UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
IMUNOLOGIA E DIP / GENETICA E BIOTECNOLOGIA

Aryane Campos Reis

MAPEAMENTO CROMOSSOMICO DE DNA SATELITE E
COMPORTAMENTO MEIOTICO NO COMPLEXO
POLIPLOIDE Lippia alba (Mill.) N. E. Br.

TESE

JUIZ DE FORA
2017



ARYANE CAMPOS REIS

MAPEAMENTO CROMOSSOMICO DE DNA SATELITE E
COMPORTAMENTO MEIOTICO NO COMPLEXO
POLIPLOIDE Lippia alba (Mill.) N. E. Br.

Tese de Doutorado do Curso de Poés-
Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas: Area:
Genética e Biotecnologia, para obtengcao do
Titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas:
Area: Genética e Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Lyderson Facio Viccini

Juiz de Fora
2017



Aos meus pais,

pelo amor incondicional.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Chegou uma das partes mais dificeis da tese: “os Agradecimentos”. S&o tantas as
recordagdes de momentos especiais que vivi durante o desenvolvimento deste
estudo, que agora, chegado ao final e com os olhos marejados, s6 me resta

agradecer!

A Deus, por sempre iluminar meus caminhos, me dando for¢ca para perseverar e

seguir em frente;

Ao programa de Pés-graduacdao em Ciéncias Biolégicas da UFJF, CAPES, CNPq,
FAPEMIG e a Universidade Federal de Juiz de Fora pelo financiamento do trabalho;

Ao amigo e orientador Lyderson, pela confianca e pelos ensinamentos durante todos
estes anos de convivéncia, que certamente contribuiram para minha formagéo!
Admiro sua dedicagéo ao trabalho e sua generosidade, que o fazem um exemplo de
profissional e de pessoa a ser seguido!

Obrigada pela oportunidade de fazer parte do seu time!

Aos meus pais, Rita e Elton, a minha irm& Danielle, e a tia Maria, pelo exemplo de

vida, compreensao e amor. Ao Anthony, por fazer meus dias mais felizes!

Ao Saulo, por partilhar seus sonhos comigo, por sempre me inspirar e por todos o0s

momentos especiais que passamos juntos dentro e fora do laboratério!

Aos meus padrinhos Isaura e José Augusto por sempre fazer parte de minha vida,
pelos inimeros conselhos, dedicac¢éo e carinho;

Aos professores José Marcello S. Campos e Fatima Regina G. Salimena, que se

tornaram verdadeiros amigos, obrigada pelos ensinamentos e disposi¢cdo em ajudar;



Aos amigos do lab. de genética da UFJF Ana Luiza, Victoria, Elyabe, Camila,
Juliana, Sirlei, Lais, Thais, Shaiany, Amanda, Matheus, Elisa, Dani, Rafaella,
Geovana, Renan e Victor pela parceria e risadas entre um experimento e outro, pela

amizade e trocas de experiéncias;
As secretérias da p6s-graduacgéo Graga e Fernanda, as meninas responsaveis pela

limpeza dos laboratérios Natalia e Mariana e ao Silvioney, pela gentileza e simpatia

em nos atender e ajudar.

Muito obrigada!

“Nenhuma atividade no bem é insignificante. As mais altas arvores sdo oriundas de

minudsculas sementes.”

Chico Xavier.



“Nothing in Biology Makes Sense
Except in the Light of Evolution.”

Theodosius Dobzhansky



RESUMO

Lippia alba (Verbenaceae), é uma espécie herbacea tropical com grande
plasticidade fenotipica e gendmica, amplamente utilizada na medicina popular.
Recentemente, a espécie foi descrita como um novo complexo autopoliploide
contendo cinco nimeros cromossémicos (2x=30, 2x=30+8, 3x=45, 4x=60 e 6x=90),
e esforcos tém sido feitos a fim de entender sua origem e evolugdo. No presente
trabalho, foram descritos perfis cariotipicos mais detalhados da espécie, por meio de
mapeamento cromossoémico utilizando sondas espécie-especificas e andlises do
comportamento meibtico e de viabilidade polinica. A partir do sequenciamento
genbmico de baixa cobertura (lllumina MiSeq), foram desenvolvidos novos
marcadores citogenéticos (denominados CL66 e CL98) os quais foram utilizados
para 0 mapeamento cromossdmico em acessos representando os cinco citétipos do
complexo. Para a andlise meidtica, seis estagios da divisdo (metafase I; anafase | +
teléfase |; metafase |IlI; anafase Il + teléfase Il) foram quantificados, e
aproximadamente, 100 células foram avaliadas para cada estagio. Os mesmos
acessos foram avaliados quanto a viabilidade polinica (1.000 graos de pdlen foram
quantificados para cada individuo). Os resultados da Hibridizagdo Fluorescente in
situ (FISH) revelaram que ambas as repeticoes satélite estdo localizadas na porcao
terminal dos cromossomos. Em geral, a repeticdo CL98 mostrou um padrao uniforme
nos diferentes acessos. Foram observados dois, trés, quatro e seis cromossomos
marcados em diploides, triploides, tetraploides e hexaploide, respectivamente,
revelando que o nimero de cromossomos marcados variou proporcionalmente, de
acordo com o nivel de ploidia do acesso. Por outro lado, a repeticdo CL66
apresentou-se polimoérfica. Variagbes foram observadas entre o0s acessos,
principalmente, entre os individuos diploides. Com relagcdo as analises meioticas,
alto percentual de irregularidade foi observado nos citétipos poliploides. Entretanto,
alguns acessos 2x também mostraram consideraveis erros durante a
microsporogénese. Entre as irregularidades encontradas, destacam-se: pareamento
cromossdmico anormal; segregacdo cromossOmica desigual; cromossomos
perdidos; triades e poliades. Os resultados da viabilidade polinica corroboraram os
dados da meiose. A partir do conjunto de dados obtidos foi possivel concluir que 1) a
metodologia para o desenvolvimento de marcadores cromossOmicos especificos
para L. alba mostrou-se eficiente; 2) as repeticbes satélite exibiram diferentes
comportamentos (estavel e dinamico) no genoma de L. alba; 3) a ocorréncia de
microsporogénese irregular em diploides, associada a viabilidade polinica, sugerem
gque 0s acessos 2x sejam elementos importantes na formacdo do complexo
poliploide e 4) a ampla variacdo cariotipica observada na espécie pode ser
consequéncia de multiplos e independentes eventos de duplicagdo genémica, aliado
a rearranjos cromossdmicos. Possivelmente, L. alba encontra-se em processo de
estabilizacdo do seu cari6tipo tornando a espécie, um importante modelo para
estudos de poliploides naturais nos tropicos.

