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RESUMO

O género Urochloa P. Beauv. (sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.) inclui espécies de grande
importancia econémica, sendo utilizadas como forrageiras. As espécies alotetraploides U.
brizantha (cv. Marandu) e U. decumbens (cv. Basilisk) e a diploide U. ruziziensis tiveram
seus genomas definidos como BBB!B!, B'B!B?B2 e B2B?, respectivamente. Evidéncias
apontam para U. ruziziensis como doadora ancestral do genoma B? na alotetraploidia de U.
decumbens, mas ainda existem duvidas sobre a origem dos genomas B e B. Existem acessos
diploides de U. brizantha e U. decumbens, que sdo potencias ancestrais dos acessos
tetraploides. O objetivo do presente estudo foi determinar a constituicdo dos genomas e as
relacBes de homologia’lhomeologia cromossémica entre os acessos de U. brizantha (2x e 4x),
U. decumbens (2x e 4x) e U. ruzizensis (2x) por meio da técnica de hibridizacdo in situ
gendmica (GISH). Adicionalmente foram confirmados o0s numeros cromossémicos e
determinados os tamanhos dos genomas das espécies de diploides. Os acessos diploides de U.
brizantha e U. decumbens apresentaram 2n = 2x = 18 cromossomos e contetudo de DNA de
1,79 e 1,44 pg, respectivamente. As analises da GISH revelaram alta homologia entre os
genomas de U. brizantha e U. decumbens diploides, o que sugere baixo tempo de divergéncia
entre elas. A GISH utilizando a sonda genémica dos acessos diploides nos cromossomos dos
acessos tetraploides de U. brizantha e U. decumbens produziu padrdes de marcacao similares,
revelando o genoma B! presente em ambas as tetraploides. Com base nos resultados, foi
proposta a composicdo gendmica para 0s acessos diploides de U. brizantha (B'B!) e U.
decumbens (B’B'’) e ambas foram apontadas como doadoras do genoma B! (ou B!’) no
processo de alopoliploidizacdo dos acessos tetraploides.

Palavras-chave: GISH. Brachiaria. Composi¢do gendmica. Citogenética.



ABSTRACT

The genus Urochloa P. Beauv. (sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.) comprises species of great
economic relevance as forages. The genomic constitution for the alotetraploid species U.
brizantha (cv. Marandu) and U. decumbens (cv. Basilisk) and the diploid U. ruziziensis was
previously proposed as BBB!B!, B!B'B?B? and B2B?, respectively. Evidence indicates U.
ruziziensis as the ancestral donor of genome B2 in U. decumbens alotetraploidy, but the origin
of the genomes B and B! is still unknown. There are diploid accessions of U. brizantha e U.
decumbens that may be potential ancestors of the tetraploids. The aim of this study was to
determine the genomic constitution and relationships between accessions of U. brizantha (2x
and 4x), U. decumbens (2x and 4x) and U. ruziziensis (2x) via genomic in situ hybridization
(GISH). Additionally, chromosome number and genome size were verified for the diploid
accessions. The diploids U. brizantha and U. decumbens presented 2n = 2x = 18
chromosomes and DNA content of 1.79 and 1.44 pg, respectively. The GISH analysis
revealed high homology between the diploids U. brizantha and U. decumbens, which suggests
relatively low divergence time. The GISH using genomic probes from the diploid accessions
on the tetraploid accessions chromosomes presented similar patterns, highlighting the genome
B! present in both of the tetraploids. Based on GISH results, the genomic constitution was
proposed for the diploid accessions of U. brizanhta (B'B!) and U. decumbens (B"’B'’) and
both were pointed as donors of genome B! (or B'”), present in the alotetraploid accessions.

Keywords: GISH. Brachiaria. Genomic composition. Cytogenetics.
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1 INTRODUCAO

Urochloa P. Beauv. (sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.) € um género pertencente a familia
Poaceae, que retne cerca de 135 espécies distribuidas em paises tropicais e subtropicais, com
maior concentracdo no continente africano, que é considerado seu centro de origem
(CLAYTON et al., 2016).

O género é amplamente cultivado como forrageira no Brasil e apresenta importancia
econbmica na criacdo de bovinos para corte e producdo de leite. Devido a sua ampla
distribuicdo e boa adaptacdo ao clima e solo brasileiros, quatro espécies de Urochloa tém sido
empregadas em programas de melhoramento que visam a avaliacdo e selecdo de genotipos
que relinam caracteristicas desejaveis e a realizacdo de cruzamentos inter e intraespecifcos
(VALLE; RESENDE; JANK, 2009).

A maior parte das espécies do género é apomitica e poliploide, havendo poucos
acessos diploides e sexuais. Dentre as espécies com maior relevancia agronémica estdo U.
brizantha (Hoschst. ex A. Rich) R.D. Webster, U. decumbens (Stapf) R.D. Webster e U.
humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga que sdo predominantemente apomiticas e
poliploides e U. ruziziensis (R. Germ. & C.M. Evrard) Morrone & Zuloaga, que €é diploide e
sexual. Algumas espécies ja foram utilizadas em cruzamentos com U. ruziziensis
(tetraploidizada artificialmente) e deram origem aos hibridos Mulato I (U. ruziziensis x U.
brizantha cv. Marandu) e Mulato Il [(U. ruziziensis x U. decumbens) x U. brizantha)]
(SOUZA SOBRINHO, 2009).

Estudos de divergéncia genética baseados em caracteres morfologicos (ASSIS et al.,
2002; RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996) e moleculares (AMBIEL et al., 2010;
AZEVEDO et al., 2011; PESSOA-FILHO; MARTINS; FERREIRA, 2017; TORRES
GONZALEZ; MORTON, 2005; TRIVINO et al., 2017) incluiram U. brizantha, U.
decumbens e U. ruziziensis em um mesmo grupo taxondmico em um complexo agamico.

Entretanto, esses resultados foram obtidos somente com andlises em espécies poliploides,
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com excecdo de um acesso diploide de U. decumbens no trabalho de Pessoa-Filho et al.

(2017) e de U. ruziziensis, que é exclusivamente diploide.

De modo semelhante, os estudos citogenéticos também priorizam as avaliagdes em
poliploides, tendo em vista a sua predominancia na composigéo do género (principalmente as
tetraploides) e nas areas de cultivo (VALLE; PAGLIARINI, 2009). A partir dessas avaliacdes
foi determinado o numero béasico cromossomico de x = 6, 7, 8, 9, sendo x = 9 0 mais
frequente entre as espécies do género (CHINNAPPA, 1987; RISSO-PASCOTTO;
PAGLIARINI; VALLE, 2006; BASAPPA; MUNIYAMMA;; VALLE; PAGLIARINI, 2009;
AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA; EBINA, 2010). Posteriormente, analises citogenéticas
moleculares com uso da técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), também foram
realizadas em U. brizantha (4x), U. decumbens (4x) e U. ruziziensis (2x) para a diferenciacéo
dos caridtipos por meio da localizagdo das sequéncias de DNA ribossomal, evidenciando
diferencas nos nimeros de sitios de rDNA 5S e 45S entre as espécies (NIELEN et al., 2009;
AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA; EBINA, 2010; NANI et al., 2016).

Mais recentemente, foi confirmada a alotetraploidia e proposta a constituicdo
gendmica BBB'B! e B!B'B?B? para espécies U. brizantha (4x) e U. decumbens (4x) e B?B?
para U. ruziziensis, baseada em uma andlise envolvendo a técnica de hibridizacdo in situ
gendmica (GISH) (PAULA; SOUZA SOBRINHO; TECHIO, 2017) associada a estudos
meiodticos anteriores (MENDES-BONATO et al.,, 2001, 2002a, 2002b, 2006a, 2006b;
MENDES et al., 2006). Paula et al. (2017) demonstraram que esses genomas sdo homedlogos
com menor afinidade entre B e B?, indicando maior proximidade entre U. ruziziensis e U.
decumbens, como ja proposto por outros autores (BASAPPA et al. 1987; LUTTS et al. 1991,
NDIKUMANA, 1985; TRIVINO et al., 2017).

