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Mayana Zatz
RESUMO

Eventos de poliploidia sdo considerados os principais mecanismos para a variagao do niimero
cromossoémico em Cynodon. Entretanto, o tipo de poliploidia, a composicao gendmica das
espécies e a taxonomia ainda permanecem controvertidas. Deste modo, o objetivo deste
trabalho foi investigar os genomas de quatro espécies do género por meio de Hibridizagao in
situ Gendmica (GISH), analise inédita para o taxon. As formas diploides de C. dactylon, C.
incompletus e C. nlemfuensis demonstraram homeologia e seus genomas foram designados
como DD, D'D', D’°D? respectivamente. Cynodon dactylon 2x e C. incompletus 2x sdo
genomicamente proximos, enquanto C. nlemfuensis 2x apresentou maior divergéncia de
sequéncias repetitivas. A origem de C. dactylon 4x (DDD’D?) pode ter envolvido o
cruzamento de seu citotipo diploide com C. nlemfuensis 2x, enquanto de C. transvaalensis 4x
(DD’D'D") foi possivelmente derivado do cruzamento de C. dactylon 4x e C. incompletus 2x.
A participa¢ao de gametas ndo reduzidos ¢ fundamental para a ocorréncia destes eventos de
alopoliploidia segmental. A divergéncia entre os genomas dos citdtipos de C. dactylon sugere
uma possivel discriminagdo de espécies e ressalta as ambiguidades taxondmicas do género.

Palavras-chave: Alopoliploide segmental; Citétipo; Hibridagao; Gametas nao reduzidos.



ABSTRACT

Polyploidy events are considered the main mechanisms for the variation of the chromosomal
number in Cynodon. However, the type of polyploidy, the genomic composition of the species
and the taxonomy still remain controversial. Thus, the objective of this work was to
investigate the genomes of four species of the genus through Genomic in sifu Hybridization
(GISH), an unprecedented analysis for the taxon. The diploid forms of C. dactylon, C.
incompletus and C. nlemfuensis demonstrated homeology and their genomes were designated
as DD, D'D', D’D? respectively. Cynodon dactylon 2x and C. incompletus 2x are
genomically close, while C. nlemfuensis 2x showed greater divergence of repetitive
sequences. The origin of C. dactylon 4x (DDD’D?) may have involved the crossing of its
diploid cytotype with C. nlemfuensis 2x, while of C. transvaalensis 4x (DD’D'D') was
possibly derived from the crossing of C. dactylon 4x and C. incompletus 2x. The participation
of non-reduced gametes is essential for the occurrence of these events of segmental
allopolyploidy. The divergence between the genomes of the C. dactylon cytotypes suggests
possible species discrimination and points out the taxonomic ambiguities of the genus.

Keywords: Segmental allopolyploid; Cytotype; Hybridization; Unreduced Gametes.
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1 INTRODUCAO

Cynodon Rich. ¢ atualmente composto por 15 espécies (CLAYTON et al., 2016)
que apresentam valor economico principalmente como forrageiras (WU;
TALIAFERRO, 2009; VAN DE WOUW et al.,, 2009; BENITES; SOBRINHO;
VILELA, 2016). Cynodon dactylon (L.) Pers. destaca-se por ser constituido de variantes
morfologicos naturais com ampla distribuigdo (WU, 2011) e por sua importancia
etnobotanica em paises asidticos (NAGORI; SOLANKI, 2011; DANDE; KHAN, 2012;
AL-SNAFI, 2016), devido ao seu potencial fitoterdpico no tratamento de doencas
(SINGH et al., 2007; SORAYA et al, 2015, WU; QIU; ZHU, 2017; SIJ;
JANAKIRAMAN, 2018).

De modo geral, Cynodon apresenta elevada diversidade morfoldgica, desde a
anatomia foliar até a morfologia de suas inflorescéncias (OAKLEY, 1999; HUANG et
al., 2012; TUFAIL et al.,, 2017, MUCHUT et al.,, 2017, CHAVES et al.,, 2018;
MUCHUT et al., 2019). O téaxon se divergiu no Oligoceno ha cerca de 31 milhdes de
anos (KUMAR et al., 2017) no continente Africano (BEARD; WATSON, 1982) e com
posteriores eventos de introdu¢ao nas Américas (HARLAN; DE WET, 1969) e Oceania
(JEWELL et al., 2012). Analises filogenéticas propostas por Muchut et al. (2017) e
Chiavegatto et al. (submetido) forneceram ensaios sobre as relagdes de parentesco e
sugerem que Cynodon transvaalensis Burtt Davy. e C. dactylon compartilham o mesmo
ancestral, enquanto Cynodon incompletus Nees. ¢ mais distantemente relacionado com
as demais espécies.

O género também exibe alta variabilidade genética (TALIAFERRO, 1995;
HUANG et al., 2010; FARSANI et al., 2011; AKBARI; SALEHI; NIAZI, 2018), a qual
tem sido associada ao processo de poliploidia (GULSEN et al., 2009; ZHANG et al.,
2019). O uso de marcadores moleculares, mapas gé€nicos e analises citogenéticas
apontam evidéncias de alopoliploidizacao com heranca dissomica em C. dactylon (GUO
etal., 2015;2017; CHAVES et al., 2019; CHIAVEGATTO et al., 2019) e o tnico relato
para nomenclatura genomica foi baseado na meiose de hibridos artificiais, tendo sido
proposto um genoma comum com a classificacio “DD” para espécies diploides e
DDD’D’ para alotetraploides segmentais (FELDER, 1967).

As descrigdes citogenéticas indicam o nimero béasico de cromossomos de x=9,
(FORBES; BURTON, 1963; CHIAVEGATTO et al.,, 2016) com algumas espécies

apresentando séries poliploides. Cynodon transvaalensis ¢ majoritariamente diploide,
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com apenas um relato de tetraploidia (CHIAVEGATTO et al., 2016); Cynodon
plectostachyus (K.Schum.) Pilg. apresenta plantas diploides e hexaploides (FORBES;
BURTON, 1963); enquanto Cynodon aethiopicus Clayton & Harlan, C. incompletus e
Cynodon nlemfuensis Vanderyst possuem plantas diploides e tetraploides (HARLAN et
al., 1970b). Cynodon dactylon é a espécie com maior amplitude de variagdo, com
presenca de 18 a 54 cromossomos, predominando a forma tetraploide (2n=4x=36) (WU,
2011; GUO et al., 2017).

A configuracdo de pareamento em bivalentes foi observada de forma majoritaria
em diploides (FELDER, 1967; BRILMAN, KNEEBONE e ENDRIZZI, 1982;
AKSHITA et al., 2011) e em poliploides naturais e artificiais do género (JOHNSTON,
1975; BRILMAN, KNEEBONE; ENDRIZZI, 1982, SILVA et al., 2018), enquanto
plantas triploides de C. dactylon apresentaram configuragdes em uni, bi e trivalentes
(GUPTA; SRIVASTAVA, 1970). Estes dados convergem com a perspectiva de
hibridagdo interespecifica, sugerindo uma evolugdo reticulada complexa (ARNOLD,
2006; VRIESENDORP, 2007; MALLET; BESANSKY; HAHN, 2016) com a formagao
de “citotipos” que podem envolver diferentes genomas (GUO et al., 2015; 2017).

A definicdo do conceito de citdtipo ainda ¢ discutida em relagdo a constitui¢do
gendmica. No entanto, ¢ consensual de que séries poliploides frequentemente causam
ambiguidades taxondmicas (DOYLE et al., 2017). Em espécies que apresentam esta
variagdo para o nimero cromossomico, a técnica de Hibridizagdo in situ Gendmica
(GISH) auxiliou na deteccdo da ocorréncia de auto ou alopoliploidia e elucidagdo dos
eventos de hibridacdo (HASTEROK et al., 2004; D’HONT et al., 2005; CHOI et al.,
2008; PAULA et al., 2017; JOUVE et al., 2018; PASTOVA et al., 2019; CORREA et
al., 2020). Compreender estes aspectos faz-se importante para o estabelecimento das
relacdes de parentesco entre espécies (HESLOP-HARRISON, 2000; WENDEL, 2000) e
podem, portanto, auxiliar na circunscricdo taxondmica (RAINA; RANI, 2001;
WOLNY, HASTEROK, 2009; LYSAK; KOCH, 2011; PENDINEN et al., 2012) e para
a programacao de cruzamentos no melhoramento genético (SILVA; SOUZA, 2013) de
forrageiras do género Cynodon.

Diante o exposto, o objetivo deste trabalho foi investigar a constitui¢ao
gendmica e a relagcdo entre espécies de Cynodon a fim de elucidar origens auto ou
alopoliploides. Para melhor compreensdo dos eventos de hibridacdo também foi

realizada uma apuracdo da ocorréncia de gametas ndo reduzidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem e aspectos taxondomicos de Cynodon

Cynodon esta incluido na familia Poaceae, subfamilia Chloridoideae, tribo
Cynodonteae e subtribo Eleusininae (PETERSON; ROMASCHENKO; JOHNSON
2010; SORENG et al., 2015). O género ¢ composto por plantas anuais e perenes
(CARO, 1983; JEWELL et al., 2012) de regides tropicais e subtropicais (CORREA;
SANTOS, 2003), apresentando habito rasteiro (CARO, 1983); inflorescéncias
racemosas e digitadas (MUCHUT et al., 2017; MUCHUT et al., 2019); folhas com
anatomia Kranz (DHANAPAL et al., 2017) e metabolismo C4 (ZHAO et al., 2011).

