somssich (1988) com a identificacdo do locus para o gene
Chalcona Sintase (CHS).

Em gramineas, os exemplos mais conhecidos sdo em arroz e milho.
Sequéncias desde 1,29 a 399 kb de tamanho foram localizadas em cromossomos
de arroz (OHMIDO; AKIYAMA, Y.; FUKUI, 1998). Em milho sondas de 4 kb
detectaram sitios em nacleos interfasicos (JIANG et al., 1995). Em
cromossomos paquiténicos da espécie, a sonda relacionada ao marcador
molecular (umcl05a) para a resisténcia a broca da cana contribuiu para o
detalhamento do mapa fisico do par cromossémico 9. Em cromossomos
metafasicos também em milho, dados puablicos de sequenciamento foram
utilizados para o desenvolvimento de uma colegdo de sondas que permitiram a
diferenciag&o de todos os cromossomos individualmente (LAMB et al., 2007).

A caracterizagdo de cromossomos em espécies de Brachiaria foi
realizada utilizando-se recursos de citogenética convencional (BERNINI e
MARIN-MORALES, 2001), além de sondas de sequéncias de DNA altamente
repetitivo como as de DNAr (AKIYAMA; AKIYAMA-YAMADA; EBINA,
2010; NIELEN et al., 2010; NANI, 2015, p. 41) e de retrotransposons
centroméricos do tipo CRM (NANI, 2015, p. 41; SANTOS et al., 2015). Apesar
dos avancos j& obtidos com estudos de citogenética molecular em Brachiaria
spp., 0 mapa fisico cromossdémico das espécies do género ainda é incompleto. O
tamanho reduzido e a similaridade morfoldgica dos cromossomos associado a
condensagdo tardia das regides terminais, constituem limitacbes para a
identificacdo precisa dos cromossomos.

A localizagdo de sequéncias nos cromossomos pode estar atrelada ao uso

de dados de sequenciamento gendmico. Contudo, a busca por sequéncias
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candidatas a sonda, muitas vezes, é realizada com base em banco de dados de
espécies afins por dois motivos: quando o sequenciamento da espécie em
interesse ainda ndo foi realizado, ou quando o genoma é, em sua maior parte,
composto por elementos repetitivos. Nesse Gltimo caso, muitas das sequéncias
selecionadas poderiam ser homologas a diversas regides do cromossomo, ou até
mesmo de Vvarios ou todos os cromossomos, assim, a busca por marcas
especificas seria uma pratica extremantente laboriosa.

Apesar da importancia econdmica de espécies de Brachiaria (Trinius,
1826) Grisebach, 1853, o mapa fisico cromossémico se limita ao uso de
sequéncias altamente repetitivas como as de DNA ribossomais e de
retrotransposons centroméricos (CRs) (NANI, 2015, p. 41). Pelo fato de o
género ainda ndo possuir uma espécie modelo de genoma totalmente
sequenciado, o estudo de localizacdo de outros tipos de genes se limita ao uso de
dados de sequenciamento de espécies taxondmicamente relacionadas. Os
genomas de Setaria italica (Linnaeus, 1753) Beauvois, 1812) (BENNETZEN et
al., 2012) e Sorghum bicolor (Linnaeus, 1771) Moench, 1794) (PATERSON et
al., 2009), por serem espécies de genoma sequenciado e taxonomicamente mais
proximas as de Brachiaria spp. (GIUSSANI et al., 2001), podem ser utilizados
como ponto de partida para a busca de genes conservados.

A identificacdo da posicdo génica em cromossomos de espécies de
Brachiaria pode contribuir para trabalhos evolutivos com o detalhamento
cariotipico, ou ainda sobre a atividade de elementos transponiveis, e futuramente
pode oferecer subsidios também para trabalhos de melhoramento visando a
insercdo de genes no genoma das espécies do género.

Nesse estudo foram feitas abordagens sobre sequéncias que podem ser
utilizadas como sondas que marcam cromossomos em especifico em espécies de
Brachiaria, como Brachiaria ruziziensis Germain, Evrard, 1953, Brachiaria
brizantha (Hochstetter, Richard, 1851) Stapf, 1919, e Brachiaria decumbens
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Stapf, 1919 tomando como base dados de RNAseq de Brachiaria brizantha e de
sequenciamento de especies afins como Setaria italica e Sorghum bicolor.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas como objeto de estudo as espécies B. brizantha cultivar
Marandl (2n = 4x = 36), B. decumbens cultivar Basilisk (2n = 4x = 36) e B.
ruziziensis cv. Kennedy (2n = 2x = 18). Sementes de Brachiaria spp. foram
cedidas dela EMBRAPA Gado de Leite, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. A
selecdo de sequéncias candidatas a sonda foi baseada em banco de dados de
sequenciamento de Setaria italica e Sorghum bicolor e de RNAseq de B.
brizantha.

2.1 Selecéo de sequéncias candidatas a sonda

A partir de um conjunto de genes ortologos sintenicamente conservados
entre Setaria italica e Sorghum bicolor (SCHNABLE; FREELING; LYONS,
2012), e por meio da ferramenta SynMap disponivel no banco de dados CoGe
(Accelerating Comparative Genomics) (LYONS et al., 2008) foi selecionado um
subconjunto de genes que fazem parte de um cluster génico com pelo menos 7
copias em tandem em ambas as espécies, uma vez que muitas sequéncias
candidatas a sonda tinham tamanho muito reduzido o que impossibilitaria a
identificacdo de sinais das sequéncias isoladas por meio de técnicas
citogenéticas. Para cada parte conservada do grupo de genes, sequéncias
similares de B. brizantha (Tabela 1 - informacdo suplementar) foram

identificadas a partir de uma montagem do transcriptoma da espécie com ~ 20M
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reads de uma Unica biblioteca de RNA-seq obtida por meio de RNA extraido de
tecido de folhas maduras da espécie. A construcdo da biblioteca de RNA-seq foi
feita pelos métodos descritos por Wang et al. (2011), e para montagem do
transcriptoma foi utilizado o software Trinity (GRABHERR et al., 2011). Os
dados da biblioteca de RNA-seq podem ser acessados em:
http://de.iplantcollaborative.org/dl/ad01alc9-ec58-4850-9170-5d42b245aa11.
Cada sequéncia selecionada recebeu um cddigo para melhor organizagdo dos
dados (Tabela 1 - informagéo suplementar).

