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RESUMO

O género Urochloa P. Beauv. (sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.), pertencente a familia
Poaceae, compreende aproximadamente 135 espécies e inclui plantas de grande importancia
econdmica utilizadas como forrageiras. A caracterizacdo citogenética do grupo descreve o
ndmero cromossdmico basico de x = 6, 7, 8, 9 e 10, sendo x = 9 0 mais comum. Este estudo
teve como objetivo caracterizar o cari6tipo de acessos diploides de U. brizantha (B105) e U.
decumbens (D04) e acessos poliploides de U. dictyoneura (DT158 e DT159), incluindo a
morfologia e simetria cromossdmicas, conteddo de DNA e o mapeamento de sequéncias 5S e
35S de rDNA através da FISH. Os acessos diploides de U. brizantha e U. decumbens possuem
2n = 2x = 18 cromossomos, formula cariotipica 9m, cariotipo simeétrico, e contedo de DNA
de 1,79 e 1,44 pg, respectivamente. Para U. brizantha foram identificados dois sitios de rDNA
5S e 35S. Em U. decumbens foram identificados quatro sitios 5S e dois sitios 35S. Os acessos
de U. dictyoneura possuem 2n = 4x = 24 cromossomos, férmula cariotipica 6m, cariotipos
simetricos, contetdo de DNA de 2.83 e 3.12 pg (DT158 e DT159, respectivamente), oito sitios
de rDNA 5S e quatro sitios 35S. A analise dos cariétipos revelou simetria e similaridade entre
os caridtipos diploides de U. brizantha e U. decumbens e entre os acessos poliploides de U

dictyoneura, corroborando a proposta quanto a sua natureza autopoliploide.

Palavras-chave: FISH. Brachiaria. Cari6tipo. Citogenética.



ABSTRACT

The genus Urochloa P. Beauv. (sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.), belonging to the
Poaceae family, comprises approximately 135 species and includes plants of great economic
importance used as forages. The cytogenetic characterization of the group describes the basic
chromosome number of x = 6, 7, 8, 9 and 10, with x = 9 being the most common. This study
aimed to characterize the diploid accession karyotype of U. brizantha (B105) and U. decumbens
(D04) and polyploid accessions of U. dictyoneura (DT158 and DT159), including chromosomal
morphology and symmetry, DNA content and the mapping of 5S and 35S rDNA sequences
through FISH. U. brizantha and U. decumbens diploid accessions have 2n = 2x = 18
chromosomes, karyotype formula 9m, symmetric karyotype, 1,79 and 1,44 pg of DNA content,
respectively. For U. brizantha two rDNA loci 5S and 35S were identified. In U. decumbens
four 5S sites and two 35S sites were identified. U. dictyoneura accessions have 2n = 4x = 24
chromosomes, karyotypic formula 6m, symmetric, 2.83 and 3.12 pg (DT158 and DT159,
respectively), eight 5S sites and four 35S sites. The karyotype analysis revealed symmetry and
similarity between the diploid karyotypes of U. brizantha and U. decumbens and between U.
dictyoneura poliploidy accessions, reinforcing the suggestion as to the autopolyploid nature of

its genome.

Keywords: FISH. Brachiaria. Karyotype. Cytogenetics.
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1 INTRODUCAO

Urochloa P. Beauv. é um género pertencente a familia Poaceae com centro de origem
no continente africano (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996; SALARIATO et al,,
2010) e que reune aproximadamente 135 espécies (STEVENS, 2017). A delimitacdo
taxondmica é controversa com relacdo ao género Brachiaria, tendo varias espécies sido
realocadas recentemente para Urochloa e em outros géneros de Poaceae (SALARIATO et
al., 2010).

No Brasil, o cultivo e utilizagdo dessas forrageiras é intimamente relacionado a
producdo pecuaria, representando o modo mais econdmico para a alimentacdo do gado
(ASSIS et al., 2002). Nesse panorama, Urochloa se destaca nas regides tropicais devido ao
seu poder de adaptacdo, agressividade e resiliéncia, que permitem as plantas desse género
persistirem mesmo sob condicdes desfavoraveis (VALLE; PAGLIARINI, 2009)

Devido a sua importancia agropecuaria, as espécies de Urochloa tém sido
empregadas em programas de melhoramento genético em cruzamentos inter e
intraespecificos visando desenvolver plantas forrageiras mais produtivas e de alta qualidade.
Dentre as estratégias, melhoristas priorizam a avaliacdo e selecdo gendtipos que redinam
caracteristicas desejaveis, tais como resisténcia aos estresses biotico e abidtico, maior
produtividade por area e melhor valor nutricional (ASSIS et al., 2002; VALLE; RESENDE;
JANK, 2009).

Cumprindo papel fundamental na caracterizacéo de gendtipos para fins de analises
evolutivas, taxonémicas e para o melhoramento genético, a citogenética fornece
informacGes essenciais sobre 0 genoma das espécies, tais como nimero cromossémico,
nivel de ploidia, conteiddo de DNA, comportamento meidtico e viabilidade polinica.
Estudos citogenéticos abrangentes como analises cariotipicas sdo fundamentais para se
estabelecer as relacdes entre 0s cariétipos das espécies e fornecer bases para discussdes a
respeito dos provaveis mecanismos envolvidos na evolucdo cromossémica do grupo
(BERNINI; MARIN-MORALES, 2001).

Em Urochloa, estudos citogenéticos relataram o ndmero basico cromossémico de
x= 5,7, 8,9, 12 (BASAPPA; MUNIYAMMA; CHINNAPPA, 1987) e x=6 (RISSO-
PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE, 2006) sendo x=9 0 mais frequente entre espécies do
género (BASAPPA; MUNIYAMMA; CHINNAPPA, 1987; RISSO-PASCOTTO;
PAGLIARINI; VALLE, 2006; AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA; EBINA, 2010).
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Destes estudos, observou-se que 0 género apresenta a maioria das espécies
poliploides e apomiticas, com destaque para U. brizantha (Hoschst. Ex A. Rich) R.D.
Webster (2n=2x=18; 2n=4x=36; 2n=5x=45; 2n=6x=54) U. decumbens (Stapf) R.D Webster
(2n=2n=18; 2n=4x=36) e U. humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga, (2n=4x=36;
2n=6x=54). Dentre as diploides e com modo de reproducdo sexual, U. ruziziensis (R.
Germ. & C.M. Evrard) Morrone & Zuloaga (2n=2x=18) é a mais estudada. Essa espécie
tem sido utilizada, apos a poliploidizacao artificial, em cruzamentos interespecificos com
U. brizantha que originou o hibrido Mulato | e no cruzamento triespecifico [(U. ruziziensis
x U. decumbens) x (U. brizantha)] que gerou o hibrido Mulato Il (SOUZA SOBRINHO,
2009).

Outras contagens cromossomicas, analises meioticas e anatdmicas identificaram
também acessos diploides e sexuais de U. brizantha e U. decumbens no banco de
germoplasma da Embrapa Gado de Corte. Esses genotipos também possuem potencial para
serem usados no programa de melhoramento, porém ainda carecem de estudos mais
aprofundados (NIELEN et al., 2010; RICCI et al., 2011).

Outra especie que vem recebendo atencao € U. dictyoneura (Fig. & De Not.) Stapf,
uma forrageira importante utilizada em regides Umidas e sub-umidas dos tropicos, sendo
bem adaptada a solos acidos, mal drenados e de baixa fertilidade (LASCANO; EUCLIDES,
1996) e que apresenta tolerancia a acdo das cigarrinhas-das-pastagens (KELLER-GREIN
et al.,, 1996). Originalmente, foi descrito seu nidmero cromossémico como 2n=6x=42,
entretanto, no estudo das configuragdes meioticas, Risso-Pascotto et al. (2006) observaram
pela primeira vez a existéncia de nimero basico x=6 em Urochloa. As autoras observaram
comportamento autotetraploide em cinco acessos de U. dictyoneura, com 2n=4x=24
cromossomos, revelando uma grande limitacdo na inclusdo desses acessos em programas
de melhoramento para cruzamentos com espécies com numero basico x=9 e x=7. Por ser
relativamente proxima a U. humidicola (2n = 4x = 36; 2n = 6x = 54; 2n = 8x = 72), outra
espécie comercialmente importante, a hibridizacédo entre as duas pode, eventualmente, ser
possivel com o uso de um acesso hexaploide sexual de U. dictyoneura (VALLE;
PAGLIARINI, 2009).