Diante deste cenario e dispondo dos citétipos diploides de U. brizantha e U.
decumbens, analises complementares empregando a GISH podem contribuir para validar o
modelo de composicdo gendmica proposto por Paula et al. (2017), assim como auxiliar na

definicdo dos genomas ancestrais das espécies tetraploides e das relacBes de afinidade
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gendmica entre as espécies diploides e entre estas e as tetraploides. Assim, 0 objetivo desse
estudo foi determinar a constituicdo dos genomas e as relagdes de homologia’/homeologia
cromossdmica entre 0s acessos U. brizantha (2x e 4x), U. decumbens (2x e 4x) e U.

ruziziensis (2x) por meio da GISH.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia econdmica, aspectos botanicos e taxondémicos de Urochloa

A pecuéria estd entre as atividades mais rentaveis do Brasil. Em 2018, a pecuéria
brasileira movimentou R$ 523 bilhdes, representando cerca de 31% do PIB do agronegocio e
7% do PIB nacional. No Brasil existem 221,81 milhGes de cabecas de gado, que ocupam 165
milhdes de hectares, colocando o pais como o segundo maior produtor de carne bovina no
mundo (ABIEC, 2018; IBGE, 2017).

O cultivo de pastagens é a base para a criacdo de bovinos para corte e producdo de
leite. O tipo de forrageira usada para alimentacdo do gado tem impacto direto no seu
crescimento, sendo que a escolha da espécie ideal deve equilibrar fatores como contetido
proteico, quantidade de massa seca e palatabilidade. Além disso, deve ser considerada a
adaptacdo da forrageira ao ambiente em que se deseja utiliza-la, incluindo elementos como a
tolerancia a seca, frio, resisténcia a doencas e pragas. No Brasil, 0s géneros mais utilizados
como forrageiras sdo Urochloa e Panicum (capim-colonido), que representam 83,8% e 13,5%

da area total destinada a producao de sementes, respectivamente (JANK et al., 2014)

O género Urochloa P. Beauv. (sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.) pertence a tribo
Paniceae, subfamilia Panicoideae e familia Poaceae. Existe uma problematica taxonémica
envolvendo o género, em que espécies previamente pertencentes ao género Brachiaria foram
incluidas em Urochloa. Brachiaria continha cerca 100 espécies com distribuigdo pantropical,

em uma ampla variedade de habitats, que abrangiam desde desertos a pantanos. Urochloa
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compreendia 12 espécies que se distribuiam principalmente por savanas africanas (TORRES
GONZALEZ; MORTON, 2005).

Brachiaria foi descrita inicialmente em 1826, por Trinius, como uma subdivisédo do
género Panicum L. Posteriormente, o grupo foi elevado a género por Grisebach, em 1853. Em
1903, Nash definiu a orientacdo das espiguetas e posicdo da gluma inferior como
caracteristicas diagndsticas do género (MORRONE; ZULOAGA, 1992).

Quando ainda eram tratados como géneros distintos, os limites taxondmicos de
Brachiaria e Urochloa se fundamentavam na morfologia floral. As espécies de Brachiaria
eram descritas como gramineas anuais ou perenes com inflorescéncias em forma de espigueta,
dispostas em racemos unilaterais ao longo de uma raquis central filiforme. As espiguetas sdo
sésseis ou pediceladas, individuais ou em pares, com gluma inferior adjacente a raquis, em
posicdo adaxial. Espécies de Urochloa também eram descritas como anuais ou perenes, com
inflorescéncias racemosas e espiguetas dispostas individualmente ou em pares, mas com
gluma oposta a raquis, em posicgao abaxial (CLAYTON; RENVOIZE, 1986).

A confiabilidade dos caracteres utilizados para separar Brachiaria de Urochloa foi
questionada por varios autores. Um dos argumentos € que a diferenca na orientacdo das
espiguetas (adaxial, com gluma inferior adjacente a raquis em Brachiaria; e abaxial, com
gluma inferior oposta a raquis em Urochloa) s é valida para espiguetas individuais em ramos
primarios. Quando em pares, as espiguetas dos dois géneros possuem orientacdo adaxial
(MORRONE; ZULOAGA, 1992). Além disso, filogenias moleculares utilizando regido ITS
(TORRES GONZALEZ; MORTON, 2005) e genes cloroplastidiais (SALARIATO et al.,
2010) mostraram que Brachiaria e Urochloa ndo sdo dois clados distintos, apresentando
relacbes de parentesco mais complexas e diferentes das caracteriza¢cbes morfoanatdmicas

anteriores.

Como resposta a problematica taxonémica, Brachiaria foi restrito a trés espécies que
possuem desarticulagdo na base do antécio superior, sendo as demais transferidas para

Urochloa, aumentando drasticamente seu nimero de espécies. Posteriormente, Veldkamp
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(2004) estabeleceu que Brachiaria e Urochloa sdo sindnimos, transferindo as trés espécies
restantes (B. eruciformis, B. malacodes, B. schoenfelderi) para o novo género Moorochloa
Veldkamp.

Atualmente, Urochloa compreende cerca de 135 espécies, sendo a maior parte delas
encontradas no continente africano, que é considerado seu centro de origem (CLAYTON et
al., 2016). No Brasil, o género foi introduzido oficialmente em 1952, com a espécie Urochloa
decumbens (Stapf) R.D. Webster. Entretanto, seu estabelecimento em larga escala s6 ocorreu
apos as importacdes de Urochloa ruziziensis (R. Germ. & C.M. Evrard) Morrone & Zuloaga,
Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich.) R.D. Webster e de uma grande quantidade de
sementes, a partir de 1965. Na década de 70, houve um enorme aumento das areas de
pastagens cultivadas com as espécies U. decumbens, U. humidicola (Rendle) Morrone &
Zuloaga, U. brizantha e U. ruziziensis, que se adaptaram bem ao clima e solo brasileiros
(ALVIM; BOTREL; XAVIER, 2002). As espécies de Urochloa mais utilizadas como
forrageiras no Brasil, em ordem decrescente, sdo U. decumbens, U. brizantha, U. humidicola,
U. ruziziensis (JANK et al., 2014).

As relacdes filogenéticas entre as trés principais espécies de Urochloa demonstram
certa controvérsia. Renvoize et al. (1996) em um estudo baseado na morfologia das
espiguetas, classificaram 83 espécies de Urochloa em nove grupos diferentes, sendo U.
brizantha, U. decumbens e U. ruziziensis pertencentes a0 mesmo grupo. Os autores
destacaram ainda uma maior proximidade entre U. brizantha e U. decumbens, havendo
dificuldade de distin¢do entre as duas e ainda reidentificaram U. decumbens cv. Basilisk como
U. brizantha.

Ambiel et al. (2008) também questionaram a identificacdo da cultivar Basilisk como
U. decumbens, visto que estes analisaram um dendrograma baseado em marcadores RAPD
que posicionou essa espécie com 0s acessos de U. brizantha. Em outro trabalho, novamente
com marcadores RAPD, Ambiel et al. (2010) agruparam U. brizantha, U. decumbens e U.

ruziziensis, também verificando maior proximidade entre as duas primeiras. Essa relacdo foi
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corroborada por Pessoa Filho et al. (2017) por meio da filogenia baseada em genes
cloroplastidiais, sugerindo que a linhagem de U. ruziziensis teria se divergido das outras duas
em 5.67 milhdes de anos, seguida de uma divergéncia mais recente entre U. brizantha e U.

decumbens, por volta de 1.6 milhdes de anos.

Em contrapartida, Trivifio et al. (2017), em um estudo de diversidade genética e
estrutura populacional baseado em microssatélites, com 601 acessos diploides e poliploides de
Urochloa, verificou maior proximidade entre U. decumbens e U. ruziziensis, em relacdo a U.
brizantha e determinou que a cultivar Basilisk € de fato mais proxima dos outros acessos

tetraploides de U. decumbens.

Apesar de seu uso extensivo em pastagens, as cultivares de Urochloa possuem suas
respectivas limitagBes agronémicas: U. decumbens cv. Basilisk apresenta susceptibilidade as
cigarrinhas de pastagens (Notozulia entreriana) e, ocasionalmente, é atacada pelo fungo
Phitomyces chartarum, que acarreta problemas para o gado quando ingerido por um periodo
prolongado de tempo; U. brizantha cv. Marandu é mais tolerante ao inseto, porém & menos
adaptada a solos acidos, pobres e mal drenados, além de ser susceptivel ao fungo Rhizoctonia.
U. ruziziensis apresenta 0 melhor valor nutricional, mas também é susceptivel as cigarrinha de
pastagens e ndo € persistente em solos &cidos ou longos periodos de seca. (ALVIM,;
BOTREL; XAVIER, 2002; VALLE; RESENDE; JANK, 2009).

