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Analise das configuracoes de pareamento na meiose de acessos hexaploides de U. humidicola
(Rendle) Morrone & Zuloaga

As normas estdo de acordo com a revista CBAB- Crop Breeding and Applied Biotechnology

RESUMO

Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga ¢ uma espécie forrageira no Brasil que tem sido
alvo de programas de melhoramento genético e de interesse para estudos citogenéticos. O presente
trabalho avaliou as configuracdes de pareamento em diacineses e metafases I dos acessos HO16 e
HO031 de U. humidicola, por meio de andlises convencional e hibridizagdo in situ fluorescente
(FISH). Ambos os acessos apresentaram pareamento irregular com formagdo de univalentes e
multivalentes, mas com maior frequéncia de formacao de bivalentes tanto nas diacineses quanto nas
metafases [. A taxa de univalentes foi maior no aneuploide HO31. No acesso H016, foram
observados 16 sinais da sonda UroSat-1a, enquanto o nimero de sinais de rDNA 5S variou entre
cinco a nove. No acesso HO31, ambas as sondas apresentaram variacdo no numero de sinais, sendo

entre trés a sete para UroSat-1A e sete a 13 para a sonda rDNA 5S.

Palavras-chave: Brachiaria; FISH; Aneuploidia; Homeologia; Anormalidades meidticas.

INTRODUCAO

Urochloa P. Beauv. [Sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.], pertencente a familia Poaceae, tem seu
centro de origem na Africa Oriental (Jungmann et al. 2010) e reune espécies distribuidas pelas
regides tropicais e subtropicais do mundo (Morrone e Zuloaga, 1992, 1993). Algumas sdo utilizadas
como forrageira e por isso apresentam grande importancia econdmica. Entre elas, destacam-se as
espécies pertencentes ao complexo agamico ‘brizantha’ (Urochloa decumbens (Stapf) R.D.

Webster; Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich.) R.D. Webster e Urochloa ruziziensis (R. Germ.
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& C.M. Evrard) Morrone & Zuloaga) e ao complexo ‘humidicola’ (Urochloa humidicola (Rendle)
Morrone & Zuloaga e Urochloa dictyoneura (Fig. & De Not.) Veldkamp).

U. humidicola é popularmente conhecida por grama koronivia ou braquiarinha (Brasil) (CABI,
2022) e se destaca por apresentar boa adaptacdo a solos pobres (Lapointe e Miles 1992, Rao et al.
1996) e areas sujeitas a alagamentos temporarios (Machado et al. 2010, Paciullo e Gomide 2016).
Pela importancia econdmica em nivel global, essa graminea ¢ alvo de programas de melhoramento,
os quais utilizam os conhecimentos da citogenética para auxiliar no entendimento das relagcdes de
parentesco, determinar graus de afinidades gendmicas e niveis de ploidia que sd@o importantes para o
sucesso nos cruzamentos.

Em relagdo aos estudos citogenéticos, ha divergéncias quanto ao numero basico de
cromossomos ¢ nivel de ploidia de U. humidicola. Inicialmente, Bernini ¢ Marin- Morales (2001),
baseados em descri¢gdes anteriores sobre o numero basico do género, atribuiram a esta espécie x=7 ¢
9, fundamentadas por contagens cromossdmicas empregando coloracdo convencional. No entanto,
em andlises meidticas realizadas por Risso- Pascotto et al. (2006a) em acessos de U. dictyoneura e
por Boldrini et al. (2006b) com U. humidicola, foi descrito um novo niimero basico, x=6, para essas
espécies. A partir dessa informagao, novos estudos retificaram o numero cromossdmico e niveis de
ploidia em Urochloa humidicola para 2n=6x=36 (Boldrini et al. 2011b, Ricci et al. 2011,
Damasceno et al. 2023), 2n=7x=42 (Boldrini et al. 2006b, 2009a, 2010, Damasceno et al. 2023) ¢
2n=9x=54 (Adamowski et al. 2007, Boldrini et al. 2009b, 2011a, Damasceno et al. 2023), formando
uma série poliploide variando de hexaploides e nonaploides, sem registros de diploides e
tetraploides (Damasceno et al. 2023)