Palavras-chave: autopoliploidia; citétipo; hibridizagcdo fluorescente in situ;
sequenciamento paralelo em massa; poliploidia.



ABSTRACT

Lippia alba (Verbenaceae) is a tropical aromatic shrub with extensive phenotypical
and genomic plasticity widely used in traditional medicine. Recently, the species was
described as a new natural autopolyploid complex with five distinct chromosome
numbers (2x=30, 2x=30+8, 3x=45, 4x=60 and 6x=90). Strides have been done in
order to understand the cytotypes origin and species evolution. In this study, a
detailed karyotype of L. alba using Fluorescence in situ Hybridization (FISH) with
species-specific probes was described. We also report the meiosis behavior and
pollen viability in sixty accessions. Using massive parallel sequencing (lllumina
MiSeq platform) new cytogenetic landmarks (CL66 and CL98) were chosen for
probing all cytotypes described for the species. For meiotic analysis, the percentage
of abnormalities was quantified, evaluating around 100 cells in six stages
(metaphase |; anaphase | + telophase |; metaphase Il; anaphase Il + telophase II).
Around 1,000 pollen per accession were used to estimate pollen viability. FISH
results revealed that both satDNA arrays are located preferentially on terminal sites
of the chromosomes. In general, the CL98 repeat showed a uniform pattern in
different accessions. We observed 2, 3, 4, and 6 marked chromosomes respectively
in diploid, triploid, tetraploid and hexaploid accessions revealing that the number of
depicted chromosomes varied proportionally according to the ploidy level. On the
other hand, the CL66 repeat was polymorphic. Great variations were observed
among the accessions mainly within the diploids. In general, the meiotic analysis
revealed higher index of abnormalities in polyploid cytotypes. However, some 2x
accessions also showed considerable irregularities during the microsporogenesis.
Desynapsis, unequal segregation, lost chromosomes, triads and polyads were the
most common irregularities observed. Pollen viability analysis corroborated the
meiosis data. It was possible to conclude that 1) the development of specific
landmarks for L. alba was efficient; 2) the karyotypic profiles of both satDNA revealed
different behavior; 3) microsporogenesis analysis and pollen viability of 2x
accessions suggest that diploids are the key point for the origin of the polyploid
complex and 4) independent and multiples events of genome duplication associated
to chromosome rearrangements may have generated great karyotypic variation in the
species. L. alba karyotype is possibly under stabilization process making the species
an important model to study natural polyploids in the tropics.

Keywords: autopolyploidy; cytotype; fluorescence in situ hybridization; massive
parallel sequencing; polyploidy.
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1INTRODUGAO GERAL

A poliploidia ou duplicacdo genbmica corresponde a um dos processos
evolutivos mais frequentes em plantas (OTTO e WHITTON, 2000; SOLTIS et al.,
2005; DE BODT et al.,, 2008; JIAO et al, 2011; SOLTIS e SOLTIS, 2013).
Considerada o principal fator envolvido na especiacao da flora, a poliploidia ocorre
em diferentes linhagens, sendo um processo ubiquo e determinante no incremento
da biodiversidade global (FINIGAN, TANURDZIC e MARTIENSSEN 2012; SOLTIS e
SOLTIS, 2013). Estudos recentes relatam que todas as angiospermas ja passaram,
por no minimo, uma multiplicagdo gendémica durante a sua historia evolutiva, e
inUmeros paleopoliploides estdo distribuidos em todo o globo terrestre (BOWERS et
al., 2003; FAWCETT et al., 2009; JIAO et al., 2011).

Dentre as maneiras de se estudar a duplicagdo gen6mica, a comparacao
entre 0s genomas parentais e poliploides, por meio de andlises citogenéticas,
consiste em uma das abordagens mais eficaz. InUmeros trabalhos relatam a
deteccao de poliploides através de estudos cromossémicos, os quais datam desde o
inicio do século passado (GOODSPEED e CLAUSEN, 1928; STEBINS, 1938;
CHESTER et al., 2010; 2011; RENNY-BYFIEL et al., 2011; BUGGS et al., 2012;
EMADZADE et al., 2014). Dentre as informagdes obtidas por meio das analises
citogenéticas, os dados sobre o numero e a morfometria cromossémica,
comportamento meibtico € os mapas citogenéticos, consistem em abordagens
amplamente utilizadas para a descri¢ao cariotipica. Assim, aliada a outras técnicas,
a citogenética proporciona valiosas informagdes que respaldam inferéncias sobre
evolucao cromossémica em diferentes taxa (CHESTER et al., 2010; 2011; RENNY-
BYFIEL et al., 2011; BUGGS et al., 2012; SOLTIS e SOLTIS, 2013).

