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RESUMO

O género Urochloa P. Beauv. (Brachiaria (Trin.) Griseb.), conhecido por sua importancia
agrondmica, inclui espécies como Urochloa humidicola e Urochloa dictyoneura, que formam
o complexo 'humidicola’. Essas espécies sdo conhecidas por suas caracteristicas morfoldgicas
semelhantes, gerando debates taxonémicos sobre sua classificacdo. O objetivo deste estudo foi
localizar sequéncias repetitivas satDNA nos cromossomos de acessos de U. humidicola e U.
dictyoneura, por meio hibridizagéo in situ fluorescente (FISH), a fim de contribuir para o
conhecimento da estrutura e composicdo dos genomas. As analises revelaram variacOes
significativas na distribuicdo, intensidade e padrdo dos sinais de FISH entre 0s acessos
avaliados. Os padrdes de hibridizacdo das sequéncias satDNA mostraram uma complexidade
genbmica substancial, refletindo rearranjos cromossémicos e variagfes no nimero de copias
das sequéncias repetitivas. A comparacdo entre U. humidicola e U. dictyoneura revelou a
conservacdo de algumas sequéncias satDNA, alinhando-se ao "modelo de biblioteca”, onde
espécies relacionadas compartilham um repertério de satDNAs herdados de um ancestral
comum. No entanto, variagdes interespecificas também foram observadas, refletindo a rapida
evolucdo desses elementos repetitivos. Os resultados deste estudo expandem significativamente
0 conhecimento sobre a estrutura e organizacdo do genoma de U. humidicola e U. dictyoneura.
A identificacdo de padrdes distintos de hibridizacdo de satDNA entre os citdtipos e espécies
sugere que esses marcadores podem ser Uteis na discriminacdo de cromossomos e na

compreensdo das relacdes evolutivas dentro do género Urochloa.

Palavras-chave: Brachiaria; satDNA; poliploidia; FISH.



ABSTRACT

The genus Urochloa P. Beauv. (Brachiaria (Trin.) Griseb.), known for its agronomic
importance, includes species such as Urochloa humidicola and Urochloa dictyoneura, which
form the 'humidicola’ complex. These species are noted for their similar morphological
characteristics, leading to taxonomic debates regarding their classification. The objective of this
study was to located satDNA repetitive sequences on the chromosomes of U. humidicola and
U. dictyoneura accessions using fluorescence in situ hybridization (FISH) in order to enhance
the understanding of the genome structure and composition. The analyses revealed significant
variations in the distribution, intensity, and pattern of FISH signals among the evaluated
accessions. The hybridization patterns of satDNA sequences demonstrated substantial genomic
complexity, reflecting chromosomal rearrangements and variations in the copy number of
repetitive sequences. The comparison between U. humidicola and U. dictyoneura revealed the
conservation of certain satDNA sequences, consistent with the "library model," where related
species share a repertoire of satDNAs inherited from a common ancestor. However,
interspecific variations were also observed, reflecting the rapid evolution of these repetitive
elements. The results of this study significantly expand the understanding of the genomic
structure and organization of U. humidicola and U. dictyoneura. The identification of distinct
satDNA hybridization patterns among cytotypes and species suggests that these markers can be
useful in chromosome discrimination and in understanding the evolutionary relationships

within the genus Urochloa.

Keywords: Brachiaria; satDNA; polyploid; FISH.



INDICADORES DE IMPACTO

Esta pesquisa conduziu uma analise citogendmica do complexo 'humidicola’ de Urochloa,
revelando padrbes de sequéncias repetitivas dentro dos cromossomos. O trabalho teve como
objetivo localizar sequéncias repetitivas satDNA nos cromossomos de acessos de U. humidicola
e U. dictyoneura, por meio hibridizacéo in situ fluorescente (FISH), a fim de contribuir para o
conhecimento da estrutura e composicdo dos genomas. As descobertas sdo essenciais para
compreender a evolucdo e a variagdo gendmica dessas espécies. Ao empregar FISH,
localizamos sequéncias repetitivas de satDNA em U. humidicola e U. dictyoneura,
aprofundando nossa compreensdo da estrutura e composicdo do genoma. Nosso estudo fornece
uma base para aplicagdes em taxonomia, evolugdo e melhoria de gramineas forrageiras,
beneficiando regibes pastoris. Os resultados ressaltam a importancia da pesquisa cientifica e
das universidades no avanco da biotecnologia agricola e no suporte aos programas de
melhoramento de forrageiras. Este trabalho se alinha com o foco da Politica Nacional de
Extensdo em educacéo, tecnologia e producéo.

IMPACT INDICATORS

This research conducted a cytogenomic analysis of the Urochloa 'humidicola’ complex,
revealing repetitive sequence patterns within chromosomes. The objective was to localized
repetitive satDNA sequences on the chromosomes of U. humidicola and U. dictyoneura
accessions using fluorescence in situ hybridization (FISH), contributing to the understanding
of genome structure and composition. The findings are essential for comprehending the
evolution and genomic variation of these species. By employing FISH, we localized repetitive
satDNA sequences in U. humidicola and U. dictyoneura, deepening our understanding of
genome structure and composition. Our study provides a foundation for applications in
taxonomy, evolution, and forage grass improvement, benefiting pastoral regions. The results
highlight the importance of scientific research and universities in advancing agricultural
biotechnology and supporting forage breeding programs. This work aligns with the focus of the
National Extension Policy on education, technology, and production.
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1. INTRODUCAO

O género Urochloa P. Beauv. [syn. Brachiaria (Trin.) Griseb.] inclui 102 espécies
(Powo, 2024), originarias da Africa, amplamente distribuidas em regibes tropicais e
subtropicais e que desempenham um papel crucial na producdo de forragem para alimentagéo
do gado. O género tem se destacado entre as forrageiras devido as suas caracteristicas
desejaveis, como resisténcia a solos acidos e secos, adaptacdo a uma variedade de climas e
rapida capacidade de rebrota, (Jank et al. 2014; Ferreira et al. 2021; Simedo, 2021). Contudo,
a complexidade genémica de suas espécies, marcada pela poliploidia e hibridizagdo, dificulta a
compreensdo de suas relagdes evolutivas.

Trés das espécies de Urochloa agronomicamente mais importantes, formam o complexo
agamico denominado 'brizantha’, sendo estas: Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich.) R.D.
Webster, Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster e Urochloa ruziziensis (R. Germ. & C.M.
Evrard) Crins. O segundo complexo, conhecido como ‘humidicola’, inclui Urochloa humidicola
Morrone & Zuloaga e Urochloa dictyoneura (Fig. & De Not.) (Lutts et al. 1991; Maass, 1996;
Renvoize; Clayton; Kabuye, 1996).

As espécies do complexo 'humidicola’, em particular, compartilham caracteristicas
morfolégicas semelhantes, de forma que alguns autores propuseram se tratar da mesma espécie
(Veldkamp, 1996; Sosef, 2016; Masters, 2021), inclusive a propria plataforma Plants of the
World Online (Powo, 2024), considera U. humidicola como sinénimo de U. dictyoneura. No
entanto, analises moleculares apontam para a existéncia de duas espécies distintas, (Torrez--
Gonzales 2005; Salariato, 2010; Trivino, 2017). Essa divergéncia entre informacoes
morfoldgicos e moleculares evidencia a necessidade de estudos mais detalhados para elucidar
as relagdes entre as duas espécies. Nesse estudo, consideramos U. humidicola e U. dictyoneura
como espécies distintas.

Os estudos citogenéticos das espécies de Urochloa surgem como um aliado para
caracterizacdo do germoplasma. Tanto U. humidicola e U. dictyoneura possuem x = 6 como
namero basico de cromossomos (Boldrini; Pagliarini; Valle, 2006; Risso-Pascotto et al. 2006;
Boldrini et al. 2009a, 2009b). Em U. humidicola, ha relatos de hexaploides, heptaploides e
nonaploide, enquanto U. dictyoneura varia de tetraploide, heptaploide e nonaploide (Bernini;
Marin-Morales, 2001; Penteado et al. 2000; Boldrini; Pagliarini; Valle, 2009; Jungmann et al.
2010; Damasceno et al. 2023). Até o momento ndo foram descritos individuos diploides, porém,
a identificacdo de um individuo sexual e aneuploide em U. humidicola (H031, 2n=6x=36+1)
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por Damasceno et al. (2023), destacam a necessidade de estudos mais aprofundados para
compreender a origem e a evolucdo dos diferentes niveis de ploidia neste grupo.

A caracterizacéo citogenética de U. humidicola avangou com o estudo de Damasceno et
al. (2023) com a montagem de idiogramas e mapeamento dos sitios de DNA ribossomal.
Todavia, a complexidade genbmica dessas espécies, especialmente devido aos altos niveis de
poliploidia, demanda a utilizagdo de sequéncias repetitivas, tais como os satélites (satDNA)
para maior detalhnamento dos caridtipos. Nesse contexto, as sequéncias satDNA representam
uma promissora alternativa para identificar marcas espécie-especificas; genoma-especificas ou
compartilhadas a fim de auxiliarem na deteccdo de rearranjos cromossomicos e relagdes entre
as espécies de forma conclusiva (He et al. 2024).

Sob essa perspectiva, 0s estudos de Tomaszewska et al. (2023) e Corréa et al. (dados
ndo publicados) destacam o grande potencial das sequéncias repetitivas para esclarecer as
relagBes filogenéticas em Urochloa. Embora o trabalho de Tomaszewska et al. (2023) néo tenha
analisado diferentes espécies nem comparado citdtipos de U. humidicola, os resultados das
marcacgdes sugerem a presenca dos genomas A, B e possivelmente C. Por outro lado, a analise
bioinformética conduzida por Corréa et al. (dados ndo publicados) no complexo "brizantha"
revelou que o DNA repetitivo total varia entre 56,26% em U. brizantha 2x, 57,75% em U.
ruziziensis, 62,48% em U. decumbens 2x, 64,78% em U. decumbens 4x e 65,52% em U.
brizantha 4x.

Entre as sequéncias repetitivas, o DNA satélite (satDNA) se organiza em longos arranjos
tandem, composto por familias de sequéncias curtas, ndo codificantes e altamente repetitivas.
O satDNA pode representar uma fragdo importante do genoma, variando de 2,62% a 3,86% em
Urochloa (Corréa et al. dados ndo publicados), sendo reconhecido como a mais variavel do
genoma eucarioto (Garrido-Ramos, 2017). Essas sequéncias sdo caracterizadas por sua
instabilidade evolutiva, impulsionada por diversos mecanismos, como atividade
transposicional, mutacdes e amplificacdes, refletindo sua rapida trajetoria de mudancas
evolutivas (Belyayev et al. 2019). Essa rapida evolucdo desses elementos repetitivos pode
oferecer insights sobre a dinamica evolutiva dentro e entre as espécies. Neste contexto, 0
objetivo deste estudo foi localizar sequéncias repetitivas satDNA nos cromossomos de acessos
de U. humidicola e U. dictyoneura, por meio hibridizacao in situ fluorescente (FISH), a fim de

contribuir para o conhecimento da estrutura e composi¢éo dos genomas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos botanicos, taxondmicos e filogenéticos de Urochloa

Urochloa P. Beauv (sin. Brachiaria (Trin.) Grisebach) é um importante género
paleotropical de gramineas forrageiras pertencente a tribo Paniceae, subfamilia Panicoideae e a
familia Poaceae. Atualmente, o0 género possui 102 espécies aceitas (Powo, 2024), das quais 12
sdo predominantemente encontradas em savanas africanas (Torres Gonzélez; Morton, 2005).
Destacam-se entre as espécies do género Urochloa aquelas amplamente cultivadas como
forrageiras, incluindo U. decumbens, U. ruziziensis, U. humidicola, e U. brizantha (Valle;
Pagliarini, 2009).

Urochloa é um género baseado na espécie Urochloa panicoides e foi primeiramente
descrito por Palisot de Beauvois em 1812. Brachiaria foi inicialmente estabelecida como uma
secdo do género Panicum L. (Trinius, 1826), sendo posteriormente elevada ao status de género
por Grisebach em 1853. Dada a significancia econdmica desse género, diversos estudos foram
conduzidos para desenvolver chaves botanicas, realizar caracterizaces morfologicas e
conduzir analises moleculares, com o objetivo de delimitar e resolver as incertezas que cercam

a distincdo entre Brachiaria e Urochloa.

Um dos critérios fundamentais na diferenciacdo entre os géneros Brachiaria e Urochloa
tradicionalmente baseava-se na presenca ou auséncia de uma arista (prolongamento fino e
pontiagudo da inflorescéncia das gramineas), curta surgindo do topo do lema fértil e na posicao
da espigueta (seja com a gluma inferior voltada para o eixo ou afastada dele). No entanto, as
fronteiras entre os dois géneros eram confundidas por um ndmero de espécies intermediarias
(Oulo; Van Der Zon; Sosef, 2023). Notavelmente, o trabalho de Webster (1987), Morrone e
Zuloaga (1992) e Torres-Gonzalez e Morton (2005), que abrange tanto pesquisa morfolégica
quanto filogenética, mostrou que sua distingdo ndo pode ser mantida e propuseram a fusdo dos
dois géneros (Oulo; Van Der Zon; Sosef, 2023).

Sendo Urochloa o nome genérico mais antigo, varias espécies foram realocadas de
Brachiaria para Urochloa ou agrupadas em outros géneros de Paniceae (Webster 1987,
Morrone; Zuloaga 1992, 1993; Ashalantha; Nair 1997; Torres-Gonzalez; Morton, 2005). Logo,
as espécies de Urochloa sdo caracterizadas por uma inflorescéncia racemosa, com espiguetas

comprimidas dorsi-ventralmente desarticuladas em sua base, que séo circundadas pela gluma
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inferior, e a palea da florzinha superior delimitada em seu &pice pelo lema (Oulo; Van Der Zon;
Sosef, 2023). Apesar da nova taxonomia, a maioria dos especialistas em gramineas africanas
ainda esta relutante em adotar essa ideia. Como resultado, muitas espécies africanas
anteriormente classificadas como Brachiaria ainda ndo foram renomeadas como Urochloa, o

que contribui para aumentar as controvérsias (Oulo; Van Der Zon; Sosef, 2023).