Além disso, foram selecionados genes de fungdo conhecida ou suposta
em Setaria italica e Sorghum bicolor, cujas sequéncias estavam depositadas em
Bancos de dados como NCBI (National Center for Biotechnology Information)
ou Phytosome (Tabela 2 — informacdo suplementar). Como critério de selecao,
as sequéncias deveriam apresentar tamanho aproximado ao de 4 Kb, ou em caso
de tamanho inferior, cdpias repetidas em tandem. A verificacdo da similaridade
entre as sequéncias conservadas entre as espécies supracitadas foi realizada por
meio da ferramenta de BLAST do banco de dados NCBI e os detalhes da
similaridade entre as sequéncias foram verificados por meio das ferramentas do
software DNAstar.

Primers para a amplificacdo das sequéncias selecionadas foram
desenhados para regiGes que apresentavam ser altamente conservadas entre as
sequéncias do gene em Setaria italica, Sorghum bicolor e/ou B. brizantha, por
meio das ferramentas disponiveis no website PRIMER3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) e a verificagcdo sobre
a possibilidade de formagdo de grampos ou dimeros de primers foi realizada por
meio da ferramenta online OligoCalc (KIBBE, 2007). As sequéncias utilizadas
como base para o desenho de primers foram as provenientes do transcriptoma de
B. brizantha, e para o caso de genes conservados de sequéncia

conhecida/suposta, 0 genoma de Setaria italica.


http://de.iplantcollaborative.org/dl/ad01a1c9-ec58-4850-9170-5d42b245aa11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.2 Preparo de sondas

Para a extracdo de DNA gendmico de Setaria italica e B. brizantha
foram coletadas folhas jovens de trés genétipos de cada espécie.
Aproximadamente 0,59 de cada amostra foram maceradas separadamente com
auxilio de gral, pistilo e nitrogénio liquido. O tecido macerado foi colocado em
tubos de 2 ml no qual foram adicionados 700 pL de tampdo de extracdo Uréia.
Os tubos foram agitados e mantidos a 37° C por 15 min. sob agitacdo (150 rpm).
Em seguida adicionou-se 750 pL de fenol/cloroférmio/alcool isoamil (25:24:1)
as amostras, as quais foram agitadas por 30 seg. no vortex e mantidas sob
agitacdo por 15 min. a 37°C. Seguiu-se a centrifugagdo por 10 min. a 11.000
rpm, removeu-se 0 sobrenadante ao qual adicionou-se 70,3 PL de acetato de
sodio e 700 pL de isopropanol, agitando-se gentilmente. Centrifugacdo por 3
min. a 13.000 rpm para a separagdo do DNA precipitado.

A amplificacdo das sequéncias provenientes dos dados de RNAseq foi
realizada em um volume de 10 pL de reagéo contendo 10 ng de DNA gendmico
de B. brizantha, 2 uL do par de primers (forward e reverse) especifico para cada
sequéncia  (Tabela 1 — informagdo suplementar), 5 pL de
JumpStart™ REDTaq® ReadyMix"" Reaction Mix e o volume completado com
agua milig.

As condigdes de amplificacdo programadas no termociclador foram de
94° C por 3 min.; 35 ciclos de 94° C por 20 seg., 60° C por 20 seg., extensdo a
72° C por 1 a 2:45 min. (varidvel dependendo do tamanho da sequéncia a ser
amplificada), e finalizagdo & 72° C por 10 min.

A amplificacdo das sequéncias de genes conservados de fungédo
conhecida ou suposta provenientes do banco de dados phytozome foi realizada
em um volume de 20 pL de reacdo contendo 25 ng de DNA gendémico de

Setaria italica, 3 pL do par de primers (forward e reverse) especifico para cada
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sequéncia (Tabela 2 - informagéo suplementar), 0,2 pL de Phusion High-Fidelity
DNA polimerase (Thermo Scientific), 4 puL tampdo HF Phusion 5x, 0,4 pL
dNTPs 10 mM e o volume completado com agua milig.

A programagcdo da reacdo em termociclador foi de 98° C por 30 seg., 35
ciclos de 98° C por 10 seg., 58° C por 30 seg., extensao a 72° C por 2:30 min. e
finalizacdo a 72° C por 10 min.

Os produtos de PCR foram verificados por meio de eletroforese de gel
de agarose (1%) por 60 min. a 100 V. As reagdes positivas das sequéncias foram
repetidas em 400 puL de mix com as mesmas proporcGes dos componentes da
reacdo de PCR. Os produtos da PCR foram separados por meio de gel de
agarose (1%). As bandas obtidas foram extraidas do gel, purificadas por meio do
Kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen®) o DNA resultante deste processo foi
marcado por meio de reagdo “nicktranslation” padrdo. A reacdo foi feita em
22,9 uL de mix contendo 2 pL de tampdo de reacdo 10 x; 2 pug de DNA; 2 uL
nucleotideos ndo marcados (dCTP, dGTP, dTTP, 2 mM cada); nucleotideos
marcados Texas-red-5-dATP 1 mM (Invitrogen); 0,4 uL de DNAse (100
mU/pL) e 8 UL de DNA Polimerase | (10 U/uL), a 15° C por 2 h. Apés a reagéo
foram adicionados 2 L de tampé&o de parada (0,5 M EDTA, pH 8,0). As sondas
passaram pela etapa de purificacdo na coluna de Bio-Gel P-60 e posteriormente
0 DNA resultante foi precipitado com 30 ug de DNA de esperma de salmdo (10
mg/ml), 2,5 volumes de solucgéo de alcool 90% e acetato de sddio (3 M, pH 5,2)
a -20° C overnight. Posteriormente as sondas foram centrifugadas a 16.000 rcf
por 30 min. O sobrenadante foi descartado, o pelet foi lavado com &lcool 70 %,
seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 10 pL de tampédo SSC 2 x, TE
1 x (pH 7,6) para a concentracéo final da sonda de 200 ng/puL. Como controle
positivo foram utilizadas sondas de DNAr 45S (clone: NOR-173) e 5S (clone 2-
3-3) e de CRM1 marcada com Fluoresceina-dCTP e/ou Texas-red-5-dATP
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(ImM, Invitrogen) preparadas de acordo com Kato, Lamb e Birchler (2004). As
sondas foram armazenadas a -20° C protegidas da luz até o0 momento de uso.

2.3 Coleta de material biol6gico e preparo de laminas

Pontas de raizes das espécies de Brachiaria foram tratadas com
colchicina 0,1% por 4 h a 0-4° C para o blogueio de ciclo celular.
Posteriormente o matrial bioldgico foi fixado em acido acético 90% por 10 min.
e armazenado em alcool 70% a 4° C até o0 momento de uso.

No preparo de laminas, pontas de raiz foram mantidas em agua por 15
min. e posteriormente em tampdo citrato fosfato por 15 min. A regido
meristematica foi extraida e colocada em solugdo enziméatica com 40 pL de
celulase: pectinase (200u:100u) e 5 pL de pectoliase (5%) por 1 h a temperatura
de 37° C. Em seguida, o material foi lavado em alcool 70% e macerado em
20uL de solucdo contendo acido acético glacial e metanol (9:1). Finalmente,
6L da suspensdo celular foram gotejados em uma lamina a qual foi mantida em
camara Umida até que as células fossem espalhadas.