Neste contexto, Lippia alba (Verbenaceae) € uma importante espécie
medicinal amplamente empregada na medicina popular e que constitui um excelente
modelo para estudos de poliploidia em plantas tropicais. Formado por cinco
diferentes citétipos, com individuos diploides (2x=30), aneuploide (2n=30+8),
triploides (3x=45), tetraploides (4x=60) e hexaploide (6x=90), o complexo poliploide
L. alba apresenta grande variacdo gendémica e cariotipica (REIS et al.,, 2014).

Analises da microsporogénese realizadas em diferentes acessos sugerem a



19

formacdo do complexo por meio de cruzamentos entre os citétipos envolvendo
gametas nao reduzidos e desbalanceados (REIS et al., 2014; REIS, SOUSA e
VICCINI, 2016). Entretanto, os dados obtidos até o momento sugerem a
necessidade de estudos adicionais empregando metodologias mais direcionadas a
espécie e envolvendo um ndmero superior de acessos para um melhor
entendimento sobre a extensédo da variagao intraespecifica e evolugéo cariotipica de
L. alba.

Assim, no presente trabalho foram desenvolvidos marcadores cromossdémicos
especificos para L. alba (obtidos a partir do sequenciamento paralelo em massa),
bem como seu respectivo mapeamento cromossémico em acessos abrangendo o
cinco niveis de ploidia encontrados na espécie. Além disso, foram realizadas
andlises do comportamento meibtico e da viabilidade polinica em acessos

representando os niveis de ploidia mais frequentes em L. alba (2x, 3x e 4x).
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1.1 DIVERSIDADE GENOMICA EM PLANTAS

1.1.1 VARIACAO NO CONTEUDO DE DNA

As espécies divergem amplamente quanto a constituicio genbémica e
cariotipica, aspectos determinantes para a identificagdo de taxa e caracterizagao da
flora (STEBBINS, 1950). A ampla heterogeneidade de hdabitats, com variagdes
ecolégicas e climaticas, impostas aos individuos exigem adaptacdes dos seres aos
ambientes, e para isso, modificacbes nos respectivos genomas sao necessérias
(BAWA, 1992). Tais alteragdes genémicas sdo essenciais para a manutencéo das
espécies e incremento da biodiversidade (BAWA, 1992; PELLICER et al., 2010).

Dentre os aspectos gendmicos mais divergentes em plantas, podemos citar o
tamanho do genoma nuclear, designado 1C (PELLICER et al., 2010). A plasticidade
e a diversidade de genomas podem ser constatadas quando verificamos as
estimativas de conteudo de DNA de todos os organismos eucariotos que ja tiveram o
tamanho do genoma mensurado. Se considerarmos o menor valor 1C ja descrito,
encontrado no microsporidio parasito Encephalitozoon intestinalis (0,0023 pg) e o
maior valor, que pertence a uma espécie poliploide de angiosperma (Paris japonica
com 152,23 pg de DNA) a variagdo de quantidade de DNA dentre todos os
eucariotos chega a 57 mil vezes (PELLICER et al., 2010).

Com relagdo a diversidade de contetdo de DNA nos diferentes grupos
vegetais, o clado das bridfitas possui estimativas para 236 espécies (Plant DNA C-
values database: banco de dados. Disponivel em: http://data.kew.org/cvalues/),
sendo Notothylas orbicularis e 0 musgo Holomitrium arboretum os representantes
com menor valor 1C descrito (0,17 pg). Por outro lado, o0 maior genoma de briéfitas
pode ser encontrado na hepatica Mylia taylorii (Myliaceae), que possui 1C=7,96 pg
de DNA (LEITCH e LEITCH, 2013). Segundo Kuta e Przywara (2000) os genomas
relativamente pequenos, encontrados neste grupo, podem ser justificados pelos
cromossomos de tamanhos reduzidos e pelos raros eventos de poliploidia ocorridos

durante a evolucao das bridfitas.
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Com relagdo ao conteudo de DNA encontrados nas Pteriddfitas, poucas
estimativas foram realizadas até o momento. Neste clado apenas 128 espécies
tiveram o genoma mensurado, destas, o género Selaginella apresenta os menores
valores 1C (0,086 - 0,24 pg) (Plant DNA C-values database: banco de dados.
Disponivel em http://data.kew.org/cvalues/). As espécies deste género sao diploides
e possuem cromossomos de tamanho reduzido, o que justifica o pouco conteudo de
DNA nuclear encontrado neste clado. Em contrapartida, as espécies de Psilotum e
Tmesipteris sdo caracterizadas por possuirem cromossomos grandes (4,5-18 um) e
varios niveis de ploidia (BROWNSEY e LOVIS, 1987; GREILHUBER e LEITCH,
2013). Nestes géneros os genomas possuem cerca de 70 pg de DNA (BROWNSEY
e LOVIS 1987; GREILHUBER e LEITCH, 2013).

As gimnospermas, embora seja um grupo que apresente poucas estimativas
de quantidade de DNA descritas (se comparado as angiospermas), é o clado mais
bem representado, com aproximadamente 24% das espécies amostradas, o que
corresponde a 355 taxa (LEITCH e LEITCH 2013; Plant DNA C-values database:
banco de dados. Disponivel em http:/data.kew.org/cvalues/). O menor genoma
documentado para as gimnospermas apresenta 2,25 pg de DNA e pertence a
espécie Gnetum ula (Gnetaceae) e 0 maior genoma estimado (36 pg) pode ser
encontrado em Pinus ayacahuite (Pinaceae). A variagdo de 1C neste clado é de
apenas 16 vezes, revelando a uniformidade da quantidade de DNA nas diferentes
espécies de gimnospermas (LEITCH e LEITCH, 2013).