As caracteristicas especificas dentro do género Urochloa sdo frequentemente
insuficientes, complexas ou demasiado sutis para sua delimitacdo precisa. Como resultado, a
literatura tem relatado a distribuicdo de individuos e acessos com nomes incorretos. Entre as
causas dos problemas taxonémicos em Urochloa estdo: a) a semelhanga com outras espécies
de Poaceae, juntamente com pequenas diferencas na morfologia das flores, b) a descri¢cdo do
grupo baseada em uma Unica espécie e c¢) a variacdo dos caracteres morfologicos entre as

espécies (Morrone; Zuloaga, 1992).

As espécies de Urochloa foram inicialmente agrupadas por afinidades morfolégicas da
inflorescéncia, especialmente a espigueta compartilhada entre as espécies. Essa organizacao
resultou em nove grupos, dos quais o grupo 5 composto por U. decumbens, U. brizantha e U
ruziziensis e o grupo 6 composto por U. humidicola, U. dictyoneura e U. jubata (Fig. Et De
Not.) Stapf (Renvoize; Clayton; Kabuye, 1996).

Algumas especies de Urochloa apresentam uma mistura de individuos sexuais e
apomiticos, como U. decumbens, U. humidicola, U. dictyoneura, U. jubata e U. brizantha.
Essas espécies frequentemente formam complexos agamicos (Miles; Valle, 1996). O termo
"complexo™ refere-se a individuos com diferentes niveis de ploidia, incluindo gendtipos
diploides geralmente sexuais e poliploides apomiticos, permitindo a ocorréncia de
recombinacdo genética dentro do complexo agamico (Valle; Savidan, 1996). Neste género,
destacam-se dois complexos agamicos (Renvoize; Clayton; Kabuye, 1996), o primeiro,
denominado 'brizantha', composto por: Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich.) R.D. Webster,
Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster e Urochloa ruziziensis (R. Germ. & C.M. Evrard)
Crins. O segundo complexo, conhecido como ‘humidicola’, inclui as espécies: Urochloa
humidicola Morrone & Zuloaga e Urochloa dictyoneura (Fig. & De Not.). Por pertencerem ao
mesmo complexo agamico, pode haver fluxo génico dada a proximidade filogenética entre
essas especies (Valle, 1990; Miles; Valle, 1996).
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As espécies do complexo 'humidicola’ compartilham caracteristicas morfologicas muito
semelhantes, tornando desafiadora sua identificacdo (Renvoize; Clayton; Kabuye, 1996), tanto,
que alguns autores propuseram se tratar da mesma espécie (Veldkamp, 1996; Sosef, 2016;
Masters, 2021). No entanto, divergéncias persistem na literatura, com autores mantendo a
separagdo entre elas, como evidenciado por Roche; Menéndez; Hernandez (1990) ao descrever
suas caracteristicas morfoldgicas. A incerteza taxondmica é ressaltada pelo reconhecimento,
atualmente, por parte da plataforma Plants of the World Online (Powo, 2024), que considera U.
humidicola como sinénimo de U. dictyoneura, destacando a complexidade e as questfes em

torno da taxonomia e identificacdo dessas espécies.

De acordo com os bancos de dados de nomenclatura do Jardim Botéanico do Missouri
(Tropicos), U. dictyoneura foi anteriormente classificada como U. humidicola, Panicum
dictyoneura e P. humidicola. Por outro lado, U. humidicola ja recebeu diversas denominagdes,
incluindo U. dictyoneura subespécie humidicola, U. dictyoneura e Brachiaria rautanenii.
Embora apresentem muitas semelhancas morfoldgicas e representem um desafio para o
reconhecimento, U. dictyoneura se diferencia pela presenca, na face abaxial, de um anel visivel
que resulta da unido entre a bainha e o limbo, caracteristica ausente em U. humidicola (Roche;
Meneéndez; Hernandez, 1990; Morrone; Zuloaga, 1992).

Entre as caracteristicas morfologicas, U. dictyoneura e plantas estoloniferas perenes que
formam tufos e touceiras (Renvoize; Clayton; Kabuye, 1996), com ramas ascendentes de 38 a
100 cm de altura, seus estoldes chegam a até 1,5 m de comprimento. Colmos eretos, delgados
e duros. Os internos sdo de coloracdo verde a roxa, ovais. NO verde claro a roxo escuro com
anel piloso. Folhas pilosas, ligula ciliada membranosa. No lado externo ou abaxial na juncédo
da lamina e a bainha, apresenta um anel membranoso, rigido e saliente. A folha bandeira com
3 cm de comprimento, bainha de 16 a 28 cm, pouco pilosa na base. Inflorescéncia em panicola
racemosa, raques verdes a roxa em forma de zigzag com pelos largos em ambos os lados. As
espiculas obovoides e obtusas com tendéncia ao apice de cor verde com sobretons roxos e
dispostos em duas series. Gluma verde com sobretons roxos, glabra. Lema membranoso e
piloso. A palea da flor inferior masculina e hialina. A flor superior é hermafrodita com a lema

e a palea da mesma cor e textura (Roche; Menéndez; Hernandez, 1990; Veldkamp, 1996).

U. humidicola apresenta plantas estoloniferas perenes, com ramos que variam de 38 a

60 cm de altura. Os estoldes podem atingir 1,2 m de comprimento. Folhas com 3 a 10 cm de
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comprimento e 1,0 a 1,2 cm de largura. Colmos eretos, finos e duros, glabros. Laminas foliares
lineares, glabra ou levemente peluda na base, duras e asperas, estreitas, verdes e roxas nas
bordas. A folha bandeira € pequena ou imperceptivel de 0,1 a 3 mm de comprimento.
Inflorescéncia em uma panicula racemosa, raquis finamente denticulados, glabro de cor verde
a morado. Gluma inferior verde-clara a roxa, glabra e gluma superior verde-claro, um tanto
peluda. Flor inferior masculina com lema ovoide de cor e textura semelhante a gluma superior
com 5 veias, quase glabra. Flor superior hermafrodita. Lema obovoide, verde claro ou
esbranquicada, com rugosidade transversal. Palea semelhante em textura e cor ao lema fertil
(Roche; Menéndez; Hernandez, 1990; Morrone; Zuloaga, 1992).

Vaérios estudos confirmaram que U. dictyoneura e U. humidicola séo filogeneticamente
préximas. As reconstrucdes filogenéticas utilizando regibes ITS (internal transcribed spacer -
ITS) de DNA ribossémico, sequéncias de genes cloroplastidiais (rpl16, trnL intron, trnL-F
spacer e ndhF) e marcadores microssatélites mostraram que U. dictyoneura e U. humidicola
sdo intimamente relacionadas (Torres Gonzalez; Morton, 2005; Salariato et al. 2009; Vigna et
al. 2011; Santos et al. 2015; Diamante et al. 2020). Visto a alta similaridade morfoldgica, a
controvérsia em relacdo ao status taxondmico permanece. Contudo, hd uma tendéncia na
literatura botéanica atual (Sosef, 2016; Masters, 2021; Oulo et al. 2023; Powo, 2024) em aceitar
a proposta de Veldkamp (1996) de se tratar da mesma espécie, assumindo a nomenclatura como
U. dictyoneura (Oulo et al. 2023; Powo, 2024).

2.2 Caracteristicas citogenéticas de Urochloa, com énfase no complexo humidicola.

Para o desenvolvimento de programas de melhoramento de Urochloa sdo necessarias
informagdes citogenéticas que envolvam a determinagéo do nivel de ploidia, numero basico de
Cromossomos e comportamento meidtico com o intuito de direcionar os cruzamentos a fim de
obter hibridos intra e interespecificos (Valle; Pagliarini, 2009).

O modo de reproducdo das espéecies do género Urochloa € predominantemente por
apomixia (Valle; Savidan, 1996;), um processo reprodutivo assexuado no qual os 6vulos evitam
a meiose e formam sementes sem fertilizacéo, resultando em clones genéticos do progenitor
feminino (Moraes et al. 2023). A apomixia presente em Urochloa ¢é do tipo apospdrica com
pseudogamia, que requer a formacdo de gametas férteis para producdo de sementes viaveis

(Fuzinatto et al. 2012). A aposporia é caracterizada pela diferenciacdo de células nucelares
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adjacentes em sacos embrionarios ndo reduzidos, processo denominado apomeiose, seguido
pelo desenvolvimento do 6vulo ndo reduzido em um embrido sem fertilizacdo (partenogénese)
(Xiong et al. 2023).

A apomixia geralmente esta associada as espécies poliploides, enquanto a sexualidade
€ mais comum em individuos diploides (Valle; Pagliarini, 2009). Frequentemente, essas
espécies formam complexos agamicos, como é o caso de U. ruziziensis, U. decumbens e U.
brizantha, assim como U. humidicola e U. dictyoneura (Miles; Valle, 1996). Esse "complexo”
refere-se a individuos com diferentes niveis de ploidia, incluindo genotipos diploides
normalmente sexuais e poliploides apomiticos, nos quais a recombinagdo genética pode ocorrer
(Valle; Savidan, 1996).

Em relacdo ao numero basico de cromossomos, foram descritos para Urochloax =5, 7,
8,9,10e 12, 12, porém x = 9 tem sido frequentemente encontrado entre as espécies estudadas
(Hubbard, 1948; Christopher; Abraham, 1976; Basavaiah; Murthy, 1990, Morrone; Zuloaga,
1992; Valle; Savidan, 1996; Penteado et al. (2000). Essa diversidade de nimero basico reflete
no namero de cromossomos do género com espécies com 2n = 14 a 2n = 90 cromossomos
(Valle; Pagliarini, 2009), bem como individuos diploides até nonaploides (Jungmann et al.
2010).

Inicialmente, para o complexo "humidicola”, foi sugerido x = 7 e x = 9 como nimero
basico de cromossomos (Valle; Pagliarini, 2009), adotados para a maioria das espécies do
género. No entanto, estudos meidticos posteriormente revelaram um namero basico de x = 6
(Risso-Pascotto; Pagliarini; Valle, 2006ab; Boldrini et al. 2006 e 2009ab), enquanto contagens
cromossémicas sugeriram a formacao de uma série poliploide nesse complexo (Sosef, 2016).
A confirmacdo desse nimero bésico para U. dictyoneura (2n=24) se baseou, principalmente,
na formacdo de seis conjuntos de tetravalentes nas diacineses em um dos acessos avaliados
(Risso-Pascotto; Pagliarini; Valle, 2006a), pressupondo a autotetraploidia. Em acessos de U.
humidicola, a confirmacéo foi feita a partir de observagdes em acessos com 42 cromossomos,
porém com comportamento de alopoliploide (Boldrini et al. 2006 e 2009ab).

No complexo “humidicola” tem sido evidenciado a ocorréncia de citdtipos tetraploides
(2n=24, Risso-Pascotto; Pagliarini; Valle, 2006ab), heptaploides (2n=42, Carnahan; Hill, 1961)
e nonaploides (2n=54, Valle, 1986) para U. dictyoneura, e citotipos hexaploides (2n=36,
Boldrini et al. 2011b), heptaploides (2n=42, Boldrini et al. 2006; 2009a) e nonaploides (2n=54,
Adamowski et al. 2007; Boldrini et al. 2011a) para U. humidicola (sin. U. dictyoneura). N&o
h& descrigdes de acessos diploides, e apenas um representante de U. humidicola foi reportado
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como tendo reproducdo sexual (HO31). No entanto, recentemente, o acesso HO031 foi
identificado como aneuploide (2n=6x=36+1) e possivelmente considerado um hibrido
(Damasceno et al. 2023).

Para Vigna et al. (2016), o acesso HO31 (sexuais) tém sua origem atribuida ao
cruzamento entre uma planta fémea sexual diploide (2n = 2x = 12, genoma A) e um macho
apomitico tetraploide (2n = 4x = 24, genoma B), resultando em um triploide (2n = 3x = 18,
ABB) ap6s a meiose. Uma segunda hipotese sugere que o triploide possa ter surgido do
cruzamento entre dois pais diploides (2n = 2x = 12), com um contribuindo com um gameta
reduzido (n = 6, genoma A) e 0 outro com um gameta ndo reduzido (n = 12, genoma B).
Posteriormente, por duplicagdo natural dos cromossomos, teria se formado um alohexapldide
(2n = 6x = 36, AABBBB) (Vigna et al. 2016).

Um dos primeiros estudos cariotipicos foi publicado por Bernini e Marin- Morales
(2001) incluiu a avaliagdo de 12 acessos de cinco espécies do grupo (U. brizantha, U.
decumbens, U. humidicola, U. jubata e U. ruziziensis). No entanto, este estudo ndo forneceu
dados para U. dictyoneura e ainda considerou Xx=9 como 0 nimero basico de cromossomos na
elaboracdo dos cariotipos. Posteriormente, Mendes (dados ndo publicados 2020) analisou
acessos de U. dictyoneura (DT 158 e DT 159), identificando 2n = 4x = 24 cromossomos e
contetdo de DNA de 2.83 pg para e 3.12 pg. Os cromossomos do cariétipo foram classificados
como simétricos e metacéntricos, seguindo a classificacdo de Levan (1964). Além disso, 0
comprimento total dos cromossomos variou de 2,63 a 3,98 um para DT 158 e de 2,08 a 3,07
pm para o acesso DT 159.