Em relagdo aos caracteres exomorfologicos e histofoliares, as espécies se
diferenciam principalmente quanto a disposi¢ao das papilas; comprimento e aspecto da
orla da ligula; tipo de prefoliacdo; pilosidade das folhas e morfologia da raquis da
inflorescéncia (CARO; SANCHEZ, 1969; HARLAN, 1970). Além disso, a
conformagdo do sistema caulinar discrimina o taxon em dois grupos: as gramas
bermuda, que apresentam rizoma e estoldo simultaneamente e as gramas estrela, que
possuem apenas estoldo (NASCIMENTO; NASCIMENTO; LEAL, 2002;
TALIAFERRO; ROUQUETE; MISLEVY, 2004).

Harlan et al. (1970a) classificaram nove espécies e dez variedades para o género.
Atualmente, o banco de dados do Kew Royal Botanic Garden (CLAYTON et al., 2016)
lista 15 espécies e apenas duas variedades: C. aethiopicus; Cynodon ambiguus (Ohwi)
P. M. Peterson; Cynodon barberi Rang. & Tadul; Cynodon convergens F. Muell;
Cynodon coursii A. Camus; C. dactylon; C. incompletus; Cynodon % magennisii
Hurcombe; C. nlemfuensis (var. nlemfuensis Vanderyst e var. robustus Clayton & L.R.
Harlan); C. plectostachyus; Cynodon prostratus (C.A.Gardner & C.E.Hubb.) P. M.
Peterson; Cynodon radiatus Roth; Cynodon tenellus R. Br.; Cynodon simonii P. M.
Peterson e C. transvaalensis. Entretanto, Cynodon dactylon, C. nlemfuensis e C.
transvaalensis  apresentaram polifilia em 4rvores filogenéticas (PETERSON;
ROMASCHENKO; ARRIETA, 2015; MUCHUT et al., 2017), reforcando que as
relagdes taxondmicas ainda ndo sdo claramente estabelecidas (JEWELL et al., 2012).

Apesar de ser considerado um tixon pequeno (HARLAN; DE WET;
RICHARDSON, 1969; HARLAN; DE WET; RAWAL, 1970), o nimero de espécies ¢
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um aspecto de dificil delimitacdo, principalmente devido a sua rapida especiagdo
(PETERSON; ROMASCHENKO; JOHNSON, 2010; JEWELL et al, 2012),
complexidade taxonomica e sistematica (HARLAN; DE WET; RICHARDSON, 1969;
JEWELL et al., 2012) e variabilidade intraespecifica (TALIAFERRO, 1995; OAKLEY,
1999; CHEN et al., 2000). Esta situacdo também pode ser decorrente da fragmentacao
de suas ocorréncias geograficas e do isolamento genético de algumas espécies, como
observado para C. plectostachyus; C. barberi, C. arcuatus e C. incompletus
(CLAYTON; HARLAN, 1970; HARLAN; DE WET; RAWAL, 1970; DE WET;
HARLAN, 1970; HARLAN et al., 1970a; TALIAFERRO; ROUQUETE; MISLEVY,
2004). Em consequéncia desses fatores, o grupo possui um elevado nimero de
sinonimias (The Plant List, 2013).

Cynodon incompletus é uma grama estrela originalmente nativa da Africa do Sul
(DE WET; HARLAN, 1971), que apresenta estoldes avermelhados e inflorescéncias
com 3 a 5 racemos em disposi¢do unilateral (HARLAN et al., 1970a). As plantas
crescem em habitats moderadamente secos (TALIAFERRO; ROUQUETTE;
MISLEVY, 2004), cujas laminas foliares sdo pilosas, lanceoladas e lineares (HARLAN
et al., 1970a, DE WET; HARLAN, 1971). Apesar dos relatos de isolamento genético,
ha formacdo de hibridos diploides e triploides estéreis com C. dactylon (DE WET;
HARLAN, 1971; TALIAFERRO, 1995; TALIAFERRO; ROUQUETE; MISLEVY,
2004).

Cynodon nlemfuensis ¢ uma grama estrela com distribuicdo em regides mais
imidas na Africa Central e ao leste do continente (WU, 2011). Para a espécie foram
descritas duas variedades: var. nlemfuensis e var. robustus, ambas com formas diploide
(2n=2x=18) e/ou tetraploide (2n=4x=36) (HARLAN et al., 1970b). As inflorescéncias
geralmente possuem entre quatro a 16 racemos em disposicdo espiral (CARO;
SANCHEZ, 1969; TALIAFERRO; ROUQUETTE; MISLEVY, 2004).

Cynodon transvaalensis ¢ uma grama bermuda também nativa da Africa do Sul
(DE WET; HARLAN, 1970), que possui caracteristicas morfoldgicas distintivas, como
inflorescéncias dispostas em trés racemos e folhas finas, eretas e verde-amareladas. Em
seu habitat natural, as plantas s3o normalmente encontradas em areas umidas e formam
um denso gramado (TALIAFERRO; ROUQUETE; MISLEVY, 2004). A espécie
apresenta consideravel diversidade genética (WU et al., 2005; TAN et al., 2014) e ¢
encontrada majoritariamente na forma diploide (DE WET; HARLAN, 1970), com
apenas um relato de tetraploidia (CHIAVEGATTO et al., 2016).
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Cynodon dactylon ¢ uma espécie cosmopolita, sendo considerada a mais
importante do género devido a sua prevaléncia, ampla distribuicdo geografica e
ocorréncia de citotipos que se diferem em relagdo ao nivel de ploidia (WU et al., 2004;
WU; TALIAFERRO, 2009; WU, 2011), sendo a forma tetraploide encontrada com
maior frequéncia na natureza (HARLAN; DE WET, 1969; WU et al., 2006; KANG et
al., 2008). A espécie ¢ classificada como grama bermuda, apresentando grossa cuticula
e inflorescéncias com 4 a 6 racemos em disposi¢dao unilateral (CARO; SANCHEZ,
1969). O cruzamento interespecifico de C. dactylon (2n=4x=36) com C. transvaalensis
(2n=2x=18) originou o hibrido triploide natural Cynodon x magennisii (HARLAN; DE
WET; RICHARDSON, 1969), indicando possivel homologia entre os genomas (ALIX
et al., 2017). Além disso, Jewell et al. (2012), baseados na observagdo de trivalentes
meioticos, sugeriram que C. fransvaalensis poderia ser um parental da forma tetraploide
de C. dactylon.

Caro e Sanchez (1969) descreveram quatro variedades para C. dactylon: var.
biflorus Merino; var. dactylon (L.) Pers; var. longiglumis Caro & E.A. Sanchez ¢ var.
pilosus Caro & E.A. Sanchez. No sistema de classificagdo proposto por Harlan e de Wet
(1969) ha seis variedades caracterizadas quanto ao comportamento cromossomico e
ecoldgico, distribuicao natural e aspectos morfoldgicos: var. afghanicus Harlan. de Wet
& Rawal; var. aridus; var. coursii Harlan. de Wet & Rawal; var. dactylon; var. elegans
Harlan. de Wet & Rawal e var. polevansii Harlan. de Wet & Rawal. Entretanto, Clayton
et al. (2016), ndo reconhecem variedades para a espécie, possivelmente devido a
dificuldade em delimitar caracteres diagnosticos (SACHDEVA; BHATIA, 1979;
GULSEN et al., 2009). Os variantes morfoldgicos anteriormente apontados para C.
dactylon poderiam estar relacionados a plasticidade fenotipica (DONG; DE KROON,
1994) ou ao desenvolvimento de ecétipos (TUFAIL et al., 2017).

2.2 Caracterizacgao citogenética e evolu¢io cromossémica em Cynodon

A realizagdo de andlises citogenéticas, como o estabelecimento do nivel de
ploidia, caracteriza¢do do complemento cromossomico e avaliagdo do pareamento entre
homologos durante a meiose, fornecem dados fundamentais para estudos evolutivos e
taxonomicos (CIFUENTES et al., 2010; LE COMBER et al., 2010; BRAZ et al., 2018).
Diferentes niimeros basicos de cromossomos foram relatados em Cynodon, como x=8

(DHALIWAL; GUPTA, 2011), x=9 (AVDULOV, 1931; HARLAN, DE WET, 1969;
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DE SILVA; SNAYDON, 1995) e x=10 (HUNTER, 1934; HURCOMBE, 1947;
ROCHECOUSTE, 1962). Entretanto, Forbes ¢ Burton (1963), perceberam que alguns
fragmentos ocasionados por quebras cromossdmicas ou em funcao da dificuldade de
visualizag¢do das constrigdes secundarias poderiam ser a causa da contagem equivocada,
confirmando x=9. A presenca de cromossomos B também foi questionada (POWELL et
al., 1968; KANG et al., 2008; SINGHAL; KUMARI; KUMAR, 2014), o que se
relaciona aos diferentes nimeros basicos propostos.