No grupo das angiospermas, esta contido o maior genoma de todos os
eucariotos e o menor genoma de todos os vegetais, 0 que culmina com uma ampla
variagao de conteudo de DNA (cerca de 2.400 vezes). Neste clado, 7.542 espécies
foram avaliadas quanto ao tamanho do genoma (Plant DNA C-values database:
banco de dados. Disponivel em http://data.kew.org/cvalues/). No entanto, apesar de
ser 0 grupo que contém a maior quantidade de individuos analisados, devido a
grande diversidade de espécies, a amostragem torna-se pequena. Apenas 2,14%
das angiospermas foram investigadas quanto ao valor 1C até o momento. As
menores quantidades de DNA registradas pertencem as espécies carnivoras do
género Genlisea (Lentibulariaceae) (FLEISCHMANN et al., 2014). Os genomas de
algumas espécies deste género sdo conhecidos como “ultrasmall genome”, sendo
G. tuberosa a espécie que apresenta o menor valor de conteddo de DNA ja descrito
(FLEISCHMANN et al., 2014). Nesta espécie, o valor 1C, equivale a 61 Mpb (0,062
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pg de DNA), menor valor encontrado para todos os vegetais (FLEISCHMANN et al.,
2014). Por outro lado, a maior quantidade DNA descrita para um eucarioto pode ser
observada em Paris japonica (Melanthiaceae), com 1C=152,23 pg de DNA
(PELLICER et al., 2010). Esta monocotileddnea trata-se de um octaploide com 40
cromossomos (PELLICER et al., 2010).

Provavelmente, a quantidade superior de DNA e a ampla variagdo de
conteudo 1C observada dentre as angiospermas devem-se aos eventos de
poliploidia, os quais contribuiram significativamente para a diversificagdo dos grupos
e da flora, em geral (JIAO et al., 2011). Adicionalmente, 0 aumento da quantidade de
DNA neste grupo também pode ser justificado por processos de amplificagédo de
sequéncias repetitivas, mais especificamente retrotransposons e sequéncias de
DNA satélites (BENNETZEN et al., 2005; GROVER e WENDEL 2010; KEJNOVSKY
et al.,, 2012). Tais mecanismos sdo capazes de aumentar o numero de copias de
sequéncias especificas, incrementando o conteddo gendmico total, como pode ser
observado em espécies do género Fritillaria, por exemplo, (AMBROZOVA et al.,
2011).

A variagdo na quantidade de DNA n&o diverge apenas entre clados distantes,
mas também pode ser observada entre géneros proximos, espécies correlatas e até
entre individuos de uma mesma espécie (SLOVAK et al.,, 2009; SMARDA et al.,
2010). As primeiras estimativas de quantidade de DNA em plantas datam das
décadas de 50 e 60 em que espécies filogeneticamente proximas foram avaliadas
(OGUR et al., 1951; MARTIN e SHANKS 1966; ROTHFELS et al., 1966). A partir de
entdo, tornou-se clara a grande diversidade no tamanho dos genomas (OGUR et al.,
1951; MARTIN e SHANKS 1966; ROTHFELS et al., 1966). Na familia
Ranunculaceae, por exemplo, as estimativas de contetdo de DNA variam cerca de
40 vezes para 22 géneros analisados (ROTHFELS et al.,, 1966). Em Lippia
(Verbenaceae), L. corymbosa apresenta o0 menor valor de conteido de DNA descrito
até o momento (1C = 0,825 pg) enquanto L. alba possui o maior valor (1C = 3,45 pg)
(CAMPOS et al., 2011; REIS et al., 2014). Neste grupo, os autores sugerem que 0
aumento da quantidade de DNA seja devido a eventos de poliploidia, principal
mecanismo evolutivo no género (CAMPQOS et al., 2011). Em populagées de Collinsia
verna (Scrophulariaceae), por exemplo, as estimativas do conteddo de DNA variam
de 7,35 pg a 28,56 pg de DNA, evidenciando a grande variagéo intraespecifica nesta
espécie (GREENLEE et al.,, 1984). Com relacao a individuos de uma mesma
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populacdo, consideraveis variagbes podem ser observadas em Microseris douglasii,
com diferencas de até 20 vezes (PRICE et al., 1986) e espécimes de Poa annua
(MOWFORTH e GRIME, 1989).

De maneira geral, embora haja grande variagdo no tamanho do genoma e
inimeros eventos de poliploidizacdao ao longo da evolucao, os dados de quantidade
de DNA das plantas revelam que as espécies apresentam o conteudo de DNA
nuclear relativamente reduzido (PELLICER et al., 2010). Os maiores genomas sao
encontrados em algumas angiospermas com varios niveis de ploidia, e em raras
espécies de Pteridofitas. Estudos sugerem que genomas pequenos teriam sido
selecionados ao longo da evolugdo, uma vez que o tamanho do genoma influencia
diretamente no fenétipo e adaptacao do individuo (GREILHUBER e LEITCH, 2013).
Considerando que a quantidade de material genético no nucleo esta diretamente
relacionada as dimensdes celulares, genomas pequenos, consequentemente,
resultariam em células menores. Estas, por sua vez, teriam rapidas divisGes
celulares com tempo curto de geragdo, agilizando o crescimento e o
estabelecimento de plantulas (LEITCH et al., 2004, GREILHUBER e LEITCH 2013).
Além disso, segundo Knight et al. (2005) existe uma correlagdo positiva entre
tamanho do genoma e massa de sementes. As plantas que possuem genomas
grandes produzem sementes grandes, 0 que implica em baixa habilidade de
dispersao e colonizacado de novos habitats, ao passo que, individuos com genoma
reduzido apresentam uma ampla variacdo nos tamanhos de sementes, consistindo
em uma caracteristica mais vantajosa (BEAULIEU et al., 2007; VESELY" et al.,
2012).