O estudo mais recente de cariotipagem em U. humidicola foi conduzido por Damasceno
etal. (2023). Esses autores analisaram cinco acessos de U. humidicola e confirmaram trés niveis
de ploidia (6X, 7X e 9X): H016 com 2n = 6x = 36 e 2,38 pg, HO31 com 2n = 6x =36 + 1
(aneuploide) e 3,01 pg, H125 com 2n = 7x =42 e 3,51 pg, H126 com 2n =7x =42 e 4,45 pg, e
H108 com 2n = 9x = 54 e 3,94 pg. Os sitios de rDNA 35S e 5S apresentaram variagdes em
termos de numero e posicdo, sendo encontrados em posicdes terminais e intersticiais dos
cromossomos, com colocalizagdo intersticial em alguns acessos. Além disso, os dados de
cariotipo e mapeamento de sitios ribossomais corroboram a proposta de alopoliploidia em U.
humidicola, sugerindo uma origem hibrida para o acesso H031 (Damasceno et al. 2023).

A maioria dos estudos meioticos no complexo “humidicola” reportam anormalidades
meidticas e pos-meioticas de acessos e hibridos intraespecificos, relacionadas com a poliploidia
onipresente no género (Boldrini et al. 2006; Adamowski et al. 2007; Gallo et al. 2007; Boldrini
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etal. 2009, 2011; Boldrini; Pagliarini; Valle, 2009, 2010; Ricci et al. 2011; Bonetti 2023, dados
n&o publicados). Em alguns acessos com H121 (2n = 9x = 54), H022 (2n = 54), H047 (2n = 4x
= 36), H038 (2n= 9x = 54), HO03 (2n = 7x = 42), HO30 (2n = 7x = 42) as principais
anormalidades estdo relacionadas a citocinese, incluindo formas precoce, multipla, tardia ou
incompleta, auséncia da citocinese, orientacdo irregular ou precoce dos cromossomos na
metéfase | e cromossomos retardatarios na anafase I. Essas anormalidades resultam na
formacgdo de micronucleos, microsporos uni-, bi-, tri- e tetranucleados, e na producdo de
gametas aneuploides, impactando a viabilidade polinica e contribuindo para a variagédo
cromossomica (Boldrini; Pagliarini; Valle, 2006; Gallo et al. 2007; Adamowski et al. 2007;
Calisto et al. 2008; Boldrini et al. 2009, 2011).

Recentemente Bonetti (2023) analisou as configuracdes de pareamento em dois acessos
de U. dictyoneura (DT 150 e DT 160). O acesso DT150 apresentou 100% de inviabilidade de
polen e um indice meidtico (IMe) de 80%. O acesso DT160, por sua vez, apresentou um IMe
de 59,33% e uma viabilidade polinica de 39,20%. Foram observados altos indices de
cromossomos ndo orientados e atrasados durante a meiose | em ambos o0s acessos. No DT150,
42,65% dos cromossomos estavam néo orientados e 50% estavam atrasados. No DT160, essas
porcentagens foram de 26,31% e 40,26%, respectivamente. No acesso DT160, 17,74% das
telofases | apresentaram micronicleos (MNs), enquanto no DT150 essa taxa foi de 8,59%.
Além disso, a formacao de fuso tripolar foi observada apenas no DT160, com uma frequéncia
de 2,15%. Esses resultados indicam que ambos 0s acessos apresentam meioses instaveis, com
alta frequéncia de anormalidades, porém com comportamentos distintos em termos de

viabilidade polinica e configuragcdo cromossémica (Bonetti 2023, dados ndo publicados).

2.3 DNA repetitivo

O genoma eucarioto compreende menos de 5% de genes. O restante inclui sequéncias
intergénicas de baixa numero de cdpias, bem como sequéncias repetitivas, repetices em
tandem e elementos transponiveis (Anderson et al. 2019). Um exemplo é o milho e o trigo, com
até 85 e 90% dos genomas compostos de repeti¢des (Li et al. 2004; Schnable et al. 2009). Essas
sequéncias tém sido amplamente utilizadas como ferramentas para anélise genética e tém se
mostrado contribuintes na variacao fenotipica e estrutural nos eucariotos. A utilizacdo de DNA
repetitivo como marcadores oferece novas oportunidades para caracterizar espécies, bem como

entender a historia evolutiva de cada genoma (Zhang et al. 2017). Com 0 avango na
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identificacdo de sequéncias repetitivas, varias classes, familias e subfamilias tém sido
identificadas por apresentarem estrutura, tamanho, mecanismos de transposi¢do e nimero de
copias distintas (Wicker et al. 2007).

2.3.1 Elementos Transponiveis

Os elementos transponiveis (TEs) foram identificados pela primeira vez por Barbara
McClintock (Mcclintock, 1950) em milho. Varios estudos levaram a descoberta de sua
contribuicdo na variacdo fenotipica e genotipica (Bennetzen, 2000). Os TEs representam uma
importante por¢cdo do genoma por estarem relacionados com a estrutura cromossomica,
expressao e regulacdo génicas, bem como adaptacdo e evolugdo (Carareto; Monteiro-Vitorello;
Sluys, 2015). Os TEs sdo compostos principalmente por elementos repetitivos, intercalados
com sequéncias ativas ou inativas. Eles ndo séo distribuidos aleatoriamente e estdo envolvidos
em mutages em plantas, embora sejam segmentos genéticos mdveis nos genomas
(Ramakrishnan et al. 2022).

Os TEs contribuem para os rearranjos do genoma, causando ou reprimindo a expressao
génica. Isso afeta a linha germinativa e a somatica. Os TEs também sdo ativados em resposta a
condicGes de estresse, levando a criacdo de genes e RNAs ndo codificantes, modificando assim
as redes regulatdrias necessarias para processos transcricionais e pés-transcricionais (Bourque
et al. 2018). O estresse ambiental pode ser um desencadeador e influenciar as atividades do TES
(Chuong et al. 2017). A medida que as plantas passam por estresse ambiental, os TEs ativados
podem saltar para novos locais genémicos, resultando em um aumento no ndmero de cdpias ou
silenciamento de TEs, levando a alteracdo na funcao do gene, contribuindo assim com impactos
positivos ou negativos (Quadrana et al. 2019).

Conforme o sistema de classificagcdo proposto por Wicker et al. (2007), os elementos
transponiveis (TE) sdo organizados em classe, subclasse, ordem, superfamilia, familia e
subfamilia. Esta estrutura classificatoria divide esses elementos com base na presenca ou
auséncia de um RNA intermediario. De maneira geral, os TEs sdo agrupados em duas classes
distintas: classe I, que engloba os retrotransposons, e classe Il, que compreende o0s transposons
de DNA (Bennetzen; Wang, 2014).

Os transposons de classe | (transposons de RNA) sdo retrotransposons, constituidos por
MRNA como mediadores para realizar mecanismos de copiar e colar que resultam em um

grande namero de copias no genoma (Wicker et al. 2007). Seu principal componente sdo 0s
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Long Terminal Repeat - LTR, Dictyostelium Repetitive Sequence- DIRS e retrotransposons nao
LTR: elementos nucleares intercalados longos (LINES), elementos nucleares intercalados
curtos (SINES) e estrutura semelhante a Penelope (PLE) (Orozco-Arias et al. 2019).

Os transposons de classe Il (transposons de DNA) representam DNA direto envolvido
em processos replicativos de corte e colagem que Ihes permitem fazer copias moderadas no
genoma (Wicker et al. 2007). Os principais componentes dos transpons sdo as repeticoes
terminais invertidas (TIRs) que sdo variaveis em tamanho. Esses elementos podem aumentar
seus nameros durante a replicacdo cromossdmica, aproveitando tanto a posicdo que ja foi
replicada, bem como a forquilha de replicacdo que ainda seréa replicada (Wicker et al. 2007).

Os TEs séo classificados com base ndo apenas na unidade de transporte mediadora
(RNA ou DNA), mas também em dominios estruturais, como sequéncias enzimaticas e
reguladoras e repeticdes ndo codificantes, incluindo o local de insercdo (Klein;O'Neill, 2018).
Assim, dentro das duas classes principais de TES acima, temos agora nove ordens e 29
superfamilias, com base em seu mecanismo de transposi¢do, estrutura genética e fusdo
cromossomica (Wicker et al. 2007; Lee; Kim 2014).

2.3.2 Elementos transponiveis classe | — transposi¢do por RNA

Os retrotransposons (LTR) ou retroelementos séo da classe | (Long terminal Repeat),
assim chamados por possuirem longas repeti¢fes terminais, usam um processo de ‘copiar e
colar' para sua replicacdo e expansdo, por meio de um intermediario de RNA (Wicker et al.
2007). Estruturalmente, os LTR-RTs se assemelham aos retrovirus, com exce¢do da auséncia
ou inatividade do gene do envelope (ENV) (Orozco-Arias; Isaza; Guyot, 2019). O processo de
replicacdo ocorre através de uma transcriptase reversa, onde uma copia de RNA é transcrita do
elemento transponivel, seguida pela sintese de DNA e insercdo em um local alvo (Wicker et al.
2007). Como resultado, a cada ciclo de replicacdo, uma nova copia € gerada, o que faz dos
retrotransposons uma das principais contribuicdes para a fragcdo repetitiva nos genomas
extensos (Wicker et al. 2007). Além disso, 0s LTR-RTs sdo conhecidos por sua diversidade
estrutural, funcional e localizagdo dentro dos genomas (Orozco-Arias; Isaza; Guyot, 2019).

Os retrotransposons sdo comumente divididos em quatro ordens seguindo a
classificagdo de Wicker et al. (2007), retrotransposons de repeti¢do terminal longa (LTR),
retrotransposons ndo - LTR, PLEs (Penelope- Like elements), DIRS (Dictyostelium

Intermediate Repeat Sequence) e os LINEs e SINEs que compdem 0s retrotransposons néo-
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LTR da ordem (Orozco-Arias; Isaza; Guyot, 2019). Essa divisdo se aplica porque apresentam
diferengas significativas em sua estrutura, a presenca e organizacdo de dominios enzimaticos,
motivos ou regides regulatorias e em seu ciclo de vida. Os retrotransposons LTR sdo menos
abundantes em animais, mas sdo a ordem predominante em plantas. Apos a transposicao, 0s
elementos LTRs produzem um TSD de 4-6 bp. Além disso, estes retrotransposons contém pelo
menos dois genes, gag, uma proteina estrutural para particulas semelhantes a virus, e pol
codifica proteinas cataliticas necessarias para a replicacdo, como transcriptase reversa, RNAse,
integrase e aspartica (Wicker et al. 2007).

A ordem de retrotransposons LTR é subdividida em cinco superfamilias, Copia, gypsy,
Bel-Pao, Retrovirus, ERVO (endogenous retroviruses). As superfamilias Tyl-Copia
(Pseudoviridae) e Ty3-Gypsy (Metaviridae) sdo as principais e diferem uma da outra pela
divergéncia de sequéncia e a ordem dos produtos genéticos codificados (Wicker et al. 2007).
Os LTRs variam de 4 kb, em media, e podem chegar até 31 - 23kb (Wicker et al. 2007). Eles
se localizam em regides altamente heterocromaticas (centromérica, pericentromérica,
telomérica), bem como regibes intergénicas (Gao et al. 2012). A ativacdo desses elementos
moveis tem sido associada ao estresse biotico e abidtico, bem como promotores endégenos. O
aumento de sua expressao também pode ser desencadeado por meio de resfriamento, infec¢éo,
dano mecanico, regeneracdo in vitro, hibridagdo e geracdo de haploides duplicados (Sabot;
Schulman, 2006).

2.3.3 Elementos transponiveis de Classe 11 — transposi¢do por DNA

Os transposons de DNA classe Il, usam um mecanismo de 'recortar e colar', replicam-
se por meio de um intermediario de DNA, com o auxilio da transposase e integrando-se em
outras partes do genoma pela acdo dessa mesma enzima. Elementos de classe Il também s&o
encontrados em procariotos em formas simples chamadas sequéncias de insergéo (IS) ou como
parte de estruturas mais complexas (Wicker et al. 2007). Os transposons séo divididos em duas
subclasses, que sdo distinguidas pelo nimero de fitas de DNA que sdo cortadas durante a
transposicdo, mas nenhuma se move por meio de um intermediario de RNA. As nove
superfamilias conhecidas séo distinguidas pelas sequéncias TIR e o tamanho TSD, dentre elas
Tcl-Mariner, hAT, Mutator, Merlin, Transib, P, PiggyBac, PIF-Harbinger e CACTA. Esses

elementos podem aumentar seus nimeros durante a replicacdo cromossdmica, aproveitando
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tanto a posicéo que ja foi replicada, bem como a forquilha de replicacdo que ainda sera replicada
(Wicker et al. 2007).

A superfamilia Tcl-Mariner, que é onipresente em eucariotos, possui uma estrutura
simples de dois TIRs e uma transposase ORF. Os membros da superfamilia hAT tém TSDs de
8 pb, TIRs relativamente curtos de 5-27 pb e comprimentos totais de menos de 4 kb. Mutador
€ onipresente nos eucariotos, possui TIRs  que podem variar de centenas de pares de base até
curtos (9-11 pb) ou indetectaveis. Os Merlin possuem TIRs que variam de algumas dezenas a
varias centenas de pares de bases, esses TEs sdo flanqueados por TSDs de 8-9 bp. Além disso,
os Merlin funcionais codificam uma transposase DDE com 10kb. Os elementos Transib contém
motif DDE e esté relacionado a proteina RAG1 envolvida na recombinagdo. Os P geram TSDs
de 8pb. Os PiggyBac favorecem a insercdo adjacente ao TTAA. Ja os PIF-Harbinger exigem
uma preferéncia de local — alvo para TAA, possuem duas ORFs em que uma codifica proteina
de ligacdo ao DNA e a outra uma transposase e uma segunda ORF de funcéo desconhecida. Por
ultimo, os CACTA, elementos curtos, altamente conservados (as vezes CACTG)) e flanqueiam
TSDs de 3pb (Wicker et al. 2007).