Em Urochloa, a maioria dos estudos citogenéticos envolve analises meioticas e se
concentram nas espécies poliploides e seus hibridos. As analises citogenéticas moleculares
empregando a técnica de hibridizag&o in situ fluorescente (FISH) para a diferenciacdo dos
cariotipos também estdo restritos as espécies U. brizantha (4x), U. decumbens (4x) e U.

ruziziensis (2x) e evidenciaram diferencas nos nimeros de sitios de rDNA 5S e 45S/35S
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(AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA,; EBINA, 2010; NIELEN et al., 2010; NANI et al.,
2016).

Para os genotipos diploides, ha necessidade de um maior detalhamento de seus
complementos cromossdmicos, sendo esse conhecimento U(til para estudos evolutivos,
taxondmicos e para fins de melhoramento genético. Analises recentes obtidas por meio da
técnica de hibridizacdo genémica in situ (GISH) por Corréa et al., (2020) revelaram alta
homologia entre os genomas de U. brizantha e U. decumbens, sugerindo baixo tempo de
divergéncia entre elas. Os autores utilizaram sondas gendmicas de genétipos diploides
dessas duas espécies nos cromossomos dos citétipos tetraploides, produzindo padrdes de
marcacao similares. Com base nesses resultados, foi proposta a composi¢do genémica de
B1B! e BY’Bt’para 0s acessos diploides de U. brizantha e U. decumbens, respectivamente,
sendo ambas apontadas como doadoras do genoma B (ou B**) encontradas nos tetraploides
(BBB!B! e B'B'B?B?, respectivamente).

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi ampliar as informacg6es sobre o cariotipo
dos acessos diploides de U. brizantha, U. decumbens e poliploides de U. dictyoneura,

incluindo a morfologia cromossdmica e o mapeamento das sequéncias de rDNA.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos botanicos, taxondmicos e importancia econémica de Urochloa

O género Urochloa P. Beauv. (que inclui algumas espécies de Brachiaria (Trin.)
Griseb.) pertence a tribo Paniceae, subfamilia Panicoideae e familia Poaceae. Sua situacdo
taxonémica envolve controvérsias devido ao compartilhamento de diversas caracteristicas
morfologicas, anatbmicas e fisiolégicas com o género Brachiaria, tornando sutis suas
delimitacbes como grupos isolados (CLAYTON; RENVOIZE, 1986; MORRONE;
ZULOAGA, 1992).

Urochloa foi descrito como género por Palisot de Beauvois (1812), baseada em
apenas uma espécie, U. panicoides P. Beauv. Posteriormente, diversos autores (Hughes,
1923; Stapf, 1920; Henrard, 1941) utilizaram caracteres morfoldégicos como a posi¢cdo
abaxial da espigueta para transferir diversas espécies de Panicum para Urochloa (TORRES
GONZALEZ; MORTON, 2005). Espécies de Urochloa foram descritas como anuais ou
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perenes, com inflorescéncias racemosas e espiguetas dispostas individualmente ou em pares,
mas com gluma oposta a raquis, em posicao abaxial (CLAYTON; RENVOIZE, 1986).

Brachiaria foi descrito, inicialmente, por Trinius (1826) como um grupo pertencente
a Panicum L. Grisebach, posteriormente em 1853, elevou Brachiaria ao nivel de género
(SALARIATO et al., 2009) e em 1903, Nash definiu como caracteristicas diagnosticas do
grupo a orientacdo das espiguetas e posi¢do da gluma inferior (MORRONE; ZULOAGA,
1992). As espécies de Brachiaria foram 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,
comgluma inferior adjacente a raquis, em posicdo adaxial (CLAYTON; RENVOIZE, 1986).

A confiabilidade dos caracteres utilizados como limites taxondmicos entre
Brachiaria e Urochloa, baseados principalmente na orientagdo de suas espiguetas foi
questionada por diversos autores. Um dos argumentos é que a diferenca na orientacao das
espiguetas (adaxial, com gluma inferior adjacente a raquis em Brachiaria; abaxial, com
gluma inferior oposta a raquis em Urochloa) € uma caracteristica dificilmente diferenciada
quando as espiguetas se apresentam em pares, sendo apenas valida para espiguetas
individuais em ramos primarios (MORRONE; ZULOAGA, 1992). Além disso, foi
demonstrado, atraves de filogenias moleculares utilizando regido ITS (TORRES
GONZALEZ; MORTON, 2005) e genes cloroplastidiais (SALARIATO et al, 2010), que 0s
dois géneros nao se consolidam como clados distintos, apresentando relagdes de parentesco
mais complexas e diferentes do que revelavam as caracterizacdes baseadas em elementos
morfologicos e anatémicos.

Como resultado, em abordagens mais recentes baseadas em caracteristicas
morfoldgicas, Brachiaria € restrita a apenas trés espécies, B. eruciformis (Mez & K.
Schwmm) H. Scholz, B. malacodes (Mez & K. Schwnn) H. Scholz e B. schoenfelderi C.E.
Hubb. & Schweick, com o restante das espécies sendo transferidas para Urochloa,
aumentando drasticamente o nimero de representantes do género (SALARIATO et al.,
2009). Atualmente, Urochloa compreende cerca de 135 espécies distribuidas em regibes
tropicais e subtropicais do mundo (STEVENS, 2017).

Em nivel interespecifico também ha controvérsias e equivocos quanto a correta
distincdo das espécies. Durante a classificacdo de espécies de Urochloa realizado por
Renvoize et al. (1996), foi encontrada dificuldades na distingdo entre U. brizantha e U.
decumbens, sendo sugerida a reidentificacdo de U. decumbens cv. Basilisk como U.

brizantha. Contudo, Trivifio et al. (2017), em estudo de diversidade genética e estrutura
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populacional baseado em microssatélites, determinaram que a cultivar Basilisk € de fato mais
préxima dos outros acessos tetraploides de U. decumbens.

Mass (1996) atribuiu a mistura de materiais genéticos — germoplasmas - como a causa
para a confusdo a respeito da identidade dos acessos. U. dictyoneura cv. Llanero €, de fato,
U. humidicola, e a maior parte da U. humidicola comercializada nos tropicos se refere, na
verdade, a U. humidicola cultivar Tully (VALLE; PAGLIARINI, 2009)

A chegada do género no Brasil ocorreu em 1952, com a introducdo de Urochloa
decumbens (Stapf) R.D. Webster. Porém apenas a partir de 1965, ocorreu seu
estabelecimento em grande escala, apds 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, se espalhando pelas regides Centro-Oeste
e Sudeste do pais, e principalmente na Amazénia. Nos anos 70 houve um grande aumento
das areas cultivadas de pastagens com as plantas do género Urochloa, principalmente com
as espécies que obtiveram boa adaptacao aos solos e clima brasileiros, como U. decumbens,
U. humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga, U. brizantha e U. ruziziensis (ALVIM,;
BOTREL; XAVIER, 2002).

Atualmente, as espécies de Urochloa mais utilizadas para a formacéo de forragens
no Brasil, em ordem decrescente, sdo: U. decumbens, U. brizantha, U. humidicola, U.
ruziziensis, U. dictyoneura (Fig. & De Not.) Veldkamp, U. mutica (Forssk) T.Q. Nguyen e
U. arrecta (Hack. Ex T. Durand & Schinz) Morrone & Zuloaga (ALVIM; BOTREL,;
XAVIER, 2002).

O cultivo de pastagens € a base para a criacdo de bovinos para corte e producéo de
leite. A pecuaria esta entre as atividades mais rentaveis do Brasil, movimentando, em 2016,
R$400 bilhGes, o que representa cerca de 30% do PIB do agronegdcio e 7% do PIB nacional.
O Brasil se consolida como o segundo maior produtor de carne bovina do mundo, contando
com 209,13 milhdes de cabecas de gado, ocupando 167 milhGes de hectares (ABIEC, 2016).