A comparagdo cariotipica em diferentes taxa permite a reconstrug¢do do estado
ancestral do niumero basico, além de determinar relagdes entre espécies e como estas
divergiram (RIESEBERG, 2001; NOOR et al., 2001; HILU, 2004; GUERRA, 2008;
MAYROSE; BARKER; OTTO, 2009; PRESGRAVES, 2010; PERUZZI, 2013;
MURAT et al., 2017). Nesta perspectiva, Chiavegatto et al. (submetido) sugerem x=6
como numero basico ancestral para a subtribo Eleusininae, ocorrendo um evento de
disploidia descendente (x=5) e posterior processo de poliploidizagcdo (x=10), cujo clado
do género Cynodon apresenta mais uma perda cromossdmica, originando x=9 como
carater derivado. Khanal et al. (2017) acreditam que estes eventos de disploidia sdo do
tipo “nested chromosome fusions” e também propdem a ocorréncia de, pelo menos, trés
eventos independentes de translocagdo durante a evolug¢ao de Cynodon.

A fim de compreender os eventos de evolucdo cromossOmica, a caracterizagao
cariotipica pode ser empregada na citotaxonomia por meio de técnicas de citogenética
classica e molecular (GUERRA, 2000; 2008; 2012; CANDAN, 2013). Neste sentido,
Chiavegatto et al. (2016), baseando-se em trés indices de assimetria (STEBBINS, 1971;
ZARCO, 1986; PERUZZI; EROGLU, 2013), determinaram que C. nlemfuensis
(2n=2x=18) possui cariotipo mais simétrico, enquanto C. incompletus (2n=2x=18)
apresentou maior assimetria e presenga de cromossomos submetacéntricos. Deste modo,
¢ possivel averiguar mudancas na morfologia cromossdomica através da ocorréncia de
rearranjos, ou alteragdes do comprimento total do lote haploide por duplicagdes e
delecdes (DENG et al., 2019; OSTEVIK et al., 2019).

Os sitios de DNA ribossomal, bem como bandas CMA" e DAPI", foram
considerados como marcadores citogenéticos para a ocorréncia de rearranjos
cromossdmicos estruturais ou agdo de elementos transponiveis, explicando o
polimorfismo cromossomico entre citdtipos de C. dactylon (CHAVES et al., 2019;
CHIAVEGATTO et al.,, 2019). Outra forma de variabilidade intraespecifica esta

relacionada ao tamanho do genoma, com acessos apresentando 1.22 a 2.55pg de DNA
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nuclear (CHAVES et al., 2019). No género, a discrimina¢do do nivel de ploidia ¢
dificilmente realizada por meio deste pardmetro, uma vez que certas plantas nao
demonstram aumento da quantidade de DNA com aumento do nimero cromossomico
(WU et al., 2006; KANG et al., 2008; CHIAVEGATTO et al., 2016). Este fator pode
ser explicado devido a ocorréncia de reestruturagdo gendmica pos-poliploidizagao, com
processos relacionados a perda ou amplificacdo de sequéncias, alterando a quantidade
de DNA (LEITCH et al., 2008). Outra possibilidade se refere as diferencas no valor C
em espécies parentais envolvidas na formagdo de alopoliploides (TATE; SOLTIS;
SOLTIS, 2005; MARKOVA; VYSKOT, 2009).

Além de mecanismos como disploidia, diversos eventos de poliploidia
ocorreram em Cynodon, os quais foram responsaveis por originar citotipos (WU, 2009;
2011). Harlan e de Wet (1969) propdem que a diversidade genética de C. dactylon se
deve a uma possivel divisdo da populacdo com base no comportamento cromossdmico,
cuja formagdo de gametas nao reduzidos ou duplicacdo dos cromossomos nos estagios
embrionarios resultaram em formas triploides, tetraploides, pentaploides e hexaploides
(MALIK; TRIPATHI, 1968; WU et al., 2004; GULSEN et al., 2009; WU, 2009)
(FIGURA 1). Apesar desta proposta, poucas evidéncias estdo disponiveis (HARLAN;
DE WET, 1969) e, para compreensdao de tais eventos, o estudo meidtico faz-se
importante para indicar diferengas na composi¢ao gendmica e similaridades genéticas
entre as espécies (MOORE, 2002; BROWNFIELD; KOHLER, 2010; CIFUENTES et
al., 2010; MASON; PIRES, 2015; ROCHA et al., 2019).
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Figura 1 - Origem dos citotipos de Cynodon dactylon.
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Fonte: Wu (2009).

Embora as pesquisas com marcadores moleculares tenham evidenciado a
diversidade genética em algumas espécies de Cynodon, a constituicdo, evolucdo e a
forma de heranca de seu genoma sdo amplamente desconhecidas (GULSEN et al., 2009;
KHANAL et al., 2017). Apesar de alguns estudos apontarem autopoliploidia (HARLAN
et al., 1966; HOFF, 1968; BETHEL et al., 2006), outros indicam alopoliploidia em C.
dactylon, a maioria utilizando marcadores SSR e mapas genéticos (FELDER, 1967;
BRILMAN, 1981, GULSEN et al., 2009; HARRIS-SHULTZ et al., 2010; GONG et al.,
2013; GUO et al., 2015; 2017). Felder (1967), sugeriu que as formas diploides de C.
coursii; C. dactylon; C. incompletus e C. transvaalensis formariam um complexo
taxonodmico devido a maior facilidade de desenvolvimento de hibridos com regularidade
meidtica, propondo que estas espécies demonstrariam um genoma comum (DD),
enquanto os alotetraploides apresentariam genoma DDD’D’. Entretanto, até o momento,
nenhum estudo utilizando GISH foi realizado em Cynodon ou em espécies de géneros
relacionados.

Em autopoliploides espera-se pareamento cromossdmico em multivalentes e
heranga polissomica, enquanto em alopoliploides gendmicos observa-se apenas

bivalentes intragenomicos e heranca dissomica (SYBENGA, 1992). Em alopoliploides
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segmentais, a hibridagdo de espécies taxonomicamente proximas demonstra homeologia
cromossomica (STEBBINS, 1971; SYBENGA, 1992), o que foi proposto para origem
de C. dactylon (FELDER, 1967, HARRIS-SHULTZ et al.,, 2010). A formagao
majoritaria de bivalentes e de alguns multivalentes em tetraploides da espécie, refor¢a o
indicativo de alopoliploidia segmental (FORBES; BURTON, 1963; HARLAN; DE
WET, 1969; HANNA; BURTON, 1977; BRILMAN, 1981; SILVA et al., 2018). Além
disso, o mapa de ligacao elaborado por Guo et al. (2017) confirmou o comportamento
preferencial de bivalentes em C. dactylon.

Em poliploides, principalmente nos que possuem contribuicdes de diferentes
genomas, a estratégia de formacgdo de bivalentes esta relacionada ao processo de
diploidizagdo, o qual aumenta a estabilidade genomica e reduz as taxas de infertilidade
(JENKINS; REES, 1991; DORONE, 2013). A partir de estudos moleculares, Khanal et
al. (2017) sugeriram que C. dactylon esta em estado avancado de diploidizacdo, o que
também sustenta a hipotese de paleopoliploidia em espécies da subtribo Eleusininae
(CHIAVEGATTO et al., submetido).

Durante o processo de diploidizagdo, a consequente reestruturacdo do genoma
pode desencadear rearranjos cromossomicos e levar a perda de sequéncias repetitivas
(SOLTIS; SOLTIS, 1999; SALINA et al., 2004; MUTTI; BULLAR; GILL, 2017). Em
conformidade, Chiavegatto et al. (2019), observaram uma tendéncia de perda de bandas
DAPI" na regido terminal do brago curto ¢ em regido (peri)centromérica durante a
evolugdo cromossomica de Cynodon. Chaves et al. (2019) também verificaram
alteracoes no numero de blocos heterocromaticos em acessos tetraploides de C.
dactylon, o que poderia aumentar a divergéncia entre os cromossomos promovendo o
comportamento meiodtico diploide. Outra situacdo relacionada ao comportamento
diploide em espécies reconhecidamente alopoliploides ¢ a presenga de genes
supressores do pareamento homedlogo, tais como o phl encontrado no cromossomo 5B
(CIFUENTES et al., 2010) e ph2 no cromossomo 3D (SUTTON et al.,, 2003) em
Triticum aestivum L. e ainda o gene prBN de Brassica napus L. JENCZEWSKI et al.,
2003).
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Foram avaliadas quatro espécies de Cynodon (TABELA 1) pertencentes ao

Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do United States Department of Agriculture

(USDA) de Griffin na Georgia e cedidos pelo programa de melhoramento conduzido

pela Embrapa Gado de Leite - Juiz de Fora - MG.

Tabela 1 - Identificacdo dos acessos de Cynodon.