Os elementos de DNA da subclasse 11 replicam sem clivagem de fita dupla, envolvendo
0 deslocamento de apenas uma fita, dentre eles o Helitrons que interfere principalmente na
composicao do gene por causa se sua capacidade de interceptar genes e mové-los pelo genoma,
o que facilita novas combinagdes de dominios por meio de fusfes de genes (Bennetzen; Wang,
2014; Krasileva, 2019). O segundo elemento que compde essa subclasse € os Maverick
(também conhecidos como Polintons) sdo grandes, atingindo 10-20 kb e séo delimitados por
longos TIRs. Além disso, eles codificam até 11 proteinas e alguns possuem homologia a
proteinas de varios virus de DNA (Wicker et al. 2007).

3. Sequéncias repetitivas em tandem

Ao longo da estrutura cromossémica, encontramos diversas sequéncias repetitivas, que
podem estar dispersas por todo o genoma ou agrupadas em locais especificos, formando
configuracBes em tandem. As sequéncias em tandem, tém sido estruturalmente caracterizadas
por um arranjo sequencial de unidades repetidas, posicionadas uma apos a outra (Paco et al.
2019). Com base no comprimento da repeticdo monomérica existem trés subclasses distintas
reconhecidas: microssatélites, minissatélites e satélites (DNAs satélites — satDNAS) (Pago et al.
2019), no entanto de acordo com Dumbovic; Forcales e Perucho (2017) existem também os
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macrossatélites. Os microssatélites, conhecidos como repeticdes de sequéncia simples (SSR)
ou repeti¢des curtas em tandem (STR), sdo pequenas repeticdes em tandem com tamanhos entre
2 a 6 pares de bases. Essas sequéncias sdo notavelmente variaveis dentro de uma populagéo,
encontradas nas regiGes teloméricas, sendo capaz de alcancar até 15 kb nos cromossomos
humanos (Gomes; Shay; Wright, 2010).

Os minissatélites, por sua vez, sdo maiores (~15 pb), mas em menor nimero que 0s
microssatélites. Matrizes de minissatélites exibem um comprimento médio de 0,5-30 kb e sdo
encontradas em regifes eucromaticas do genoma de vertebrados, fungos e plantas. Os
minissatélites possuiem um padrdo de arranjo Unico, sdo altamente varidveis em tamanho de
matriz e classificados como ndmero variavel de repetices em tandem (VNTRS) (Thakur;
Packiaraj; Henikoff, 2021). Por outro lado, macrossatélites sdo muito maiores e atingem até
alguns quilobases de comprimento, sendo encontrados nas regifes subteloméricas dos
cromossomos de humano. De acordo com Paco et al. (2019)a distribuicdo gendmica
apresentada pelos micros, mini e satDNAs é distinta na literatura, pois microssatélites e
minissatélites estdo distribuidos ao longo do genoma (dispersos), tanto em regides eucromaticas
guanto heterocromaticas. No entanto, os minissatélites também séo caracterizados por suas
acumulacdes em regides (sub) teloméricas.

Os satélites consistem em matrizes repetidas em tandem que estdo presentes em
centrémeros, regides pericentroméricas, regides subteloméricas, além de posicGes intercalares
e blocos de cromatina com propriedades estruturais e epigenéticas especificas (Thakur;
Packiaraj; Henikoff, 2021). Considerados os elementos mais variaveis e de rapida evolucéo, as
repeticbes de satDNA podem ser especificas da espécie ou compartilhadas por espécies
estreitamente relacionadas (Belyayev et al. 2019; Garrido-Ramos, 2021; Thakur; Packiaraj;
Henikoff, 2021). Os satDNAs sdo altamente repetitivos e ricos em AT. Geralmente tém entre
150 e 400 pares de bases e estdo presentes na maioria das plantas e animais (Mehrotra; Goyal,
2014). Visto sua hipervariabilidade entre repeticdes de organismos aparentados e néo
aparentado, os satDNAs sdo excelentes marcadores para mapeamento e caracterizacdo de
genomas Thakur; Packiaraj; Henikoff, 2021).

A origem dos satDNA pode ser decorrente a varios mecanismos como amplificagdo em
tandem de varias sequéncias gendmicas, expansao de matrizes de repeticdo curta em tandem e
de pequenas repeticdes em tandem presentes nas regides dos retrotransposons, seguida por uma
rdpida homogeneizacdo de sequéncia dentro de cada familia (um processo conhecido como
evolucdo concertada) (Vondrak et al. 2020). Essa associa¢do com elementos transponiveis pode
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ser encontrada no milho (Zea mays), entre satélite CentC com 156pb e o retrotransposons
centromérico (CRM) (Jin et al. 2004), e no arroz (Oryza sativa) entre o satélite CentO com
155pb e o retrotransposon especifico do centromero CRR (Cheng et al. 2002).

O DNA centromérico da maioria das plantas sdo grandes matrizes de DNA repetido em
tandem. O centrémero esté relacionado com a segregacdo fiel dos cromossomos na mitose e na
meiose. O correto funcionamento do centrémero leva a heranca precisa do material genético
entre as especies, logo qualquer mutacdo ou mal funcionamento de sua estrutura contribui com
a perda cromossdmica. Essas regifes também podem incluir elementos transponiveis
(retrotransposons centroméricos - CRs e ndo centroméricos), que sdo altamente conservados na
maioria das gramineas (Ma et al. 2007; Heslop-Harrison; Schwarzacher, 2011).

A conservacao desses CRs se deve a sua evolucao mais lenta do que os retroelementos
(LTR), bem como sua funcdo e localizagdo importante no genoma. Uma pesquisa realizada com
282 espécies ressalta que o comprimento dos monémeros das repeticdes em tandem dos
centrdmeros ndo sdo conservadas, que essas sequéncias podem ser ricas tanto em AT como GC
e a abundancia é amplamente variavel (Melters et al. 2013). No geral, sdo sequéncias
especificas de regiGes centrométricas e cruciais para o funcionamento do centrémero. O
interessante é que encontramos variacdes em relacdo ao tamanho, nimero de cdpias e CRs entre
as espécies, entre centrdbmeros homdlogos ou mesmo entre individuos intimamente
relacionados (Ma et al. 2007). Embora o papel do centrdmero seja conservado ao longo da
evolucdo, diferencas podem ser encontradas em plantas e animais como a auséncia de
sequéncias repetitivas em tandem (Nasuda et al. 2005; Shang et al. 2010) ou sequéncias
diferentes entre os cromossomos (Gong et al. 2012).

As extremidades dos cromossomos contém os teldmeros que Sao essenciais para manter
a integridade dos cromossomos. Sua descoberta se deve ao trabalho pioneiro de Barbara
McClintock por meio da inducéo na formacao de cromossomos dicéntricos no milho (Zea mays
L.) (Bass; Birchler, 2011). A auséncia dessas sequéncias nos cromossomos resulta na
degradacéo ou fusdo entre extremidades de outros cromossomos quebrados, além de danos no
DNA gue causam a parada do ciclo celular. As sequéncias teloméricas sdo minissatélites curtos
dispostos em tandem com cerca de 7pb, sendo “5-TTTAGGG-3" a sequéncia mais
frequentemente encontrada em vegetais (Peska; Garcia, 2020).

O avango de estudos relacionados com o entendimento da evolucdo e funcdo dos
teldbmeros permitiu identificar diferentes grupos de plantas com sequéncias "incomuns". Um

exemplo é a sequéncia TTAGGG do tipo vertebrado, caracterizada em Aloe e em alguns outros
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Aspargales (Fajkus; Sykorova; Leitch, 2005) em allium (CTCGGTTATGGG)n (Fajkus;
Sykorovd; Leitch, 2005; Fajkus et al. 2016), Cestrum elegans (Solanaceae) TTTTTTAGGG
(Peska et al. 2015, 2020) e Genlisea (Lentibulariaceae) TTTAGGG, TTCAGG e TTTCAGG
(Tran et al. 2015). As sequéncias teloméricas podem ser encontradas em outros locais como
blocos ndo-teloméricos de heterocromatina ou em locais que evidenciam fusfes
cromossémicas, como no cromossomo 2 de humano (Sumner, 2002).

Em Phleum echinatum, uma espécie pertencente a familia Poaceae, as marcacdes
teloméricos foram localizadas nas extremidades de todos 0os cromossomos, além de repeticdes
localizadas intersticialmente nos primeiros trés pares de cromossomos: nas regides
centroméricas dos cromossomos 1 e 2 e dentro da constricdo secundaria dos cromossomos 3
com satélite (Grabowska-Joachimiak et al. 2015). Portanto, a localizacdo das sequéncias
teloméricas nem sempre corresponde a das extremidades dos cromossomos, ou seja, 0S
teldmeros auténticos. De acordo com a literatura essas sequéncias teloméricas intersticiais
podem indicar reconstru¢cbes de cari6tipo, em particular rearranjos ancestrais
intracromossémicos por meio de fusbes ou inversdes cromossdmica (Bolzan; Bianchi, 2006;
Lin; Yan, 2008).

A regido organizadora do nucléolo (NOR), conhecida como regido de constri¢do
secundaria abriga sequéncias curtas repetitivas em tandem, essa regido corresponde aos
principais locais dos genes de rRNA 18S - 5.8S - 26S e suas regides espagadoras transcritas e
ndo-transcritas (Heslop-Harrison; Schwarzacher, 2011). Os genes 18S-5.8S-26S sdo
geralmente organizados, nessa ordem, em um Unico operon, em um ou varios locais nos
cromossomos (Garcia; Kovarik, 2013). No nucléolo celular, os genes sdo co-traduzidos pela
RNA polimerase | em uma transcri¢do primaria, que € menor em plantas (35S rRNA) (Seitz;
Seitz, 1979). Em um nivel de transcricdo, o RNA ribossémico (rRNA) é o que representa, em
média, 80% do RNA total de células (Brown, 2018), por isso ainda hoje é amplamente estudado.
Em algumas espécies os genes do rRNA estédo localizados em uma Unica regido de um par de
cromossomos homdlogos, no entanto pode-se encontra-los também espalhados por varios

Cromossomaos.

4. Aplicagdo de Sequéncias repetitivas para cariotipagem

Com o avanco dos estudos moleculares e o advento do sequenciamento foi possivel

conhecer melhor a composicdo do genoma vegetal e a sua contribuigdo com a variagao entre
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individuos dentro de um taxon, familia ou espécie. Os elementos transponiveis tém sido alvo
de muitos estudos, visto sua maior atividade no genoma capaz de gerar mudancas na estrutura
do gene e / ou genoma, frequentemente acompanhadas de alteracdes na atividade génica
(Bennetzen, 2000).

A citogenética molecular com aplicacdo da técnica de hibridizacéo in situ fluorescente
- FISH tem revolucionado nosso entendimento sobre a estrutura, funcionamento, organizagao
e evolucdo de genes e genomas. A caracterizagdo dos cromossomos do caridtipo por meio da
FISH permite a localizacdo e a detec¢do abundante de sequéncias alvos em preparacdes
microscopicas, bem como identificar e mapear sequéncias de DNA no cromossomo a fim de
distinguir espécies e acessos (Schwarzacher; Heslop-Harrison, 2000).

As sequéncias repetitivas sdo comumente usadas como sondas em ensaios de FISH para
varias aplicac@es, incluindo identificacdo de cromossomos individuais, estudo da evolugédo
cariotipica e mudangas numericas e estruturais nos cariotipos. O mapeamento de diferentes
sequéncias repetitivas em tandem tem sido nos ultimos tempos amplamente realizado nas
espécies do género Urochloa por meio da FISH e GISH a fim de distinguir e conhecer a
composicdo do genoma de espécies e acessos importantes economicamente.

Os DNAs ribossdmicos (rDNAs) que consistem em sequéncias altamente repetitivas no
genoma foram identificados em U. brizantha cultivar Marandu (2n = 4x = 36) e Toledo, Vitoria,
Xaraés, MG-5 (2n = 5x = 45), CIAT 16306 (2n= 4x = 36), U. humidicola 2n = 6x = 54), U.
ruziziensis (2n = 2x = 18) e o hibrido Mulato (2n = 4x = 36), originario do cruzamento entre U.
decumbens e U. ruziziensis (Akiyama; Yamada-Akiyama; Ebina, 2010). Os dados reportam
diferencas no numero e na morfologia de sitios de rDNA nos acessos em estudo. O nimero de
sinais de rDNA 25S em todas as espécies de Urochloa estudadas neste trabalho corresponderam
com seus respectivos niveis de ploidia. O mesmo ocorreu com sinais rDNA 5S, com excec¢ao
de Marandu e U. ruziziensis que ndo foi consistente com o nivel de ploidia. A maioria dos loci
rDNA 25S foram mapeados na regido telomérica, enquanto os rDNA 5S foram mapeadas a
partir da regido do centromérico até a parte média do bragco do cromossomo em todas as espécies
(Akiyama; Yamada-Akiyama; EbinA, 2010).