O tipo de forrageira a ser utilizado na alimentacdo do gado possui profundo impacto
no seu crescimento, sendo que a escolha da espécie ideal deve equilibrar fatores como
conteddo protéico, quantidade de massa seca e palatabilidade. A capacidade de adaptacéo da
espécie ao ambiente em que se deseja cultiva-la também deve ser considerada, incluindo
elementos como a tolerancia a seca, frio e resisténcia a doencas e pragas (VALLE;
RESENDE; JANK, 2009). As espécies forrageiras mais comumente utilizadas no Brasil
pertencem aos géneros Panicum (capim-colonido), Pennisetum (capim-elefante), Melinis

(capim-gordura), Hyparrhenia (capim-jaragud) e, principalmente, Urochloa, que
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representava, em 2006, 85% das areas de pastagens do pais (IBGE, 2006).

Apesar de mais de trés décadas de uma bem sucedida adaptacao e uso extensivo de
Urochloa em pastagens, suas cultivares apresentam limitacGes agrondmicas individuais: U.
decumbens cv. Basilisk apresenta susceptibilidade a cigarrinha-das-pastagens (Mahanarva
spectabilis) e, em algumas ocasides, pode ser hospedeira do fungo Phytomices chartarum,
que quando ingerido por tempo prolongado pode causar prejuizos ao gado; U. brizantha cv.
Marandu € resistente a cigarrinha-das-pastagens, e muitas vezes utilizada em substituicdo a
U. decumbens, no entanto é pouco adaptada a solos pobres, &cidos e mal drenados, além de
ser susceptivel ao fungo Rhizoctonia; U. humidicola se adapta bem em solos pobres e mal
drenados, porém apresenta baixa resisténcia a seca e, apesar de tolerante a cigarrinha-das-
pastagens, ndo € resistente a ela; U. dictyoneura apresenta excelente adaptagéo a solos acidos
e de baixa fertilidade, porém produz forragem com qualidade inferior as demais espécies e
ainda é pouco cultivada no Brasil (ALVIM; BOTREL; XAVIER, 2002; VALLE;
RESENDE; JANK, 2009).

Diante disso surgiu a demanda por um programa de melhoramento que reunisse as
caracteristicas desejaveis das diversas espécies e cultivares do género para as condicoes
edafoclimaticas brasileiras, tais como a adaptacdo a solos acidos, 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 focando a producdo de hibridos
interespecificos com as principais espécies de Urochloa (VALLE; RESENDE; JANK,
2009).

Entre os fatores a serem considerados em programas de melhoramento genético, a
citogenética se mostra como uma ferramenta fundamental, pois possibilita determinar o nivel
de ploidia, evidenciar anormalidades meioticas que gerem gametas inviaveis, elucidar
problemas de fecundacdo e de producdo de sementes em hibridos, apontando os genitores
compativeis (VALLE; RESENDE; JANK, 2009).

O modo de reproducdo das espécies se trata de outra informacdo importante a ser
considerada quando se pretende realizar cruzamentos em um programa de melhoramento
genético. Urochloa é um género predominantemente poliploide e apomitico. A apomixia é
uma forma de reproducéo assexuada com geragdo de sementes e esta associada a poliploidia.
Esse modo de reproducdo garante a manutengdo do vigor hibrido em conjunto com todas as
vantagens da propagacao por sementes (VALLE; PAGLIARINI, 2009).

A realizacdo de cruzamentos artificiais com plantas sexuais € uma maneira de
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explorar as caracteristicas desejaveis que se apresentem nos individuos apomiticos, e para
tal é necessario que se iguale o nivel de ploidia dos genitores, o que pode ser realizado através
da haploidizacdo das espécies apomiticas tetraploides ou duplicacdo do numero
cromossdmico das espécies diploides sexuais (PEREIRA et al., 2012). Em Urochloa, ja foi
realizada a duplicacdo cromossdmica da espécie U. ruziziensis (2n=18), que € a Unica entre
as cultivadas no Brasil que é diploide e exclusivamente sexual, permitindo a realizacdo dos
cruzamentos e a geracdo de variabilidade e viabilizando a sele¢cdo. Em U. ruziziensis, a
duplicagcdo cromossdmica foi obtida por meio da imersdo de sementes germinadas em
solugdo de colchicina, resultando em plantas autotetraploides artificiais (SWENNE;
LOUANT; DUJARDIN, 1981; ISHIGAKI et al., 2009; TIMBO et al., 2014) com produgc&o
de gréos de polen viaveis (PAULA; SOUZA SOBRINHO; TECHIO, 2017). Alguns
cruzamentos, provenientes dessa estrategia de melhoramento, também ja foram obtidos no
género com o langamento dos hibridos Mulato I (U. ruziziensis x U. brizantha cv. Marandu)
e Mulato Il [(U. ruziziensis x U. decumbens) x U. brizantha] (SOUZA SOBRINHO, 2009).

Além disso, existem identificados acessos diploides e sexuais de U. brizantha e U.
decumbens no banco de germoplasma da Embrapa Gado de Corte (VALLE; PAGLIARINI,
2009). Assim, esses genotipos possuem potencial para serem trabalhados em programas de

melhoramento, visando a poliploidizacdo (PINHEIRO, 2000).

2.2 Caracterizacao citogenética de Urochloa

A citogenética fornece informacdes basicas essenciais e dispde de varias ferramentas
para auxiliar na distingcdo entre grupos que ndo podem ser facilmente reconhecidos por sua
morfologia (DOBIGNY et al., 2004) sendo as mais classicas: nimero, tamanho e morfologia
dos cromossomos, presenca de constricdes secundarias, tamanho do genoma e os padrdes de
distribuicdo da heterocromatina (GUERRA, 2012).

Apesar de ser o parametro mais simples do cariotipo, 0 nUmero cromossémico é o
dado citotaxondmico mais conhecido para quase todas as familias vegetais. Constitui a
maneira mais simples, rapida e barata para se obter informacdes preliminares sobre o
genoma de uma espécie (GUERRA, 2008) sendo eficaz para ampliar o entendimento sobre
as relacBes genéticas entre as espécies e a maneira em que elas divergem umas das outras
(GUERRA, 2012).

Em Urochloa, estudos citogenéticos mostram predominantemente x=9 como
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namero basico cromossdémico (BASAPPA; MUNIYAMMA; CHINNAPPA, 1987; SPIES
et al.,1991; VALLE; SINGH; MILLER, 1987), existindo relatos dos nimeros
cromossomicos x=5, 6, 7, 8, 10 e 12 (SHARMA; SHARMA, 1979; SHARMA; KOUR,
1980; RISSO-PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE, 2006).

Os nimeros cromossdmicos das especies descritos na literatura foram revisados por
Valle e Pagliarini (2009) e foram encontradas espécies variando de 2n=14 a 2n=90, com
variacdo intraespecifica e diferentes niveis de ploidia, com tendéncia a tetraploidia. As
espécies com maior importancia econbmica apresentam: U. brizantha (2n=2x=18,
2n=4x=36, 2n=5x=45 ou 2n=6x=54), U. decumbens (2n=2x=18, 2n=4x=36 ou 2n=5x=45),
U. ruziziensis (2n=2x=18) e U. humidicola (2n=4x=36 ou 2n=6x=54).

Em 2010, Ishigaki et al. estimaram o tamanho do genoma, por meio da citometria
de fluxo, de cinco cultivares de quatro espécies de Urochloa: U. ruziziensis, U. decumbens,
U. brizantha e U. humidicola, para avaliar sua utilizagdo em cruzamentos. A variacao nos
valores de C foi observada entre as cultivares, aumentando conforme o aumento da ploidia.
A diploide sexual U. ruziziensis apresentou o menor valor de 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 resultados
encontrados pelos autores geraram informacgdes necessarias para futuramente se investigar
as relacdes evolutivas entre essas espécies, indicando que o tamanho do genoma depende
do nivel de ploidia e modo de reproducéo.