. . Nimero
Espécie . Acesso
Cromossomico
C. dactylon 2n=2x=18 * P1291169-04
C. dactylon 2n=3x=27"* PI1 477004-26
C. dactylon 2n=4x=36" PI 287244-16
C. dactylon 2n=5x=45 ¢ P1289750-10
C. transvaalensis 2n=4x=36° P1289923-09
C. incompletus 2n=2x=18 ¢ P129175301 PL15
C. nlemfuensis 2n=2x=18 ° ERX-7 ¢

* Chaves et al., (2019);

® Primeira contagem cromossomica;

¢Chiavegatto et al., (2016);

4 Genotipo de grama-estrela roxa. Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora — MG.

3.2 Preparo de Laminas

Para a obtencdo de metafases mitoticas, raizes foram coletadas as 12 horas; pré-

tratadas com ciclohexamida (0,0025%) por 2 horas ¢ 10 minutos em temperatura

ambiente (TA); fixadas em Carnoy (3 alcool etilico: 1 acido acético) e armazenadas a -

20°C. Posteriormente, as raizes foram lavadas em 4gua destilada e em tampao citrato-

fosfato (pH 4,8) contendo Triton X-100 a 1%, por 10 minutos. O material foi submetido

a mais trés lavagens em agua destilada e uma lavagem em tampao citrato-fosfato. Em

seguida, as raizes foram submetidas a digestdo enzimatica (10uL de celulase/pectinase

4:2 + 5uL de pectoliase 5% + 5SuL de citohelicase 5%) por 2 horas e 12 minutos em

banho-seco, a 37°C. As laminas foram preparadas pela técnica de dissociagdo e secagem

ao ar (CARVALHO; SARAIVA, 1993).
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3.3 Extracdo de DNA gendmico

A extracdo de DNA genomico (gDNA) foi realizada com protocolo adaptado de
Doyle e Doyle (1987). Cerca de 1g de folhas jovens das espécies diploides e
tetraploides de Cynodon foram maceradas em nitrogénio liquido e adicionado 10 mL de
tampao CTAB pré-aquecido a 65°C para homogeneizacdo. As amostras foram
incubadas em banho-maria a 65°C por 30min, realizando agitacdo a cada 10min.

Com as amostras em TA, foram adicionados 10 mL de cloroféormio-alcool
isoamilico. Em seguida foi realizada centrifugacdo a 5000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi coletado e adicionado 3 vezes o volume de alcool-acetato de amoénio a
-20°C. A amostra foi armazenada a -20°C por 1 hora para a precipitagio do DNA e
retirada do excesso de alcool-acetato de amdnio.

O DNA foi dissolvido em aproximadamente 300uL de TE (Tris-Hel 10 mM, pH
8.0; EDTA 1 mM) e, posteriormente, adicionado igual volume de cloroféormio-alcool
isoamilico, com centrifugacdo de Smin a 5000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi
coletado e adicionado 3x o volume com dalcool-acetato de sédio. Apds 24 horas, a
amostra foi novamente centrifugada, sendo retirado o alcool-acetato. O DNA foi

ressuspendido em agua ultra pura e quantificado em aparelho NanoView.

3.4 Preparo de sondas

As sondas dos acessos diploide e tetraploide de C. dactylon e demais espécies
foram marcadas por meio da reacdo “nick translation” (BRAMMER et al., 2009). As
reacdes foram realizadas a 15°C por cerca de 1h e 45min, contendo 1uL. de DNA (1.000
ng/ul); 2,5uL de tampao (0,5 M Tris HCI pH 7,5 - 50mM MgCl2); 2,5 pL nucleotideos
marcados com digoxigenina ou biotina (0,33 mM dTTP + 0.16 mN dUTP); 2,5 uL de
nucleotideos ndo marcados (dATP, dCTP e dGTP a 0,5 mM cada); 1 pL de DNAse I
(0,02 U); 1,5 uL. DNA Polimerase I (0,5 U) e 14 uL de dgua ultra. As sondas utilizadas
para a GISH apresentavam cerca de 300pb.

3.5 Hibridizacao in situ genomica (GISH)
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Primeiramente foram realizadas analises de GISH comparativa (cGISH), double-
GISH (dGISH) e self-GISH para compreender a relacdo gendmica entre as espécies
diploides (FIGURA 2A). GISH comparativa com sondas gendmicas das espécies
diploides foi realizada em C. dactylon (2n=4x=36) e C. transvaalensis (2n=4x=36).
Além disso, GISH reciproca e self-GISH foram empregadas para as espécies
tetraploides (FIGURA 2B e C). Por fim, uma andalise com foco nos citdtipos de C.
dactylon foi realizada utilizando a sonda gDNA diploide nos acessos triploide e

pentaploide (FIGURA 2D).

Figura 2 - Diagrama representando a organiza¢do das analises da GISH em espécies de

Cynodon.
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Legenda: Setas duplas indicam GISH reciproca. Setas curvas indicam self-GISH. A: ¢GISH,
dGISH e self-GISH em espécies diploides. B: ¢cGISH e self-GISH em C. dactylon tetraploide.
C: cGISH e self-GISH em C. transvaalensis. D: ¢cGISH em citotipos triploide ¢ pentaploide de
C. dactylon. Fonte: Do autor (2020).

Para a realizacdo da GISH, foi utilizado um protocolo adaptado de Brammer et

al. (2009). As preparacdes cromossomicas foram poés-fixadas (10uL de formaldeido e
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90uL de tampdo SSC 2x) por 5Smin. A desnaturacdo foi realizada com 100uL de
formamida 70% em SSC 2x a 85°C por 1 min e 26s. Em seguida, as laminas foram
submetidas a série alcoolica (etanol 70%, 90% e 100%) a -20°C por 5 minutos cada. A
mistura de hibridizagao foi preparada com 15 pL de formamida 100%; 3 puL de SSC 20x
pH 7,0; 2 uL de sonda marcada; 6 uL. de sulfato de dextran 50% e 4 pL de agua ultra
pura. A desnaturacdo foi realizada a 95°C por 8 minutos, seguida de incubagdo no gelo
por 5 min. A realizacdo da GISH sem o uso de DNA bloqueio foi empregada devido a
técnica ser inédita para espécies do género e para a verificagdo do padrao de marcacio
das sondas gendmicas.

A hibridizacao foi executada por cerca de 48 horas a 37°C em camara umida.
Posteriormente foram realizadas lavagens em SSC 2x por 5 minutos, SSC 2x a 42°C por
10 minutos e TNT 1x por 5 minutos. A deteccdo foi feita com o uso dos anticorpos
antidigoxigenina-rodamina e streptavidina-alexafluor 488. As laminas foram incubadas
por 1h a 37°C em camara umida, seguido de trés lavagens de 5 minutos em TNT 1x e
uma lavagem em PBS 1x sob agitacdo.

As laminas foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia Olympus
BX60 com camara monocromatica refrigerada usando filtros especificos para DAPI
(Excitagdo: 330-385 nm; Emissdo: 420nm), rodamina (Excitagdao: 400-410nm; Emissao:
455nm) e alexafluor 488 (Excitagao: 490nm Emissdao: 525nm). As imagens obtidas
foram processadas para ajustes de brilho e contraste no software Photoshop CS6®.

Para avaliar a propor¢do dos genomas foram realizadas medi¢des da area total
dos cromossomos em relagdo a area hibridizada pelas sondas, com auxilio do software
livre Image] (SCHNEIDER et al., 2012). Para as analises de GISH comparativa foram
medidas 10 metafases para cada acesso/sonda. Em dGISH foram avaliadas cinco
metafases e nucleos para cada espécie diploide. Para a construgdo de caridtipos em self-
GISH foram medidas cinco metafases em cada espécie diploide e tetraploide sob auxilio
do software Karyotype (ALTINORDU et al., 2016).

Para a compreensdo da organizagdo cromossOmica e gendmica das espécies
diploides e citotipos triploide e pentaploide de C. dactylon, foi adotada a classificagao
da figura 3. Considerando a ocorréncia de alopoliploidia em C. dactylon 4x e C.
transvaalensis 4x, 0s cromossomos completamente ou quase completamente marcados
e 0s que apresentaram maior percentual de hibridiza¢do foram agrupados representando
um genoma (Gl), enquanto os cromossomos parcialmente marcados ou com

auséncia/reduzida proporcao de hibridizacdo formaram outro genoma (G2).
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Figura 3 - Padrdes de hibridizagdo (em rosa) em cromossomos de Cynodon.

IR
KRR

HA

Legenda: HC: hibridizacdo completa. HQ: hibridizagdo quase completa. HP: hibridizagéo
parcial. HA: hibridizacdo ausente ou reduzida propor¢ao de hibridizacdo. Fonte: Do autor
(2020).