O mapeamento fisico de sitios de rDNA 35S e 5S foi recentemente realizado por
Damasceno (2023) dos acessos H016 (2n = 6x = 36), HO31 (2n = 6x = 36 + 1), H125 (2n = 7X
=42), H126 (2n = 7x = 42) e H108 (2n = 9x = 54). Os resultados mostram varia¢ées no niumero
de sitios entre os acessos e localizagdo desses no cariotipo. O acesso H016 apresentou dez sitios
de rDNA 5S e cinco de rDNA 35S, sendo 5 sinténicos, H031 treze sitios de rDNA e seis IDNA
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35S, sendo 6 sinténicos, H125 onze sitios de rDNA 5S e sete de rDNA 35S, dos quais 7 eram
sinténicos, H126 onze sitios de rDNA 5S e sete 35S, com 7 sinténicos e H108 nove sitios de
rDNA 5S e sete de rDNA 35S, com 5 sinténicos. Esses sitios de rDNA 35S foram localizados
nas posicdes terminal e intersticial, e o rDNA 5S na posicao intersticial e pericentromérica
(Damasceno et al. 2023). A FISH de sequéncias rDNA 35S e 5S foi realizada pela primeira vez
por Mendes (dados ndo publicados) nos acessos DT 159 de U. dictyoneura, ambos com 2n =
4x = 24 cromossomos. O acesso DT 158 apresentou oito sitios de rDNA 5S, no quarteto
cromossémico 2, em regido intersticial e no quarteto cromossémico 4, em regiao intersticial,
contiguos aos sitios de rDNA 35S, 0s quais ocupam a posic¢ao terminal nos cromossomos. O
namero e a posicao de sitios de rDNA 35S e 5S do acesso DT 159 foram similares ao observado
para 0 acesso DT 158, demonstrando grande similaridade entre os cariotipos e ratificando a
proposta de autopoliploidia para a espécie (Mendes, dados nédo publicados).

No género Urochloa, apenas um trabalho que utilizam os elementos transponiveis como
sondas, a fim de demonstrar sua diversidade no genoma por meio da técnica de hibridizacdo in
situ fluorescente (FISH). Em U. decumbens a andlise do transcriptoma revelou que 59% do
genoma € constituido de elementos transponiveis classe | (retrotransposons) e 41% elementos
transponiveis classe 1l (Santos et al. 2015). Sondas desenvolvidas a partir de sequéncias de
retrotransposons - LTR Gypsy, entre elas Del, CRM, Athila e Tat gypsy foram acumulados em
regides centromérica e pericentromérica de U. brizantha (B72, 2n = 4x = 36e B183, 2n = 5x =
45), U. ruziziensis (R102, 2n = 2x = 18), U. humidicola, (H16 2n = 4x = 36 e H36, H38 e H112,
2n = 9x = 54) e U. decumbens (D4 2n = 2x = 18). Além disso, diferencas na distribuicdo das
sequéncias nos cromossomos entre linhagens e espécies, entre niveis de ploidia e intensidade/
tamanho do sinal foram identificadas em Urochloa (Santos et al. 2015).

No estudo de Tomaszewska et al. (2023), que caracterizou 17 espécies, 1 hibrido
sintético e 3 acessos ndo identificados, uma abordagem inovadora foi 0 uso de sondas de DNA
gendmico especificas para U. humidicola, identificadas por analise de k-mers. Este método
representa um avanco significativo, utilizando sondas FISH baseadas em k-mers, o que marca
uma nova geracdo de ferramentas para estudos em plantas, especialmente em gramineas. As
sequéncias k-mers podem ser derivadas de qualquer espécie, independentemente de seu genoma
ter sido sequenciado ou ndo. Essa abordagem sem necessidade de alinhamento é especialmente
eficaz para a geragdo de sondas FISH de copia Unica, abrindo novas possibilidades para a

citogendmica e estudos comparativos de genomas (Tomaszewska et al. 2023).
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A anélise k-mers referem-se a subsequéncias curtas de um tamanho fixo, extraidas de
uma sequéncia gendmica mais extensa, obtida por meio de dados de sequenciamento (Becher;
Sampson; Twyford, 2022). A esséncia dessa abordagem é a decomposi¢éo da sequéncia original
em unidades menores, permitindo uma analise mais granular e eficaz. Ao fragmentar a
sequéncia em k-mers, todas as possiveis subsequéncias de comprimento k sdo consideradas,
proporcionando uma viséo abrangente da diversidade gendmica e facilitando a identificagdo de
padrdes conservados especificos de uma determinada espécie (Liu et al. 2017; Reynolds;
Strnadova-Neeley; Lachowiec, 2021). Este enfoque ndo apenas simplifica a analise, mas
também amplia nossa compreensdo das intricadas nuances do genoma, desempenhando um
papel fundamental na caracterizagéo e classificagdo das sequéncias repetitivas.

Sondas baseadas em k-mers tém se destacado na caracterizacdo genética dos cariétipos.
A combinacdo de sondas marcadas baseadas em repeticbes em tandem possibilita a
identificacdo parcial ou completa dos cromossomos, além de detectar variagdes cromossémicas
estruturais entre espécies e distinguir diferentes germoplasmas (Liu et al. 2021). O uso da
analise k-mer emergem como uma ferramenta capaz de avaliar sequéncias especificas de um
determinado genoma, bem como sequéncias abundantes e aquelas compartilhados entre as duas
espécies, cultivares e acessos proximas (Liu et al. 2017; Tomaszewska et al. 2023), abrindo
novas perspectivas para a genémica comparativa.

De acordo com Tomaszewska et al. (2023) essas sequéncias k-mers mostram alta
homologia com genomas de rDNA ou cloroplastos. Essa novidade de sequéncias pode ser
utilizada de modo universal em outras espécies e acessos a fim de caracterizar a composicao do
genoma visto que foram encontrados clusters exclusivos e abundantes de U. humidicola. As
sequéncias especificas do complexo ‘humidicola’ marcaram regides terminais e
pericentroméricas. Por meio das sequéncias Uhum-specl, Uhum-spec3, Uhum-spec7, e Uhum-
specl2 a composi¢do gendmica de U. humidicola inclui os genomas A e B, e possivelmente o
genoma C em niveis de ploidia mais altos. No entanto, mesmo as sondas marcando Varios
cromossomos, esse trabalho carece de uma analise comparativa entre os cariotipos de cada
espécie/acesso do complexo “humidicola”.

No contexto do género Urochloa, areas conservadas identificadas através da analise k-
mer e do RepeatExplorer foram amplificadas usando PCR convencional, seguido pela sintese
comercial de primers especificos do genoma recém-projetado. As sondas procedentes dos
primer recém projetados de 50-mer, revelou a variagdo no numero de sitios e caracterizou 0s

Cromossomos com base na presenca e auséncia de marcas em U. humidicola e U. decumbens.
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No caso de U. humidicola, foco deste trabalho, foram desenvolvidos diversos primers,
dos quais apenas quatro foram testados em dois acessos. Para 0 acesso hexaploide (6x, CIAT
26151) de U. humidicola, as sondas Uhum-specl e Uhum-spec3 permitiram a diferenciacédo de
quatro tipos de cromossomos: oito cromossomos exibiram sinais terminais de Uhum-specl
(grupo 1), oito cromossomos apresentaram sinais tanto de Uhum-specl quanto de Uhum-spec3
(grupo I1), outros oito cromossomos exibiram sinais exclusivamente de Uhum-spec3 (grupo
I11), e 12 cromossomos ndo apresentaram sinais detectaveis (grupo 1V). A sonda Uhum-spec12
revelou sinais localizados nas posicfes pericentromeéricas e intercalares de 12 cromossomos
(Tomaszewska et al. 2023).

No acesso U. humidicola (8x + 2 ou 9x — 4, CIAT 16867), os sinais da sonda Uhum-
spec? foram observados dispersos ao longo dos cromossomos, com algumas regides exibindo
intensidade diferenciada; contudo, ndo foi possivel discernir um padrdo especifico em sua
distribuicéo. Por outro lado, a sonda Uhum-specl revelou sinais em 26 cromossomos, dos quais
quatro exibiram caracteristicas distintas: dois cromossomos apresentaram sinais adicionais de
Uhum-specl nos bragos opostos, um cromossomo exibiu duplicacdo do sinal Uhum-specl, e
outro cromossomo demonstrou um sinal terminal robusto de Uhum-spec7 (Tomaszewska et al.
2023). Todas essas informacfes revelem que a analise k-mer é uma poderosa ferramenta na
identificacdo e selecdo de sequéncias em tandem, que representam candidatas para o
desenvolvimento de sondas de FISH.

A abordagem de k-mers fragmenta o genoma em pequenas sequéncias de tamanho fixo
(k-mers). Ao contar a frequéncia desses k-mers, é possivel identificar regiGes repetitivas,
variantes genéticas e até mesmo montar genomas (Moeckel et al. 2024). J& o RepeatExplorer
utiliza um algoritmo de agrupamento para identificar e classificar repeticbes longas e
complexas, como transposons e retrotransposons. Enquanto os k-mers sdo mais adequados para
identificar repeti¢des curtas e simples, o RepeatExplorer se destaca na anélise de repeticdes
mais longas e estruturalmente complexas (Novak et al. 2013). A escolha entre as duas
abordagens depende do tipo de repeticdo que se busca identificar e do tamanho do genoma a

ser analisado.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Material Vegetal
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Os acessos de U. humidicola e U. dictyoneura foram fornecidos pelo banco de
germoplasma de Urochloa da Embrapa Gado de Corte, localizada em Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, Brasil (Coordenadas: latitude 20° 25°307" S, longitude 54° 43°367" W) (Tabela
1). As plantas foram cultivadas na casa de vegetacao, mantendo-se condi¢des similares de tratos
culturais, irrigacdo e adubacdo. As anéalises citogenéticas foram conduzidas no Laboratério de
Citogenética Vegetal e de Citogenética Molecular do Departamento de Biologia (DBI) da

Universidade Federal de Lavras, localizada em Lavras, Minas Gerais.

Tabela 1. Identificacdo, nimero de cromossomos, nivel de ploidia (x=6) e modo de reproducao
dos acessos de U. humidicola e U. dictyoneura estudados.

Espécie/EGC* Acessos cromggsrgrﬂi%o wx p’?g;/c?ila Repl\r/lo%%c();goeﬂ*
U. humidicola H016 36! 6x Apomitico
U. humidicola H030 42? 7X Apomitico
U. humidicola HO031 36 + 11 6x Sexual

U. humidicola H125 421 7X Apomitico
U. dictyoneura DT 150 542 9x Apomitico
U. dictyoneura DT 159 242 4x Apomitico

Fonte: EGC* - EMBRAPA Gado de corte (2020); **(*Damasceno et al. 2023; 2Mendes, dados nédo
publicados; Bonetti dados ndo publicados) ***(Jungmann et al. 2010).

5.2 Extracdo de DNA, preparacao e marcagao das sondas

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens frescas conforme método CTAB de
Doyle e Doyle (1990), método CTAB. A concentracéo e a pureza do DNA foram determinadas
por espectrofotometria usando NanoDrop® (Invitrogen), e a integridade do DNA avaliada por
eletroforese em gel de agarose a 1%.

Sequéncias representativas identificadas por analises k-mer (Tomaszewska et al. 2023)
e RepeatExplorer (Tomaszewska et al. 2023; Corréa et al. dados ndo publicados) foram usadas
como sondas na hibridizacg&o in situ fluorescente (FISH). Todos os sete primers foram utilizados
para amplificar sondas e marcados via PCR (Tabela 2). As condi¢des da PCR foram as
seguintes: 100 ng do DNA gendmico, 2,5 U de Hot Start Tag, 1x de solucao tampao com mgCl,
1x de Q Solution, 0,2mM de dNTP, 0.4 nM dos primers Forward (Fw) e Reverse (Rv) para um

volume de 25uL. O programa de PCR compreendeu uma desnaturacao inicial a 95°C por 15
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min, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 25 seg, temperatura de anelamento de
54 a 58°C (conforme a temperatura ideal de cada primer) por 45 seg, extensdo a 72°C por 2 min
e, finalmente, uma extenséo final a 72°C por 2 min. Os produtos de amplificacdo de cada par
de primers foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. As marcacdes foram
realizadas por PCR seguindo as mesmas condi¢fes descritas acima, porém marcadas com
digoxigenina-11-dUTP (Roche Biochemicals®, UK). A sonda rDNA 18S, utilizada como
controle da FISH, foi obtida por PCR utilizando os primers NS1 (5°- 18 GTA GTC ATATGC
TTGTCT C-3’) e NS4 (5’-CTT CCG TCA ATT CCT TTA AG3’) amplificados do genoma de
Oryza sativa L. (White et al. 1990), que foram posteriormente marcados com biotina-16-dUTP,
por reacdo de nick translation (Roche Biochemicals®, UK).

5.3 Preparacfes cromossomicas e FISH

Pontas de raizes foram coletadas diretamente das plantas entre as 9 e 10h e 30min.e pré
tratadas em solucéo de ciclohexamida (12,5 mg L-1) por 2h, em temperatura ambiente. Apés
iSs0, as raizes foram lavadas em agua destilada (dH20) trés vezes, durante 5 min cada, e fixadas
em uma solucdo de metanol: acido acético (3:1) com trés trocas consecutivas de 5 min, sendo
mantidas por 24h em temperatura ambiente e armazenadas a - 20°C em alcool 90%.

Para preparacao cromossémica, as raizes foram lavadas em dH,O por trés vezes, durante
5 min. cada, e em seguida imersas em tampéo citrato fosfato pH 4,8 por 5 min. Os meristemas
foram excisados e submetidos a digestdo enzimatica utilizando uma mistura de enzimas
[“Onozuka R10” (0,7%), celulase Sigma-Aldrich (0,7%), pectoliase Sigma-Aldrich (1%) e
citohelicase Sigma-Aldrich (1%)] por 1 h e 38 min, a 38 °C.

As laminas foram preparadas por meio da técnica de dissociagéo celular e secagem ao
ar, conforme descrito por Carvalho e Saraiva (1993), e avaliadas em microscopio de luz
Olympus CX41. Aguelas contendo cromossomos integros e bem espalhados foram
selecionadas para realizagdo da técnica de hibridizac&o in situ por fluorescéncia (FISH).