Adicionalmente, outro fator relevante que pode limitar o tamanho do genoma
€ a disponibilidade de elementos essenciais para a produgdo de &cidos nucléicos,
como nitrogénio e fosforo (HANSON et al., 2001; LEITCH e LEITCH 2008). Assim,
em ambientes em que os solos s&o pobres em nutrientes, existiria uma tendéncia
em haver plantas com genomas reduzidos. De acordo com Leitch e Leitch (2013) a
correlacdo entre tamanho de genoma e nutrientes pode explicar os grandes
genomas observados nas gimnospermas. Geralmente, a maioria das espécies de
gimnospermas € encontrada em regides montanhosas, onde os solos s&0 arenosos
e ricos em nutrientes. Por outro lado, espécies de gimnospermas localizadas em
regidbes de solos carentes de nutrientes, como acontecem com as espécies do

género Gnetum, apresentam tamanho gendmico limitado (LEITCH e LEITCH, 2013).
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Além das variagdes no conteudo de DNA nuclear, a diversidade genémica também
pode ser estimada por diferencas na composicdo de bases e pelos muitos perfis
cariotipicos encontrado nas plantas, como sera abordado em seguida.

1.1.2 VARIACAO NA COMPOSICAO DE BASES DO GENOMA

Considerando que os genomas de todos 0s organismos sdo compostos pelas
mesmas bases nitrogenadas, adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina (C)
(exceto alguns retrovirus que possuem uracila substituindo a base timina), o
percentual de bases AT e GC e sua disposicdo nas diferentes espécies sao
responsaveis por influenciar nos processos regulatérios e funcionais nas células
(SMARDA e BURES 2012). Além disso, as diferengas na composicdo gendmica
refletem a diversidade genética das diferentes espécies, consistindo em importantes
parametros para estudos de taxonomia, sistematica e evolugdo (MEISTER e
BAROW, 2007). Em plantas, embora existam inUmeras estimativas de quantidade
de DNA total, os dados sobre conteudo AT/GC ainda séo escassos (MEISTER e
BAROW 2007; SMARDA et al., 2008). O ultimo levantamento realizado sobre a
constituicdo de bases gendmicas aponta que aproximadamente mil espécies
vegetais de diferentes posicoes filogenéticas foram avaliadas (SMARDA e BURES,
2012). Os dados revelaram que a maior variagcdo de conteudo GC pode ser
encontrada no grupo das algas verdes. Neste grupo, o género Spirogyra, por
exemplo, apresenta 39% do genoma composto pelas bases guanina e citosina
enquanto Scenedesmus acuminatus possui 63,8% de conteudo GC (SERENKOV
1962). Além das algas verdes, diferengas significativas também podem ser
encontradas em Pteriddfitas. Neste clado uma variagdo de 38% pode ser observada
nas familias Davalliaceae e Polypodiaceae e 48% em Lygodiaceae (SMARDA e
BURES, 2012). De maneira geral, dentre as espermatofitas, baixas quantidades de
GC no genoma sao encontradas nas familias Cyperaceae, Juncaceae e
Thurniaceae, com aproximadamente 33% de bases guanina e citosina (SMARDA e
BURES, 2012). No clado das gimnospermas, destaca-se o Ginkgo biloba
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(Ginkgoaceae) com menor percentual investigado (34% de GC) (BAROW e
MEISTER, 2002).

Com relacdo as angiospermas, é possivel observar uma tendéncia em
maiores quantidades de bases guanina e citosina em monocotiledéneas. Em média,
45% do genoma dessas espécies € composto por guanina e citosina (LI e DU,
2014). Representantes das familias Xyridaceae, Eriocaulaceae, e algumas espécies
de Liliaceae, Dasypogonaceae e Araceae possuem os valores de GC préximos a
49% (SMARDA et al., 2010 B; SMARDA e BURES, 2012). Adicionalmente, variagao
na composicao de bases também pode ser encontrada dentre as espécies de
gramineas (Poaceae), com uma amplitude média de 43% a 50% de conteudo de GC
(BAROW e MEISTER 2002; SMARDA e BURES, 2012). Com relagdao as
dicotiledbneas, as variagdes entre os clados sdao menores, e em média, 34% do
genoma €& composto pelas bases guanina e citosina. Os representantes de
Brassicaceae e Asteraceae possuem o0s maiores percentuais de GC,
aproximadamente 39% em média (LI e DU, 2014).