As laminas que continham metafases completas com cromossomos
espalhados foram submetidas a luz ultravioleta por 1 min. (cross-link) e

utilizadas imediatamente na etapa de Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH).

2.4 Hibridizac&o in situ Fluorescente

A mistura de hibridizagdo foi feita com 0,5 pL de sonda dos gene
selecionados (uma por vez), 0,5 pL de sonda de DNAr 45S e 5S, 0,5 pL de
sonda de CRML e o volume foi completado para 8 pL com 2 x SSC, 1 x TE.

A desnaturacdo do DNA cromossémico e da sonda foi realizada

simultaneamente. Desta forma, a mistura de sonda foi gotejada sobre o material
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na lamina e em seguida coberta com uma laminula de pléstico. Posteriormente a
lamina foi colocada em um suporte de aluminio coberto, o qual foi submetido a
temperatura de 100° C em banho Maria, por 5 min.

As laminas foram mantidas a temperatura de 55° C, em cdmara Umida,
overnight, para a hibridizacdo da sonda nos cromossomos. Em seguida, as
laminas foram lavadas com SSC 2 x a 55° C por 20 min. e foram montadas com
Vectashield com DAPI para posterior analise.

As sequéncias que geraram sinal nos cromossomos de espécies de
Brachiaria foram clonadas utilizando vetor 2.1 TOPO®TA (Cloning® Kits
Invitrogen).

As imagens foram capturadas por meio do sistema Applied Spectral
Imaging (ASI) com camera equipada com dispositivo cooled charge-coupled/
Cool- 1300QS acoplada ao microscépio Olympus BX6le. Imagens foram
processadas com auxilio do software Photoshop CS6.

A identificacdo dos pares cromossdmicos portadores dos sitios das
sequéncias selecionadas e o detalhamento do idiograma nas espécies de
Brachiaria estudadas no presente trabalho foram realizados com base no

cariograma/idiograma elaborado por Nani (2015, p. 41).

3 RESULTADOS

A maior parte dos genes selecionados da biblioteca de RNAseq (Tabela
1-Suplementar) apresentou sinais espalhados ao longo de todos ou quase todos
0s cromossomos das espécies estudadas. Contudo, alguns clusters desses genes

foram verificados (Tabela 1). O gel de eletroforese mostrou o tamanho dos
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segmentos de DNA amplificados a partir do DNA genémico de B. brizantha
(Figura 1).

Tabela 1 Sequéncias selecionadas que apresentaram sinais nos cromossomos de
espécies de Brachiaria

Nome da DNA gendmico  Cddigo da sequéncia Banco de

sequéncia dados
o Setaria: XM_004979060.1

Adhl Setaria italica Sorgo: XM 002449348 1 NCBI
5E U b comp4718 c0 seql
11A . U b comp2908 c0 seql

27A B.brizantha 5" comp762 c0_seql CoGe
7A U_b_comp12506_c0_seql

Figura 1 Eletroforese em gel de agarose a 1% com 5pL de produtos de PCR da
amplificacdo de fragmentos dos genes selecionados (DNA genémico
de Brachiaria brizantha). 1- Marcador de DNA de 100 pb. 2- Controle
negativo. 3- Gene ADHL1. 4- Gene 5E. 5- Gene 7A. 6- Gene 11A. 7-
Gene 27A
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Sinais do gene 11A foram identificados em B. ruziziensis na posi¢cdo
distal no brago longo de quatro cromossomos, sendo dois em par cromossémico
ndo identificado e outros dois no par cromossdmico 8 em sintenia com 0s sinais
de DNAr 45S (Figuras 2C e 3A). Os sinais do gene 27A estavam localizados na

posicdo intersticial do braco curto de dois cromossomos ndo identificados
(Figura 2D).

10um um
— -

Figura 2 Sinais das sequéncias selecionadas em cromossomos de Brachiaria
ruziziensis. A-Gene ADH1; B-Gene 5E; C-GenellA; D-Gene 27A. A
direita, cromossomos portadores de sinal em destaque. Setas indicam o
posicionamento dos sitios dos genes conservados (em vermelho). Em
amarelo, sitios de DNAr 5S, e em verde, sitios de DNAr 45S (sinais
terminais) e de CRM1 (sinais centroméricos)
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Figura 3 Idiograma com a localiza¢do de genes em cromossomos de espécies de
Brachiaria. A) Brachiaria ruziziensis. B) Brachiaria brizantha. C)
Brachiaria decumbens. I=ADHL1; ll=gene 5E; Ill= gene 7A; IV=gene
11A; V=gene 27A. Em verde, sinais centroméricos - CRM1, sinais
distais — DNAr 45S. Em amarelo, sinais de DNAr 5S. Em vermelho,

sinais de genes de copia Unica/baixo nimero de cOpia. Fonte: Adaptado
de Nani (2015, p. 41)
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A sintenia do gene ADH1 com o sitio de rDNA 5S também foi
verificada em B. brizantha (par 12) (Figuras 4A e 3B) e B. decumbens (par 7)
(Figura 5A e 3C). A identificacdo desses pares foi possivel por serem o0s que
apresentaram sinal de DNAr 5S no braco curto. Dois sinais extras de ADH1
estavam em localizacdo intesticial no brago curto de pares cromossdmicos nao

identificados em B. brizantha (Figura 4A) e B. decumbens (Figura 5A).

Figura 4 Sinais das sequéncias selecionadas em cromossomos de Brachiaria
brizantha. A-Gene ADH1; B-Gene 5E; C-GenellA. A direita,
cromossomos portadores de sinal em destaque. Setas indicam o
posicionamento dos sitios dos genes conservados (em vermelho). Em
amarelo, sitios de DNAr 5S, e em verde, sitios de DNAr 45S (sinais
terminais) e de CRM1 (sinais centroméricos)
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Figura 5 Sinais das sequéncias selecionadas em cromossomos de Brachiaria
decumbens. A-Gene ADH1; B-Gene 5E; C-Gene7A. D-GenellA; E-
Gene 27A. A direita, cromossomos portadores de sinal em destaque.
Setas indicam o posicionamento dos sitios dos genes conservados (em
vermelho). Em amarelo, sitios de DNAr 5S, e em verde, sitios de
DNAr 45S (sinais terminais) e de CRM1 (sinais centroméricos)

Em B. brizantha, sitios do gene 5E em sintenia com o sitio de DNAr 5S
foram localizados intersticialmente no brago longo do par cromossdmico 12
(Figura 4B e 3B), uma vez que é o Unico par portador do sitio de DNAr 5S
localizado no braco curto. O segundo par de sinais do gene 5E foi localizado

intersticialmente no brago longo do par cromossémico ndo identificado.
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A espécie também apresentou sinais do gene 11A posicionados na
regido distal do braco longo de cinco cromossomos, dois deles em par
cromossdmico nao identificado e trés dos sinais em cromossomos portadores de
DNAr 45S (Figura 4C e 3B). Os cromossomos de tamanho inferior com sinais
sinténicos provavelmente sdo do par 13 (Figuras 4C e 3B). O cromossomo de
maior comprimento portador do sitios de DNAr 45S é pertencente ao par 7, 0
gual estd em estado hemizigoto para o gene 11A (Figuras 4C e 3B).