3.6 Apuracio da ocorréncia de gametas nio reduzidos

Inflorescéncias jovens de C. dactylon (2n=2x=18) foram coletadas e fixadas em
alcool etilico: acido acético: acido propidnico (6:3:2) e armazenadas a -20°C. O preparo
de laminas seguiu a técnica de esmagamento (GUERRA; SOUSA, 2002). Para analise
de ocorréncia de gametas ndo reduzidos foram medidos os diametros polar e equatorial
(ERDTMAN, 1943) de 350 graos de polen com auxilio do programa Imagel]
(SCHNEIDER et al., 2012). As medidas foram submetidas a analise de variancia e teste
de Scott-Knott (SCOTT; KNOTT, 1974) a 5% de probabilidade pelo programa Sisvar
(FERREIRA, 2014). Para a andlise de viabilidade polinica foram avaliados 200 graos
de podlen/lamina em 5 laminas utilizando o corante Alexander. As laminas foram
avaliadas em microscopio de campo claro (Carl Zeiss, AxioLabAl) equipado com

microcamera (AxioCam ICcl) para captura das imagens.
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4 RESULTADOS

Diferentes padrdes e proporcdes de hibridizacao foram observados conforme o
tipo de sonda utilizada e espécie em andlise (FIGURAS 3 e 4). As marcas GISH
frequentemente estavam colocalizadas com as bandas DAPI" e, portanto, posicionadas
preferencialmente em regido terminal e (peri)centromérica e, em menor frequéncia, se

estendendo para a regido distal.

Figura 4 - Propor¢@o (%) de hibridizacdo dos genomas de espécies de Cynodon obtidos pela
GISH.
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4.1 Analise citogenomica de espécies diploides de Cynodon

A proporcao das regides cromossOmicas hibridizadas em analises de GISH
comparativa foi maior entre os genomas de C. dactylon e C. incompletus (FIGURA
4A), o que pode ser constatada pela marcacdo completa de aproximadamente nove
cromossomos na GISH reciproca (FIGURA 5B e D). Cynodon nlemfuensis apresentou
apenas cromossomos hibridizados parcialmente ou com auséncia de marcagdo com as

sondas gendmicas de C. dactylon e C. incompletus (FIGURA 5C e F).
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Nas trés espécies diploides avaliadas, algumas regides cromossdmicas
apresentaram-se hibridizadas tanto em self-GISH como em dGISH (FIGURAS 5A, E, I
e 6A, B e C). Em Cynodon incompletus foi observada maior homogeneizagdo para
sequéncias de C. dactylon e C. nlemfuensis, cujos nucleos interfisicos demonstraram
cromocentros menos evidentes em comparagdo com as demais espécies. Observa-se
também uma delimitacao sutil dos genomas de C. dactylon e de C. nlemfuensis, os quais
parecem ocupar dominios diferentes em ntcleos de C. incompletus (FIGURA 6B).

As regides terminais dos cromossomos de C. dactylon mostraram-se
majoritariamente hibridizadas com a sonda de C. nlemfuensis, com algumas
colocalizagcdes com o gDNA de C. incompletus, o que também foi verificado nos
cromocentros dos nucleos interfasicos. A regiao intersticial de todos os cromossomos de
C. dactylon foram hibridizadas com o gDNA de C. incompletus (FIGURA 6A). O
oposto foi observado nos cromossomos de C. nlemfuensis, os quais demonstraram
menor intensidade de marcagdo com a sonda de C. incompletus (FIGURA 6C).

A partir da self-GISH foi possivel identificar bandas que auxiliaram na
organizagdo do caridtipo e evidenciaram diferenciagdo cromossdmica entre as espécies
(FIGURA 5A, E e I). Cynodon nlemfuensis apresentou maior porcentagem de auto
hibridizagao (55,5%), seguido por C. incompletus (52,5%) e C. dactylon (41,5%).
Destas, Cynodon nlemfuensis demonstra um padrdo de marcacdo mais disperso

(FIGURA 5I).

Figura 5 - ¢cGISH e self-GISH em espécies diploides (2n=2x=18) de Cynodon.
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Legenda: Barra: 10um. Fonte: Do autor (2020).
Figura 6 - dGISH em espécies diploides (2n=2x=18) de Cynodon.
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4.2 GISH comparativa em C. dactylon tetraploide

O padrao de hibridiza¢do de C. dactylon diploide em C. dactylon tetraploide
evidenciou nove cromossomos completamente marcados, 18 parcialmente hibridizados
e nove cromossomos com auséncia de hibridizagcao (FIGURA 7A), totalizando 51,5%
de contribuicdo gendmica (FIGURA 4B). A sonda de gDNA de C. nlemfuensis
evidenciou nove cromossomos completamente marcados, 13 com marcas parciais e 14
cromossomos com auséncia ou reduzida propor¢ao de hibridizagdo (FIGURA 7E),
totalizando um percentual de 31,5% nos cromossomos de C. dactylon 4x (FIGURA 4B).

Também foi possivel observar uma diminui¢do da contribuicdo do genoma de C.
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incompletus em C. dactylon tetraploide (27,5%) comparando-se com C. dactylon
diploide (53%), ocorrendo apenas cromossomos parcialmente marcados ou com

auséncia de hibridizagao (FIGURAS 4B e 7C).

Figura 7 - GISH comparativa em C. dactylon (2n=4x=36) e C. transvaalensis (2n=4x=36).
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Legenda: G1 e G2 indicam separagdo de dois putativos genomas, sendo, respectivamente,
representados por cromossomos completamente ou quase completamente hibridizados e por
cromossomos parcialmente hibridizados ou com auséncia de hibridizagdo. Barra: 10pm. Fonte:
Do autor (2020).

4.3 GISH comparativa em C. transvaalensis

A sonda de C. dactylon diploide evidenciou oito cromossomos completamente
marcados, 21 com marcas parciais e sete cromossomos com auséncia de hibridizacao
(FIGURA 7B), totalizando 32% de similaridade gendmica com C. transvaalensis
(FIGURA 4C). Em relacao a sonda genomica de C. nlemfuensis a contribui¢gdo também
foi semelhante (35%, FIGURA 4C), porém com nove cromossomos completamente
marcados, 22 com marcas parciais e cinco cromossomos com auséncia de hibridizacao

(FIGURA 7F). A sonda de C. incompletus evidenciou nove cromossomos
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completamente ou quase completamente marcados, 23 com hibridizagdo parcial e
apenas quatro cromossomos com auséncia de hibridizacao (FIGURA 7D), totalizando

um percentual de 45% sobre o genoma de C. transvaalensis (FIGURAS 4C).

4.4 GISH reciproca e self-GISH nas espécies tetraploides C. dactylon e C.

transvaalensis

A GISH reciproca entre estas espécies demonstrou similaridade genomica.
Entretanto, o genoma de C. dactylon tetraploide foi mais representativo em C.
transvaalensis (64%) do que o inverso (41%) (FIGURA 4B e C). A sonda genomica de
C. dactylon 4x nos cromossomos de C. transvaalensis 4x evidenciou 21 cromossomos
completamente ou quase completamente marcados € 15 com marcas parciais (FIGURA
8D). A sonda de C. transvaalensis 4x em cromossomos de C. dactylon 4x sinalizou
apenas quatro cromossomos completamente hibridizados, com os demais apresentando
hibridizagdo parcial ou auséncia de marcagao (FIGURA 8A).

A self-GISH nas espécies tetraploides também evidenciou bandas
cromossomicas e diferenciacdo cariotipica (FIGURA 8B e C). Cynodon transvaalensis
demonstrou maior porcentagem de auto hibridizacdo (42,5%), enquanto C. dactylon

apresentou apenas 23%.

Figura 8 - Self-GISH e GISH reciproca em C. dactylon (2n=4x=36) e C. transvaalensis
(2n=4x=36).
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Legenda: G1 e G2 indicam separagdo de dois putativos genomas, sendo, respectivamente,
representados por cromossomos completamente ou quase completamente hibridizados e por
cromossomos parcialmente hibridizados ou com auséncia de hibridizagao. Barra: 10um. Fonte:
Do autor (2020).

4.5 GISH comparativa em citotipos de C. dactylon

A fim de investigar a contribuicao do genoma diploide nos demais citotipos de
C. dactylon, um acesso triploide e um pentaploide foram avaliados. O acesso triploide
apresentou 14 cromossomos com hibridizagdo completa, cinco com hibridizagdo parcial
e oito cromossomos ndo marcados pela sonda de C. dactylon 2x (FIGURA 9A),
totalizando 59,5% de similaridade (FIGURA 4D). O acesso pentaploide apresentou 17
cromossomos completamente ou quase completamente marcados, 20 com marcas
parciais e oito cromossomos com auséncia de hibridiza¢do (FIGURA 9B), totalizando

53,5% de similaridade (FIGURA 4D).

Figura 9 - GISH comparativa em citdtipos triploide (2n=3x=27) e pentaploide (2n=5x=45) de
C. dactylon.
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Legenda: Barra: 10 um. Fonte: Do autor (2020).

4.6 Apuracao da ocorréncia de gametas nao reduzidos

Foram observados graos de pdélen com cerca de 16um para ambos os diametros
polar e equatorial (FIGURA 10A). Entretanto, graos de polen com cerca de 20,5um
foram encontrados em uma frequéncia de 24%, sugerindo tratar-se da formagdo de
gametas ndo reduzidos (FIGURA 10B). Os graos de pdlen maiores e menores

apresentaram taxa de viabilidade similares (62% e 73%, respectivamente).