Estudos demostram que as variacées de composi¢cdo gendmica sdo menores
quando clados préximos sao analisados. As comparacdes de percentual de GC
entre géneros e entre tribos evidenciam certa uniformidade nos genomas e
possibilitam algumas inferéncias evolutivas. Em Crepis (Asteraceae), por exemplo, o
contetudo de GC em C. dinarica, C. froelichiana, C. incarnata, C. praemorsa variou
de 59,2 a 60,8% demostrando a homogeneidade de bases do género (MEISTER e
BAROW, 2007). Porém, variagdes consideraveis entre espécies proximas também
podem ocorrer. Tais diferencas na composicdo genémica de espécies correlatas
contribuem com informagdes sobre a reorganizacdo dos genomas ao longo da
evolugdo, e auxiliam nas caracterizagbes de linhagens ancestrais. Smarda e
colaboradores (2008), por exemplo, combinando dados de conteudo GC e filogenia
de espécies de Festuca, inferiram que a evolugéo e a diversificagao do grupo foram
baseadas em amplificacbes e perdas de sequéncias repetitivas. Mudangcas no
percentual de bases podem ser resultados de atividades de elementos
transponiveis, 0s quais, além de alterar o tamanho do genoma também modificam a
sua constituicdo (BENNETZEN et al., 2005; GROVER e WENDEL, 2010;
KEJNOVSKY et al., 2012). Em Oryza australienses, o genoma teve um acréscimo
consideravel de bases guanina e citosina através da acao de retrotransposons ricos
em GC, por exemplo (SMARDA e BURES, 2012).
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Com relagdo as variagdes de composicdo gendmica intraespecificas, na
maioria das vezes, as diferencas sao restritas as espécies poliploides. Apoés a
poliploidia, mecanismos de reestruturagdo genémica resultam em eliminacédo e
amplificacdo de regidbes ndo codificantes, como as sequéncias repetitivas
(CHESTER et al., 2011; SMARDA e BURES, 2012; CHESTER et al.,, 2013;
MAVRODIEV et al., 2015). Dentre as regides cromossdmicas ricas em GC que sao
eventualmente susceptiveis as modificagdes pos-duplicagdo podemos citar as
sequéncias de DNA ribossomal (CHESTER et al., 2010). Em eucariotos, os /oci dos
genes ribossomais 5S e 28S sdo compostos por centenas e milhares de copias ricas
em citosinas e guaninas, e eventuais mudangas nestes clusters podem alterar a
composicdo do genoma nuclear. Em espécies poliploides de Brassicaceae, por
exemplo, em que grande parte do genoma € composto por genes ribossomais
(1,17%) (INGLE et al., 1975), as eliminagées de DNAr ap6s eventos de duplicagéo
gendmica, resultou na diminuigdo do contetudo de GC no genoma total (SMARDA e
BURES 2012). Portanto, as alteragdes nestas sequéncias, muito comuns apos
poliploidia, podem modificar consideravelmente a composicido dos genomas quanto
ao percentual de bases.

Além das eliminacdes e amplificacées de sequéncias (resultantes de eventos
de poliploidia) pequenas variagoes intraespecificas na composi¢cdo dos genomas
também ocorrem. Estas podem ser decorrentes da incorporacdo de genomas
citoplasmaticos (plastidios e mitocondrias) e da transferéncia horizontal de genomas
parasitas. Adicionalmente, de acordo com Marie e Brown (1993) uma sutil diferenga
na constituicdo genémica também pode ser detectada entre individuos dioicos que
apresentam cromossomos sexuais, uma vez que estes sao ricos em repeticdes GC
(KUBAT et al., 2008; KEJNOVSKY et al., 2009; JANOUSEK et al., 2012).

1.1.3 VARIACAO CARIOTIPICA

O cariotipo se refere ao conjunto cromossémico mitoético de uma espécie com
suas respectivas caracteristicas. Cada espécie possui seu caribtipo préprio, o qual é

definido quanto ao numero de cromossomos, tamanho e forma cromossémica,
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simetria cariotipica e pela presenga e localizacdo de marcadores cromossémicos
naturais (que incluem perfil de distribuicdo de heterocromatina, posicdo do
centrébmero e constricdes secundarias) (SUMNER, 2003). A constancia numérica e
estrutural do complemento cromossdémico ao longo das divisbes celulares assegura
a perpetuacdo dos caracteres citolégicos para as geracdes futuras, processo
essencial para a conservagao e manutengédo das espécies. Na maioria dos casos, as
grandes alteragbes cariotipicas sao deletérias, porém, ocasionalmente, algumas
delas podem proporcionar vantagens aos individuos, e serem transmitidas aos
descendentes, resultando em diversidade gendmica e especiagdo em longo prazo
(SUMNER, 2003). Estudos demostram que a ocorréncia de alteragbes
cromossdmicas estruturais e numéricas resultou na origem de novas espécies e
diversificagdo da flora (LEVIN et al., 2002; SOLTIS et al., 2008). Em Nothoscordum,
por exemplo, diversas alteragdes estruturais combinadas a eventos de poliploidia
resultaram na grande variacdo cariotipica observada no género (SOUZA et al.,
2012). Em Melampodium, além de eventos de poliploidia, mecanismos de disploidias
também contribuiram para a diversificagdo do grupo (WEISS-SCHNEEWEISS et al.,
2009).

As comparagdes cariotipicas entre taxa podem respaldar hipoteses sobre os
processos evolutivos e de diversificagdo de espécies (SUMNER, 2003; MAVRODIEV
et al., 2015). Em geral, espécies préximas possuem caridtipos similares e as
andlises dos respectivos conjuntos cromossdmicos fornecem valiosas informacoes,
para estudos taxondmicos, sistematicos e evolutivos. Dentre os parametros
citogenéticos mais estudados, o numero cromossdémico somatico constitui a
informagéo mais investigada.

As descricbes de numero cromossémico podem indicar relagdes de
parentesco e ancestralidade, além de auxiliar em estudos sobre poliploidia.
Geralmente, as espécies que apresentam muitos cromossomos (poliploides)
possuem uma origem mais recente, sendo consideradas derivadas, enquanto que o
nuamero reduzido de cromossomos em um taxon pode representar uma condi¢ao
plesiomérfica. Em Lippia, eventos de poliploidia sdo sugeridos como um dos
principais mecanismos envolvidos na diversificagdo no género. Estudos sugerem
gue 0 numero basico para o género seja proximo de x=7 (SANDERS, 2001) e x=5
(CAMPOS et al.,, 2011). Assim, as espécies que possuem n superior a 10