Para a FISH, as preparac¢des cromossomicas foram desnaturadas em formamida 70% a
85°C por 1 min e 25s, e desidratadas em séries de etanol (70, 90 e 100%) por 5 min cada. Uma
mistura de hibridizagdo contendo 50% de formamida, 20% de sulfato de dextran, SSC 2x, 2,5%
de dH20; 1 pL de esperma de salmdo (concentracdo de 10 mg/mL) e aproximadamente 40
ng/uL de sondas rDNA 18S e satDNA foi desnaturada por 8 min, a 95°C e aplicada as laminas

(estringéncia estimada de 82%). A hibridizacéo foi realizada em camara imida a 37°C por 24h.
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As laminas hibridizadas foram submetidas a lavagem de estringéncia (51%) em SSC 2x a 42°C
por 10 min, seguindo de lavadas em SSC 2x por 5 min em temperatura ambiente. As sondas
foram detectadas usando 0s anticorpos anti-digoxigenina-rodamina e Alexafluor® 488-
estreptavidina a 37°C por 1h. Os cromossomos foram contrastados com DAPI (4',6-diamidino-
2-fenilindol)/Vectashield® e as imagens foram capturadas por uma camera QImaging Retiga
EXi CCD acoplada a um microscopio de fluorescéncia Olympus BX 60. As medicGes
cromossémicas e descri¢do da organizacdo das sequéncias satDNA nos cromossomos foram

obtidas a partir da avaliagcdo de sete metafases/acesso.



Tabela 2 — Sequéncia dos respectivos primer utilizados na obtencéo de sondas na FISH.
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ID
ESPECIES AC NC CM | CLUS NO SEQUENCIA DOS PRIMERS | TEMP
TER
B105 Usp  UroSat-laFw  CGAAACGCATCCAAACATGAG
U. rizantha*! CIAT 2n=2x=18 158pb 56°C
16114 CL4  UroSat-laRv  CGTTACTTCGAAAATGACCGGT
U. decumbenst  CVBBSIliSk 54 o0 a0 UDA UroSat2aFw  ATTGATTCGGGCTCCAAACG 100
CIAT 606 CL13  UroSat-2aRv  TGGTCCACATCTCAAGCAGT
- CIAT Uhum-  Uhum-spec3 Fw  CTAACATGAGTAGGTGTGCG
**2 — — o
U. humidicola 26155 ~ 2nN=6x=36 127pb s Uhum-spec3Rv CGAAAAGCCACACTTCAG 54°C
- CIAT Uhum-  Uhum-specd Fw  CACTAACATGAGTAGGTGTGCG
**x = = °
U. humidicola 26155 ~ 2N=O6x=36 1I7Pb 04 UnumespecdRv CTTCAGTGCGTATCTCTCGTAG 4 C
. CIAT Uhum-  Uhum-spec7 Fw  GACATCGAGAACTTTGCCTTCC
U. humidicola**? 2n=6x=36 115pb 58°C
26155 PP spec7  Uhum-spec7 RV TATCTAGGACCCCACTCTTTCC
0.humidicola AT gnge=36 200 Uhum-  Uhum-spec 9 Fw  CCAATTATGTTGCCTACCCC 100
6155 spec9  Uhum-spec9Rv  TCTAGGACCCCACTCTTTCC
. Uhum-spec 12 Fw GGTCAAGGATGTCACCAAGG
U.humidicola*2 ~ SMAT on-ex=36 20000 UNUM P 549C
26155 spec 12 Uhum-spec 12Rv  TCATTTTCTACCTCCTCGCG

AC — Acessos (Embrapa/CIAT); NC — Numero de cromossomos; CM- Comprimento do monémero; ID Cluster- Identificacdo dos cluster RepeatExplorer * K-
mer**; NO- Nome do oligonucleotideo; TEMP- Temperatura empregada nas condi¢fes da PCR e marcacao.

Fonte: ! Corréa et al. dados nédo publicados; *Tomaszewska et al. 2023.
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6. RESULTADOS

A técnica de FISH foi empregada neste estudo com a finalidade de localizar as
sequéncias satDNA nos cromossomos de U. humidicola e U. dictyoneura. Os resultados
mostram variagdes entre os diferentes acessos no nimero, tamanho e intensidade dos sinais e
no padrdo de distribuicdo dos loci satDNAs e rDNA18S. Os cromossomos apresentaram
padrdes de hibridizagdo com sinais que permitiram categorizar tipos cromossdmicos nos
acessos avaliados (Tabelas 3 e 4, Figuras 1 a 7).

)i Terminal, acompanhado ou néo de sinal centromérico;

1)) Duplo terminal, acompanhado ou nédo de sinal centromérico;

1)  Terminal ou duplo terminal, acompanhado de sinal rDNA 18S adjacente
ou em brago cromossdémico oposto;

V) Intersticial;

V) Centromérico, acompanhado ou nao de sinais rDNA 18S;

VI) Dispersos;

VII)  Sem sinais de hibridizacdo.

Abaixo estdo descritas as observacdes da distribuicdo in situ das sequéncias satDNA
nos cromossomos dos acessos avaliados:

Uhum-spec3: Nos cromossomos dos quatro citétipos de U. humidicola e no acesso
nonaploide de U. dictyoneura predominam os sinais terminais dessa sequéncia, com variagoes
no nimero de cromossomos marcados e tipos cromossémicos |, 11 e 111. No acesso heptaploide
H125 foi detectado sinal intersticial em um cromossomo (tipo 1V) (Figura 1D e Tabela 3).
Notavelmente, foram observados cromossomos com sinais terminais Uhum spec3 adjacentes
as sequéncias rDNA 18S (tipo I1I), com excecdo dos acessos aneuploide HO31 (6x) e o
tetraploide DT 159 (Figura 1C e 1F e Tabela 3). Essa sequéncia satDNA também hibridizou
em regides centroméricas de alguns cromossomos dos acessos heptaploides HO30 (Figura 1B)
e H125 (Figura 1D). Alguns cromossomos do acesso DT150 (9x) apresentaram grandes blocos
fluorescentes terminais, com trés cromossomos quase completamente marcados pela sonda
(Figura 1E). Esse acesso também apresentou um unico cromossomo com marcagdo duplo-
terminal e um cromossomo com sinal rDNA 18S na regido centromérica (Figura 1E). As
marcagdes observadas para tetraploide de U. dictyoneura DT 159 divergiram dos demais
acessos (Tabela 4), pois mostraram sinais fracos na regido centromérica e dispersos em alguns

cromossomos (Figura 1F). Devido a natureza dispersa dessa sequéncia neste acesso, foi
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desafiador estabelecer um padréo de hibridizagdo. No entanto, observa-se a presenca de um

grupo distinto de cromossomos com cromossomos sem marcacgdes da sonda (tipo VII).

Figura 1 - Padrdes FISH nas metafases mitdticas com satDNA Uhum-spec 3 em vermelho e
rDNA 18S em verde nos acessos de U.humidicola: A — H16; B — H030; C — HO31;
D — H125; e U. dictyoneura: E— DT 150; F — DT 159. Barra= 10 pm.

Fonte: Do autor 2024.

Uhum-spec4: Os sinais de hibridizacdo dessa sequéncia foram detectados nas regides
terminais (tipo | e 111) em numeros variaveis de cromossomos em todos 0s acessos avaliados
(Figura 2 e Tabelas 3 e 4), porém com marcas muito fracas em quatro cromossomos do acesso
DT 159 (4x). Os acessos H030 (7x) e DT150 (9x) apresentaram respectivamente, um par
(Figura 2B) e um cromossomo (Figura 2E) com marcagdes terminais no bracgo curto e longo

(cromossomo tipo I, sem sinal centromérico) (Tabelas 3 e 4).
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Figura 2 - PadrGes FISH nas metafases mitdticas com satDNA Uhum-spec 4 em vermelho e
rDNA 18S em verde nos acessos de U.humidicola: A — H16; B — H030; C — H031; D
— H125; e de U.dictyoneura: E— DT 150; F— DT 159. Barra=10 pum.

Fonte: Do autor 2024.

Uhum-spec7: Os sinais Uhum spec7 foram predominantemente observados em regides
terminais (tipo 111), com excecdo dos acessos heptaploides HO30 e H125 que também exibiram
um par de cromossomos com sinais intersticiais (tipo 1V) (Figura 3B e 3D, Tabela 3). Nos
acessos H016 (6x), HO31 (6x, aneuploide) e H125 (7x) tambeém foram identificados um, dois e
quatro cromossomos, respectivamente, com sinais terminais nos bragos curto e longo (Figura
3A, 3C e 3D, Tabela 3). O acesso DT159 (4x) divergiu novamente no padrdo de hibridizagéo
em comparacdo com 0s demais acessos, com auséncia de sinais (tipo VI1), aparentemente sem

sinal em comparacao aos demais citétipos (Figura 3F, Tabela 4).
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Figura 3 - PadrGes FISH nas metafases mitdticas com satDNA Uhum-spec 7 em vermelho e
rDNA 18S em verde nos acessos de U.humidicola: A — H16; B — H030; C — H031;
D — H125; e de U.dictyoneura: E — DT 150; F — DT 159. Barra= 10 pm.

Fonte: Do autor 2024.

Uhum-spec9: Os padrfes de hibridizacdo se assemelham aos das sequéncias descritas
anteriormente, mas com algumas variacdes em numero e tipos de cromossomos marcados
(Figura 4 e Tabelas 3 e 4). Ha um predominio de cromossomos tipo | e Il (Figura 4, Tabelas
3 e 4). O acesso hexaploide H016 e os heptaploides H30 e H125 apresentaram cromossomaos
tipo 11 (Figura 4A; 4B, 4C e 4D, Tabela 3 e 4). A sequéncia Uhum-spec9 também foi detectada
no heptaploide HO30 na regido centromérica de um par cromossémico e no H125 um dnico
cromossomo apresentou marcacao intersticial (Figura 4B). No acesso tetraploide DT 159 foram
evidenciados sinais dispersos, abrangendo regifes terminais, centroméricas e intersticiais
(Figura 4F, Tabela 4).
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Figura 4 -Padrdes FISH nas metéafases mitoticas com satDNA Uhum-spec 9 em vermelho e
rDNA 18S em verde nos acessos de U.humidicola: A — H16; B — H030; C — H031;
D — H125; e de U. dictyoneura: E — DT 150; F — DT 159. Barra= 10 pm.

Fonte: Do autor 2024.

Uhum-spec12: As marcas da sequéncia Uhum-spec 12 foram evidenciadas nas regides
terminais (tipo I e 111) em nimeros variaveis de cromossomos de todos os acessos (Figura 5,
Tabelas 3 e 4). Algumas excecdes nos padrdes de hibridizacdo foram identificadas com a
sequéncia Uhum-spec 12. O acesso hexaploide H016, por exemplo, apresentou um par
cromossomo tipo Il (marcacdo duplo terminal) enquanto os heptaploides H30 e H125
apresentaram trés pares (Figura 12A, 12B e 12D). Uma maior variag¢ao de tipos cromossdmicos
foi observada no acesso nonaploide DT150 para essa sequéncia satDNA, pois, aléem de
cromossomos tipos I, 11 e 11, foi observado um cromossomo com marcagdo exclusivamente

centromérica (tipo V), (Figura 5E, Tabela 4). No acesso DT159 (4x) foram evidenciados cinco
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cromossomos tipo I, mas sem marcas centroméricas, e um par de cromossomos apresentando

somente sinal centromérico (tipo V) (Figura 5F, Tabela 4).

Figura 5 -Padrdes FISH nas metafases mitoticas com satDNA Uhum-spec 12 em vermelho e
rDNA 18S em verde nos acessos de U.humidicola: A — H16; B — H030; C — H031,
D — H125; e de U.dictyoneura: E — DT 150; F — DT 159. Barra= 10 pm.

Fonte: Do autor 2024.

UB2 CL4 B105/ UroSat 1a: As marcas da sequéncia UroSat 1a foram evidenciadas nas
regibes terminais e centroméricas (tipo | e V) em nimeros variaveis de cromossomos de todos
0s acessos (Figura 6, Tabelas 3 e 4). Os acessos H031 (6x) e o DT 159 (4x) apresentaram um
unico cromossomo com sinal intersticial (tipo 1V), (Figura 6C e 6F). Além disso, 0 acesso
DT150 foi o dnico a apresentar cromossomo tipo | (terminal, acompanhado de sinal

centromérico) em dois pares (Figura 6E).
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Figura 6 - Padrdes FISH nas metafases mitdticas com satDNA UB2 CL4 B105/ UroSat 1a em
vermelho e rDNA 18S em verde nos acessos de U.humidicola: A — H16; B — H030;
C —HO031; D — H125; e de U. dictyoneura: E— DT 150; F— DT 159. Barra= 10 pm.

Fonte: Do autor 2024.

UD4 CL13 Basilisk/UroSat 2a: As marcas da sequéncia UroSat 2a foram evidenciadas
nas regides centroméricas (cromossomo tipo V) em ndmeros variaveis de cromossomos de
todos os acessos (Figura 7, Tabelas 3 e 4). No entanto cromossomos tipo | também foram
confirmados nos acessos H16 (6x), HO30 (7x), H125(7x) e DT 150 (9x). No caso do DT 159
(4x) foram identificados seis cromossomos com marcas centroméricas (tipo V) e outros seis

com marcagdes dispersas (tipo VI).