Apds mais de trés décadas de adaptacdo excepcional e grande expansdo de Urochloa
como forrageira no Brasil, surgiu a demanda por um programa de melhoramento que reunisse
as caracteristicas desejaveis de diferentes cultivares e espécies do género, tais como a
adaptacdo a solos &cidos, produtividade elevada, bom valor nutricional e resisténcia a
cigarrinha e fungos (MILES et al., 2004). Nesse contexto, a Embrapa Gado de Corte-Campo
Grande, MS e Gado de Leite-Juiz de Fora-MG vem conduzindo programas de melhoramento
com as principais espécies, tendo como foco a producdo de hibridos interespecificos
(VALLE; RESENDE; JANK, 2009). Os principais programas de melhoramento se destinam a

cruzamentos interespecificos, envolvendo as espécies do complexo agamico (U. brizantha, U.
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decumbens e U. ruziziensis) (JANK et al., 2014), mas também existem trabalhos que focam
no melhoramento intraespecifico de U. humidicola (BOLDRINI et al., 2011; JUNGMANN et
al., 2010).

Dentre as informagfes necessarias para uso nos programas, a citogenética tem se
mostrado uma ferramenta fundamental, pois através dela é possivel apontar genitores
compativeis, determinando-se o nivel de ploidia, evidenciando anormalidade meidticas que
inviabilizem os gametas e elucidando problemas de fecundagéo e de producdo de sementes
em hibridos (VALLE.; RESENDE; JANK, 2009).

Outro fator importante a ser considerado em um programa de melhoramento é o modo
de reproducdo das espécies. Urochloa é um género predominantemente poliploide e
apomitico. A apomixia é uma forma de reproducédo assexuada com producdo de sementes que
estd associada a poliploidia. A apomixia € encontrada em diversas familias de Angiospermas,
ndo necessariamente relacionadas entre si (HAND; KOLTUNOW, 2014). Na subfamilia
Panicoideae, estima-se que mais de 500 espécies apresentem reproducdo apomitica, dentre as
quais se encontram as espécies de Urochloa. Esse modo de reproducéo € interessante quando
se pretende realizar cruzamentos, pois ele garante a fixa¢do do vigor hibrido associado a todas
as vantagens da propagacdo de sementes (VALLE; PAGLIARINI, 2009).

Uma maneira de explorar as caracteristicas desejadas nos individuos apomiticos é a
realizacdo de cruzamentos com as plantas sexuais. Para viabilizar os cruzamentos, é
necessario igualar o nivel de ploidia dos genitores, o que pode ser realizado por haploidizacdo
das espécies apomiticas tetraploides ou a duplicacdo do nimero cromossémico das diploides
sexuais (PEREIRA et al., 2012). Existem acessos diploides e sexuais de U. brizantha, U.
decumbens e U. ruziziensis identificados no banco de germoplasma da Embrapa Gado de
Corte (VALLE et al. 2008). Esses gendtipos tem sido utilizados nos programas de
melhoramento, em tratamentos visando a poliploidizagdo (PINHEIRO, 2000). Em Urochloa,
ja foi realizada a duplicacdo cromossomica nas espécie U. ruziziensis (SWENNE; LOUANT;
DUJARDIN, 1981; ISHIGAKI et al., 2009; TIMBO et al., 2014b) e em acessos diploides de
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U. brizantha (PINHEIRO, 2000) e U. decumbens (SIMIONI; VALLE, 2015), através da
imersdo de sementes germinadas em solucédo de colchicina Alguns cruzamentos resultaram no
lancamento das cultivares Mulato | (U. brizanhta (cv. Marandu) e U. ruziziensis), Mulato 11
(U. decumbens (cv. Basilisk) e U. ruziziensis) (SOUZA SOBRINHO, 2009) e Ibypora (U.
brizantha x U. ruziziensis) (EMBRAPA, 2017).

2.2 Caracterizacao citogenética de Urochloa

A citogenética fornece informacdes basicas essenciais para estudos evolutivos e para
programas de melhoramento. Além disso, o0 uso de tais informacdes em estudos taxonémicos,
ou citotaxonomia, tem contribuido para um melhor entendimento sobre a relacdo genética
entre espécies e a maneira em que elas divergem umas das outras (GUERRA, 2008). A
citogenética dispbe de varias ferramentas para auxiliar na distingdo entre grupos
morfologicamente similares (DOBIGNY et al., 2004), sendo as mais classicas: 0 numero,
tamanho e morfologia dos cromossomos, presenca de constricbes secundarias, tamanho do

genoma e padrdes de distribuicdo da cromatina (GUERRA, 2012).

O numero cromossémico é o dado citogenético mais conhecido para quase todas as
familias de plantas. Apesar de ser o0 parametro mais simples do cari6tipo, é também a maneira
mais fécil, rapida e barata de levantar alguma informacao substancial sobre o genoma de uma
espécie (GUERRA, 2008), sendo ainda mais eficaz para diferenciar espécies de géneros
filogeneticamente préximos ou de grupos polifiléticos com cariétipo variavel (GUERRA,
2012).

Estudos citogenéticos em Urochloa mostram a predominancia do namero basico de
cromossomos x=9 (BASAPPA; MUNIYAMMA,; CHINNAPPA, 1987; SPIES et al., 1991,
VALLE, C. B.; SINGH; MILLER, 1987), embora existam relatos dos numeros x=5, 6, 7, 8,
10 e 12 ( SHARMA; SHARMA, 1979; SHARMA; KOUR, 1980; RISSO-PASCOTTO;
PAGLIARINI; VALLE, 2006). Valle e Pagliarini (2009) revisaram 0S nameros
cromossdmicos do género existentes na literatura e encontraram espécies variando de 2n=14 a

2n=90, com variacdo intraespecifica e diferentes niveis de ploidia, havendo uma tendéncia a
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tetraploidia. Dentre as espécies com maior importancia econdmica encontram-se: U.
brizantha (2n=2x=18, 2n=4x=36, 2n=5x=45 ou 2n=6x=54), U. decumbens (2n=2x=18 ou
2n=4x=36), U. ruziziensis (2n=2x=18) e U. humidicola (2n=6x=36 ou 2n=9x=54) (VALLE;
PAGLIARINI, 2009)

Por meio da citometria de fluxo, Ishigaki et al. (2010) analisaram os tamanhos dos
genomas de quatro espécies de Urochloa para avaliar sua utilizacdo em cruzamentos. Foi
observada variacdo nos valores C entre as cultivares, aumentando com o aumento da ploidia.
A diploide sexual U. ruziziensis apresentou o menor valor C (0,62 pg), seguida das
poliploides apomiticas (U. brizantha tetraploide 1,43 pg; U. decumbens tetraploide 1,66 pg;
U. brizantha pentaploide 1,78 pg e U. humidicola hexaploide 1,99 pg). Os autores destacaram
que as diferencas nos tamanhos dos genomas das cultivares ndo representam barreiras para
cruzamentos no género e que as plantas tetraploides apomiticas podem ser usadas como

doadoras de pdlen em cruzamentos com U. ruziziensis tetraploidizada.

Paula et al. (2017) também quantificaram o DNA de algumas espécies e de hibridos de
Urochloa, comparando os valores dos hibridos H963 (U. ruziziensis x U. decumbens), H1863
(U. ruziziensis x U. brizantha) e Mulato Il [(U. ruziziensis x U. decumbens) x U. brizantha]
com os valores de seus parentais. Foram encontrados 3,62 pg de DNA para H963, 3,24 pg
para H1863 e 3,83 pg para Mulato Il. Os autores verificaram que houve um aumento na
quantidade de DNA do hibrido Mulato 1l em relacdo a média de seus parentais, um resultado

incomum na literatura.