Em B. decumbens, sitios do gene 5E foram identificados no braco longo
em posic¢do proximal no par cromossdémico 7, e assim como em B. ruziziensis e
B. brizantha, em sintenia com o sitio de DNAr 5S (Figuras 5B e 3C). Sitios do
gene 7A foram identificados no brago curto posicionados na regido proximal de
trés cromossomos, sendo dois sinténicos com sitios de DNAr 5S, o qual esta
posicionado no brago curto, identificado como par cromossémico 7 (Figuras 5C
e 3C). Cinco loci do gene 11A estavam localizados na posi¢do distal,
distribuidos em cinco cromossomos, sendo dois portadores também de DNAr
45S (Figura 5D). Aparentemente, trata-se do par cromossémico 9, uma vez que
ndo ha assimetria entre os cromossomos homdlogos, como ocorre no par 11
(Figuras 5D e 3C).

O gene 27A foi encontrado na posicdo intersticial do braco longo em
trés cromossomos. Um dos sinais se encontra em um dos homélogos do par 7,

pois também é portador do locus de DNAr 5S no braco curto (Figuras 5E e 3C).
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4 DISCUSSAO

4.1 Localizacao de genes de cOpia Unica/baixo nimero de cdpias

Sondas utilizadas em estudos citogenéticos sdo geralmente baseadas em
genes altamente conservados. Desta forma é provavel que sondas de genes de
copia Unica podem ser usadas também em espécies até mesmo ndo estreitamente
relacionadas (LAMB et al., 2007). A familia Poaceae Barnhart, 1895 é dividida
em dois clados. Espécies do género Brachiaria juntamente com espécies de
Setaria Beauvois, 1812 e parte das espécies de Panicum Linnaeus, 1929 e
Pennisetum Richard, 1805 fazem parte do clado Paniceae Reichenbach, 1828.
Sorgo e milho por sua vez, compdem o clado Andropogoneae Dumortier, 1824
(GIUSSANI et al., 2001).

As sequéncias candidatas a sonda no presente trabalho foram
selecionadas conforme a capacidade de formar clusters em Setaria italica e
Sorghum bicolor e a similiaridade dessas espécies com as sequéncias de B.
brizantha. Cinco das sequéncias selecionadas formaram clusters nos
cromossomos de Brachiaria spp. (Tabela 1). O fato de apenas uma pequena
parte delas ter sido capaz de gerar sinais por meio da técnica de FISH nédo exclui
o fato de essas espécies serem relacionadas. As sequéncias que ndo geraram
sinais detectaveis nas espécies de Brachiaria podem possuir similaridade
genética entre as espécies de diferentes géneros, contudo tratam-se de
sequéncias dispersas no genoma de Brachiaria spp.

Em milho, sondas que hibridizam todos os cromossomos também foram
consideradas inadequadas para o desenvolvimento de mapas fisicos, uma vez
que eram compostas por sequéncias de DNA repetitivo (LAMB; BIRCHLER,
2006; LAMB et al., 2007). A montagem do genoma parcial de B. ruziziensis
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sequenciado por meio da plataforma Ilumina por Silva et al. (2013) mostrou
diferenca entre o tamanho esperado do genoma e o obtido. Os autores
relacionaram o aumento do genoma com alta frequéncia de sequéncias
repetitivas.

O gene ADHL1 foi o que se apresentou mais conservado, uma vez que foi
isolado do genoma de Setaria italica, e gerou sinais nas trés espécies avaliadas
de Brachiaria. O referido gene foi encontrado nos mesmos Cromossomos
portadores de sitios de DNAr 5S e do gene 5E. Os cromossomos 2, 12 e 7,
respectivamente para B. ruziziensis, B. brizantha e B. decumbens, apresentam
similaridades quanto a sintenia desses sitios, 0 que representa a conservagao
desse segmento nos cromossomos desse grupo de espécies. Sintenia entre loci
também foi verificada para o sitio de DNAr 45S e sitio do gene 11A nas trés
espécies avaliadas. Os pares cromossémicos 8 de B. ruziziensis, 7 e 13 de B.
brizantha e 9 B. decumbens apresentam esses segmentos conservados.

Essas observacdes indicam que a poliploidizacdo natural de B. brizantha
e B. decumbens manteve determinados segmentos conservados em alguns
cromossomos, 0 que pode ser verificado pela constancia da sintenia entre loci
para as espécies estudadas. A origem do genoma de espécies do género
Brachiaria ainda ndo foi completamente elucidada, contudo sabe-se que 0s
genomas sdo afins (PAULA, 2015) e que a alopoliploidia segmental esta
presente no género (MENDES et al., 2006; PAULA, 2015). Segundo Sumner
(2008), a ordem de genes pode ser conservada entre as espécies sem ocorréncia
de rearranjos ou insercdo de segmentos e, nesse caso, a sintenia é conservada,
evento verificado para esses genes nos genotipos de Brachiaria avaliados.

A proposta de posicdo dos referidos genes nos cromossomos das
espécies de Brachiaria avaliadas tem como referéncia dados de comprimento
cromossémico, posi¢do de centrémero e de sitios de DNAr. B. ruzizienses e B.

decumbens ndo apresentaram variacao cariotipica intraespecifica para os sitios
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de DNAr. Contudo, para B. brizantha foi observada mobilidade de sitios de
DNAr (NANI, 2015, p. 41), que pode interferir também no posicionamento de
outros genes nos cromossomos da espécie. A deteccdo de regibes
cromossdmicas adicionais permitird melhor compreensdo do comportamento
cromossémico em B. brizantha.

Genes que conferem resisténcia (SMITH et al., 2004; WEBB et al.,
2002), que codificam armazenamento (WOO et al., 2001), ou proteinas da
parede celular (WU et al., 2001) também sdo exemplos que contribuiram para
detalhamento de mapas fisicos de cromossomos de plantas. Em Brachiaria spp.,
dos genes conservados provenientes de Setaria italica e Sorghum bicolor,
apenas ADHL1 gerou sinais detectaveis. Os demais genes conservados podem ter
sofrido pequenos rearranjos no processo de diversificacdo das espécies de
gramineas ou ndo apresentam o nimero de repeti¢des detectaveis pela técnica de
FISH.