Figura 10 - Graos de polen de diferentes tamanhos em C. dactylon diploide.
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Legenda: A e B representam a ocorréncia de gametas reduzidos e ndo reduzidos,
respectivamente. C ¢ D representam grdos de polen viaveis e invidveis, respectivamente.
Barras: 10 um. Fonte: Do autor (2020).

5 DISCUSSAO

5.1 Anilise citogendomica em espécies diploides de Cynodon

O padrao de hibridrizagdo entre os comossomos/genomas das trés espécies
diploides revelou a predominancia de marcagdo em blocos heterocromaticos. Os sinais
GISH estavam majoritariamente colocalizados com as bandas DAPI", as quais foram
descritas como importantes marcadores citotaxonémicos para Cynodon (CHAVES et
al., 2019; CHIAVEGATTO et al., 2019). Em alguns cromossomos, as regides ricas em
adenina e timina, principalmente em regido terminal, ndo apresentaram marca¢do para
as sondas, o que ressalta os distintos padrdes de hibridizacdo, presencga de polimorfismo
cromossomico e diversidade de repeats em blocos heterocromaticos, o que pode ser
explicado, por exemplo, pela diversidade de sequéncias subteloméricas encontradas em
plantas (MARION, 2014; MAJKA et al., 2017).

Houve divergéncia entre sequéncias repetitivas das espécies diploides avaliadas.
Cynodon nlemfuensis, por exemplo, apresentou maior nimero de cromossomos com
auséncia de marcas GISH e, consequentemente, menor percentual de hibridizacdo com
as sondas gendmicas de C. dactylon e C. incompletus, condi¢do evidenciada
principalmente em dGISH. Deste modo, C. nlemfuensis aparenta demonstrar maior

diversidade de sequéncias espécie-especificas (SEE) em comparagdo com as demais
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espécies diploides, uma vez que a técnica de GISH se baseia na existéncia de sequéncias
divergentes (SCHUBERT et al., 2001). A origem de SEE ainda ¢ incerta, mas pode ser
associada ao actimulo de mutagdes e/ou atividade de elementos transponiveis
(BELYAYEV; RASKINA; NEVO, 2001a).

A presenca e auséncia de marcagdes em regides (peri)centroméricas sugere
variacdo interespecifica e intercromossomal para a composicao de centromeros em
Cynodon. Situagao semelhante foi observada em Thinopyrum ponticum syn.
Thinopyrum obtusiflorum (DC.) Banfi, que apresentou esta regido cromossdmica com
marcas distintas quando utilizadas as sondas dos genomas A, D, J e J° correspondentes a
diferentes espécies do género e da familia Poaceae (SEPSI et al., 2008). Em Brassica L.
(LIM et al., 2007), trigo (SU et al., 2019) e arroz (BAO et al., 2006) foram observadas
variagdes interespecificas e entre cromossomos para a sequéncias centroméricas com o
uso de hibridizagdo in situ fluorescente (FISH). Vérios estudos t€ém discutido que a
diversidade de DNA satélite em centromeros (COMAI; MAHESHWARI;
MARIMUTHU, 2017) representa um paradoxo entre sua composi¢do € a conservagao
de sua fun¢ao (HENIKOFF; AHMAD; MALIK, 2001; JIANG et al., 2003).

O numero de cromossomos hibridizados em regido (peri)centromérica pelas
sondas gendmicas das espécies diploides em metafases de C. transvaalensis foi maior
em comparacdo a C. dactylon 2x e 4x. Deste modo, ¢ possivel inferir que durante a
divergéncia das linhagens de C. dactylon e C. transvaalensis (CHIAVEGATTO et al.,
submetido), esta teria conservado um maior nimero de sequéncias centroméricas de seu
ancestral. Diante o exposto, a evolucdo e a diversidade de sequéncias repetitivas podem
ter sido uma das principais forgas para a divergéncia de espécies do género, como
proposto para Cucumis L. (ZHANG et al., 2015).

Os percentuais e os padroes de hibridizagdo observados pela GISH comparativa
demonstraram que C. dactylon e C. incompletus possuem genomas mais similares em
comparacao a C. nlemfuensis. A maior homologia genomica entre C. dactylon e C.
incompletus se contrapde as analises filogenéticas baseadas em DNA plastidial e
ribossomal, as quais apontam que C. incompletus seria mais distantemente relacionado
com C. dactylon (MUCHUT et al., 2017; CHIAVEGATTO et al., submetido).
Entretanto, Majka et al. (2017) observaram relagdes genOmicas em espécies
filogeneticamente distantes da subfamilia Pooideae, o que demonstra que algumas

classes de DNA repetitivo podem ser amplamente conservadas em nivel de género ou
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hierarquias taxondmicas maiores (BELYAYEV; RASKINA; NEVO, 2001b;
SHARMA; RAINA, 2005; ZHANG et al., 2015).

Especificamente, Chiavegatto et al. (2019), demonstraram que a reconstru¢ao do
estado cariotipico ancestral do género sugere que C. dactylon (2n=2x=18) e C.
nlemfuensis (2n=2x=18) sao intimamente relacionados quanto ao nimero e posi¢do dos
sitios ribossomais e bandas heterocromaticas. A divergéncia entre este dado e as
propor¢des de hibridizagao da GISH pode ser explicada em razao de que a maioria das
regides terminais dos cromossomos de C. dactylon 2x foram marcadas pelo genoma de
C. nlemfuensis, locais onde houve colocalizagdo com as bandas DAPI". Esta situagao foi
possivelmente responsavel por evidenciar a semelhanga dos caridtipos dessas espécies
(CHIAVEGATTO et al., 2019). Harlan et al. (1970b) também haviam sugerido que C.
nlemfuensis (2n=2x=18) apresentava similaridades genéticas e morfologicas com
citotipos diploides de C. dactylon, postulando que os taxa seriam estritamente proximos.

Na tentativa de estabelecer as relagdes de afinidade gendmica, Felder (1967)
sugeriu que as formas diploides de C. coursii; C. dactylon; C. incompletus ¢ C.
transvaalensis formariam um complexo taxondmico devido a maior facilidade de
desenvolvimento de hibridos com regularidade meiotica, propondo que essas espécies
apresentariam um genoma comum, designado como DD, enquanto suas formas
tetraploides apresentariam genoma DDD’D’, indicando constitui¢ao gendmica tipica de
alopoliploides segmentais. Desta forma, baseando-se nos resultados da GISH, que
confirmam a homeologia entre os genomas das espécies, e utilizando a designacdo dos
genomas “D”, a nomenclatura proposta para C. dactylon, C. incompletus ¢ C.
nlemfuensis ¢ DD, D'D' e D’D? com a seguinte relagdo de afinidade gendmica: C.
dactylon > C. incompletus > C. nlemfuensis.

O padrio de hibridizacdo observado em cromossomos de C. dactylon e C.
incompletus também sugere a ocorréncia de homoploidia para suas respectivas origens,
mas que precisa ser confirmada com uma analise mais detalhada do genoma dessas e de
outras espécies diploides do género. A hipotese de homoploidia em C. dactylon e C.
incompletus foi baseada a partir da observagdo de nove cromossomos completamente
hibridizados em C. incompletus pela sonda gendmica de C. nlemfuensis e nove
cromossomos inteiramente marcados em C. dactylon pelo gDNA de C. incompletus. A
equivaléncia deste padrao de marcagdo em relagdo ao nimero basico do género (x=9)
(FORBES; BURTON, 1963; CHIAVEGATTO et al., submetido) ¢ uma evidéncia
gendmica para a especiacdo hibrida homoploide (SCHUMER; ROSENTHAL;
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ANDOLFATTO, 2014). Outros estudos com GISH evidenciaram padrdes semelhantes
em Begonia % chungii C.I Peng & S.M.Ku (KONO; CHUNG; PENG, 2012) e Elytrigia
x mucronata syn. Thinoelymus mucronatus (Opiz) Banfi (PASTOVA et al., 2019).

Além disso, C. incompletus demonstrou uma delimitagdo sutil de territdrios
gendmicos em nucleos interfasicos para as sequéncias especificas de C. dactylon e C.
nlemfuensis, caracteristica marcante em hibridos (LEITCH et al.,, 1990, 1991;
MARKOVA et al., 2006; XIONG et al., 2006). Em espécies que apresentam baixa
quantidade de DNA, como no género Cynodon (CHIAVEGATTO et al., 2016), os
nicleos sdo dispostos em territorios cromossomicos difusos (JONES; HEGARTY,
2009), o que foi evidenciado em dGISH.

A hibrida¢ao homoploide ¢ também designada como especiagdao recombinatoria,
uma vez que segmentos cromossOmicos das espécies parentais se recombinam na
progénie hibrida (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004; BAACK et al., 2005;
BUERKLE; RIESEBERG, 2008; PEREIRA; RAB; COLLARES-PEREIRA, 2013;
VITALES et al., 2019). Cynodon dactylon ¢ C. incompletus apresentaram marcas
distintas em dGISH em diferentes regides cromossdmicas, o que pode ser um indicio da
ocorréncia de permuta entre os genomas. Entretanto, como discutido anteriormente,
algumas sequéncias repetitivas em Cynodon podem ter sido conservadas durante o curso
evolutivo e ndo necessariamente sao produto de recombinagao.