A existéncia de hibridos entre as espécies U. decumbens, U. brizantha e U. ruziziensis
demonstra a proximidade genética entre elas. No entanto, ainda existem dudvidas sobre as
relacfes gendmicas entre as trés espécies. Estudos meioticos nas tetraploides U. brizantha e
U. decumbens revelaram uma série de anormalidades, como segregacéo irregular, formacéo
de multivalentes e presenca de micronucleos, que evidenciaram alopoliploidia segmental
nessas especies (MENDES-BONATO et al., 2002a; MENDES-BONATO et al., 2002b).

Posteriormente, novas analises meidticas em hibridos triploides e tetraploides de U. brizantha
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e U. ruziziensis, mostraram meidcitos com segregacdo assincronica e pareamento
intragendmico (MENDES-BONATO et al., 2006a; MENDES-BONATO et. al., 2006b). Com
base nesses resultados, os autores inicialmente designaram os genomas de acordo com as
iniciais dos epitetos das espécies, sendo genoma B para U. brizantha e genoma R para U.

ruziziensis.
2.3 Citogenética molecular e relacdo gendmica de Urochloa

Em taxons que possuem caridtipos muito similares, é necessario o uso de técnicas que
fornecam maior grau de detalhamento dos cromossomos para que seja detectada variacdo
entre 0os genomas. Um exemplo é o bandamento cromossémico que pode ser utilizado para
identificar regides heterocromaticas (ex: Bandamento C), eucromaticas (ex: Bandamento G),
e 0s bandamentos fluorescentes para marcar regides ricas em A-T (ex: DAPI) e regides ricas
em C-G (ex: CMA). Além dessas técnicas, a hibridizacao in situ fluorescente (FISH) tem sido
amplamente empregada para detectar sequéncias de DNA especificas, seja em nucleos

interfasicos ou cromossomos metafasicos (BARTLETT, 2008).

A FISH funciona com a utilizacdo de sondas que se hibridizam com sequéncias de
DNA complementares nos cromossomos e sdo detectadas devido a presenca de marcadores
fluorescentes. As sequéncias mais utilizadas como sondas sd&o os DNAs ribossomais,
teloméricos e centroméricos. Essas sequéncias, geralmente, tém em comum a sua organizacdo
em blocos repetitivos (em tandem) e o fato de serem conservadas evolutivamente, se

apresentando muito similares em todos os eucariotos (ROA; GUERRA, 2015).

A utilizacdo da técnica de FISH em estudos citogenéticos possibilitou o mapeamento
fisico de rDNA em espécies de Urochloa. Nielen et al., (2009) localizou sequéncias de rDNA
5S e 45S associada a cariotipagem convencional em acessos sexual diploide (BRA 002747) e
apomitico tetraploide (BRA 000591) de U. brizantha (Tabela 1). O acesso diploide
apresentou numero cromossémico 2n=18, com férmula cariotipica 3M+5SM+1T. No acesso
tetraploide foi observado 2n=4x=36 e formula cariotipica 8M+1SM. Os autores destacaram

gue o numero de sitios de rDNA 5S nédo correspondeu ao nivel de ploidia dos acessos, visto
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que era esperado o dobro do nimero de sitios de rDNA no acesso tetraploide em relacdo ao
acesso diploide (NIELEN et al., 2009).

Akyama et al. (2010) utilizaram diferentes acessos de U. brizantha (4x e 5x), U.
ruziziensis (2x), U. humidicola (6x) e do hibrido Mulato (4x — originado do cruzamento de U.
decumbens e U. ruziziensis) em um estudo de rDNA com o uso da FISH. Foram observadas
diferencas no nimero e morfologia dos sitios de rDNA (Tabela 1). O numero de sitios de
rDNA 45S correspondeu aos niveis de ploidia em todas as espécies (diploide com dois sitios;
tetraploides com quatro sitios; pentaploide com cinco sitios e hexaploide com seis sitios). O
mesmo ndo foi observado em relacdo aos loci de rDNA 5S. Tais resultados indicaram a

coexisténcia de diferentes genomas nas espécies sugerindo a alopoliploidia.

Tabela 1: Numero cromossdmico e sitios de rDNA em espécies de Urochloa

Espécie NUm. Cromossémico Sitios 5S Sitios 45S Ref.
U. brizantha 2n=2x=18 1 1 Nielen et al. (2009)
2n =4x =36 3 2 Nielen et al. (2009)
2n =4x =36 6 4 Akyama et al. (2010)
2n =4x =36 4 4 Akyama et al. (2010)
2n =5x =45 5 5 Akyama et al. (2010)
2n=4x =36 3-6 2-4 Nani et al. (2016)
U. decumbens 2n=4x =36 7 4 Nani et al. (2016)
U. humidicola 2n = 6x =54 6 6 Akyama et al. (2010)
U. ruziziensis 2n=2x=18 4 2 Akyama et al. (2010)
2n=2x=18 2 1 Nani et al. (2016)

Em outro estudo, Nani et al. (2016) realizaram um estudo cariotipico nas espécies U.
brizantha (4x), U. decumbens (4x) e U. ruziziensis (2x), através do mapeamento das
sequéncias de rDNA 5S e 45S (Tabela 1), retrotransposon centromérico do milho (CRM1) e
bandas CMA e DAPI. Foram observadas varia¢cdes no numero de sitios de rDNA 5S e 45S em
U. brizantha e um par heteromérfico e outro em hemizigose em U. decumbens. Bandas CMA
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foram observadas nas trés espécies, coincidindo com os sitios de rDNA 45S. Houve variagdo
no nimero de regiGes centroméricas marcadas com a sonda CRM1, sendo U. ruziziensis a
Unica espécie com todos os centrdmeros hibridizados. Nao foram observadas bandas DAPI

em nenhuma das trés espécies.

A técnica de hibridizacdo in situ genémica (GISH), uma variacdo da FISH, tem sido
usada em estudos com o proposito de distinguir cromossomos de diferentes genitores ou de
genomas diferentes em alopoliploides e hibridos interespecificos/intergenéricos. Enquanto a
FISH usa sequéncias de DNA especificas como sondas, a GISH utiliza o0 DNA genémico
(gDNA) total de uma espéecie (SCHWARZACHER, 2003). Tal procedimento permite que
genomas inteiros sejam marcados, sendo possivel identificar os genitores em hibridos naturais
ou artificiais, estudar a origem e evolucédo de alopoliploides e auxiliar na sele¢do de genitores
em programas de melhoramento genético (SILVA; SOUZA, 2013).

A GISH ja foi empregada em grupos importantes de gramineas, como Triticeae
Dumort. (ANAMTHAWAT-JONSSON et al., 1990), Lolium L. e Festuca L. (CAO et al.,
2000; KOPECKY et al., 2009), Setaria P. Beauv. (BENABDELMOUNA et al., 2001;
ZHAO et al., 2013), Cenchrus L. e também Urochloa (PAULA et al., 2017) para distinguir 0s
cromossomos oriundos de diferentes parentais, em hibridos interespecificos ou em espécies

alopoliploides.

Em Urochloa, Paula et al. (2017) utilizaram concomitantemente a GISH e a FISH para
analisar as relagdes genémicas nas espécies U. brizantha (4x), U. decumbens (4x), U.
ruziziensis (2x e 4x) (Tabela 2) e nos hibridos H963 (U. ruziziensis x U. decumbens), H1863
(U. ruziziensis x U. brizantha) e Mulato 1I. Os autores verificaram alta homologia entre os
genomas de U. brizantha, U. decumbens e U. ruziziensis, sendo U. decumbens a intermediéria
na relacdo de parentesco das trés espécies. Tais analises foram subsidiadas pelos estudos
meidticos mencionados anteriormente, que mostraram meidcitos das tetraploides U. brizantha
e U. decumbens com anormalidades tipicas de alopoliploides segmentais (MENDES-
BONATO et al.,, 2001; MENDES-BONATO et al., 2002a; MENDES-BONATO et al.,
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2002b). De acordo com os resultados, os autores confirmaram a alopoliploidia de U.
brizantha e U. decumbens e propuseram a constituicdo genémica das duas espécies e de U.
ruziziensis, que foram caracterizadas com o0s genomas BBBiBi1, BiBiB:B: e B:B:,
respectivamente. Os autores ainda destacaram que os genomas B, B; e B> foram considerados
homedlogos, com menor afinidade entre B e Bo..