Segundo Abrouk et al. (2010), projetos de sequenciamento de espécies
de gramineas e leguminosas que ja foram realizados, bem como os que ainda
ndo foram concluidos poderdo contribuir para o refinamento de analises de grau
de colinearidade entre 0o genoma de plantas e assim entender melhor o caminho
evolutivo que levou a diversificacdo das espécies de plantas.

O detalhamento do idiograma das espécies de Brachiaria sugere
também a ocorréncia de quebra devido a auséncia de sinal do gene 11A em um
dos cromossomos homdélogos do par 7 em B. brizantha.

A localizacdo de genes em espécies de plantas é complexa, entretanto
das espécies pertencentes a familia Poaceae, Zea mays Linnaeus, 1753 teve o
desenvolvimento de mapas fisico intensamente explorado. Lamb et al. (2007)
foram capazes de detalhar o cari6tipo da espécie com sondas que indicaram a
localizacdo de genes de baixo nimero de cdpias ou genes de cOpia Unica em

cromossomos de diversas linhagens. Transposons do tipo En/Spm, Ac-Ds, e
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MuDR/Um, além de sua atividade, j& foram descritos em trés linhas puras (YU
et al., 2007). Nos trabalhos de Song e Messing (2003) e Brunner et al. (2005),
estudos com genes de copia Unica permitiram detectar variacdo de sequéncias
entre diferentes linhas puras que em trabalhos posteriores foi relacionada ao
grande numero de elementos transponiveis no genoma, como 0s HELITRONS,
gue podem capturar e mover fragmentos de gene (GUPTA et al., 2005; LAI et
al., 2005; MORGANTE et al., 2005). Para regides homologas de diferentes
linhagens, genes que sdo colineares com regides ortélogas em arroz, ndo foram
detectadas diferengas de posicionamento génico entre variedades. Esses
resultados sugerem que muitos dos polimorfismos que envolvem a posicdo de
genes em milho envolvem genes ndo funcionais ou fragmentos deles (LAl et al.,
2005).

E notavel que o mapeamento fisico dos cromossomos de milho
subsidiou trabalhos de aplicagdo direta ao melhoramento de plantas. A
capacidade de identificar cromossomos em qualquer planta da espécie também
auxilia o entendimento do comportamento do genoma, das consequéncias de
transgenes, novas insercdes de transposons, e outras caracteristicas genémicas
citologicamente detectaveis. Em Brachiaria spp., 0 presente trabalho é o inicio

de avancos em estudos citogenéticos no género que ainda estao por vir.

4.2 Relacao da posicao génica com a estrutura da cromatina

A expressdo génica esta diretamente relacionada com a posi¢do que o
gene se encontra no cromossomo e o estado de compactagdo da cromatina.
Genes localizados em porcBes heterocrométicas tendem a estarem silenciados
(LOHE; HILLIKER, 1995; ZUCKERKANDL; HENNIG, 1995). Ao contrario,

qguando o DNA se encontra no estado de eucromatina, menos condensado, 0s
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genes geralmente sdo ativos por estarem mais acessiveis aos fatores de
transcricdo (GREWAL,; ELGIN, 2002).

Nas espécies de Brachiaria estudadas no presente trabalho, sinais do
gene 11A nas trés espécies de Brachiaria e dos genes 7A e 27A em B.
decumbens foram detectados na regido distal cromossbmica. Em uma
abordagem epigenética do comportamento do genoma nas mesmas espécies de
Brachiaria avaliadas nesse estudo, foi relatado que essa regido cromossdmica
constitui um dominio, predominantemente, eucromatico (PAULA, 2015),
portanto, o fato dos genes 11A, 7A e 27A estarem posicionados na regido distal
indica que se tratam genes que podem estar ativos.

Os demais genes como ADH1 e 5E foram detectados da regido proximal
cromossdmica e podem estar inseridos em dominios heterocromaticos, uma vez
que Paula (2015) observou que os centrbmeros e pericentrémeros e, em alguns
cromossomos, a extensdo dessas regifes, sdo tipicamente hipermetiladas e
marcadamente heterocromatinizadas nessas espécies de Brachiaria. Os fatores
que definem as regides de heterocromatina no cromossomo ainda nao sdo muito
bem compreendidos, mas a sua formagdo tem sido relacionada mais com a
presenca de DNA altamente repetitivo do que com outros tipos de sequéncias
(GREWAL; ELGIN, 2002). Embora a heterocromatina ndo seja desprovida de
genes, estas regides sao tipicamente deficientes deles (LU et al., 2000).

Um dos motivos que restringe a atividade da expressdo génica é o fato
de a heterocromatina em geral ser mais densa e mais dificil de ser acessada pelos
fatores de transcricdo, por esse motivo, comumente os genes localizados em
dominios heterocromaticos dos cromossomos estdo sujeitos ao silenciamento
(GREWAL; ELGIN, 2002), o que, a principio, tal correlacdo poderia ser feita
com o0s genes encontrados nessa regido no presente trabalho. No entanto,
principalmente para o gene ADH1 (Alcool Desidrogenase), que tem funcio

conhecida, o silenciamento parece ser improvavel, pois o referido gene é
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responsavel pela producdo de enzimas que facilitam a interconversdo entre
alcoois e aldeidos ou cetonas (de NAD" para NADH), funcio vital para todos os
organismos vivos (JORNVALL et al., 1995). Apesar da localizacdo de genes na
regido tipicamente heterocromética, estas podem ser interrompidas por
segmentos relativamente descondensados de eucromatina ao logo do
comprimento do cromossomo (GREWAL; ELGIN, 2002). Segundo Paula
(2015), alguns cromossomos de B. brizantha e B. decumbens possuem pontos de
eucromatina nas regifes proximais. Portanto, o fato dos genes ADH1 e 5E terem
sido localizados na regido proximal ndo garante o silenciamento.

Em geral, pouco se sabe a respeito da estrutura da cromatina do
segmento no qual um gene qualquer esta inserido ou translocado. Também néo é
muito bem compreendido se existem diferencas na estrutura da regido
regulatoria da expressdo de genes eu e heterocromaticos. Os dois ambientes da
cromatina podem exigir tipos ou balancos distintos de proteinas que
efetivamente participam da expressao (WEILER; WAKIMOTO, 1995).