No que diz respeito ao modo de reproducdo, os acessos de U. humidicola sdo apomiticos
aposporicos (Jungmann et al. 2010, Hand e Koltunow 2014, Scheben e Hojsgaard 2020), com
excecdo do acesso HO31, o qual ¢ descrito como sexual (Valle e Glienke 1991). Por ser o unico

genoétipo sexual identificado no germoplasma de U. humidicola, esse acesso passou a ter um papel
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importante para o melhoramento genético, pois viabilizou a obtengdo de outros hibridos em
cruzamentos com acessos apomiticos, como o H016 (cv BRS Tupi) (Ricci et al., 2011; Figueiredo,
Nunes e Valle 2012, Assis et al. 2014; Vigna et al. 2016a) e o H027 (Worthington et al. 2019).
Nesse sentido, os acessos HO31 e H016 sdo, frequentemente, estudados de forma conjunta, devido a
alta divergéncia em seus gendtipos e por serem importantes para o melhoramento da espécie (Vigna
et al. 2016b). Outro fator que aumentou a importancia dos estudos em U. humidicola foi a recente
identificacdo de aneuploidia no acesso HO031 (2n=6x=36+1, Damasceno et al. 2023). Essa
informagao impacta diretamente o programa de melhoramento genético, pois € provavel que se trata
de um hibrido (Vigna et al., 2016b, Damasceno et al. 2023), sugerindo que os cruzamentos
realizados ndo utilizaram ‘germoplasma puro’ de U. humidicola.

Em vista disso, estudos meiodticos sdo imprescindiveis, visto que 0s acessos mais estaveis
durante a meiose sdo considerados os melhores para serem utilizados em cruzamentos (Ricci et al.
2011). Andlises meiodticas convencionais realizadas em alguns acessos (Boldrini et al. 2006a,
2006b, 2009a, 2009b, 2010, 2011a, 2011b, Adamowski et al. 2007, Bonetti et al., dados ndo
publicados) e hibridos de U. humidicola (Vigna et al. 2016a) revelaram a ocorréncia de
anormalidades que podem afetar a viabilidade polinica, e consequentemente, a geragdo de sementes
de alta qualidade. Além disso, a meiose pode auxiliar na caracterizagdo das configuracdes de
pareamento que podem contribuir para caracterizar a alopoliploidia proposta para a espécie, devido
a alta homeologia entre os genomas (Sybenga 1992).

Outra técnica aplicada em estudos sobre U. humidicola se trata da hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH), que resulta na marca¢do de sequéncias especificas do genoma (Akiyama,
Yamada-Akiyama e Ebina 2010, Santos et al. 2015, Damasceno et al. 2023, Tomaszewska et al.
2023). Na meiose, essa técnica auxilia na identificacdo dos diferentes tipos de configuragdes de
pareamento (Choudhary et al. 2020), o que contribui para a obten¢do de resultados mais precisos

em relagdo ao comportamento meidtico do acesso estudado.
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Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo analisar as configura¢des de pareamento
em células maes do grao de pdlen (PMCs) de dois acessos hexaploides HO16 e HO31 de Urochloa
humidicola por meio de meiose convencional e pela FISH.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Os acessos de U. humidicola descritos na Tabela 1 foram avaliados nesse estudo. As plantas sdo
provenientes do Banco de Germoplasma de Urochloa (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 vegetagdo no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Tabela 1 — Informacdes gerais dos acessos de U. humidicola.

Identificaciao Numero Numero Quantidade de Modo
EGC CIAT Cromossomico  DNA Nuclear de
(2C¥%) Reproducio
HOl6 26149 2n=6x=362 4.40 pg? Apomitica ®
HO031 26146 2n=6x=36+12 4.45 pg? Sexual ®

* 2C= Tamanho do genoma holoploide;* Damasceno et al., (2023); ® Jungmann et al. (2010); EGC=
EMBRAPA Gado de corte.

Analise meidtica convencional

As inflorescéncias dos acessos U. humidicola foram coletadas, fixadas em solu¢do de Carnoy (3
alcool etilico: 1 acido acético) e armazenadas a - 20 °C.