Tabela 2: Porcentagens de hibridizacao entre genomas de Urochloa, fornecidas pela GISH

Metéfase
Sonda gendmica U. brizantha (4x) U. decumbens (4x) U. ruziziensis (4x)
U. brizantha 100% 61,04% 32,69%
U. decumbens 59,66% 100% 63,54%
U. ruziziensis 49,55% 35,24% 100%

Fonte: Paula et al. (2017)

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Citogenética Vegetal, localizado no
Departamento de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Material vegetal

Foram avaliados acessos diploides sexuais de U. brizantha (B105, originério da
Etiopia), U. decumbens (D04, originario do Quénia) e U. ruziziensis cv. Kennedy e acessos
tetraploides apomiticos de U. brizantha cv. Marandu e U. decumbens cv. Basilisk. Os acessos
diploides de U. brizantha e U. decumbens foram cedidos pela EMBRAPA Gado de Corte,
Campo Grande - MS e os demais foram cedidos pela EMBRAPA Gado de Leite, Juiz de Fora
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- MG. As plantas foram mantidas em vasos, em casa de vegetacdo no Departamento de
Biologia da UFLA.

3.3 Preparo das laminas

Pontas de raizes foram coletadas e pré-tratadas com ciclohexamida 12,5 mg L™, por 2
horas a temperatura ambiente, lavadas em agua gelada, fixadas em Carnoy (3 etanol : 1 &cido

acético) e armazenadas a -20°C até o momento do uso.

As raizes fixadas foram lavadas trés vezes em agua destilada por cinco minutos e a
regido meristematica foi isolada e transferida para solucdo enzimaética contendo celulase
“Onozuka R10” (0,7%), celulase Sigma-Aldrich (0,7%), pectoliase Sigma-Aldrich (1%) e
citohelicase Sigma-Aldrich (1%) por 1 h e 20 minutos, a 37°C. Apé6s a digestdo, o0s
meristemas foram macerados sobre lamina em solucdo fixadora usando pincas de ponta

ultrafina e finalmente secas ao ar.

A avaliacdo das laminas foi realizada em microscopio de luz e aquelas contendo as

melhores metafases, com cromossomos espalhados e sem sobreposicdo, foram selecionadas.
3.4 Hibridizagéo in situ genémica - GISH

As sondas de DNA gendmico (gDNA) de U. brizantha e U. decumbens (diploides)
foram usadas em hibridizacdes gendmicas com 0s acessos tetraploides. Entre as espécies
diploides, a GISH foi realizada no esquema “round robin”, no qual as sondas de gDNA

marcados de cada espécie foram usadas em hibridizacdes reciprocas (Figura 1).

As preparagdes cromossémicas foram rapidamente fixadas em solucéo de 3 etanol : 1
acido acético e secas ao ar. Foram aplicados 100 puL de solu¢do formamida 70% em SSC 2x
nas laminas que apos cobertas com laminula 24x40 mm foram colocadas em estufa a 85 °C
por 1 min e 25 seg para desnaturacdo do DNA. Em seguida as laminas foram imediatamente
imersas em alcool etilico 70% gelado e posteriormente em alcool 90% e 100% e secas ao ar.

A mistura de hibridizagdo consistiu de 50% formamida, 2xSSC, 10% sulfato de dextran, 40
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ng/uL de DNA das sondas marcadas. N&o foi utilizado DNA bloqueio. As sondas foram
desnaturadas a 95-98 °C, por 8 min e imediatamente resfriadas em gelo. Foram aplicados 20
uL da mistura de hibridizagdo as preparagdes cromossomicas que foram seladas com
laminula. A hibridizacéo foi realizada a 37 °C por 48 hs, seguida por lavagens sob agitacdo
em 2xSSC por 5 minutos a temperatura ambiente, em 2xSSC a 42 °C por 10 minutos; 2xSSC
por 5 minutos a temperatura ambiente e TNT por 5 minutos. A deteccdo das sondas foi feita
com os anticorpos anti-digoxigenina conjugado com rodamina, em tampao TNB, por 1 hora, a
37 °C, em camara Umida. Apo6s remocdo da laminula as laminas foram lavadas trés vezes, 5
minutos cada, em TNT, a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apds secagem ao ar as laminas

foram montadas com meio de montagem Vectashield contendo DAPI.

Figura 1. Esquema de hibridizacGes in situ genémicas (GISH) em espécies de Urochloa.

U. brizantha (4x)
BBB'B'*

U. ruziziensis (2x)

U. brizantha (2X) B2B? * U. decumbens (2x)

U. decumbens (4x)

B1B18282 *

(*) Genomas determinados por Paula et al (2017)

As laminas foram analisadas em microscopio Olympus BX60 equipado com sistema
de epifluorescéncia e camera digital refrigerada, usando filtros especificos para DAPI
(Excitagdo: 330-385 nm; Emisséo: 420 nm) e Rodamina (Excitagdo: 400-410 nm; Emisséo:
455 nm). As imagens obtidas foram processadas para ajustes de brilho e contraste em

software de edicdo de imagens.
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A andlise da relacdo entre os genomas dos acessos diploides com 0s dos acessos
tetraploides teve como base a composicdo genémica proposta por Paula et al. (2017), que
caracterizou os genomas BBB!B!, B!B'B?B2 ¢ B?B? para U. brizantha, U. decumbens e U.
ruziziensis respectivamente. Os segmentos cromossomicos marcados pela sonda gendmica
(marcas GISH+) foram mensurados no software Karyotype 2.0 (YU et al., 2018) para avaliar
a proporcao de genoma hibridizado nas metafases. Os cromossomos foram agrupados de
acordo com as marcas de hibridizacdo, segundo as regides cromossomicas (centroméricas e
pericentromericas, intersticiais e terminais) descritas por Heslop-Harrison et al. (2011) com
adaptacdes (Figura 2).

Figura 2: Divisdo das regifes cromossdmicas: centromérica/pericentromérica (cen), intersticial (i),
terminal e cromossomo inteiro (wc).

t i cen i t

WwC

Fonte: adaptado de Heslop-Harrison et al. (2011).
O processamento das imagens foi feito com auxilio de software de edigdo de imagens.
3.5 Citometria de fluxo

Trés amostras de 20-30 mg de tecido foliar jovem dos acessos diploides de U.
brizantha e U. decumbens e tambem da espécie Pisum sativum L. (padréo interno de

referéncia — Quantidade de DNA 2C = 9,09 pg) foram maceradas em placa de Petri contendo
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1 mL de tampdo MgSOs gelado para obter a suspensdo nuclear (DOLEZEL, 1997). Em
sequida, 25 pL de iodeto de propidio foram adicionados a suspensdo. Para cada amostra

foram quantificados pelo menos 10.000 nucleos.

A andlise foi realizada no citdmetro Facscalibur (Becton Dickinson), os histogramas
foram obtidos no software Cell Quest e analisados no software WinMDI 2.9. O conteudo de

DNA foi estimado em picogramas (pg).

4 RESULTADOS

4.1 Namero cromossémico e tamanho do genoma

Para os acessos diploides de U. brizantha (B105) e U. decumbens (D04) foram
confirmados 18 cromossomos e determinado o conteudo de DNA de 1.79 e 1.44 pg,
respectivamente (Figura 3).
Figura 3. Metafases com 2n = 18 cromossomos contrastados com DAPI e histogramas de citometria
de fluxo com a quantificacdo de DNA nos acessos B105 de U. brizantha — 1.79 pg (A-B) e D04 de U.
decumbens — 1.44 pg (C-D). Barra: 10 um.

U. brizantha 2x (B105)
179pg

U. decumbens 2x (D4)
144 pg

Fonte: Do autor (2019)
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4.2 Andlise da hibridizagao in situ gendmica (GISH)

Nas andlises da GISH, o DNA genémico (gDNA) de U. decumbens 2x e de U.
ruziziensis hibridizaram 65.43% e 45.20%, respectivamente, no genoma de U. brizantha 2x
(Tabela 3). A sonda genbmica de U. decumbens 2x revelou marcas
centroméricas/pericentroméricas em quatro cromossomos (Fig. 4al), sinais estendidos até a
regido intersticial em 10 cromossomos (Fig. 4a2) e quatro cromossomos completamente
hibridizados (Fig. 4a3). Com o gDNA de U. ruziziensis, foram evidenciados quatro
Cromossomos com marcas centroméricas/pericentroméricas (Fig. 4b1) e 14 cromossomos com

marcas intersticiais (Fig. 4b2).