Desta forma, a localizacdo de genes nos cromossomos € de fundamental
importancia para futuros trabalhos relacionados com anélises da resposta dos
organismos frente as modificacdes que ocorrem no genoma. Alteragdes na
organizagédo da eu e heterocromatina no cromossomo por meio de rearranjos ou
de insersdo de genes podem levar a mudangas na expressdo génica (LOHE;
HILLIKER, 1995). A translocagdo de genes para a porcdo adjacente a
heterocromatina, ainda que seja eucromatina, ativa a expansdo do estado
heterocromatinizado do DNA, silenciando genes nas regifes proximais. Ou
ainda o gene pode ser translocado diretamente para uma regido de
heterocromatina e ser silenciado devido a inacessibilidade das proteinas de
transcricdo a informacdo genética (MARSHALL; FUNG; SEDAT, 1997). Além

disso, a transposicdo de genes proximalmente a outra regido rica em genes ativos
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gera competicdo por elementos regulatérios entre 0s genes que pode resultar na
reducdo dos niveis de expressdo (KLEINJAN; HEYNINGEN, 1998).

A deteccdo simultdnea de diferentes loci implica em avancos
significativos no desenvolvimento de mapas fisicos e sdo importantes para o
entendimento de questdes sobre as consequéncias ocasionadas por mudancgas no
genoma (FRANSZ et al., 1996). Estudos béasicos a respeito da localizacdo de
genes e da configuracdo da cromatina em Brachiaria spp. serdo fundamentais
para trabalhos futuros que permitam o entendimento do comportamento do
genoma atrelado a expressdo génica/silenciamento e as consequéncias a respeito

dos rearranjos em nivel cromossémico e génico.

4.3 Desafios e avancos com estudos de genes de cépia Unica/baixo niUmero
de copias

Para a deteccdo de sinais pela técnica de FISH é recomendavel que o
tamanho da sequéncia a ser localizada seja da ordem de 1 a 2kb. Trabalhos com
a localizacdo de sequéncias desse tamanho ou até mesmo da ordem de 0,25 kb
tém sido mais bem sucedidos em cromossomos humanos (RICHARD et al.,
1994). Em milho, a deteccdo de sequéncias de aproximadamente 3 kb foi
possivel (LAMB et al., 2007). Em P. hybrida sonda de cDNA do gene para
Chalcona Sintase tinha 1,4 kb (FRANSZ et al., 1996). Huang, Hahlbrock e
Somssich (1988) localizaram esse gene em salsa, porém de 6,6 kb de extensdo.

As sequéncias que geraram sinais em cromossomos das espécies de
Brachiaria apresentaram tamanho variando de aproximadamente 0,8 a 1,5 Kb.
Desta forma, é provavel que as sequéncias selecionadas como sonda estejam
repetidas em tandem, dada as dificuldades de deteccdo de genes desse tamanho

pela técnica de FISH em espécies de plantas.
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Muitas sondas com fragmentos de DNA ndo formaram clusters,
provavelmente pelo fato de as sequéncias ndo estarem repetidas em tandem o
suficiente para que pudessem ser detectadas pela técnica de FISH. Nesses casos,
0 background era intenso dificultando a visualiza¢do de pequenos sinais isolados
nos cromossomos das espécies estudadas. A ocorréncia de backgound
pronunciado também foi relatada por Huang, Hahlbrock e Somssich (1988);
Peterson, Lapitan e Stack (1999) e Wang, Harper e Cande (2006) como fator
complicador e parece ser comum em estudos de deteccdo de genes de copia
Unica em plantas.

Segundo Peterson, Lapitan e Stack (1999) cromossomos paquiténicos
sdo altamente recomendaveis para a localizagdo de genes de cdpia Unica pelo
fato dos cromossomos estarem mais livres de residuos e mais descondensados
quando comparados aos cromossomos mitoticos em metéafase, o que facilita a
penetracao das sondas, além de permitir o mapeamento fisico dos cromossomos
em alta resolucdo. O mapeamento fisico de cromossomos paquiténicos foi
realizado com sucesso em tomate (PETERSON; LAPITAN; STACK, 1999) e
em milho (SADDER et al., 2000). Apesar de todas as vantagens, segundo De
Jong, Fransz e Zabel (1999) a obtencdo de células em paquiteno requer mais
tempo e esforco do que simplesmente a germinacdo de sementes ou crescimento
de plantas jovens para a obtencao de tecido meristematico. Além disso, a analise
de cromossomos paquiténicos em espécies poliploides é particularmente dificil
devido as intmeras configuracbes complexas de pareamento, sinapses e
aderéncias cromossomicas. Ademais, a identificacdo de possiveis polimorfismos
entre cromossomos homdlogos pode ficar prejudicada com esse tipo de andlise.
Em Brachiaria spp. a localizagdo de genes de coOpia Unica/baixo nimero de
copias € mais recomendada que seja realizada em cromossomos mitdticos
metafasicos, uma vez que heteromorfismo entre cromossomos homologos ja foi

relatado para espécies poliploides do género (NANI, 2015, p. 41), e a meiose
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tende a formar multivantes em diferentes frequéncias em B. brizantha e B.
decumbens (MENDES-BONATO et al., 2002a, 2002b).

E evidente que a importancia de estudos de localizagdo de genes nos
cromossomos e que a montagem de mapas fisicos com base em pequenos
segmentos de DNA seja uma estratégia desafiadora. Os resultados obtidos no
presente trabalho permitiram o detalhamento de idiograma com apenas alguns
dos genes estudados, devido & complexidade da hibridizagdo do coquetel de
sondas e deteccdo de genes de cOpia Unica/ baixo nimero de copias em espécies
de plantas atrelada ao tamanho reduzido e similares de cromossomos de espécies
de Brachiaria (NANI, 2015, p. 41). Contudo, os resultados obtidos mostram
avancos relevantes no detalhamento dos cromossomos de espécies de
Brachiaria, pois auxiliam o entendimento do comportamento cromossémico da
espécie quanto a organizacdo dos genes nos cromossomos. A incluséo de sondas
adicionais permitira o desenvolvimento do mapa citogenético de alta densidade
em Brachiaria spp. que facilitard a identificacdo de rearranjos cromossémicos
entre plantas e espécies. Avancos adicionais na construcdo de mapas fisicos
serdo alcancados apds o desenvolvimento de bibliotecas de BAC e

sequenciamento de espécies do género.

5 CONCLUSOES

Avangos importantes na constru¢cdo de mapas fisicos cromossémicos
com o desenvolvimento de sondas de genes de cdpia Unica/baixo numero de
copias foram obtidos. As sondas desenvolvidas revelaram que 0s cromossomos
2, 12 e 7, respectivamente para B. ruziziensis, B. brizantha e B. decumbens

apresentam sintenia conservada entre os sitios dos genes ADH1, 5E e de DNAr
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5S. Os cromossomos 8 de B. ruziziensis, 7 e 13 de B. brizantha e 9 de B.
decumbens também apresentaram sintenia conservada, porém entre 0s sitios dos
genes de DNAr 45S e 11A.