Quanto ao preparo das laminas, as espiguetas foram excisadas sob microscopio estereoscopio,
para extra¢do das anteras. As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento e as PMCs
foram coradas com carmim propidnico 1%. As avaliagdes foram feitas em microscopio de campo
claro ZeissAxio LabAl (Oberkochen, Alemanha) com sistema de captura de imagens (Camera
AxioCam Ccl). As configuracdes de pareamento cromossOmico (univalentes, bivalentes ou
multivalentes) foram avaliadas em 32 diacineses e 15 metafases [ para o acesso HO16 e 37

diacineses e 15 metafases para o aneuploide HO31.
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Hibridizacao in situ florescente (FISH)

Para FISH, foram usadas as sondas para as sequéncias de rDNA 5S (proveniente do genoma de
Oryza sativa L.) e Urosat-la (Ub2Cl4, com 158 pb. proveniente do genoma de U. brizantha
diploide - acesso B105) marcadas, respectivamente, com bio-16-dUTP e dig-12-dUTP por meio da
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Urosat-la ¢ uma sequéncia satDNA centromérica
identificada no complexo agamico ‘brizantha’ de Urochloa (Corréa et al., dados nao publicados).

Para sonda centromérica, as sequéncias foram amplificadas utilizando: 100 ng do DNA
gendmico, Hot Start Taq mix 1x, 0,4 uM dos primers Fw e Rv, para um volume de 25ul. O
programa de PCR consistiu em desnaturagdo inicial a 95°C por 15 min, 35 ciclos a 95°C por 25 seg,
anelamento a 56°C por 45 seg, extensdo a 72°C por 2 seg e extensdo final a 72°C por 2 seg. Os
produtos da amplificagcdo por analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%.

Anteras fixadas em Carnoy (item Andlise meidtica convencional) foram selecionadas e
submetidas a digestdo em mix enzimatico (celulase Onozuka R10 0,7%, celulase 0,7%, pectoliase
1% e citohelicase 1%) por 1 h e 13 min, a 37 °C. As laminas foram preparadas pela técnica de
esmagamento e as PMCs foram coradas com carmim propionico 1%. Apds a sele¢do das laminas
nos estagios de diacinese e metafase I e resfriamento gradual a 4°C e -20°C, por 10min, as
laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as laminas secadas ao ar.

Posteriormente, as laminas foram tratadas com pepsina 10 pg/mL por 20 min, a 37°C, pos-
fixadas em solucdo de formaldeido 3,7% (SSC 2x) durante 10 min e desidratadas em série alcoolica
(70%, 90% e 100%). A preparagdo cromossdmica foi desnaturada em chapa térmica com mix de
desnatura¢do (formamida 50%, 1x SSC, sulfato de dextran 10%, 300 ng/uL de esperma de salmao e
~40 ng/uL. da ambas as sondas) por 55 segundos a 80°C. Posteriormente, a hibridizacdo ocorreu a
37°C em camara umida, durante 24 horas.

Ap0s 24h, foram realizadas as lavagens de estringéncia (87%) em tampao SSC 2x a 42 °C e,
sem seguida, a deteccdo da sonda foi feita com anti-digoxigenina conjugada com rodamina e

streptavidina conjugada com alexafluor 488, por 1 hora, a 37 °C, em camara umida. Os
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cromossomos foram contrastados com DAPI (4’,6-diamidino-2- phenylindole) em Vectashield
Antifade Mounting medium (1,5 pg/mL) e avaliados em microscopio Olympus BX60 equipado
com sistema de epifluorescéncia e camera digital refrigerada. As imagens foram processadas pelo

software Adobe Photoshop® versao 23.5.2.

RESULTADOS

Ambos os acessos apresentaram pareamento irregular com formagdo de univalentes e
multivalentes (Tabela 2 e Figura 1), sendo a primeira mais frequentemente observada no aneuploide
HO031 e a segunda, no HO16 (Tabela 2 e Figura 1). Entretanto, hd predominancia de bivalentes tanto
nas diacineses quanto nas metafases I dos dois acessos (Tabela 2).

Nas diacineses, as médias das configuracdes de pareamento determinadas para cada citotipo
foram 9,6611+3,51I1" para o acesso HO16 e 0,621+13,9211+1,97III" para o aneuploide HO31. Nas
metafases I, essas médias foram 0,41+7,7311+3,8I1I" (HO16, 2n =6x= 36) e 0,671+8,6711+311I"
(HO31, 2n = 6x=36+1).