Em U. decumbens 2x, a proporcdo de genoma hibridizado com o gDNA de U.
brizantha 2x foi de 100% (Tabela 3), sendo todos 0os cromossomos completamente marcados
(Fig. 4cl). A sonda de gDNA de U. ruziziensis 2x hibridizou 60.89% com o genoma de U.
decumbens 2x. Em quatro cromossomos foram observados sinais GISH positivos até a regido
centromérica/pericentromérica (Fig. 4d1) e 14 cromossomos apresentaram marcas até a regido
intersticial (Fig. 4d2). A GISH reciproca da sonda de U. decumbens 2x hibridizou 70,2% do
genoma de U. ruziziensis 2x, com todos os cromossomos apresentando sinais GISH*
estendidos até a regido intersticial (Fig. 4F e 4f1). A sonda de U. brizantha 2x produziu
padrdo semelhante de marcacdo em U. ruziziensis 2x (4el) e cobertura de cerca de 51% de
hibridizacdo (Tabela 3)



29

Figura 4: Metéfases de U. brizantha (2n = 2x = 18) com sonda de U. decumbens 2x (A) e U.
ruziziensis 2x (B). Metéfases de U. decumbens (2n = 2x = 18) com sonda U. brizantha 2x (C) e U.
ruziziensis 2x (D). Metéfases de U. ruziziensis (2n = 2x = 18) com sonda de U. brizantha 2x (E) e U.
decumbens 2x (F). Cromossomos constrastados com DAPI (cinza) e marcacdo da sonda nos
cromossomos indicada pela fluorescéncia (vermelha). Sinais GISH+ centroméricos/pericentroméricos:
al, bl, di; Sinais estendidos até a regiao intersticial: a2, b2, d2, el, f1; Cromossomos completamente

hibridizados: a3, c1. Barra: 10 um.
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Fonte: Do autor (2019)

A GISH com sondas de gDNA de U. brizantha 2x e U. decumbens 2x mostrou padréo
de hibridizagcdo semelhante em U. brizantha 4x e proporcdo de hibridizacdo de 41.36% e
51,56%%, respectivamente (Tabela 3). Com ambas as sondas, 18 apresentaram marcas

centromericas/pericentroméricas conspicuas (Figura 5al e 5bl), variacdo de 14 e 16



31

cromossomos com marcas de hibridizacdo estendidas até a regido intersticial (Fig. 5a2 e 5b2)

e quatro e dois cromossomos completamente hibridizados (Fig. 5a3 e 5b3).

A sonda gendmica de U. brizantha 2x hibridizou 58.29% do genoma de U. decumbens
4x com 18 cromossomos marcados na regido centromérica/pericentromérica (Fig. 5¢1), 14 até
a regido intersticial (Fig. 5¢c2) e quatro cromossomos completamente hibridizados (Fig. 5¢3).
A proporcdo de hibridizacdo da sonda de gDNA de U. decumbens 2x nos cromossomos de U.
decumbens 4x foi de 49,38% (Tabela 3), dos quais 29 apresentaram sinais GISH* na regido
centromérica/pericentromerica (Fig. 5d1), cinco até a regido intersticial (Fig. 5d2) e dois
cromossomos completamente hibridizados (Fig. 5d3)

Tabela 3: Propor¢do média e desvio padrdo (%) da proporcdo de hibridizagdo entre genomas de
espécies de Urochloa

Sonda
, U. brizantha 2x U. decumbens 2x U. ruziziensis 2x

Metafase

U. brizantha 2x - 65.43 + 4.63 45.20 + 0.53
U. decumbens 2x 100 - 60.89 + 1.45
U. ruziziensis 2x 50.93 + 1.57 70.12 +4.43 -

U. brizantha 4x 41.36 £1.98 51.56 + 2.15 -

U. decumbens 4x 58.54 + 3.34 49.38 +1.28 -

(-) HibridizagGes néo realizadas
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Figura 5: Metéfases de U. brizantha (2n = 4x = 36) com sonda de U. brizantha 2x (A) e U.
decumbens 2x (B). Metafases de U. decumbens (2n = 4x = 36) com sonda de U. brizantha 2x (C) e U.
decumbens 2x (D). Cromossomos contrastados com DAPI (cinza) e marcacdo da sonda nos
cromossomos indicada pela fluorescéncia (vermelha). Sinais GISH+ centroméricos/pericentroméricos:
al, bl, c1, d1; Sinais estendidos até a regido intersticial: a2, b2, c¢2, d2; Cromossomos completamente
hibridizados: a3, b3, ¢3, d3. Barra: 10 pm.
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Fonte: Do autor (2019)

5 DISCUSSAO
5.1 Namero cromossémico e tamanho do genoma

O nlmero cromossémico (2n = 2x = 18) observado para os acesso B105 de Urochloa
brizantha e D04 de U. decumbens ja havia sido descrito previamente por outros autores
(NIELEN et al., 2009; PENTEADO et al., 2000; PINHEIRO, 2000; RICCI et al., 2011). O
valor C obtido para ambas espécies (870 Mbp C' e 704 Mbp C! respectivamente) é
consistentemente proporcional ao valor relatado para a cultivares tetraploides Marandu e
Basilisk (Tabela 4).

Os genomas de U. brizantha e U. decumbens diploides sao considerados ‘pequenos’,
segundo as categorias definidas por Leitch et al. (2005) e a diferenca na quantidade de DNA
entre elas (166 Mbp C%). pode ser devida a proporcdo de DNA repetitivo nos genomas.
Bennetzen et al. (2005) apontaram as diferencas no conteudo de DNA repetitivo,
especificamente em relacdo & atividade de diferentes elementos transponiveis, como a
principal razdo para as varia¢fes no tamanho do genoma entre espécies proximas. O aumento
gradual da variacdo no tamanho do genoma pode, a longo prazo, afetar a producdo de

gametas, resultando em segregacdo irregular de cromossomos com tamanhos
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desproporcionais na meiose (SMARDA; BURES, 2010). No entanto, pequenas diferengas no
conteddo de DNA, como a observada no presente estudo, dificilmente representariam
barreiras reprodutivas, visto que variacdo de proporc¢des similares (ISHIGAKI et al., 2010;

TIMBO et al., 2014) ndo impediu o cruzamento de acessos tetraploides em Urochloa.

Tabela 4: Contetdo de DNA em espécies de Urochloa

Espécie Valor C (Mbp C1)  Valor Cx (Mbp Cx?')  Ploidia Ref.
870 870 2X Do autor (2019)
U. brizantha 1404 702 4x Ishigaki (2010)
1720 860 4x Timbo6 (2014a)
704 704 2X Do autor (2019)
U. decumbens 1633 817 4x Ishigaki (2010)
1855 927 4% Timb6 (2014a)

Mbp = Mega pares de bases. Valor C = contelido de DNA gamético. Valor Cx = Conteldo de DNA por genoma.

Ishigaki et al. (2010) avaliaram os valores C de cinco cultivares de quatro espécies de
Urochloa e verificaram que o tamanho do genoma foi dependente do nivel de ploidia, com
uma tendéncia ao aumento do conteddo de DNA por genoma com o aumento da ploidia. Essa
relagdo também pode ser observada para U. decumbens ao comparar os valores obtidos no
presente estudo com os valores previamente relatados para as cultivares tetraploides.
(ISHIGAKI et al., 2010; TIMBO et al., 2014a). O mesmo n&o foi visto para U. brizantha.
Contudo, essa comparacdo, considerando variagdo intraespecifica de ploidia, ndo foi realizada
por Ishigaki et al. (2010), uma vez que a Unica espécie diploide utilizada em sua anélise foi U.

ruziziensis.
5.2 Relagéo genémica entre especies diploides de Urochloa

As anélises permitiram detectar e descrever o padrdo de hibridizacdo das sondas de
gDNA das espécies diploides de Urochloa em GISH reciprocas e também em relagdo as
especies tetraploides. A partir disso, cromossomos inteiros ou regides especificas foram

distinguidas e revelaram diferentes niveis de relacionamento entre os genomas envolvidos.
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Os resultados confirmaram prévias observagdes feitas em Urochloa por Paula et al.
(2017) em relacdo as marcagOes centroméricas/pericentroméricas em todas as metafases
avaliadas, embora estes autores tenham concentrado suas avaliacbes entre as espécies
tetraploides e hibridos interespecificos. Tais resultados indicam a homologia dos repeats
centroméricos entres as espéecies do grupo e reforca a intima relagdo de parentesco. Outros
estudos indicaram a alta conservacdo dessas sequéncias entre diferentes géneros da familia
Poaceae, tais como Secale, Hordeum, Festuca, Semiarundinaria, Arundo e Zea
(BELYAYEV; RASKINA; NEVO, 2001).