Apesar da existéncia de hibridacédo entre as espécies U. decumbens, U. ruziziensis e
U. brizantha, ainda existem poucas informacbes sobre as relacbes de parentesco e
diferencas gendmicas entre as espécies de Urochloa. Analises morfoldgicas discriminantes
foram realizadas para verificar a proximidade entre as espécies de Urochloa. Em um estudo
baseado na morfologia floral, Renvoize et al. (1996) classificaram 83 espécies do género
em nove grupos diferentes e o padrdo de agrupamento observado alocou U. decumbens, U.
ruziziensis e U. brizantha em um mesmo grupo taxonémico, enquanto U. dictyoneura e U.
humidicola foram atribuidas a um grupo distinto, indicando relagbes genéticas mais
proximas entre elas. Posteriormente, tal padrdo de parentesco foi corroborado a partir de
estudos citogenéticos (PAULA; SOUZA SOBRINHO; TECHIO, 2017) ao elucidarem a
identificacdo e relagdo genémica por meio de técnicas de hibridizacdo genémica in situ
fluorescente (GISH).

Paula et al. (2017) propuseram a constituicdo genémica de B2B?, B!B!B2B? e

BBB!B! para U. ruziziensis (2x), U. decumbens (4x), e U. brizantha (4x), respectivamente,
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sendo os genomas B, B! e B2 considerados homedlogos com menos afinidade entre os
genomas B e B2 Posteriormente, no estudo de Corréa et al. (2020) foram investigadas as
interagBes gendmicas entre as espécies diploides U. brizantha, U. decumbens e U.
ruziziensis e as relagdes de ancestralidade com os citétipos tetraploides.

Entre as diploides, a hibridizacdo completa do DNA gendmico de U. brizantha 2x
em todos cromossomos de U. decumbens 2x indicou 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 (CORREA et. al., 2020) Uma vez que a maior por¢do do DNA de plantas (e
eucariotos em geral) € 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 cromossdmico) entre taxons distintos necessariamente envolve
variacdo na frequéncia das varias 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 (CORREA et. al., 2020).

Os resultados obtidos por Corréa et. al. (2020) mostraram também a alta homologia
cromossdmica do DNA gendmico dos acessos diploides de U. brizantha e U. decumbens
nos cromossomos de U. brizantha e U. decumbens tetraploides e entre si respectivamente.
Apesar da afinidade sutilmente maior dos acessos tetraploides com o genoma de U.
brizantha 2x, ndo se exclui a possibilidade da participacdo do DNA genémico de U.
decumbens 2x na doacgdo de um dos genomas das tetraploides U. brizantha e U. decumbens.
Dessa forma, foi proposta a composicdao gendmica de B!B! e BY’B!” para os acessos
diploides de U. brizantha e U. decumbens, revelando baixo tempo de divergéncia entre elas,
sendo ambas apontadas como doadoras no processo de aloploidizacdo dos acessos
tetraploides.

Ambiel et al. (2008) encontraram similaridade genética entre acessos de
germoplasma e cultivares comerciais de espécies de Urochloa através de marcadores
RAPD. Neste estudo foram gerados trés agrupamentos distintos, o primeiro contendo todas
0s acessos de U. ruziziensis, seguido por um grupo formado por todos os acessos de U.
decumbens e trés acessos de U. brizantha e um terceiro grupo que incluia acessos

comerciais de U. brizantha e a cultivar comercial U. decumbens cv. Basilisk. O indice de
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variabilidade genética entre as espécies foi considerado baixo, sendo inferior a valores
determinados em algumas espécies autdgamas.

Em 2017, Trivifio et al. investigaram a diversidade genética e a estrutura
populacional das espécies de Urochloa. Os resultados demonstraram uma proxima relacdo
entre as importantes espécies comerciais U. brizantha, U. decumbens e U. ruziziensis, sendo
U. decumbens mais proximamente relacionada a U. ruziziensis. Também foi identificada a
préxima relacdo entre U. dictyoneura e U. humidicola.

Técnicas citomoleculares que apresentam um maior grau de detalhamento dos
cromossomos sdo primordiais para se avaliar taxéns que possuem cariotipos muito
similares, permitindo desta forma a deteccéo de variacao entre 0s genomas. Assim, a técnica
de hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) tem sido amplamente empregada para detectar
sequéncias especificas de DNA, em n0cleos interfasicos ou cromossomos metafasicos
(BARTLETT, 2008). As sequéncias mais utilizadas como sondas em estudos citogenéticos
s8o 0s genes ribossomais e 0 DNA telomérico (ROA; GUERRA, 2015). A regido onde se
encontra alocado o rDNA 45S/35S (18S- 5.85-26S) é chamada de regido organizadora do
nucléolo (RON), devido a sua associacdo com a producdo de rRNAs durante a intérfase
(LYSAK; LEXER, 2006). Os genes de rDNA 45S/35S, que sdo correspondentes as RONSs,
estdo localizados geralmente nas extremidades dos bracos curtos cromossomais e
associados a constri¢bes secundarias (ROA; GUERRA, 2012), enquanto os genes de rDNA
5S sdo comumente intersticiais (LYSAK; LEXER, 2006).

O mapeamento fisico de rDNA em comossomos espécies de Urochloa foi possivel
com o emprego da FISH. Em 2010 foi realizado por Nielen et al., a localizacdo das
sequéncias de rDNA 5S e 45S, associada a cariotipagem convencional, em um acesso
sexual diploide e um acesso apomitico tetraploide de U. brizantha. Os resultados mostraram
que o acesso diploide apresentou nimero cromossomico 2n=18, com férmula cariotipica
3M+5SM+1T. No acesso tetraploide foi observado 2n=4x=36 e formula cariotipica
8M+1SM. Nesse estudo, 0 nimero de sitios de rDNA 5S nédo correspondeu a ploidia dos
acessos, Visto que 0s autores esperavam o dobro do namero de sitios de rDNA no acesso
tetraploide em relacdo ao acesso diploide. No acesso diploide o sitio de rDNA 5S foi
observado na regido intersticial de no par cromossémico 8, enquanto no acesso tetraploide,
trés pares contendo sitio de rDNA 5S foram detectados, ndo tendo sido possivel a atribuicdo
distinta dos pares cromossémicos.

Akiyama 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
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U. decumbens e U. ruziziensis) em um estudo de rDNA com o uso da FISH para observar
diferencas no nimero e morfologia dos sitios de rDNA. Neste trabalho foi observado que a
variagdo do numero de sitios de rDNA 45S, (quatro para U. brizantha (4x), cinco para U.
brizantha (5x), seis para U. humidicola (6x), dois para U. ruziziensis (2x) e quatro para o
hibrido Mulato (4x)) correspondeu aos niveis de ploidia em todas as espécies, porém o
mesmo ndo foi observado em relacé@o aos loci de rDNA 5S, pois foram registrados seis e
quatro sitios para U. brizantha (4x), cinco para U. brizantha (5x), seis para U. humidicola
(6x), quatro para U. ruziziensis (2x) e quatro para o hibrido Mulato (4x). Tais resultados
indicam a coexisténcia de diferentes genomas nas espécies que evidenciam a alopoliploidia
(AKIYAMA; YAMADA-AKIYAMA; EBINA, 2010).

Nani et al. (2016), caracterizaram o cariotipo de U. brizantha (4x), U. decumbens
(4x) e U. ruziziensis (2x), com o mapeamento fisico dos sitios de rDNA 5S e 45S. Os
resultados revelaram maiores detalhes a respeito dos sitios. Em U. ruziziensis, sinais de
rDNA 5S foram localizados no brago curto do par cromossémico 2 e no braco longo do par
6. Sitios de rDNA 45S encontraram-se no braco curto do par cromossémico 8, colocalizados
com bandas CMA. U. brizantha apresentou sitios de rDNA 5S nos pares cromossémicos 8
e 15, ambos no brago longo, sendo tanto ausente quanto presente em estado de hemizigose
no Gltimo. No par 12, o sinal foi detectado no brago curto. Os sinais de rDNA 45S foram
encontrados nos bracos curtos dos pares 7 e 13. Em U. decumbens, sinais de rDNA 5s foram
localizados nos pares 4, 7, 10 e 13, todos nos bragos cromossémicos longos, exceto no par
7. No par 4, o sitio estava em hemizigose. Os sinais de rDNA 45S foram detectados no
braco curto dos cromossomos 9 e 11, sendo o par 11 heteromdrfico em relagdo ao seu
comprimento total e morfologia. Todos os sitios detectados estavam localizados na regido

intersticial-proximal.