Sondas de sequéncias de gene de cdpia Unica/baixo numero de copias
foram capazes de contribuir para o detalhamento de cromossomos ainda ndo
caracterizados.

O uso de dados gendmicos de espécies afins auxiliam a realizagdo de
comparagdes gendmicas via citogenética, contudo, o sequenciamento de espécie
modelo do género de interesse é de fundamental importancia para a obtengdo de
resultados que permitam compreender melhor a relagdo entre os genomas

presentes em Brachiaria spp.
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Tabela 1 Lista das sequéncias de genes conservados que formam provaveis clusters nos
cromossomos das espécies de Brachiaria brizantha, Setaria italica e Sorghum

bicolor
Setaria italica N° de Sorghum N°de Codigoda Transcritos de B. brizantha Par de Primer
copias bicolor copias  sonda selecionados
1A U_b_comp3453_c0_seql Ilzggtggcttgggtttcg C;gf;;% iga
$i000910m 9 Sh03g041220 8 :
1B U_b compl0127 c0 seql  L-accaccgeaaatcatggac
R:ccggtcaggtagtcatcagg
L:gagcaaaataagacgccattgy
2A U_b_comp1923_c0_seql R:aaccatgttgaccactttgag
2B U_b_comp10937_c0_seql L:_tcgtcctcgacttcttctgc
R:ctgcagcacctecaccty
Si001251m 11 Sh03g033830 7 2C  U_b_compl0962 cO seql  --99agagegcaggatgatg
R:acacatccatcactggagca
L:cgtccatcgatctitgtigg
2D U_b_compl5088_cO_seql  pocccqacgcagtatatettt
L:agccaaggacaccgtcac
2F  U_b_comp90_c0_seql R:ticatttgcaccatctccaa
$i001862m 9 Sb03goo1830 8 3A U b_comp3241 c0_seql L-agctetgetictgetictye
R:tcatcccttgaagtgaactcag
L:gtcaatatccgtcegtegte
4A  U_b comp13912 c0 seql R:cgegccacagtttictagt
Si002456m 8  Sh03g045040 8 4B U b_compl6283 c0 seql  --aggtieccgageaaggte
R:gtctgccactcaccgtttct
L:cttcctectggggctcte
4C  U_b_comp8563_c0_seql R-gaaglttggatggacacaatga
L:tggaccggatcatcaaaaac
5A U_b_comp10987_c0_seql R:tttgctccatctgecctatc
L:CthaCCtCCtCtCCtCCtC
5B U_b comp16330_c0_seql R-gtagctccataaatgetga

Si003904m 13 Sb03g028590 17 5C  U_b_compll2ss c0 seql  o-lgtgctoctgacatgaaaca

R:atgctcgcagegaataagat

. L:itgcacagagctggtagatcg

5E U_b_comp4718 c0_seql R:gaggatgcagegtaatgaca

L:ctccattgtgctgctgacat
5F  U_b_comp8386_c0_seql R:catgggcaagttcctectaa

L:agttgctgattttgggcttg
A U_b_compl0487_c0_seql o aicctcagatatigetgtea

L:attgcacttcgacatcaage
6B U_b_comp18188 c0_seql .

Si004458m 13 Sb03g008100 10 Efgg:g;‘;ﬁ:;gfggg;%?gg
6C  U_b comp19664_c0_seql  p.ioicanattgtigtgacctigaa
6D U b complo740 c0 seql  L-iggtgactictitigeatce

R:gcattttgacagccacagg
L:cgatcatggcaagcaagg
7A  U_b _compl2506_c0_seql* .

Si006384m 8 Sb10g011110 11 Eggégfgggaggggcazz

B U_b_comp2724_c0_seql : 99 9gaagg

R:acgtgtcgaggatggagaac
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Si006652m

Si007932m

Si009837m

Si010518m

Si011333m

Si012447m

Si012795m

Si012978m

Si022557m

Si026012m

7

13

17

12

17

Sh10g007290

Sh10g007110

Sh06g022450

Sh069029540

Sh069019480

Sb069g023590

Sh06g029725

Sh06g026630

Sh09g002740

Sh05g008360

13

13

10

13

8A

9A

9B

10A

10B

10C

10D

11A

11B

11C

12A

13A

13B

13C

13D

14A

14B

14C

15A

15B

15C

15D

16A

16B

16C

17A

17B

U_b _compl17648 cO_seql
U_b_comp8602_c0_seql
U_b_comp7375_c0_seql
U_b_comp13342_c0_seql
U_b_comp4374_c0_seql
U_b_comp8434 _c0_seql
U_b_comp9372_c0_seql
U_b_comp2908_c0_seql*
U_b_comp3817_c0_seql
U_b_comp9986_c0_seql
U_b_comp2072_c0_seql
U_b_comp1290 _c0_seql
U_b _comp13535_c0_seql
U_b_comp5255 c0_seql
U_b_comp9876_c0_seql
U_b comp13583 c0_seql
U_b_comp16672_c0_seql
U_b_comp9311 c0_seql
U_b_comp10957_c0_seql
U_b_comp17399 cO_seql
U_b_comp7547_c0_seql
U_b_comp14349 c0_seql
U_b_comp113 c0_seql
U_b_comp1697_c0_seql
U_b_comp2662_c0_seql
U_b_comp7514 c0_seql

U_b_comp7360_c0_seql

L:cttccagctctcccacagag
R:tccttgaggaactggtcgag
L:actccctctecttecgttte
R:gcgagttgtttaatgatgaacy
L:gcctcaacggaatectcte
R:tctgactgacaaggctaaccaa
L:cacttcagggatggcatttt
R:aaccacccaatctgcaaaac
L:ctacatgctcggcacctacc
R:aagctttggaggaacctcttg
L:acattcagtcgccggttatc
R:tcattcatggatggcaacat
L:agattccaccaactccaacg
R:caaccatcttcttccc
L:catcagcgctcgtgaagat
R:cttcccgtactcgaccatgt
L:taccccagaaaaatgggatg
R:gcaattccatgcgagtgtta
L:gtaaatgcggcgcegtacgt
R:gggtcatggactacacagta
L:cacaggctcaccgaagctca
R:aagtttggcttggcacataga
L:ctctgtcctttcgecttgag
R:gagaggaactagaagccagca
L:caggaacgctcatggaagac
R:ggaaatttgaaaatggtctgg
L:cgggaagaaggcaacataga
R:tgtgttagcctcacggaaaa
L:ggatttcgtcagggctcagt
R:gcctgactagttgtgaacattcc
L:gctgcaacaaacagtttcca
R:cgacaaaagtcagtgttagcg
L:gaagatggcaaggaagttgc
R:cggccttctagaatcgacag
L:ggccacggaattttgcag
R:aaacacaagcataacgtaaagtcg
L:cttcccatctccaaagcaaa
R:ccctcaggectcaacataga