Em Brassica, MALUSZYNSKA et al. (2005) observaram, por meio da GISH,
predominancia de marcas pericentroméricas nos cromossomos. Os autores associaram esse
padrdo a elevada proporcdo de familias de DNA repetitivo nas regides centroméricas e
pericentroméricas, ao passo que a regido distal € provavelmente mais rica em genes e ndo
hibridiza tdo distintivamente com a sonda genémica. Especificamente, analises de marcas
epigenéticas em U. ruziziensis (2x), U. brizantha (4x) e U. decumbens (4x) realizadas por
Paula et al. (2016) demonstraram que as regides terminais e intersticiais-terminais dos
cromossomos foram identificadas como dominios eucromaticos pela marcacdo com o
anticorpo H3K4me2. De forma complementar, os sinais de H3K9me2 foram visualizados em
dominios tipicamente heterocromaticos, que incluem as regibes centroméricas e
pericentroméricas. E importante ressaltar também que, com a GISH, tem sido observado que a
marcacao preferencial das regides centromérica e pericentromérica é observada até mesmo em
espécies com genomas pequenos, gque possuem uma proporcdo relativamente baixa de
familias de DNA repetitivo, como o arroz (LI et al., 2001) e Brachypodium distachtyon
(JENKINS et al., 2004).

As regides teloméricas, com excegdo dos cromossomos completamente marcados, ndo
apresentaram marcas GISH+, apesar de serem compostas por DNA repetitivo e serem
consideradas altamente conservadas em plantas (ROA; GUERRA, 2015; WATSON; RIHA,
2010). Majka et al. (2017), em uma andalise comparativa por meio da GISH, também

observaram auséncia de marcas em regides terminais de diferentes espécies de Poaceae. Os
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autores atribuiram esse resultado a composicdo complexa dos telémeros das espécies em
questdo, que podem conter, para além da sequéncia telomérica basica (T/A)1-4 Gi.s, outras
familias de DNA organizadas em tandem, como previamente relatado para o trigo (SALINA
et al., 2009). Outro fator possivelmente relacionado € a condensacdo tardia das regibes
terminais dos cromossomos de Urochloa, relatado por Nani et al. (2016), e também
observado neste trabalho. Esse fendmeno, associado as desnaturacdes inerentes a técnica de
hibridizacdo in situ, causa certa degradacéo nas terminagdes dos cromossomos, dificultando

obtencdo de marcas nessa regiéo.

A hibridizacdo completa do DNA genémico de U. brizantha 2x em todos
cromossomos de U. decumbens 2x indica que as duas espécies possuem alto grau de
homologia entre seus genomas. Entretanto, a GISH reciproca revelou 65.43% de homologia,
sugerindo que U. brizantha 2x possui uma maior diversidade de sequéncias repetitivas. Uma
vez que a maior porcdo do DNA de plantas (e eucariotos em geral) é formada por blocos de
sequéncias repetitivas e que em Poaceae essas sequéncias podem compor até 85% do genoma
(FLAVELL et al., 1993; LING et al., 2013; SCHNABLE et al., 2009), a diferenciacdo em
grande escala do genoma (passivel de ser observada em nivel cromossémico) entre taxons
distintos necessariamente envolve variacdo na frequéncia das vérias classes de repeats
(BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015; LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS,
2012). Nesse contexto, é possivel que U. brizantha 2x possua a maior parte dos repeats que
estdo presentes em larga escala em U. decumbens 2x, mas tenha uma variedade maior que ndo

esta representada no genoma deste.

A similaridade entre U. brizantha e U. decumbens ja foi mencionada por outros
autores em revisdes taxondmicas do género, mas referindo-se as tetraploides (MORRONE;
ZULOAGA, 1992; RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996). Em ambos os trabalhos foi
destacado que as duas espécies sdo frequentemente dificeis de serem diferenciados
morfologicamente, sendo a forma da raquis (filiforme na primeira e plana na segunda) e
disposicdo das espiguetas (unisseriada e duas series, respectivamente) as Unicas diferencas

entre elas. Existem inclusive relatos de U. brizantha sendo identificada como U. decumbens
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(RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996) e vice-versa (MAASS, 2004). Ambiel et al.
(2008) questionaram a identificacdo da cultivar Basilisk como U. decumbens, visto que o
dendrograma baseado em marcadores RAPD posicionou essa espécie em meio aos acessos de
U. brizantha. Entretanto, Trivifio et al. (2017), em um estudo de diversidade genética e
estrutura populacional utilizando microssatélites de diploides e poliploides, verificou que a

cultivar Basilisk é de fato mais proxima dos outros acessos tetraploides de U. decumbens.

O padrdo de hibridizagdo genémica em U. ruziziensis com o gDNA de U. brizantha
2x e U. decumbens 2x produziu resultados similares e confirma que os genomas presentes
nestas duas Ultimas espécies sdo homedlogos ao genoma B2 de U. ruziziensis, como ja
mencionado por Paula et al. (2017). A diferenca na propor¢do de genoma hibridizado foi
maior entre U. ruziziensis e U. decumbens 2x comparado com a relagdo U. ruziziensis e U.
brizantha 2x, o que indica a existéncia de relativamente maior compartilhamento de

sequéncias de DNA repetitivo entre as duas primeiras.

A relacdo encontrada no presente trabalho para as espécies diploides também é
corroborada pelo estudo de Trivifio et al. (2017), que concluiu, com base em evidéncias
moleculares, que U. decumbens 4x e U. ruziziensis sdo mais proximas entre si do que de U.
brizantha 4x e indicou que um subgenoma de U. decumbens estaria relacionado com U.
ruziziensis e outro com U. brizantha. O mesmo ja havia sido proposto para acessos
tetraploides com base em analises meidticas (MENDES-BONATO et al. 2002a; MENDES-
BONATO et al. 2002b) e reiterado pelo estudo citogendmico de Paula et al. (2017), que
mostrou que as trés espécies sdo estreitamente relacionadas e que U. decumbens ocupa uma
posicdo intermediaria em termos de relacdo genémica. No entanto, esse resultado diverge das
analises de Ambiel et al. (2010), que usaram marcadores RAPD para agrupar acessos
geneticamente similares; e de Pessoa-Filho et al. (2017), que produziram uma filogenia
molecular baseada em genes cloroplastidicos; em que ambos revelaram maior proximidade

genética entre U. brizantha e U. decumbens (tetraploides), em relacdo a U. ruziziensis.



38

5.3 Constituicdo e relagdo gendémica entre espécies diploides e tetraploides de Urochloa

Na analise do padrdo de hibridizacdo gendmica de U. decumbens diploide nos
cromossomos das tetraploides, constatou-se maior afinidade com o genoma de U. brizantha
4x comparado com o genoma de U. decumbens 4x. Essa relagcdo também foi observada por
Trivifio et al. (2017), que analisaram a diversidade genética entre acessos de Urochloa e
verificaram que acessos diploides e poliploides de U. decumbens formaram dois subclusters
distintos, sendo alguns tetraploides inclusive mais proximos de U. brizantha. De acordo com
0s autores, a distancia genética entre acessos diploides e tetraploides da mesma espécie ndo é
surpreendente, visto que a diferenca de ploidia e a apomixia representam barreiras

reprodutivas.