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).
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3.2 Material vegetal

Foram avaliados acessos diploides de U. brizantha, U. decumbens e acessos
poliploides de U. dictyoneura (Tabela 1). As plantas sdo provenientes do Banco de
Germoplasma de Brachiaria da Embrapa Gado de Corte Campo Grande — MS (Coordenadas:
latitude: 20° 25°307" S longitude: 54° 43"367" W) e atualmente sdo mantidas em vasos, em

casa de vegetacdo no Departamento de Biologia da UFLA.

Tabela 1 - Identificacdo dos acessos de Urochloa

Espécie Acessos Procedéncia
U. brizantha B105 Quénia
U. decumbens D04 Etidpia
U. dictyoneura DT 158 e Dt 159 Etiopia

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, 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 sera transferida para solugdao enzimatica 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. Apds a digestdo, os meristemas foram
macerados sobre lamina em solucédo 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 sobreposicao, foram selecionadas
para a FISH.

3.4 Hibridizacéo in situ — FISH

O mapeamento das regides de rDNA foi feito nos acessos diploides de U. brizantha
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e U. decumbens e nos acessos poliploides de U. dictyoneura por meio da FISH. Foram
utilizadas como sondas as sequéncias de rDNA 5S (pTa794) e 35S (pTa71l; 18S-5.8S-25S),
provenientes do genoma de Triticum aestivum Linnaeus.

As sondas de rDNA 35S e 5S foram marcadas com biotina e digoxigenina,
respectivamente, por meio da reagao “nick translation”. Cada reagdo de marcacao teve 1 pg
de DNA da sonda, tampdo de reacdo (0.5 M Tris HCI pH 7,5, 50mM MgClz), nucleotideos
(dATP, dCTP e dGTP a 0.5 mM cada), nucleotideo marcado (0.33 mM dTTP + 0.16 mN
dUTP marcado com digoxigenina ou biotina), 0.02 U de DNAse | e 0.5 U de DNA
Polimerase | em um volume final de 25 pL.

As preparacdes cromossdmicas foram rapidamente fixadas em solugdo de etanol
acido acético na proporcdo de 3:1 e secas ao ar. Foram aplicados 100 pL de solucéo
formamida 70% em SSC 2x nas laminas que ap0os cobertas com laminula 20x40 mm foram
colocadas em estufa a 85 °C por 1 min e 10 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 hibridizacdo consistira de 50% formamida,
2xSSC, 10% dextran sulfato, 80 ng/uL de DNA das sondas marcadas de rDNA de 45S e
5S. As sondas foram desnaturadas a 95-98 °C, por 10 min e imediatamente resfriadas em
gelo. Foram aplicadas 20 pL da mistura de hibridizacéo as prepara¢ées cromossdmicas que
foram seladas com laminula. A hibridizacao foi realizada a 37 °C por 48h, 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
e anti- biotina conjugado com FITC, em tampdo TNB, por 1 hora, a 37 °C, em camara
Umida. Apos remocdo da laminula as laminas foram lavadas trés vezes, 5 minutos cada, em
TNT, atemperatura ambiente, sob agitacdo. Apds secagem ao ar as laminas foram montadas
com meio de montagem Vectashield contendo DAPI.

As laminas foram analisadas em microscopio Olympus BX60 equipado com sistema
de epifluorescéncia e camera digital refrigerada, usando filtros especificos para DAPI
(Excitacdo: 330-385 nm; Emissao: 420 nm), FITC (Excitacdo: 490 nm; Emissdo: 525 nm)
e Rodamina (Excitacdo: 400-410 nm; Emissdo: 455 nm. As imagens obtidas foram

processadas para ajustes de brilho e contraste no software Photoshop CS6°.
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3.5 Cariotipos e idiogramas

Os dados morfométricos dos cromossomos das espécies avaliadas foram obtidos a
partir da analise de trés metéafases. As medi¢Ges e a montagem do cari6tipo foram feitas com
o software Drawid (KIROV et al., 2017). Os parametros usados foram: tamanho do braco
curto (s) e longo (I) dos cromossomos; comprimento total do cromossomo i (CTi=1+5s);0
comprimento relativo de cada cromossomo (CR = CTi/CTLH x 100), relagéo de bracos (RB
=1/s); o indice centromérico (IC = s/CTi x 100), o comprimento total do lote haploide (CTLH
= XCTi/2). A nomenclatura usada para descrever a morfologia cromossémica foi feita com
base em Levan et al. (1964) e a localizacdo dos sitios de rDNA determinada por Heslop-
Harrison and Schwarzacher (2011). A simetria cariotipica foi classificada segundo Stebbins
(1971), que avalia as simetrias inter e intracromossomal e Eroglu (2015). Esse ultimo autor
propde o uso da formula (S/Ai= (1 x M) + (2 x SM) + (3 x ST) + (4 x T)/2n ) que inclui a
morfologia cromossémica segundo Levan et al. (1964) e o indice centromérico. Os
cariotipos sdo classificados em totalmente simétrico (S/Ai= 1.0), simétrico (1.0 < S/Ai <
2.0), entre simétrico e assimétrico (2.0 < S/Ai < 3.0), assimétrico (3.0 < S/Ai < 4.0) e
totalmente assimétrico (4.0) (Eroglu 2015). O processamento das imagens, cariogramas e

idiogramas foram feitos com auxilio do software Photoshop CS6°®.

3.6 Citometria de fluxo

Para a quantificacdo do DNA dos acessos de U. dictyoneura, trés amostras de 20-30
mg de tecido foliar jovem de cada espécie foram maceradas com a mesma quantidade de
Pisum sativum L. (padrédo interno de referéncia — Quantidade de DNA 2C = 9,09 pg) em
placa de petri contendo 1 mL de tamp&o MgSO4 gelado para obter a suspenséo nuclear
(DOLEZEL, 1997). Em seguida, 25 uL de iodeto de propidio foram adicionados a
suspensdo. Para cada amostra foram quantificadas pelo menos 10.000 ndcleos. A
quantificacdo do DNA dos acessos de U. brizantha e U. decumbens foi realizada por Corréa
et al. (2020).

A analise foi realizada no citémetro Facscalibur (Becton Dickinson), os histogramas
foram obtidos no software Cell Quest e analisados no software WinMDI 2.9. O conteldo

de DNA foi estimado em picogramas (pg).
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4 RESULTADOS

4.1 Numero cromossémico e tamanho do genoma

Para 0s acessos diploides de U. brizantha (B105) (Figura 1-B) e U. decumbens (D04)
foram confirmados 18 cromossomos (Figura 1-A) e conteddo de DNA de 1.79 pg e 1.44 pg
(Tabela 2), respectivamente. Os acessos tetraploides de U. dictyoneura (DT158 e DT159)
(Figuras 1-D, 1-C) apresentaram 24 cromossomos e conteido de DNA de 2.83 pg e 3.12 pg
(Tabela 2), respectivamente.

Figura 1. Metéafases de (A) U. decumbens D04 (2n = 2x = 18), (B) U. brizantha B105 (2n
=2x = 18), (C) U. dictyoneura DT158 (2n = 4x = 24) e (D) U. dictyoneura
DT159 (2n = 4x = 24). Em verde: sitios de rDNA 35S; Em vermelho: sitios de rDNA 5S.
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Tabela 2. Contetdo de DNA e comprimento total do lote haploide (CTLH) em espécies de
Urochloa.