Figura 7 - Padrbes FISH nas metafases mitéticas com satDNA UD4 CL13 Basilisk/UroSat 2a
em vermelho e rDNA 18S em verde nos acessos de U.humidicola: A — H16; B —
HO030; C — H031; D — H125; e de U. dictyoneura: E — DT 150; F — DT 159.
Barra=10 pm.
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Fonte: Do autor 2024.
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Tabela 4 - Distribuigdo cromossémica das sequéncias satDNA em acessos de U. dictyoneura (DT 150 e DT159).

CARACTERISTICAS HO16 HO031 HO030 H125
N° de cromossomos 36 36+1 42 42
Nivel de ploidia 6X 6X X X
NB cromossomos 6 6 6 6
Classe dos Metacéntricos Metacéntricos Metacéntricos Metacéntricos
Cromossomos
N° cromossomos com sinais FISH
Uhum-spec 3 18 10 30a32 20,23,24a25
Uhum-spec 4 18 10 27 24
Uhum-spec 7 17 10 16 28
Uhum-spec 9 17 10 17 28
Uhum-spec 12 19 29 30 36
UB2 CL4 B105/
UroSat la 5 6 19 20
uD4 CL13
Basilisk/UroSat 2a 16 5 22 18
rDNA18S 4da’v 4ab 10a12 7a8
Localizacdo das marcagdes nos cromossomos
Uhum-spec 3 Terminal Terminal Terminal/Centromérica Terminal/Centromerica
[/Intersticial
Uhum-spec 4 Terminal Terminal Terminal Terminal
Uhum-spec 7 Terminal Terminal Terminal Terminal
Uhum-spec 9 Terminal Terminal Terminal/Centromérica Terminal/Intersticial
Uhum-spec 12 Terminal Terminal Terminal Terminal
B?OZS;L{laBlOS/ Centromérica Centromérica/Intersticial Terminal/Centromérica Terminal/Centromérica
UDA.' C L13 Centromérica Terminal Terminal/Centromérica Terminal/Centromérica
Basilisk/UroSat 2a
rDNA18S Terminal Terminal Terminal Terminal

Fonte: Do autor 2024.
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Tabela 4 - Distribuicdo cromossémica das sequéncias satDNA em acessos de U. dictyoneura (DT 150 e DT159).

CARACTERISTICAS DT 150 DT 159
N° de cromossomos 54 24
Nivel de ploidia 9x 4x
NB cromossomos 6 6
Classe dos Metacéntricos Metacéntricos
Cromossomaos
N° cromossomos com sinais FISH

Uhum-spec 3 22 Disperso
Uhum-spec 4 21 Disperso
Uhum-spec? 11 Quase inexistente
Uhum-spec9 11 12
Uhum-spec12 35 7
UB2 CL4
B105/UroSat 1a 20 !
UD4 CL13
Basilisk/UroSat 2a 19 12
rDNA18S 9al0 4

Localizacdo das marcacgdes nos cromossomos
Uhum-spec 3 Terminal Disperso em regido terminal e centrémero
Uhum-spec 4 Terminal Disperso em regido terminal e centrémero
Uhum-spec? Terminal Quase inexistente
Uhum-spec9 Terminal Terminal/Centromérica/Intersticial
Uhum-specl12 Terminal/Centromérica Terminal/Centromérica
UB2 CL4 . L . -
B105/UroSat 1a Terminal/Centromérica Intersticial/Centromérica
uUD4 CL13 . (. - .
Basilisk/UroSat 2a Terminal/Centromérica Centromérica/Dispersa
rDNA18S Terminal Terminal

Fonte: Do autor 2024.
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7. DISCUSSAO

Nosso estudo expandiu a andlise nos cromossomos com a aplicacdo de sequéncias
satélites que identificou diferentes tipos cromossémicos encontrados U. humidicola e U.
dictyoneura. A investigacdo incluiu diferentes acessos de Urochloa, permitindo uma
comparacdo tanto intra quanto interespecifica. Os resultados demonstraram a presenca das
sequéncias satDNA investigadas em cromossomos dos acessos de U. humidicola e U.
dictyoneura, o que sugere uma alta conservacdo dessas repeticdes no complexo "humidicola”,
exceto no tetraploide DT159.

A conservacao das sequéncias entre ambas espécies de Urochloa pode ser atribuida ao
“modelo de biblioteca”, no qual os satelitomas encontrados em espécies relacionadas
compartilham um repertério (biblioteca) de satDNAs herdados de um ancestral comum
(Satovié-Vuksi¢;Plohl, 2023). No entanto, qualquer membro desta biblioteca pode sofrer
amplificacdo e emergir como satDNAs principal, enquanto outros persistem em niveis mais
baixos, resultando em perfis espécie-especificos (Satovié-Vuksié;Plohl, 2023).

As familias de satDNA ndo compartilhadas, ou ausentes como no caso do acesso
DT159, podem, apds a separacao de ambas as espécies, ter surgido de novo, ou desaparecerem
em uma das espécies (Camacho et al. 2022). Sabe-se que basta um Unico evento de amplificacdo
de uma Unica familia de DNA satélite em uma espécie, para que em outra, ela apareca como
um satélite de baixo nimero de copias (Thakur; Packiaraj; Henikoff, 2021). Estes achados
podem estar relacionados com os diferentes mecanismos responsaveis pela evolucdo dos
satDNAs durante o processo de especia¢do em Urochloa.

Os resultados da FISH mostram que as sequéncias satélites usadas neste estudo,
identificadas por Tomaszewska et al. (2023) e Corréa et al. (dados nédo publicados), ndo sdo
espécie-especificas, pois apareceram tanto em U. humidicola quanto em U. dictyoneura.

Entre os citétipos também foram observados polimorfismos para o nimero, tamanho,
intensidade de sinais e distribuicdo das sequéncias satDNA, sendo mais abundantes nos acessos
hepta (H125 e H030) e nonaploide (DT150). Essas variacdes podem estar relacionadas aos
ciclos de hibridacdo e poliploidizacdo que deram origem a esses acessos, pois U. humidicola é
um alopoliploide (Vigna et al. 2016) e U. dictyoneura um autopoliploide (Risso-Pascotto,

Pagliarini;VValle 2006b). Durante esses processos, mutacdes pontuais ou amplificagOes
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(duplicagédo em tandem) podem aumentar a divergéncia entre os diferentes mondmeros que
compdem todo o conjunto de sequéncias de satDNA (Camacho et al. 2022). Visto sua rapida
evolucdo, os satDNA demonstram divergéncia tanto no nimero de copias quanto na sequéncia,
mesmo entre espécies estreitamente relacionadas (Becher et al. 2021).

No género Deschampsia P. Beauv. (Poaceae), por exemplo, 0s rearranjos
cromossomicos detectados nas espécies incluem varias translocacfes, que envolvem
principalmente as regides subterminais dos cromossomos com clusters de sequéncias satélite
CON/COM. De acordo com Carrido-Ramos et al. (2015) as repeticbes de DNA estdo
frequentemente envolvidas em rearranjos cromossémicos que podem levar a reorganizacao
gendmica e contribuir para a diversidade genética durante a evolucdo. Logo, a analise
comparativa dos padrdes de localizacdo do satDNA em caridtipos das espécies vegetais permite
estudar os padrdes especificos de sua distribuicdo em cariotipos, identificar todos os pares
homélogos de cromossomos e também detectar rearranjos cromossémicos.

Os genomas de eucariotos geralmente contém uma alta diversidade de familias de
satDNA. E reconhecido que o satDNA desempenha um papel crucial na definicdo da
arquitetura, funcéo e evolugdo da heterocromatina e eucromatina cromossdmica, e pode estar
associado a elementos transponiveis (Garrido-Ramos, 2015). A presenca de marcas fora das
regides heterocromaticas, como em regides intersticiais, aponta que o DNA satélite também
esta contido em regides eucromaticas (Ruiz-Ruano et al. 2016; Satovié¢-Vuksi¢; Pholhl, 2023).
Além disso, os tipos de DNA satélite (microssatélites, minissatélites e satélites) podem
apresentar semelhancas em niveis gendmicos e citoldgicos. Assim, é possivel encontrar
satDNAs com comprimento de mondmero atingindo os dominios de microssatélites e
minissatélites ocupando locais fora da heterocromatina (Ruiz-Ruano et al. 2016).

Diferentemente do que foi observado no complexo ‘brizantha’ (Corréa et al. dados néo
publicados), nenhuma das sequéncias investigadas evidenciou sinais centroméricos em todos
0s cromossomos dos acessos avaliados, inclusive a sonda Urosat 1a que foi sugerida como um
componente essencial dos centromeros de Urochloa nas espécies do complexo “Brizantha” por
Corréa et al. (dados ndo publicados). O maior nimero de centrébmeros marcados com as
sequéncias UroSat la e 2a foi identificado nos acessos H016 e H031, ambos hexaploides.
Outras sondas (Uhum-spec3, Uhum-spec9 e Uhum-specl2) também marcaram as regifes
centroméricas de alguns cromossomos nos citdtipos H30 (7x), H125 (7x) e DT159 (9x). Uma
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vez que as sequéncias satélites podem ser encontradas em regides centroméricas, a auséncia de
repeticdes de DNA organizadas em tandem nos centromeros de alguns cromossomos sugere
que essas regides sejam compostas por diversos RTs ou outros tipos de sequéncias satDNA néo
investigadas ou a natureza dos retrotransposon especificos dos centrdmeros. Outro fator para
ndo visualizacdo dessas sequencias pode estar relacionado as limitaces da resolucdo da FISH
e do microscapio de fluorescéncia.

A sequéncia Uhum-spec 3 demonstrou marcagdes em 18, 32, 10, 25 e 22 cromossomos
nos acessos H016, H030, HO31, H125 e DT150, respectivamente, predominantemente nas
regides terminais e centroméricas. Esse padrdo de marcacdo diferiu dos resultados observados
por Tomaszewska et al. (2023) que identificaram 18 cromossomos com sinais nas posi¢oes
terminais no acesso CIAT 26151 de U. humidicola (6x), mas em U. humidicola (8x+2 ou 9x-4
- CIAT 16867), os cromossomos ndo apresentaram sinais de hibridizacdo. No acesso CIAT
26151 avaliado por Tomaszewska et al. 2023, oito cromossomos apresentavam sinais Uhum
spec 3 e Uhum spec 1 e foram associados aos genomas B de U. humidicola.

Um aspecto notavel das marcas evidenciadas pelas diferentes sequéncias utilizadas
neste estudo, incluindo aquelas ndo testadas por Tomaszewska et al. (2023), como a Uhum-
spec 9, é que as marcas ndo se restringem apenas as regides terminais. Observamos sinais ndo
apenas terminais, mas também intersticiais e centroméricos, com alguns cromossomos
apresentando maultiplos sinais. 1sso revela potenciais rearranjos cromossémicos nos diferentes
acessos analisados — um resultado inédito que amplia a compreenséo da plasticidade genémica
e da dinamica estrutural dos cromossomos neste grupo.

Em contraste com os padrdes dispersos observados por Tomaszewska et al. (2023) para
Uhum-spec 7, nossos resultados evidenciam marcacdes especificas nas regides terminais e uma
consideravel variacdo no numero de cromossomos marcados entre os diferentes acessos com
essa sonda. Esta descoberta demonstra a complexidade e a dindmica das sequéncias satélites no
genoma de U. humidicola, oferecendo novos insights sobre sua organizacao e evolugéo.

Notavelmente, alguns acessos apresentaram a mesmo numero de Cromossomos
marcados com algumas sequéncias de satDNA. Por exemplo, o acesso H031 exibiu 10
cromossomos marcados com as sondas Uhum-spec 3 e 4, originadas da mesma sequéncia
satDNA (Tomaszewska et al. 2023). Isso pode ser atribuido a evolugdo concertada dessas

sequéncias, onde os monémeros em arranjos de satDNA evoluem de forma coordenada,
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mantendo baixa variabilidade entre eles (Satovi¢-Vuksi¢; Pohl, 2023). Conforme discutido por
Satovié-Vuksi¢;Pohl (2023), as mutagcGes nos mondmeros sdo rapidamente homogeneizadas,
sendo disseminadas ou eliminadas dentro das matrizes de satDNA e fixadas entre os individuos.

A sequéncia Uhum-spec 9, identificada por Tomaszewska et al. (2023) como
potencialmente especifica do genoma de U. humidicola CIAT 26155 (2n = 6x = 36), foi testada
por meio da FISH pela primeira vez no presente trabalho. Essa sequéncia foi localizada em
cromossomos de todos os citétipos de U. humidicola e U. dictyoneura, com notavel abundancia
no acesso H125 (7x). Nesse acesso, seis cromossomos apresentaram marcacdes do tipo 1ll,
sendo quatro duplo terminal e dois terminal acompanhado de rDNA 18S, além de um
cromossomo com marcacao intersticial. Esses achados sugerem que U. humidicola pode ter
passado provavelmente por varias rodadas de poliploidizacdo como sugerido por Tomaszewska
et al. (2023), no qual evidenciou que o genoma B de U. humidicola inclui cromossomos com
trés tipos distintos de sinais, 0 que mostra a complexidade do genoma.

O satDNA Uhum-spec 12 foi descrito por Tomaszewska et al. (2023) como sequéncia
especifica do genoma A de U. humidicola, marcando seis pares de cromossomos na regido
centromeérica no acesso hexaploide CIAT 26151. Os acessos avaliados em nosso estudo
mostram uma maior distribuicdo e variacdo de posicdo dessa sequéncia nos cromossomos de
todos os acessos de U. humidicola e U. dictyoneura, novamente com a excegdo do DT 159 (4x)
gue apresentou apenas sete cromossomos marcados com a sonda. No acesso H016, com mesmo
nivel de ploidia do CIAT 26151, e no HO31 (6x+1) foram identificados 19 e 29 cromossomos
com sinal Uhum-pecl2. Em particular, os acessos H30 (7x), H125 (7x) e DT 150 (9x)
apresentaram mais de 30 cromossomos marcados. Os sinais de hibridizagdo foram identificados
em regiGes terminais, duplo terminais, centroméricas e intersticiais. Os resultados obtidos
sugerem que Uhum spec 12 esta presente também nos outros genomas de U. humidicola ou
pode ser indicativo da autoalopoliplodia.