Esses resultados também s&o justificaveis ao se considerar a origem alopoliploide das
espécies de Urochloa, que ja foi apontada por estudos baseados em comportamento meiético
(MENDES-BONATO et al.,, 2001; MENDES-BONATO et al., 2002a), mapeamento de
rDNA (AKIYAMA et al., 2010; NANI et al., 2016; NIELEN et al., 2010) e hibridizacdo in
situ gendmica (PAULA; SOUZA SOBRINHO; TECHIO, 2017). Ja tem sido relatado que um
alopoliploide ndo é necessariamente a soma de seus gendtipos parentais, visto que uma série
de processos evolutivos ocorre pos poliploidizacdo, tais como reorganizacdo do genoma,
alteracbes na expressdo génica, fragmentacdo de genes, conversdo génica e sub- e
neofuncionalizagcdo de genes duplicados (RENNY-BYFIELD; WENDEL, 2014). Muitos
desses processos tém sido associados a extensivas e rapidas mudancas nos genomas dos
poliploides em direcdo a sua diploidizacdo e estabilidade (MALUSZYNKA; HASTEROK,
2005), tais como foram descritos para 0 milho (GAUT et al., 2000) e Arabidopsis thaliana
(ERMOLAEVA et al.,, 2003). Nesse aspecto, é plausivel que os genomas dos acessos
tetraploides de Urochloa apresentem variacdes em relagdo ao dos diploides, decorrentes dos

seus ajustes genémicos pos-poliploidizacdo, como proposto por Nani et al. (2016).

Além disso, como ja mencionado anteriormente, a identificacdo em nivel de espécie

no género Urochloa é feita a partir da morfologia floral e a evolucdo de caracteres



39

morfolégicos ndo reflete necessariamente a evolucdo de caracteres moleculares (DOYLE;
ENDRESS, 2000), logo a proximidade genética entre duas espécies pode ser mascarada por
diferencas morfoldgicas entre elas e vice-versa. Também € valido ressaltar que os critérios
taxondmicos utilizados para espécies de Urochloa ndo incluem caracteres citologicos, como
nivel de ploidia, ou modo de reproducédo (sexual e apomitica). Nesse sentido, entende-se que
U. decumbens 2x e U. brizantha 4x possuam uma maior proporcéo de regides repetitivas
homologas entre si do que em relacdo a U. decumbens 4x e que a classificacdo morfologica

ndo é capaz de refletir essa proximidade genética, alocando-as em taxons distintos.

A hibridizacdo parcial ou completa do DNA gendmico de U. brizantha 2x e U.
decumbens (2x) em parte dos cromossomos de U. brizantha 4x e U. decumbens 4x evidencia
alta homologia cromossémica. No entanto, ha que se considerar algumas diferencas no padrédo
de marcas de hibridizacdo nos cromossomos que sugerem uma afinidade levemente maior
com o genoma de U. brizantha 2x em relacdo a U. decumbens 2x para essas duas cultivares
tetraploides de U. brizantha e U. decumbens. Essas pequenas diferencas sao consistentes com
a analise da propor¢do de hibridizacdo nos cromossomos/genomas entre 0s dois acessos
diploides que conservam alto grau de homologia. No entanto, ndo se exclui a possibilidade de
que U. decumbens 2x também possa ser doadora de um dos genomas parentais das
tetraploides U. brizantha e de U. decumbens. Deste modo, para fins de discrimina-los, nossas
analises sugerem que U. brizantha diploide apresenta constituicdo gendmica B'B! e U.
decumbens diploide, B’BY’. Assim, considerando a proposta de Paula et al. (2017), que
definiu a constituicdo gendmica de U. brizantha 4x e U. decumbens 4x como BBB!B! e
B!B'B?B?, respectivamente, os resultados apresentados no presente estudo indicam que os
cromossomos marcados completamente ou com sinais GISH+ até as regies intersticiais
pertenceriam ao genoma B'B! ou BY’BY’. A composicdo gendmica das espécies tetraploides é
complementada pela confirmacédo das anélises da GISH comparativa de U. brizantha (2x) e U.
decumbens (2x) com U. ruziziensis (2x) que evidenciaram a afinidade genémica e a

homeologia dos genomas B e B!’ com o genoma B? de U. ruziziensis.
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Considerando esse cendrio, é possivel que 0s cromossomos e respectivos genomas das
especies diploides tenham sofrido modificacdes/rearranjos estruturais ao longo do processo
evolutivo. Umas das evidéncias de que isso deva ter ocorrido esta na variacao do conteudo de
DNA entre ambas. Entretanto, sdo necessarios outros estudos, incluindo andlises cariotipicas e
de DNA repetitivo e filogenias, que investiguem o tempo de divergéncia dos acessos
diploides e tetraploides para confirmar a origem dos genomas de Urochloa. Pessoa-Filho et
al. (2017) observaram alta similaridade genética e relativamente baixo tempo de divergéncia
(~1.6 milhdes de anos) entre as tetraploides U. brizantha e U. decumbens e apontaram que
provavelmente um dnico evento de poliploidizacdo ocorreu para estabelecer essas linhagens,

mas ndo foram incluidos acessos diploides dessas espécies nas analises realizadas.
5.4 Andlise integrada das relagdes gendmicas

A recente determinacio dos genomas B, B! e B? para Urochloa elucidou algumas das
questdes sobre a alopoliploidia presente no complexo agamico formado por U. brizantha, U.
decumbens e U. ruziziensis. Paula et al. (2017) indicaram que U. ruziziensis diploide é
portadora genoma B2, podendo-se supor que ela pode ter contribuido na composicio
genémica de U. decumbens 4x. O mesmo ja havia sido sugerido por Basappa et al. (1987),
baseado em caracteres morfoldgicos e nUmero cromossdmico. O presente estudo trouxe novos
elementos que apontam para a origem do genoma B* ou BY” envolvendo os acessos diploides
de U. brizantha e U. decumbens. No entanto, a ancestralidade do genoma B, presente na
tetraploide U. brizantha (genoma BBB!B!), permanece desconhecida. Futuros estudos
gendmicos utilizando a GISH devem investigar a origem do genoma B, considerando outros

acessos diploides identificados para Urochloa.

Um série de caracteristicas, tais como: i) as diferengas entre 0s genomas dos acessos
diploides e tetraploides de U. brizantha e U. decumbens; ii) a confirmagéo da alopoliploidia
segmental para U. brizantha 4x e U. decumbens 4x; iii) o comportamento meiético observado
nas espeécies tetraploides e hibridos interespecificos; iv) a restricdo do fluxo génico entre

diploides e tetraploides e as diferencas no modo de reproducdo (diploides — sexuais e
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tetraploides — apomiticas) sdo evidéncias importantes para considerar tanto U. brizantha 2x e
4x quanto U. decumbens 2x e 4x como taxons distintos, fazendo-se necessaria uma revisao

taxonémica para o grupo.

Um resumo das inter-relagdes entre os acessos de Urochloa avaliados, incluindo
nimero cromossdémico, tamanho do genoma e proporcdo de hibridizacdo da GISH esta

apresentado na figura 5.

Figura 5: Esquema de inter-relaces entre espécies de Urochloa mostrando porcentagem de
hibridizagdo, nimero cromossdémico, tamanho do genoma e composi¢do gendmica em U. brizantha,

U. decumbens e U. ruziziensis.

U/ ruziziensis 2x
45.20% (B2R2)* 60.89%
2n=2x=18
1.74 pg/2C DNA*
50.93% 70.12%
v w
43%

U. brizantha 2x m U decumbens 2x
(BIB]_}I (BFBI’)
2Zn=2x=18 100% 2n=2x=18
1.79 pg/2C DNA 1.44 pg/2C DNA

41.36% 49.38%
51.56% £8.29%

U. brizantha 4x
(BBB!B!)*

U. decumbens 4X
(B'B'B2B?)*

(8101 ou
(BBBYBY) (BYB'B*B?)
2n=4x=136 2n=4x=36

3.52 pg/2C DNA*

3.74 pg/2C DNA*

Fonte: do autor. (*) Dados obtidos por Paula et al (2017).
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6 CONCLUSOES

Os acessos diploides de U. brizantha e U. decumbens apresentaram numero
cromossémico e quantidade de DNA nuclear conforme o esperado a partir dos acessos

tetraploides, sendo o maior genoma pertencente a U. brizantha.

Com base nos resultados da GISH, os acessos diploides de Urochloa brizantha e
Urochloa decumbens apresentam constituicdo gendmica B'B* e BV’B'’, havendo uma maior

diversidade de sequéncias no genoma de U. brizantha.

Os acessos diploides U. brizantha e U. decumbens sdo potenciais ancestrais dos

alotetraploides, que apresentam o genoma B! ou B!’ em sua composicao.
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