Tabela 2 — Frequéncias de pareamentos e intervalo de distribuicdo (em parénteses) em diacineses e

metafases I dos acessos HO16 e HO31 de U. humidicola.

Configuracoes de Pareamento

Acesso Diacineses Metafases I

I II I+ I 11 I+

0,0% 73,40%  26,60% | 3.35% 64.80%  31.85%

HO16
(0) (5-14) (2-3) | (0-2) (3-12) 2-7)

3,76%  84.29%  11.95% |5.41% 70.27%  24.32%

HO31
0-2)  (5-18) (0-6) | (0-2)  (5-12)  (2-4)
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Legenda: I, univalente; I1, bivalente; I1I+, multivalente.
Fonte: Do autor (2023).

Figura 1: Diacineses ¢ metafases I dos acessos HO16 (a; b) e HO31 (c; d) de U. humidicola

exibindo univalentes (ponta da seta) e multivalentes (seta). Barra: 10 pm.

Em relac¢do a FISH, no acesso HO31 (Figura 2 e Figura 3 G-L), o numero de sinais Urosat-1a
variou entre trés a sete nas células analisadas. Em relagdo a sonda rDNA 5S, o niumero de sinais
variou entre sete a 13 sitios por célula. Além disso, foram observadas configuragdes de pareamento
contendo cromossomos com e sem sinais FISH tanto para rDNA 58S (Figura 3 C) quanto para sonda

centromérica (Figura 2 I)
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157  Figura 2: Hibridizag¢do in situ em diacineses do acesso HO31 de U. humidicola com as sondas
158  Urosat-1a (vermelho) e rDNA 5s (verde). (A-C) Trivalente contendo apenas um sinal de rDNA 58S
159  (seta amarela); (D-F) Trivalente contendo trés sinais de rDNA 5S (seta amarela); (G-I) Bivalentes
160 com um e dois sinais centroméricos (setas azuis) € com um e dois sinais de rDNA 5S (setas

161  amarelas); configuragdo multivalente com dois sinais (seta roxa). Barra: 10 pm.

Sobrepozicio

162

163

164 No acesso HO16 (Figura 2A-F), foram observados 16 sinais da sonda Urosat-la em todos os
165  meidcitos avaliados. Por outro lado, a quantidade de sinais de rDNA 5S variou entre cinco a nove
166  (Figura 3 A-F). De forma semelhante, observou-se a marcacao de sinais em apenas alguns

167  cromossomos que integravam o pareamento.



168

169
170
171
172
173
174

13

Figura 3: Hibridizacdo in situ em metafases I dos acessos HO16 e HO31 de U. humidicola com as
sondas Urosat-la (vermelho) e rDNA 5S (verde). Acesso H016: (A-C) com 16 sinais de Urosat-1a
e seis de rDNA 5S e (D- F) com 16 sinais de Urosat-1a e sete de rDNA 5S apresentando bivalente
contendo sinais rDNA 5s e Urosat-1a no mesmo cromossomo (setas amarelas). Acesso H031: (G-I)
com cinco sinais de Urosat-la e 13 de rDNA 5S e (J-L) com cinco sinais de Urosat-la e 11 de

rDNA 5S. Barra: 10 pm.

G Sobreposi¢io
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DISCUSSAO

A observagdo de bivalentes e multivalentes nas diacineses corrobora os resultados encontrados
em avaliagcdes dos acessos HO16 e HO31 por Boldrini et al. (2011b) e Vigna et al. (2016a), bem
como o observado em diacineses de outros acessos hexaploides de U. humidicola (Boldrini et al.
2011b). Além disso, hé relatos de univalentes em diacineses de acessos (2n=6x=36) dessa espécie
(Boldrini et al., 2011b), mas, até entdo, essa configuracdo ndo havia sido descrita para o acesso
HO031 (Vigna et al. 2016a). A maior frequéncia de meiocitos com univalentes ratifica a proposta de
aneuploidia no acesso HO31, visto que em individuos trissdmicos, 0 cromossomo extra pode ndo se
parear ou pode se associar com bivalente, formando um trivalente (Sybenga 1992 e 1975; Singh
2017). O trabalho de Rocha et al. (2019a), ao estudar o comportamento meidtico em hibridos do
complexo ‘brizantha’, demonstrou que o hibrido aneuploide H963 (U. ruziziensis x U. decumbens)
apresentou maiores taxas de anormalidades, indicando que o cromossomo extra pode afetar o
pareamento normal no processo meidtico. Nesse sentido, estudos envolvendo andlises nas demais
fases da meiose, bem como a viabilidade polinica do acesso HO31 sdo imprescindiveis para
observar o impacto da aneuploidia na regularidade do processo.