Comparando os acessos hexaploides HO16 e H031, observamos que H016 possui um
nimero maior de cromossomos marcados com as sequéncias investigadas. O acesso aneuploide
HO031 (suposto hibrido e com genoma AABBBB), mostrou uma organiza¢do dos cromossomos
em seis grupos, de acordo com o nivel de ploidia (Damasceno et al. 2023). As sequéncias
Uhum-spec 7 e Uhum -spec 9 evidenciaram 10 cromossomos, sendo um par de cromossomaos

marcados no brago curto e longo em regido terminal, enquanto os 0ito cromossomos restantes
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mostram marcac6es na regido terminal. De acordo com Vigna et al. (2016) HO31 é considerado
um alopoliploide natural recente, apresentando evidéncias de dissomia e se originou a partir de
uma planta diploide sexual (2n = 2x = 12, genoma A) e um macho tetraploide apomitico (2n =
4x = 24, genoma B), assim seu conjunto cromossdmico seria formado por cromossomos
homdlogos e homeologos.

O citdtipo DT150 (9x) de U. dictyoneura apresentou padrdes de distribui¢do de satDNA
semelhantes em termos de posicdo e numero de loci aos observados nos citétipos de U.
humidicola. Esta semelhanca marcante sugere a possibilidade de uma identificacdo incorreta
deste acesso como U. dictyoneura, ou confirmando U. humidicola e U. dictyoneura possam ser
sinonimias (Powo, 2024). Em contraste, 0 acesso DT159 ndo exibiu marcas definidos de
sequéncias para alguns satDNA, como Uhum-spec3, Uhum-spec4 e Uhum-spec7, sendo seus
sinais quase imperceptiveis. Para os satDNA Uhum-spec 9 e 12, o padrao observado parece ser
conservado apenas em 12 e 7 cromossomos, com pequenos sinais mais fracos indicando que
este acesso é provavelmente um verdadeiro representante de U. dictyoneura. A auséncia de
alguns sinais FISH, como observado para o tetraploide de U. dictyoneura (DT159), pode ser
atribuido a ndo ocorréncia dessa sequéncia nos cromossomos ou limitac@es de resolucdo para
serem detectados via FISH pela microscopia de fluorescéncia.

O fato de apresentar um padrdo completamente diferente tanto dos cit6tipos de U.
humidicola como do acesso DT 150, levanta questfes sobre a possibilidade de DT159 pertencer
a uma outra espécie. No entanto, uma investigacdo integrada morfoldgico, citomolecular e
taxonémico dos citotipos dentro do complexo € necessaria para confirmar essa hipotese.
Morfologicamente o acesso DT150 apresenta um habito de crescimento similar com U.
humidicola (estolonifera), enquanto DT 159 forma tufos. Segundo a literatura, a principal
diferenciacdo entre U. humidicola e U. dictyoneura é a presenca de um anel visivel na face
abaxial, resultado da unido entre a bainha e o limbo, caracteristica ausente em U. humidicola
(Roche, Menéndez, & Hernandez, 1990; Morrone & Zuloaga, 1992). Além disso, 0s
cromossomos U. humidicola sdo conhecidos por apresentar condensacédo tardia das regides
terminais (Nani et al. 2016), caracteristica observada com menor frequéncia em DT159 e DT
158 (Figura S1, Dados suplementares).

A répida evolugdo do DNA repetitivo, torna-os marcadores interessantes a fim de

revelar as relagdes entre espécies intimamente relacionadas que compartilham o mesmo
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satDNA. No entanto, a homogeneidade do satDNA é mantida dentro das espécies, mas a
sequéncia de DNA em grupos separados de individuos diverge rapidamente (Garrido-Ramos et
al. 1999). Isso poderia explicar por que DT 159, apresentou um padrédo completamente diferente
dos acessos de U. humidicola e inclusive DT 150. A FISH adicional em outro acesso tetraploide
de U. dictyoneura (DT 158) (Figura S1, Dados suplementar 1) gerou sinais Uhum spec 3, Uhum
spec 7, Uhum spec9 e UroSat 2a com padréo similar ao observado para o acesso DT 159. Visto
que a evolucdo dos satDNA pode atuar como uma barreira reprodutiva (Ferree;Barbash, 2009),
os satDNA em cada espécie podem evoluir de forma independente tanto acumulando mutacdes
como também eliminando essas sequéncias repetitivas. Esse processo de eliminagdo pode ter
ocorrido em DT 159 e explicar os sinais menores observados em seus cromossomos em
comparacgédo a DT 150.

Uma andlise detalhada das marcacfes de DT150 sugere que este acesso seja
provavelmente um alopoliploide segmental, com base no agrupamento dos cromossomos. O
acesso DT 159, descrito por Risso-Pascotto et al. (2006) como uma espécie autopoliploide com
cariotipo em avancado estado de diploidizacdo, apresentou tanto cromossomos marcados
guanto ndo marcados em todos os satDNA investigados, exceto o Uhum-spec 7. Notavelmente,
sob a sonda UroSat 2a, observamos que dos quatro cromossomos que apresentam rDNA 18S,
apenas um par exibe essa sequéncia, sugerindo possiveis eventos de perda ou ganho desse
satDNA.

8. CONCLUSOES

Este estudo localizou sete sequéncias de DNA satélite (satDNA) em diferentes citétipos
de U. humidicola e U. dictyoneura, revelando variagdes inter e intraespecificas no complexo
"humidicola”. A conservacdo de algumas sequéncias de satDNA entre as duas espécies apoia 0
"modelo de biblioteca”, enquanto as variagfes especificas indicam eventos de amplificacdo,
eliminacéo, dispersdo, homogeneizacéo e poliploidizagéo, que contribuem para a diversidade
genética de Urochloa. As semelhancas de marcacGes de satDNA entre U. dictyoneura (DT150)
e U. humidicola sugerem possiveis sindbnimos taxonémicos, enquanto o padrdo distinto
observado em U. dictyoneura (DT159) indica a necessidade de novas investigagdes para

esclarecer sua identidade.
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DADOS SUPLEMENTARES
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Tabela 4 - Morfometria dos cromossomos Urochloa humidicola (acesso H016 2n=6x=36):
comprimento do brago longo (L), comprimento do brago curto (C), comprimento
total dos cromossomos (CTi), comprimento relativo (CR), razéo entre bragos (RB)
indice centromérico (1C).

Crorﬁ;‘g’%‘;mco L(m) C(um) CTi(um) CR(%) RB(L/C) Morfologia
1 252 1,92 444 103376 131 m
1 2,04 1,87 390 9080326 1,09 m
2 232 1,75 407 9464494 1,33 m
> 202 1,88 390 9068685 1,07 m
3 1,99 1,91 390 9080326 1,04 m
3 221 1,42 363 8440047 1,55 m
4 1,72 1,48 320 7450524 116 m
4 1,93 1,39 332  7,718277 1,39 m
5 1,69 1,64 333 7753201 1,03 m
5 1,79 1,50 329  7,648428 120 m
6 1,78 121 208 6,0383 1,47 m
6 1,57 1,45 302 701979 1,08 m

Fonte: Do autor 2024.

Tabela 5 - Morfometria dos cromossomos Urochloa humidicola (acesso H030 2n=7x=42):
comprimento do brago longo (L), comprimento do brago curto (C), comprimento
total dos cromossomos (CTi), comprimento relativo (CR), razéo entre bracos (RB)
indice centromérico (IC).

Crorﬁgg%?nico L(um) C(um) CTi(um) CR(%) RB(L/C) Morfologia
1 2.83 2,47 5,30 8,24 1,14 m
1 2,47 2,05 4,52 7.03 1,20 m
1" 224 2.10 4,34 6,75 1,07 m
2 231 1,79 4,09 6,36 1,29 m
2 228 1,83 411 6,39 1,25 m
o 1,98 1,84 3,82 5,95 1,08 m
3 2,05 1,68 3,73 5,79 1,22 m
3 1,99 1,86 3,85 5,99 1,07 m
3" 1,77 1,58 3,35 5,21 1,12 m
4 1,78 1,71 3,48 541 1,04 m
4 1,58 1,43 3,01 4,68 1,10 m
4 1,77 1,55 3,32 5,16 1,15 m
5 1,89 1,49 3,38 5,26 1,27 m
5 1,48 1,13 261 4,06 1,31 m
5" 1,67 1,44 3,11 4,84 1,16 m
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1,62
1,39
1,38

1,37
1,24
1,28

2,98
2,63
2,66

4,64
4,09
4,13

1,18
1,12
1,07
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Fonte: Do autor 2024.

Tabela 6 - Morfometria dos cromossomos Urochloa humidicola (acesso HO31 2n=6x=36+1):
comprimento do brago longo (L), comprimento do brago curto (C), comprimento
total dos cromossomos (CTi), comprimento relativo (CR), razéo entre bracos (RB)
indice centromérico (IC).

CromomdP0 L (um) (u(r:n) (ﬁ;') CR(%) RB(L/C) Morfologia
1 258 184 442 1075 141 m
1 2,00 153 353 859 131 m
2 237 162 399 9,70 146 m
> 2,01 140 342 832 143 m
3 274 149 423 10,29 1,84 m
3 171 162 333 810 1,06 m
4 1,90 157 346 843 121 m
" 1,77 138 315 7,66 1,28 m
5 1,70 159 329 801 1,07 m
5 1,62 137 299 7.8 118 m
6 178 116 294 7.5 153 m
5 1,29 105 235 571 123 m

Fonte: Do autor 2024.

Tabela 7 - Morfometria dos cromossomos Urochloa humidicola (acesso H125 2n=7x=42):
comprimento do brago longo (L), comprimento do brago curto (C), comprimento
total dos cromossomos (CTi), comprimento relativo (CR), razéo entre bracos (RB)
indice centromérico (IC).

Crorﬁ;gs%omico L (um) C (um) CTi(um) CR(%) RB(L/C) Morfologia
1 273 254 527 7.07 1,07 m
1 242 227 4,69 6,29 1,07 m
1" 239 211 4.49 6,03 1,13 m
2 264 224 4,88 6,55 1,18 m
2 242 229 471 6,31 1,05 m
o 237 213 4,50 6,03 111 m
3 258 211 4.69 6,29 1,22 m
3 219 203 4.22 566 1,08 m
3" 223 1,90 413 553 117 m
4 215 1,01 4,06 5,45 1,13 m
4 218 1,67 3,84 515 1,31 m
4" 201 181 381 511 111 m



5!

5|

6|

2,09
2,10
1,76
2,18
1,82
1,71

1,88
1,68
1,51
1,4
1,62
1,54

3,97
3,78
3,27
3,58
3,43
3,25

5,32
5,07
4,39
4,80
4,60
4,35

1,11
1,25
1,17
1,56
1,12
1,11

333333

Fonte: Do autor 2024.

Tabela 8 - Morfometria dos cromossomos Urochloa humidicola (acesso DT 159 2n = 4x= 24)
comprimento do brago longo (L), comprimento do braco curto (C), comprimento
total dos cromossomos (CTi), comprimento relativo (CR), razdo entre bracos (RB)
indice centromérico (IC).

Crorﬁg‘s‘%‘inico L(um) C(m) CTi(um) CR(%) RB(L/C) Morfologia
1 2,71 2,53 5,24 21,03 1,07 m
2 2,53 2,19 4,72 18,94 1,16 m
3 2,18 1,91 4,09 16,41 1,14 m
4 2,03 1,92 3,95 15,84 1,06 m
5 1,98 1,85 3,83 15,37 1,07 m
6 1,64 1,45 3,09 12,40 1,13 m

Fonte: Do autor 2024.

Tabela 9 - Morfometria dos cromossomos Urochloa humidicola (acesso DT 150 2n = 9x = 54)
comprimento do brago longo (L), comprimento do braco curto (C), comprimento
total dos cromossomos (CTi), comprimento relativo (CR), raz&o entre bragos (RB)
indice centromérico (IC).

Crorﬁg‘s‘%‘imco L(um) C(um) CTi(um) CR(%) RB(L/C) Morfologia
1 3,54 3,38 6,92 9,69 1,05 m
1 2,60 234 493 6,91 1,11 m
1" 255 2,27 4,81 6,74 1,12 m
2 2,66 2,24 4,90 6,86 1,19 m
2 250 2,15 4,64 6,51 1,16 m
o 236 1,89 425 5,95 1,24 m
3 271 2,11 4,82 6,75 1,28 m
3 212 1,98 410 5,74 1,07 m
3" 2,06 1,74 3,80 5,32 1,18 m
4 224 2,18 4,42 6,19 1,03 m
4 1,01 1,77 3,68 5,15 1,07 m
4" 214 1,63 3,77 5,28 1,32 m
5 1,48 1,25 273 3,82 1,18 m
5 1,78 1,71 3,49 4.89 1,04 m
5" 1,70 1,32 3,02 423 1,29 m
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6 1,12 0,95 2,07 2,90 1,18 m
6' 1,37 1,22 2,60 3,64 1,12 m
6" 1,39 1,05 2,43 3,41 1,32 m

Fonte: Do autor 2024.

Figura S1 - Padrdes FISH nas metafases mitoticas do acesso DT 158 (2n = 4x = 24) com Uhum
—spec 3 (A), Uhum-spec 7 (B), Uhum -spec 9 (C), UD4 CL 13 - UroSat 2a Basilisk
(D) em vermelho e rDNA 18S em verde nos acessos. Barra= 10 um.

Fonte: Do autor 2024.