Outro critério para a ocorréncia de especiacdo hibrida homoploide ¢ o
isolamento reprodutivo das linhagens em relacdo aos parentais (SCHUMER;
ROSENTHAL; ANDOLFATTO, 2014). Zhang et al. (2019) sugerem que a divergéncia
genética observada em C. dactylon, aliada aos diferentes nimeros cromossdémicos que a
espécie possui, podem promover o isolamento reprodutivo, enquanto C. incompletus
apresenta isolamento genético devido a maior dificuldade em formacdo de hibridos
interespecificos artificiais (DE WET; HARLAN, 1970).

A formagao de bandas em self-GISH foi possivel devido ao atendimento de dois
critérios: pela distribuicdo ndo uniforme de heterocromatina e utilizagdo de baixas
concentragdbes de DNA em sondas (< 100ng/lamina), uma vez que maiores
concentracdes aumentam a possibilidade de rotular cromossomos inteiros (SHE et al.,
2007). Deste modo, as espécies avaliadas demonstraram padrdes de marcagao distintos
que permitiram realizar a montagem de caridtipos. Diversas espécies animais e vegetais

apresentaram polimorfismo cromossdmico evidenciado por esta técnica (SHE et al.,
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2007; PEREIRA; RAB; COLLARES-PEREIRA, 2013; PITA et al., 2014; ZHANG et
al., 2015).

5.2 Anailise citogendomica em espécies poliploides de Cynodon

O padrao de marcas GISH em C. dactylon 4x com as sondas gendmicas de C.
dactylon 2x (genoma DD) e de C. nlemfuensis 2x (genoma D’D?) sustentam a
ocorréncia de alopoliploidia e sugerem que C. dactylon 4x pode ter sido originado pela
unido de gametas ndo reduzidos dessas duas espécies, sugerindo a composicao
gendmica DDD’D? (FIGURA 11).

A anadlise citogendmica em C. transvaalensis 4x também indica alopoliploidia.
Ao confrontar os percentuais e padroes de hibridizacdo da GISH reciproca entre as
espécies tetraploides € possivel inferir que ha maior probabilidade do envolvimento de
C. dactylon 4x para a origem da forma tetraploide de C. transvaalensis. A alta
representatividade da sonda gDNA de C. dactylon 4x (64%) nos cromossomos de C.
transvaalensis, comparado aos 32% de hibridiza¢do da sonda de gDNA de C. dactylon
2x, sustentam esta afirmativa. Essa proposta também ¢ ratificada pelo menor percentual
de hibridiza¢do da sonda genomica de C. transvaalensis em metafases de C. dactylon 4x
(41%), com presenca de apenas marcagao parcial nos cromossomos.

A porcentagem de hibridizacio e o nimero semelhante de cromossomos
completamente marcados com as sondas gDNA de C. nlemfuensis 2x (D*D?) e de C.
incompletus 2x (D'D") ndo exclui a possibilidade de que ambas sdo potenciais parentais
de C. transvaalensis, via produ¢do de gametas ndo reduzidos. Entretanto, a sonda
gendmica de C. incompletus demonstrou maior percentual de hibridizagdo nos
cromossomos de C. transvaalensis (45%) em comparacdo a C. nlemfuensis (35%).
Considerando este cendrio, a nomenclatura gendomica de C. transvaalensis poderia ser
classificada como DD’D’D?, mas com maior probabilidade para DD°D'D' (FIGURA
11).

A proposta do envolvimento de C. dactylon 4x para a origem de C.
transvaalensis 4x, difere das observagdes meioticas e filogenéticas de Jewell et al.
(2012), os quais propuseram que C. transvaalensis 2x seria um parental da forma
tetraploide de C. dactylon. Nao obstante, ha que se ressaltar que a investigagao destes
autores se baseou no citotipo diploide de C. transvaalensis e foi realizada anteriormente

a descri¢do da ocorréncia de tetraploidia nesta espécie (CHIAVEGATTO et al., 2016).
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Além da certificacdo da homeologia genomica pela GISH observada nesse
estudo, a alopoliploidia segmental nas espécies tetraploides de Cynodon também foi
baseada na proximidade taxondomica entre C. nlemfuensis, C. dactylon e C.
transvaalensis (PETERSON et al., 2015; MUCHUT et al., 2017; CHIAVEGATTO et
al., submetido) e em relacdo ao pareamento cromossdmico em poliploides com presenca
de multivalentes e ndo exclusivamente em bivalentes (FELDER, 1964; SILVA et al.,
2018). Especificamente, em C. dactylon 4x e C. transvaalensis 2x, essa homeologia ¢
confirmada pela presenga de trivalentes em hibridos interespecificos triploides
(FORBES; BURTON, 1963). Além disso, o possivel evento de especiagdo hibrida
heteroploide para a origem de Cynodon % magennisii (2n=3x=27), que apresenta C.
dactylon (2n=4x=36) e C. transvaalensis (2n=2x=18) como parentais (HARLAN; DE
WET; RICHARDSON, 1969), demonstra similaridade gendmica entre as espécies.

Os possiveis eventos de hibridacdo aqui apresentados se respaldam na
congruéncia biogeografica das espécies. Cynodon dactylon ¢ cosmopolita, C.
nlemfuensis é distribuido naturalmente na Africa central e ao leste do continente,
enquanto C. incompletus ¢ C. transvaalensis sio nativos da Africa do Sul (HARLAN;
DE WET; RAWAL, 1970; CLAYTON; HARLAN, 1970, WU, 2011). Em resumo, as
propostas de hibridagdo aqui apresentadas, a origem de Cynodon x magennisii ¢ a
possibilidade de especiagdo homoploide, demonstram que o género pode ter sido
originado por evolugdo reticulada, processo em que linhagens se hibridizam repetidas
vezes ao longo de geragdes, com interagdes pods-divergéncia na rede (VRIESENDORP,
2007).

E importante ressaltar que C. nlemfuensis e C. incompletus também se
apresentam na forma tetraploide na natureza, enquanto C. transvaalensis ¢ encontrado
majoritariamente na forma diploide (WU, 2011), mas com um relato de tetraploidia
(CHIAVEGATTO et al, 2016). Em vista disso, a andlise de GISH em diferentes
citotipos e em outras espécies pode evidenciar formas alternativas para a hibridacao,
sendo crucial para o entendimento das relagdes gendmicas e dos eventos evolutivos
associados a poliploidia e especiacao.

De modo semelhante ao observado em Cynodon, a técnica de GISH sem o uso
de DNA bloqueio conseguiu delimitar genomas distintos em espécies e hibridos de
diferentes familias de Angiospermas (HAN et al., 2004; MATOBA; SOEJIMA;
HOSHI, 2007; TANG et al., 2010, 2011; CONTRERAS et al., 2012; MELO; SILVA;

SOUZA, 2015). Esta situacdo somente ¢ possivel com a divergéncia de repeats e
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abundancia de sequéncias repetitivas espécie-especificas entre os genitores do
alopoliploide (ANAMTHAWAT-JONSSON et al., 1990; DESEL et al., 2002; KATO et
al., 2005; WOLNY; HASTEROK, 2009; MARKOVA; VYSKOT, 2009), o que sustenta
a evidéncia de alopoliploidizacdo em C. dactylon e C. transvaalensis.

Os resultados mostraram que as formas diploides de C. incompletus e C.
dactylon sdo estritamente relacionadas. Entretanto, ao se comparar C. incompletus 2x e
C. dactylon 4x observou-se uma maior divergéncia gendmica evidenciada por um
decréscimo do percentual do genoma de C. incompletus em C. dactylon 4x. Uma das
explicagdes para este fendmeno pode estar relacionada a uma diminuigdo da
representatividade de sequéncias especificas, tais como a perda de blocos
heterocromaticos de C. incompletus decorrentes da extensa reorganizacdo gendomica
pos-poliploidizagdo e ao processo de diploidiza¢do de C. dactyon 4x (KHANAL et al.,
2017; SILVA et al., 2018; CHAVES et al., 2019).

Figura 11 - Propostas de hibridacdo envolvendo as espécies C. dactylon, C. nlemfuensis ¢ C.

transvaalensis.
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Legenda: Setas indicam resultados de cruzamentos. Linhas pontilhadas indicam propostas
alternativas para hibridagdo, sendo GNR - gametas ndo reduzidos. Fonte: Do autor (2020).

5.3 Anailise citogenémica em “citotipos” de C. dactylon

Com base nos resultados obtidos pela GISH, a origem dos citotipos em C.

dactylon sugere o envolvimento de gametas ndo reduzidos, como proposto por outros

autores (MALIK; TRIPATHI, 1968; WU et al., 2004; 2009; GULSEN et al., 2009).
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Apesar disso, sdo poucas evidéncias disponiveis, exceto alguns relatos em hibridos
artificiais (FELDER, 1967, HARLAN; DE WET, 1969). A confirmacao de graos de
polen de C. dactylon 2x com dimensdes semelhantes aos encontrados em tetraploides da
espécie (SILVA et al., 2018) ¢ uma forte evidéncia de que esse processo ocorre.