L :ctttctgcagcgaggagtg
R:cgacccaacacatcaggtaa
L:cccaaccagaaaagagaaagc
R:cacggcaaactcacaaacac
L:ggggacgaggagagtctga
R:tcactctaggccgttcatca
L:gtgttttacgcagcttaage
R:aactggctacgtaggctcg
L:gacggaagggttctacatgce
R:ccggaaggaggagcagty
L:cggaagggttctacatgcac
R:cggaaggaggagcagtgg
L:ggcgaaaaatttcttcatge
R:ggaggcgatctgcatctagt
L:tcatgcatcaacaaatcttatgg
R:atgcatgctctcacttgetg
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Si028878m

Si029659m

Si029739m

Si030193m

Si032651m

Si032900m

Si033044m

Si033419m

Si035652m

Si036899m

7

13

11

20

10

20

Sh02g022630

Sh02g034100

Sh02g007080

Sh029026800

Sb029g005060

Sh029028590

Sh029001580

Sh029031700

Sh019027290

Sh019029230

22

13

14

14

10

18A

18B

19A

198

20A

20B

20C

20D

21A

21B

21C

21D

21E

22A

22B

22C

23A

23B

23C

23D

24A

25A

25B

25C

26A

26B

27A

U_b_comp7864_c0_seql
U_b_comp4762_c0_seql
U_b_comp5908 c0_seql
U_b_comp6786_c0_seql
U_b_comp17847_c0_seql
U_b_comp1979 c0_seql
U_b_comp6432_c0_seql
U_b_comp9413 c0_seql
U_b_comp2011 _cO_seql
U_b_comp10353_c0_seql
U_b_comp11235 c0_seql
U_b_comp13767_c0_seql
U_b_comp17460_c0_seql
U_b _comp13310_c0_seql
U_b _compl7162_c0_seql
U_b_comp18424 c0_seql
U_b_comp2424_c0_seql
U_b_comp7114 c0_seql
U_b_comp7801_c0_seql
U_b_comp8763 _c0_seql
U_b_comp18627_c0_seql
U_b_comp3446_c0_seql
U_b _comp17099 cO seql
U_b _comp17433 _c0_seql
U_b_comp8375_c0_seql
U_b_comp18708_c0_seql

U_b_comp762_c0_seql*

L:cagctgtgggttctcaacaa
R:cccgtggaatttaaagcaga
L:ttcgcgtagcatggcaaca
R:catgagatgctgatgacce
L:gctactcegaccatcgtctt
R:ttcatctccaaggecttcte
L:cgattcgacatgagatt
R:cgtcctagtagctaggga
L:gtcgcctacatggegtte
R:acgacattatgcccttcag
L:ctgcctegtegectacat
R:cccttcagcagcaactcaa
L:atcgcactggccgagaag
R:cacgtagtcggcccagaa
L:ctgcctegtegectacat
R:acgacattatgcccttcage
L:cacttccgcatctacaaga
R:ttcggaaggaagaagacgtg
L:ccgcatctacaagagtggaa
R:acgctgtccatgagcttctt
L:ccctacgagtacctggagea
R:cgaactcgtagaccttcteg
L:atcgcactggccgagaag
R:gtagtcggcccagaaccty
L:atcgcactggccgagaag
R:cgtagtcggcccagaacct
L:agacggaggagggtttcact
R:caacagcattcatcgagaaaa
L:tgcacacacctttctgatgtt
R:gttgccccatacttggaaga
L:aatggtatgcggcacttgat
R:caattagtgcccacaagcag
L:ctcgcggacactggacac
R:gcgtcaagttcaccacagaa
L:ccaggcctccagegatag
R:tttgaaaataaccaacacgttcc
L:cagtgaagctgttctagcagac
R:ctttcgtgtgctaataaatcca
L:agagttgctggtcagacagaga
R:cataacagtgctcctgcttca
L:ttggacccagctcatttcat
R:aacacatgatgcgctcaaag
L:cgttcaaatggcaaggaagt
R:ccttgctatggagctcagga
L:tgccaagagactcgttcaaa
R:aggaacgccctttcaacttc
L:ctgcaagaaaaatgggaactg
R:aatggcatcctcgttatttca
L:actagcgatgggactgttga
R:gatgcataccatgacgctga
L:ctaaagaggagcacgggaaa
R:atgacgctgatgatgtcgaa
L:gcggctcatgctatcagatt
R:ggacgtaggagcggtagttg
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U_b_comp14349_c0_seql

U_b_comp2363_c0_seql

L:ccctacgagtacctggagea
R:cgacgaactcgtagaccttct
L:tgctggacttctgggtgag
R:cgaactcgtagaccttctcg

*Sequéncias que apresentaram sitios em cromossomos das espécies de Brachiaria.

28A
Si037137m 22  Sbh01g030900 24

28B
L: Forward
R: Reverse

Tabela 2 Genes de funcdo conhecida/suposta selecionados do genoma de Setaria

Gene/codigo

Par de Primer

Hypothetical gene
(#37786824)

Hypothetical gene
(#37732222)

Hypothetical gene
(#37795893)

Hypothetical gene
(#37751042)

Hypothetical gene
(#37802704)

Hypothetical gene
(#37744648)

Cluster 37753166

Hypothetical gene
(#37738073)

L:cgagttttgtagtcgectc
R:ccacacttttacggcaccat

L:cagattgcatttgatgattgg
R:gggagaaggatggaatagcc

L:ttctcttcgcatggottttt
R:aaccgacaacaaacctcacc

L:ctgtttggttggccaggtat
R:ggcgaagagcacgattctta

L:ggaatgcaacagggaagaag
R:ctctcatggcactcctggat

L:gatgtcacggaagttcagca
R:gcctgctttccacttgagac

L:cgtgtttgagaaatgccaga
R:caattgctccaacaggtgty

L:gtgtcacgtctggtgcaaac
R:cggcctcaagaacgttaaaa

XM_004979060.1

AF495586.1

L:ggtgaccatgtccttcetgt
F:caaaggccttgttgatctce

L: gctactccgaccategtett
R: ttcatctccaaggccttcte

italica.
Banco .
de dados Categoria
heat shock
sequences
(Heat repeat)
(3]
S
o
g
é‘ Heat shock protein binding
Natural resistance-associated
macrophage protein
Starch-branching enzyme
Rubisco sequences
— Adhl
m
©)
Z PEPC
L: Forward

R: Reverse