Acesso Quantidade ~ Valor C (Mbp C%)  Valor Cx (Mbp Cx*)  Nivelde CTLH
de DNA (pg) ploidia (um)
U. decumbens 1.44 pg* 704 704 2X 25.16
(D04)
U. brizantha 1.79 pg* 870 870 2X 26.34
(B105)
U. dictyoneura 2.83 pg 1384 691 4x 39.29
(DT158)
U. dictyoneura 3.12 pg 1526 763 4x 30.58
(DT159)

Mbp = Mega pares de bases. Valor C = conteido de DNA gamético. Valor Cx = Contetido de DNA por
genoma. *Corréa et al. (2020)

4.2 Andlise dos cariotipos

A férmula cariotipica encontrada para as especies diploides U. decumbens e U.
brizantha foi 9m conforme classificacdo de Levan (1964) e cariotipos simétricos, pois
foram enquadrados na categoria 1A de Stebbins (1971) e no indice S/Ai =1, de acordo com
os critérios de Eroglu (2015). Em U. decumbens, o comprimento do menor e maior
cromossomos representam 8.45% e 13.74% do comprimento total do lote haploide (Tabela
3). Para U. decumbens foram identificados quatro sitios de rDNA 5S nos pares
cromossdmicos 6 e 8, ambos em regido intersticial, e dois sitios rDNA 35S na regido

terminal do par cromossémico 2 (Figura 2-B)
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Tabela 3. Morfometria dos cromossomos de Urochloa decumbens (acesso D04): comprimento
do brago longo (L), comprimento do brago curto (S), comprimento total dos
cromossomos (CTi), comprimento relativo (CR) em um, razéo entre bracos (RB),
indice centromérico (IC) e Comprimento total do lote haploide (CTLH). Morfologia
cromossOmica determinada segundo Levan et al. (1964). * Cromossomos portadores
dos sitios de rDNA 35S; 2 cromossomos portadores dos sitios de rDNA 58S.

Pares L S CTi CR RB IC Morfologia
1 1.92 1.54 3.46 13.74% 1.25 44,5 m
2 1.78 1.42 3.20 12.71% 1.25 44.4 m!
3 1.80 1.28 3.08 12.24% 1.40 41.7 m
4 1.63 1.29 2.92 11.61% 1.27 44.1 m
5 1.62 1.21 2.83 11.25% 1.34 42.3 m
6 1.47 1.26 2.73 10.84% 1.17 46.0 m?
7 1.39 1.11 2.51 9.96% 1.25 44.4 m
8 1.26 1.06 2.32 9.22% 1.19 45.6 m?
9 1.12 1.01 2.13 8.45% 1.11 47.3 m

Em U. brizantha, o maior par cromossémico representa 13,91% do comprimento

total do lote haploide, enquanto o menor par possui uma representatividade de 7.82%

(Tabela 4). Foram identificados dois sitios rDNA 5S no par cromossdmico 5, em regido

intersticial, e dois sitios de rDNA 35S na regido terminal do par cromossémico 4 (Figura

2-A).
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Tabela 4. Morfometria dos cromossomos de U. brizantha (acesso B105): comprimento do
bragco longo (L), comprimento do brago curto (S), comprimento total dos
cromossomos (CTi), comprimento relativo (CR) em pum, raz&o entre bragos (RB),
indice centromérico (IC) e Comprimento total do lote haploide (CTLH).
Morfologia cromossdémica determinada segundo Levan et al. (1964). ‘!
cromossomos portadores dos sitios de rDNA 35S; 2 cromossomos portadores dos
sitios de rDNA 5S.

Pares L S CTi CR RB IC  Morfologia
1 2.13 1.53 3.67 13.91% 1.39 41.8 m
2 1.93 1.48 3.42 12.98% 1.30 43.4 m
3 1.93 1.36 3.29 12.48% 1.42 41.3 m
4 1.75 1.45 3.19 12.12% 1.21 45.3 m*
5 1.72 1.32 3.04 11.53% 1.30 43.5 m?
6 1.61 1.25 2.86 10.88% 1.28 43.8 m
7 1.42 1.13 2.55 9.69% 1.26 44.3 m
8 1.26 1.00 2.26 8.59% 1.25 44.4 m
9 1.13 0.93 2.06 7.82% 1.21 45.3 m

Os acessos de U. dictyoneura sdo poliploides com férmula cariotipica de 6m
conforme classificacdo de Levan (1964), com 24 cromossomos cada e cariétipos simétricos,
classificados como 1A, segundo Stebbins (1971) e indice S/Ai = 1, conforme parametros
de Eroglu (2015). Os cariogramas e idiogramas destes acessos foram organizados
considerando a autopoliploidia sugerida para a espécie com base nos estudos de meiose
(RISSO-PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE, 2006) corroborado pelos dados de
morfometria cromossémica e pelo namero e posicdo dos sitios de rDNA obtidos nesse
estudo. No acesso DT158, o comprimento total do lote haploide é de 39.29 um, sendo que
0 maior quarteto cromossémico possui 3.98 ume o menor, 2.63 um, representando 10.13%
e 6.69% do comprimento total do lote haploide, respectivamente (Tabela 5). Neste acesso
foram evidenciados oito sitios de rDNA 5S, no quarteto cromossémico 2, em regido
intersticial e no quarteto cromossémico 4, em regido intersticial, contiguos aos sitios de

rDNA 35S, 0s quais ocupam a posicao terminal nos cromossomos (Figura 2-C).
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Tabela 5. Morfometria dos cromossomos de U. dictyoneura (acesso DT158): comprimento
do braco longo (L), comprimento do braco curto (S), comprimento total dos
cromossomos (CTi), comprimento relativo (CR) em um, razdo entre bracos (RB),
indice centromérico (IC) e Comprimento total do lote haploide (CTLH).
Morfologia cromossomica determinada segundo Levan et al. (1964). !
cromossomos portadores dos sitios de rDNA 35S; 2 cromossomos portadores dos
sitios de rDNA 5S.

Pares L S CTi CR RB IC Morfologia
1 2.24 1.74 3.98 10.13% 1.28 43.86 m
2 2.10 1.54 3.64 9.27% 1.37 42.33 m?
3 1.89 1.48 3.38 8.59% 1.28 43.93 m
4 1.73 1.39 3.11 7.92% 1.24 44.56 m*?
5 1.58 1.33 2.91 7.40% 1.19 45.62 m
6 1.43 1.20 2.63 6.69% 1.19 45.69 m

Para 0 acesso DT159 de U. dictyoneura, o comprimento do maior quarteto de
cromossomos foi de 3.13 um, representando 10.04% do comprimento total do lote haploide,
e do menor de 2.00 um, o que equivale a 6.80% do comprimento total do lote haploide
(Tabela 6). O numero e a posi¢do de sitios de rDNA 35S e 5S sdo similares ao observado
para 0 acesso DT158 (Figura 2-D).

Em ambos acessos de U. dictyoneura, os sitios de rDNA 5S séo nitidamente

heteromorficos, inclusive entre cromossomos do mesmo quarteto (Figura 2C e 2D)

Tabela 6. Morfometria dos cromossomos de U. dictyoneura (acesso DT159): comprimento
do braco longo (L), comprimento do brago curto (S), comprimento total (CTi),
comprimento relativo (CR) em um e razao entre bracos (RB), indice centromérico
(1C) e Comprimento total do lote haploide (CTLH). Morfologia cromossémica
determinada segundo Levan et al. (1964). * Cromossomos portadores dos sitios de
rDNA 35S; 2 cromossomos portadores dos sitios de rDNA 5S.