O padrao de marcas GISH da sonda genoémica de C. dactylon 2x nos citétipos
triploide e pentaploide também sugere a ocorréncia de alopoliploidizagdo. A origem de
triploides de C. dactylon pode envolver o cruzamento entre plantas diploides e
tetraploides da espécie, em razdo da presenca de 14 cromossomos completamente
hibridizados. A ocorréncia de oito cromossomos com auséncia de hibridizagdo poderia
estar relacionada ao genoma D? presente em C. dactylon 4x. Logo, a nomenclatura
gendmica para C. dactylon 3x seria DDD?. Contudo, ndo se descarta a hipotese de que
uma segunda espécie diploide participe do cruzamento com gametas nio reduzidos de
C. dactylon 2x para a formacdo de triploides (FIGURA 12). A observagdo de 9
bivalentes e 9 univalentes em C. dactylon 3x (GUPTA; SRIVASTAVA, 1970) se
aproxima dos dados obtidos pela GISH.

Embora nio tenha sido investigada neste estudo, a origem de hexaploides ¢ aqui
discutida. Felder (1967) propds que plantas “autohexaploides” resultavam da
autopolinizacao de C. dactylon 4x com a unido de um gameta feminino nao reduzido e
um masculino reduzido, consequentemente o genoma de C. dactylon 6x seria
DDDD’D’D?. Wu et al. (2004) propuseram a duplicagdo espontidnea de cromossomos
em um zigoto triploide como fonte de geragdo do citdtipo hexaploide, o qual teria o
genoma DDDDD?D? (FIGURA 12). E importante ressaltar que os mecanismos de
autoduplicacao em plantas reconhecidamente alopoliploides (como C. dactylon 3x e 4x)
manterdo a presenga de genomas distintos na progénie (TATE; SOLTIS; SOLTIS,
2005). Diante o exposto, o termo melhor empregado para C. dactylon 6x seria
autoalohexaploide.

Em relagdo a origem de pentaploides, Wu (2009) sugere o cruzamento das
formas 4x e 6x de C. dactylon, entretanto, a ocorréncia de hexaploides na natureza ¢
rara (WU et al., 2004). Nesta hipotese, o citotipo 6x deveria contribuir majoritariamente
com o genoma D em seus gametas, uma vez que a nomenclatura gendmica mais
adequada para C. dactylon 5x seria DDDDD? com menor probabilidade para DDDD?D?
e outras formas com maior representativade de “D*”, posto que foram observados

apenas 8 cromossomos ndao marcados quando utilizada a sonda gendmica de C.
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dactylon 2x (DD). Os cromossomos com auséncia de hibridizacdo pertenceriam ao
genoma D?, como proposto para C. dactylon 3x.

Outra possibilidade para a formagao de pentaploides € o cruzamento entre as
formas diploide (DD) e triploide (DDD?) de C. dactylon com participagdo de gametas
ndo reduzidos, originando um genoma designado como DDDDD?* (FIGURA 12).
Entretanto, essa alternativa ¢ menos provavel, pois plantas com ploidias impares sdao
mais propensas a formar gametas aneuploides (RAMSEY; SCHEMSKE, 2002). Ha que
se considerar que a composicdo gendmica de triploides e pentaploides ainda ¢

controversa, mas a ocorréncia de alopoliploidia ¢ sustentada.

Figura 12 - Propostas para a origem dos “citotipos” de C. dactylon.

autopolinizagdo:
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Legenda: Setas indicam resultados de cruzamentos. Linhas pontilhadas indicam propostas
alternativas para hibridagdo, sendo GNR - gametas ndo reduzidos e GR - gametas reduzidos.
Fonte: Do autor (2020).

A composi¢do gendmica em citotipos de C. dactylon pode apresentar variagao,
uma vez que a combinacdo de diferentes tipos de gametas torna possivel que
alopoliploides, em geral, tenham mais de uma origem (JUDD et al., 2009; LIU; GU,
2011). Por exemplo, como mencionado anteriormente, C. dactylon 6x pode ter sido
originado pela autopolinizagdo de plantas tetraploides com a unido de gametas
femininos nao reduzidos e masculinos reduzidos (FELDER, 1967) ou pela
autoduplicacdo de zigotos triploides (WU et al., 2004). As duas possibilidades ndo se

excluem e podem ocorrer simultaneamente na natureza. Situagcdo semelhante foi
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encontrada em plantas nonaploides de Elytrigia X mucronata syn. Thinoelymus
mucronatus (Opiz) Banfi, as quais apresentaram genomas StStStStStDHHV e
StStStStDDHVV (PASTOVA et al., 2019). Além disso, C. dactylon também apresenta
variacdo cariotipica, inclusive entre plantas com mesmo nivel de ploidia (CHAVES et
al.,, 2019; CHIAVEGATTO et al., 2019), o que pode ser associado as diferentes
composigdes cromossdmicas/gendomicas dos gametas envolvidos no cruzamento.

Entre os citdtipos 2x, 4x e 5x, os percentuais de hibridizagdo mostraram que o
genoma de C. dactylon 2x foi mais representativo no triploide (59,5%). A ocorréncia de
alogamia em Cynodon (JANK; VALLE; RESENDE, 2011) pode ser o fator responsavel
pela diminuicdo da contribuigdo do genoma 2x no citdtipo tetraploide e maior
representatividade no triploide pois, de modo geral, ploidias impares dificilmente sdo
férteis e sua populagdo tende a ser mais homogénea (KOLAR et al., 2017). Entretanto, é
importante ressaltar que ploidias impares também atuam na evolucdo reticulada
(KOLAR et al., 2017) e, de acordo com os resultados obtidos pela GISH, a estrutura de
relacionamento genomico em Cynodon pode apresentar altos niveis de reticulagao.

Diante o exposto, a delimitacdo taxondmica dos citotipos de C. dactylon requer
analises apuradas em ambito gendmico, filogenético, morfoldgico, ecoldgico e de
genética populacional. Apos os eventos de hibridagdo em simpatria apresentados neste
estudo, ¢ fundamental que ocorra isolamento reprodutivo para promover especiagao
(WANG et al., 2017). De modo geral, a diferenciagdo da composi¢do de DNA repetitivo
afetou diretamente a estrutura cromossdmica das espécies avaliadas, principalmente em
C. dactylon 2x e 4x. Diferentes combinagdes de caridtipos parentais, juntamente com
alteracoes cromossdmicas poOs-hibridacdo podem contribuir para o isolamento
reprodutivo e resultar no estabelecimento de linhagens unicas, fornecendo matéria
prima para a especiagdo (KOO et al., 2010).

Portanto, os citdtipos de C. dactylon poderiam ser classificados como espécies
distintas de C. dactylon 2x em funcdo da hibridagdo, considerada como evento
especiativo por Wiley e Lieberman (2011), e consequente distincdo da composicdo
gendmica. Além disso, baseando-se nos conceitos filogenético e morfoldgico/fenético
de espécie, C. dactylon sofreria fragmentacdes, pois apresentou polifilia (PETERSON et
al., 2015) e diferencas morfolédgicas nas inflorescéncias (MUCHUT et al., 2017; 2019)
que poderiam ser apontadas como caracteres diagndsticos.

Os citotipos de C. dactylon poderiam ser classificados como espécies cripticas

devido a similaridade morfologica (WU et al., 2006; NASIRI et al, 2012; CLAYTON et
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al., 2016) e presenca de dados citogendmicos que corroboram a discriminagao.
Entretanto, Ernst Mayr (2000) considera que uma populacao ndo perde seu status de
espécie quando alguns individuos pertencentes a esta, hibridizam com individuos de
outra espécie. Portanto, percebe-se que a delimitacdo de alopoliploides ¢ complexa e
que todo conceito de espécie a ser utilizado ¢ passivel de ambiguidades taxondmicas
(DE QUEIROZ, 2007; JUDD et al., 2009; JONES; SAGITOV; OXELMAN, 2013;
CONIX, 2019).

6 CONCLUSOES

Os genomas das espécies diploides foram classificados como DD, D'D' e D*D?
para C. dactylon, C. incompletus e C. nlemfuensis, com o seguinte grau de
relacionamento DD > D'D' > D°D?,

Cynodon dactylon e C. transvaalensis sdo alotetraploides segmentais. Cynodon
dactylon 4x (DDD”D?) pode ter se originado pelo cruzamento de C. dactylon 2x com C.
nlemfuensis 2x por meio de gametas nao reduzidos.

A circunscricdo taxondmica dos citdtipos de C. dactylon é questiondvel e
demonstra que a espécie necessita de uma revisao.

A origem de C. transvaalensis 4x (DD’D'D') pode estar associada ao
cruzamento de C. dactylon 4x e C. incompletus 2x com participacdo de gametas nao
reduzidos. Deste modo, a estrutura de relacionamento genémico do género aparenta ser

altamente reticulada.
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