cromossomos teriam surgido mais recentemente, por meio de duplicagdo gendémica
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aliada a eventos de disploidia e/ou aneuploidia. Em Bromeliaceae, um estudo
recente sugere que o numero bésico da familia seja x=25, embora estudos
anteriores assumam que eventos de hibridacao e duplicagdo cromossémica tenham
ocorrido entre espécies com x=8 ou x=9 (NUNES e CLARINDO, 2014) o que torna a
maioria das espécies de Bromeliaceae (2n=50) alohexaploides. Em alguns casos, a
reducao do numero cromossGmico pode ocasionar a diversificacdo de espécies. Em
Boronia (Rutaceae), estudos sugerem que a evolugdo cromossdmica do género
ocorreu por meio de disploidias descendentes. Assim as espécies mais derivadas
possuem o menor numero cromossémico (SHAN, YAN e PLUMMER, 2003). Em
espécies de Brachyscome (Asteraceae) estudos de filogenia a partir da sequéncia
plastidial matk revelaram que as espécies se divergiram independentemente por
aneuploidias descendentes com reducédo de n=9 para n=8, n=7, n=5, n=4 e n=3 em
diferentes linhagens (WATANABE et al., 1999).

Nos vegetais, os menores numeros cromossdmicos descritos podem ser
encontrados nas espécies Zingeria biebersteiniana (Poaceae); Colpodium versicolor
(Poaceae); Haplopappus gracilis (Asteraceae); Brachyscome dichromosomatica
(Asteraceae); Ornitogalum tenuifolium (Hyacinthaceae) e Rhynchospora tenuis
(Cyperaceae), as quais apresentam o cariétipo formado por apenas dois pares de
cromossomos (VANZELA et al., 1996; CREMONINI, 2005). Em contrapartida,
Ophioglossum  reticulatum, uma pteridofita, possui cerca de 630 pares
cromossOmicos, O maior numero ja descrito para todos o0s eucariotos
(KHANDELWAL, 1990).

Com relacdo as gimnospermas, poucas variagdes cariotipicas sao
observadas se comparado aos outros grupos. A variagdo no numero cromossémico
é de 2n=14 a 2n=66 cromossomos, em todo o clado (WEISS-SCHNEEWEISS e
SCHNEEWEISS, 2013), com varios géneros apresentando 0 mesmo numero basico
(CHUANG e HU, 1963). Em Cupressaceae, por exemplo, 26 géneros dos 27
pertencentes a familia apresentam x=11 cromossomos (AHUJA, 2005). Segundo
Leitch e Leitch (2013), poucos individuos possuem elevados niveis de ploidia, 0 que
pode ser explicado pelos esporadicos eventos de multiplicagdo gendmica em
gimnospermas (5% em todo o clado e apenas 1,5% dentre as coniferas)
(KHOSHOO, 1959; AHUJA, 2005). Algumas coniferas poliploides podem ser
encontradas nos géneros Fitzroya, Juniperus e Sequoia (Cupressaceae) sendo trés
individuos tetraploides (F. cupressoides, J. chinensis e J. squamata) e um
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hexaploide (S. sempervirens) (KHOSHOO, 1959; AHUJA, 2005; HUSBAND, et al.,
2013).

A baixa incidéncia de poliploidia em gimnospermas, sobretudo nas espécies
lenhosas, pode ser explicada pelo grande tamanho do lote haploide nestes
individuos (HUSBAND et al., 2013). Nestas espécies, a multiplicacdo gendmica
provocaria aumento do volume celular e tal condicdo seria incompativel com a
formacdo adequada das fibras do lenho, restringindo assim, o seu crescimento
(MURRAY, 1998; OTTO e WHITTON, 2000; HUSBAND et al., 2013). De fato,
poliploides sintéticos de Pinus, Picea, e Larix induzidos por meio de tratamentos com
colchicina apresentaram retardo no crescimento e morte prematura, comprovando
as possiveis restricdes ocasionadas pelos elevados niveis de ploidia (AHUJA, 2005).

Com relacdo ao clado das angiospermas, as informacdes cariotipicas nos
diferentes grupos taxon6micos sdo discrepantes. Alguns taxa de angiospermas
possuem refinadas caracterizagdes cariotipicas, como ocorre nas espécies dos
géneros Crepis, Melampodium, Hypochaeris (Asteraceae) e Nicotiana (Solanaceae),
(LIM et al., 2000; DIMITROVA e GREILHUBER 2001; WEISS-SCHNEEWEISS et al.,
2008; 2009), enquanto em outros grupos (como os géneros de Lentibulariaceae), os
dados citogenéticos sao escassos (WEISS-SCHNEEWEISS e SCHNEEWEISS
2013).

As descricdes de numero cromossOmico nas angiospermas revelam uma
variagao de aproximadamente 160 vezes, visto que o menor cariétipo possui 2n=4
(observado em Rhynchospora, por exemplo) e o maior 2n=640 cromossomos
(encontrado em Sedum suaveolens, Crassulaceae) (GUERRA e LUCENO, 1996;
BENNETT 1998; GUERRA, 2008; BAKER, 2013). Dentre as espécies de
angiospermas mais estudadas do ponto de vista citogenético, destacam-se as
monocotiledéneas de interesse econémico, como trigo, milho, cevada, arroz, cana-
de-acucar e sorgo (PATERSON et al., 2012). Aproximadamente 25% a 30% das
espécies de monocotiledéneas possuem descricbes do numero cromossOmico
(BENNETT, 1998; GUERRA, 2008).