Pares L S CTi CR RB IC Morfologia
1 1.78 1.29 3.07 10.04% 1.38 41.99 m
2 1.59 1.22 2.80 9.17% 1.31 43.37 m?
3 1.47 1.17 2.64 8.63% 1.26 44.34 m
4 1.32 1.15 2.46 8.05% 1.15 46.54 m*?
5 1.27 0.96 2.24 7.31% 1.32 41.99 m
6 1.14 0.94 2.08 6.80% 1.22 45.04 m
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Figura 2. Cariogramas de (A) U. brizantha acesso B105 (2n = 2x = 18), (B) U. decumbens
acesso D04 (2n = 2x = 18), (C) U. dictyoneura acesso DT158 (2n =4x = 24) e
(D) U. dictyoneura acesso DT159 (2n = 4x= 24). Em verde: sitios de rDNA 35S;
Em vermelho: sitios de rDNA 5S.
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Figura 3. Idiogramas de (A) U. brizantha acesso B105 (2n = 2x = 18), (B) U. decumbens
acesso D04 (2n = 2x = 18), (C) U. dictyoneura acesso DT158 (2n = 4x = 24) e
(D) U. dictyoneura acesso DT159 (2n = 4x= 24). Em verde: sitios de rDNA 35S;
Em vermelho: sitios de rDNA 5S.
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5 DISCUSSAO

Para os acessos B105 de Urochloa brizantha e D04 de Urochloa decumbens, o
nimero cromossdémico encontrado (2n = 2x = 18) corroborou os dados descritos
previamente por outros autores (PENTEADO et al., 2000; PINHEIRO, 2000; NIELEN et
al., 2010; RICCl et al., 2011; MORAES et al., 2019; CORREA et al., 2020).

A classificacdo atribuida a morfologia dos cromossomos de U. brizantha 2x
coincide com as analises anteriores. Bernini e Marin-Morales (2001) reportaram para
acessos tetraploides, todos 0s cromossomos metacéntricos, exceto um par classificado
como submetacéntrico. Nani et al. (2016), empregaram 3-mM 8-hidroxiquinoleina, por 5h
a -4C° como bloqueador mitotico e analisaram a morfologia cariotipica na cultivar
tetraploide Marandu de U. brizantha, na qual todos os cromossomos foram classificados
como metacéntricos. Contudo, em anélises feitas por Nielen et al. (2010), tambem
utilizando no pré-tratamento 8-hidroxiquinoleina (2-mM, por 1h em temperatura ambiente
e 2h a 4C°), com acessos diploides e tetraploides de U. brizantha, os cromossomos do
acesso tetraploide U. brizantha cv. Marandu foram considerados metacéntricos, com
excecdo dos pares 3 e 14 que foram classificados como submetacéntricos. No acesso
diploide foi relatado cinco pares submetacéntricos, trés pares metacéntricos e um par
subtelocéntrico. Observando as imagens publicadas pelos autores, percebe-se que os
cromossomos analisados estavam em estagios prometafasicos e ndo foram organizados em
ordenamento descrescente de tamanho na montagem dos cariogramas, conferindo
caracteristicas diferentes a descricdo cariotipica quando os dados sdo comparados com
outros estudos.

A diferenca na classificagdo dos cromossomos como metacéntricos e
submetacéntricos entre as analises é possivelmente causada por varia¢des na condensagéo
dos cromossomos nas metafases, inerente aos efeitos dos inibidores mitéticos utilizados
durante o pré-tratamento. As diferentes substancias quimicas empregadas na obtencéo de
c-metafases possuem diferentes propriedades e modos de acdo e 0s cromossomos, levando
a diferencas no padréo de condensacdo e afetando o tamanho dos cromossomos (MORAES
et al., 2019). Para diminuir tais efeitos, as metafases utilizadas no presente estudo foram
selecionadas seguindo padr6es similares de condensacao.

A simetria cariotipica de U. brizantha 2x, classificada segundo Stebbins (1971) e

Eroglu (2015), assemelha-se as avaliagbes cariotipicas realizadas anteriormente para
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acessos tetraploides (BERNINI E MARIN-MORALES, 2001 e NANI et al., 2016). Os
diferentes indices de assimetria cariotipica permitem a comparacdo e determinacdo das
relacGes evolutivas entre géneros, familias e espécies (EROGLU, 2015).

O numero de sitios de rDNA 35S encontrados neste estudo estdo de acordo com
resultados obtidos por Nielen et al. (2010) em andlise de um acesso diploide de U.
brizantha. Em comparacdo com 0s acessos tetraploides, os dados também condizem
porporcionalmente com os encontrados por Nielen et al. (2010) e Akiyama et al. (2010) que
identificaram quatro sitios de rDNA 35S, em posicdo terminal. Nani et al. (2016)
reportaram que entre dez plantas de U. brizantha cv. Marandu (4x) analisadas, cinco
apresentaram nimero constante de sitios entre suas células, sendo uma delas com trés e as
demais com quatro sitios. As outras apresentaram nimero de sitos de rDNA35S variando
de dois a quatro entre células da mesma planta.

Os resultados obtidos para o nimero e posicdo do sitio rDNA 5S tambem estéo de
acordo ao encontrado para um acesso diploide de U. brizantha por Nielen et al. (2010). Em
relacdo aos acessos tetraploides, o resultado é condizente proporcionalmente ao relatado
para um acesso analisado por Akiyama et al. (2010). Contudo, Nani et al. (2016)
identificaram a presenca predominante de seis sitios rDNA 5S na U. brizantha cv. Marandu,
também identificados em analise de Akiyama et al. (2010) no mesmo acesso. Os dois
autores também reportaram outras variagdes como quatro e cinco sitios de genes
ribossomais 5S.

Os loci de rDNA, assim como as regides teloméricas sdo constituidos de sequéncias
repetitivas que sdo regides preferenciais para a ocorréncia de fragmentacéo e rearranjos
cromossdmicos que afetam a estabilidade gendmica (DVORACKOVA, 2015). Ainda de
acordo com Rosato et al. (2017) a amplificacao e delecdo de genes ribossomais sdo comuns
em diversos grupos de plantas e promovem rearranjos dessas regifes ao longo do tempo
evolutivo. Modificacbes na organizacdo gendmica de rDNA podem ocorrer também como
resultado de intensa selecdo agrondmica, principalmente em acessos de origem artificial.
Variacdes intraespecificas para os sitios de rDNA ndo foram observadas nos acessos
diploides de Urochloa avaliados nesse estudo.

Para U. decumbens, os dados referentes a morfologia cromossémica encontrados
neste estudo corroboram a pesquisa realizada por Bernini e Marin-Morales (2001) em que
reportaram 18 cromossomos, todos metacéntricos também em um acesso diploide.
Contudo, em um acesso tetraploide de U. decumbens foi relatada a existéncia

hetermorfismo no par 11 em relagdo ao comprimento total e morfologia cromossémica,
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sendo classificados como submetacéntrico (BERNINI; MARIN-MORALES, 2001). O
heteromorfismo também foi observado na cultivar Basilisk de U. decumbens analisada por
Nani et al., (2016). Esses autores relacionaram a variagcdo morfoldgica do par cromossémico
11 a ocorréncia de uma constricdo terciaria no braco longo de um dos cromossomos
homdlogos. No cromossomo menor, 0s autores sugeriram que tenha ocorrido uma delegéo
envolvendo a regido da constricdo terciaria. Essa constricdo ndo foi observada no acesso
diploide de U. decumbens avaliado nesse estudo

A simetria cariotipica encontrada para o acesso D04 de U. decumbens corrobora a
avaliacdo realizada por Bernini e Marin-Morales (2001) e Nani et al. (2016) que
classificaram os caridtipos dos acessos diploides e tetraploides como simétricos, nas
categorias 1A e 2A, respectivamente.

As descrictes dos nimeros de sitios de rDNA 35S observadas em U. decumbens 2x
sdo proporcionalmente condizentes ao encontrado por Nani et. al (2016) no acesso
tetraploide de U. decumbens cv. Basilisk, no qual foram observados dois pares de
cromossomos com sitios de rDNA 35S. Essa correlacdo ndo foi observada para os sitios de
rDNA 5S, pois Nani et al. (2016) descreveram quatro pares portadores desse loci, entretanto
um deles em estado de hemizigose. Na analise citogenética convencional do acesso diploide
D05, Bernini e Marin-Morales (2001) ndo relataram a presenca de satélite nos
cromossomos, que é a regido onde foram localizados os sitios de rDNA no cariétipo do
acesso de U. decumbens 2x avaliado nesse estudo. Essa diferenca entre os cariotipos pode
ser relacionada a dificuldade de identificar os satélites nos cromossomos via coloracéo
convencional e potencializada pela caracteristica dos cromossomos de Urochloa de
apresentarem condensacdo tardia das regifes terminais, que constantemente apresentam
extensdo nas fibras da cromatina, especialmente na regido ribossomal 35S, como relatado
por Nani et. al (2016), Moraes et al. (2019) e Corréa et al. (2020).