A sonda UroSat-1a, satélite centromérico das espécies do complexo agdmico ‘brizantha (Corréa
et al., dados ndo publicados), produziu marcacdes centroméricas somente em alguns cromossomos
de ambos os acessos de U. humidicola. No acesso H016, a visualizacdao de 16 marcagdes com essa
sonda também foi constada em metafases mitdticas (dados ndo publicados). Desse modo, ¢
importante considerar que, apesar de possuir fun¢do conservada, o centromero pode apresentar
sequéncias de DNA altamente divergentes (Henikoff et al. 2001; Lee et al. 2005; Oliveira e Torres
2018), at¢ mesmo entre espécies relacionadas, como no arroz (Lee et al. 2005; Oliveira e Torres
2018). Essa variacao se deve a presenca de sequéncias centroméricas altamente repetitivas, sendo os
retrotransposons os principais envolvidos na origem de novas repeti¢des (Oliveira e Torres 2018).

Desse modo, alguns cromossomos do complexo ‘humidicola’ devem ter sequéncias especificas
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(diferentes da Urosat-1a), com maior divergéncia para as sequéncias centroméricas do acesso HO31.
E importante enfatizar que, filogeneticamente, as trés espécies que formam o complexo agimico
‘brizantha’ apresentam divergéncia genética em relagdo ao complexo ‘humidicola’ (Triviio et al.,
2017).

Em relagdo aos sitios ribossomais, um estudo realizado por Damasceno et al. 2023, j4 relatou a
variagdo numérica . Em metafases mitoticas foram observados sitios de rDNA 58S variando entre 12
e 13 somente para o acesso HO31, pois o acesso HO16 exibiu invariavelmente dez sitios. Nesse
sentido, ¢ importante ressaltar que, em andlises meidticas, a visualizagdo desses sitios pode ser
prejudicada, devido as inumeras possibilidades de configuracdes de pareamento e a sobreposicao
dos homodlogos, de modo que alguns sitios aparentam estar associados, o que resulta em diferencas
na contagem de sinais (Rocha et al. 2019b).

As marcagdes centroméricas permitiram mostrar combinagdes de pareamentos: i) entre
Cromossomos com € sem marca centromérica na mesma configuragdo; ii) entre dois ou mais
Cromossomos sem marcagao; iii) com marcacdo em ambos os cromossomos. Essa varia¢ao
demonstra que a homeologia encontrada entre os genomas que compdem os diferentes conjuntos
cromossomicos pode resultar em multiplas associagdes cromossomicas, o que refor¢a a proposta de
alopoliploidia e confirma a presenca de subgenomas na espécie (Sybenga 1992), como ja relatado

para os acessos analisados (Vigna et al. 2016a, Damasceno et al. 2023).

CONCLUSAO

Ambos o0s acessos apresentaram pareamento irregular com formacdo de univalentes e
multivalentes, mas com uma maior frequéncia de formagao de bivalentes nas diacineses e metafases
L

O acesso HO31 apresentou maior frequéncia de univalentes, o que ratifica a proposta de

aneuploidia.
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A marcagdo centromérica em alguns cromossomos com a sonda UroSat-1a pode ser explicada
pela divergéncia encontrada em sequéncias centroméricas entre os cromossomos das espécies do
complexo ‘brizantha’ e do complexo ‘humidicola’.

A ocorréncia de configuragdes uni e multivalentes e a marcagdo de sinais FISH em alguns
cromossomos que integram as configuracdes de pareamento sdo condizentes com a proposta de

alopoliploidia.
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