As analises sobre 0s genomas de Urochloa foram realizadas por Paula et al. (2017)
e Corréa et al. (2020) por meio da hibridizacdo in situ genémica (GISH). No estudo de
Corréa et al. (2020), os resultados mostraram hibridizacdo completa do DNA genémico
(yDNA) do acesso diploide de U. brizantha em todos os cromossomos da diploide U.
decumbens, indicando que as duas espécies possuem alto grau de homologia entre seus
genomas. Entretanto, a GISH reciproca com o gDNA de U decumbens 2x em U. brizantha
2x revelou um menor grau de hibridizagdo entre os cromossomos de ambas espécies, sendo
sugerido que U. brizantha 2x possui uma maior diversidade de sequéncias repetitivas que
U. decumbens 2x (CORREA et al. 2020). Os padrdes de hibridizagdo conduziram a
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elucidacéo das relagdes gendmicas envolvendo as espécies diploides e as identificacfes dos
seus genomas, sendo proposto, por Corréa et al. (2020), B!B! para U. brizantha e B B* para
U. decumbens, os quais também apresentam homeologia com o genoma B2B? de U.
ruziziensis (PAULA; SOUZA SOBRINHO; TECHIO, 2017).

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam que ha também similaridade
cariotipica (morfologia cromossémica e simetria), entre ambas espécies, exceto para
namero e posicdo de sitios e rDNA. De acordo com Guerra (2012) esses sitios tem sido
frequentemente usados como uma ferramenta adicional para estimar a similaridade
cariotipica entre as espécies ou para entender a evolucdo cariotipica nesses grupos.
Contudo, existem algumas restricdes quanto ao uso dos mesmos para identificar
homologias cromossémicas. Em Urochloa, por exemplo, esses sitios sdo reconhecidos por
apresentarem alta plasticidade e apresentarem variagéo intra e interespecifica (Nani et al.,
2016). O comportamento variavel dos sitios de rDNA é comum e pode ser atribuido a
inversdes cromossdmicas, amplificagdes, translocacdes e a atividade de retrotransposons
(KSIAZCZYK et al., 2010). Para Urochloa, é recomendavel maior precaucdo no emprego
de cariotipos baseado exclusivamente no mapeamento dos sitios de rDNA para
interpretacdes taxondmicas e evolutivas.

Para 0s acessos DT158 e DT159 de Urochloa dictyoneura, 0 nimero cromossdmico
encontrado (2n = 4x = 24) corroborou os dados descritos previamente em estudos meidticos
realizados por Risso-Pascotto et. al (2006) no qual os cinco acessos de U. dictyoneura
analisados, provenientes da colecdo de Urochloa do Banco de Germoplasma da Embrapa
Gado de Corte, apresentaram 2n = 24 com configuracao tipica de tetraploides revelando um
novo namero basico para o género de x=6. Foram observadas associacdes
predominantemente em bivalentes, durante a diacinese, sendo relatadas também a formacéo
de uni, tri e tetravalentes. Em um dos acessos analisados, foi identificada a associacdo dos
24 cromossomos em seis tetravalentes. De acordo com Singh (1993), tais configurac@es de
pareamento sdo esperadas na associacdo entre quatro cromossomos homdlogos em
autotetraploides. Neste contexto, as autoras sugerem que U. dictyoneura seja uma espécie
autopoliploide em avancada diploidizacdo de seu cariétipo.

Para ambos acessos de U. dictyoneura todos os cromossomos foram classificados
como metacéntricos, e a simetria cariotipica, estabelecida segundo critérios de Stebbins
(1971) e Eroglu (2015), simétrica para os dois caridtipos. A discrepancia existente nos
valores do comprimento total do lote haploide entre os acessos pode ser atribuida a

diferencgas no grau de condensagéo dos cromossomos.
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A localizac&o dos genes ribossomais atraves da FISH em acessos de U. dictyoneura
foi realizada pela primeira vez neste estudo. Em ambos 0s acessos as sequéncias de rDNA
foram detectadas nos mesmos pares e posi¢do nos cromossomos, demostrando, assim como
observado através dos dados morfométricos, grande similaridade entre os cariétipos e
ratificando a proposta de autopoliploidia para a espécie. A ocorréncia de heteromorfismo
observada para os sitios de rDNA 5S deve-se ao fato da organizacdo desses genes em
clusters génicos de unidades repetitivas em tandem, com regides codificadoras e
espacadoras, sendo a maioria das divergéncias encontradas entre essas regides
consequéncia de diferentes tamanhos de regides espacadoras contidas nos clusters génicos
(GOTTLOB-MCHUGH et al. 1990). As regides espacgadoras representam a maior porcao
das sequéncias repetitivas, e permanecem transcricionalmente silenciadas o que, em muitas
espécies, envolve um grande nivel de condensacdo (NEVES et al., 2005)

O contetdo de DNA estimado para os dois acessos diploides de U. brizanta e U.
decumbens (870 Mbp C* e 704 Mbp C* respectivamente) é proporcional ao encontrado
para as respectivas cultivares tetraploides Marandu e Basilisk (1404 Mbp C* e 1633 Mbp
CY, variando, e com tendéncia a crescimento, de acordo com o nivel de ploidia
(ISHIGAKI, 2010; TIMBO, 2014). O contetido de DNA encontrado nos acessos DT158 e
DT159 de U. dictyoneura (1384 Mbp C* e 1526 Mbp C™* respectivamente) é similar ao
encontrado para outras espécies tetraploides do género (ISHIGAKI, 2010; TIMBO, 2014a)
ratificando a origem tetraploide dos acessos analisados neste estudo.

De acordo com a classificacdo estabelecida por Leitch et al. (2005), os genomas dos
acessos diploides de U. brizantha e U. decumbens e dos tetraploides de U. dictyoneura sdo
considerados pequenos, por possuirem valores inferiores a 3.5pg. A diferenca observada no
contetdo de DNA entre as duas espécies diploides avaliadas e também entre 0s acessos de
U dictyoneura pode ser atribuida a proporcdo de DNA repetitivo contido nos genomas.
Regides com atividades variadas de elementos transponiveis, e conteido de DNA
repetitivo, sdo apontadas como principal fator de variacao relacionado ao conteido de DNA
entre espécies proximas (BENNETZEN; MA; DEVOS, 2005).

Estudos meioticos especificos, cariotipagem molecular com outros marcadores e
analises com GISH para os acessos analisados neste estudo, e 0s demais do banco de
germoplasma, sdo recomendaveis para certificar a identificacdo da autopoliploidia em U.
dictyoneura, e identificar os genomas e a origem dos mesmos, assim como determinar o
grau de homologia ou homeologia gendmica com as demais espécies do género.

O célculo da assimetria cariotipica € um dado conhecido nas analises cariotipicas
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sendo possivel o emprego de diversas formulas. A classificacdo segundo Eroglu (2015)
permite a comparagdo do caridtipo entre diversos grupos de organismos, utilizando-se de
calculos que divergem dos utilizados na classica classificacdo da assimetria cariotipica em
plantas feita por Stebbins (1971). Nesta analise, ndo houve divergéncia nas classificaces
dos cariétipos obtidas com os dois parametros, demonstrando que ambas podem ser
empregadas para analise de similaridade cariotipica em Urochloa.

6 CONCLUSOES

Os acessos diploides de Urochloa brizantha e Urochloa decumbens aprsentaram
cariotipos simétricos, com 9 pares de cromossomos metacéntricos.

Houve variacdo em relagdo ao numero e localizagéo dos sitios de rDNA.

Ha similaridade cariotipica entre os acessos de Urochloa dictyoneura, incluindo
namero e localizacdo dos genes ribossomais. Os dados cariotipicos corroboram a origem
autopoliploide da espécie.
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