Em média, as angiospermas apresentam 16 cromossomos no lote haploide,
com a maioria das espécies possuindo de sete a 20 cromossomos, valor bem
inferior se comparado as pteridéfitas, as quais possuem em média n=57 (BAKER,
2013). O elevado numero cromossémico em pteridéfitas pode ser devido aos

mecanismos de fissdo cromossémica ou a eventos de poliploidia, que constitui a
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hipbétese mais aceita (BAKER, 2013). Embora a poliploidia seja bastante comum
entre as angiospermas, o genoma das pteridéfitas sdo menos dindmicos e com
baixos indices de perdas de sequéncias/cromossomos quando comparado ao
genoma das angiospermas, 0S quais possuem rapidas evolugdes cariotipicas
(BAKER, 2013). A baixa taxa de evolugdo em samambaias pode ser verificada na
uniformidade cariotipica (numérica e estrutural) em diferentes géneros de pteridofitas
(WAGNER e WAGNER, 1980). Além disso, outro fator que confirma a baixa taxa de
evolucdo gendbmica neste grupo (embora os estudos sejam apenas de carater
especulativo) é a reduzida atividade de elementos transponiveis, importante fator
evolutivo que causa expansdao e contracdo de genomas (LEITCH et al., 2005;
BAKER, 2013). Em pteridéfitas, tais elementos méveis sao restritos e menos ativos,
justificando as poucas mudangas cariotipicas no clado.

Contudo, a diversidade cariotipica das plantas ndo se restringe apenas ao
namero cromossémico, mas abrange também os tamanhos e as morfologias
cromossdmicas, parametros relevantes para as caracterizagées cariotipicas. Os
dados morfométricos possibilitam classificar individualmente cada cromossomo e
detectar possiveis alteragbes estruturais. A morfometria cromossdémica fornece
informacdes sobre reestrutura gendmica e diversidade -cariotipica, permitindo
inferéncias acerca de adaptacéo e evolugédo dos taxa. Em plantas, € observada uma
grande variacao do tamanho dos cromossomos nas diferentes espécies. Em Lilium
(Liliaceae), por exemplo, alguns cromossomos possuem 20 um de comprimento
(PERUZZI et al., 2009) e em Paris (Melanthiaceae) o tamanho excede 30 pm
(PELLICER et al., 2010), enquanto que em Melampodium montanum (Asteraceae) e
Bromelia karatas (Bromeliaceae) os cromossomos possuem comprimento de apenas
0,6 a 1,2 pm (EDER-SILVA, FELIZ e BRUNO, 2007; WEISS-SCHNEEWEISS,
STUESSY e VILLASENOR, 2009). Estudos indicam que a simetria cariotipica € mais
uniforme dentre as angiospermas, sendo a maioria dos cromossomos metacéntricos
e submetacéntricos (LEVITZKY, 1931; STEBBINS, 1971; WEISS-SCHNEEWEISS e
WEISS-SCHNEEWEISS, 2013). Em média, os comprimentos de cromossomos
individuais neste grupo variam de 0,6 um a 14,6 um (LEVIN e FUNDERBURG, 1979;
WEISS-SCHNEEWEISS, 2013), sendo a maioria dos cariotipos compostos por
Cromossomos pequenos, com aproximadamente 1 a 3 um de comprimento (STACE
2000). No entanto, consideraveis variagbes na simetria cromossémica também

podem ser observadas entre géneros de uma mesma familia e até entre espécies
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que compdem um mesmo género. Em Crepis (Asteraceae), por exemplo, além da
variagdo numérica entre as espécies, diferencas no tamanho dos cromossomos e no
grau de simetria cariotipica sdo encontradas (DIMITROVA e GREILHUBER, 2000;
LEVIN, 2002). Outro género de Asteraceae que se destaca apresentando ampla
variacdo no complemento cromoss6mico é Brachyscome. As espécies deste género
possuem de 2 a 9 cromossomos por genoma e o tamanho do lote haploide varia de
25 ym a 82 um, com o indice de assimetria cariotipica variando de 0,09 a 0,5
(LEVIN, 2002).

Em gimnospermas, embora seja o clado com menos variagdes numéricas,
estudos indicam que estruturalmente os caribtipos possuem consideraveis
diferencas. Analises de regides genémicas com heterocromatina constitutiva e
regides ricas em AT e GC realizadas com fluorocromos base especificos revelaram
padroes distintos de distribuicdo de heterocromatina entre as espécies (HIZUME et
al., 1988; DAVIES et al.,, 1997; HIZUME, 1997; BOGUNIC et al., 2006; ISLAM-
FARIDI et al., 2007). Do mesmo modo, a posi¢do, o tamanho e o niUmero de sitios
dos genes ribossomais 28S e 5S apresentam ampla variacdo no grupo (MURRAY,
2013). Em Podocarpus (MURRAY et al., 2002), Cycad (KOKUBUGATA et al., 2000)
e Larix (HIZUME et al., 1995) apenas um par de DNAr 28S é observado, enquanto
que em Pinus taeda sao observados 19 pares (ISLAM-FARIDI et al., 2007).
VariagOes intraespecificas também sao encontradas em Ceratozamia mexicana e
em Pinus thunbergii (HIZUME et al.,1998; 2002) revelando a grande diversidade
estrutural nos genomas de gimnospermas. De maneira geral, o grupo ¢é
caracterizado por apresentar cromossomos grandes, em Pinus, por exemplo, 36

espécies possuem cromossomos que variam de 6,4—16,2 um (HIZUME, 1988).

1.1.4 ORIGEM DE DIVERSIDADE GENOMICA EM PLANTAS

As espermatéfitas (plantas que produzem sementes) compreendem 96% de
toda a diversidade de plantas vasculares do planeta. Dessas, uma pequena parte é
representada pelas gimnospermas (850 espécies) e a grande maioria (com

aproximadamente 352 mil espécies) pertence ao clado das angiospermas (PATON
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et al.,, 2008). Esta grande diversidade da flora é consequéncia de diferencas
gendmicas encontradas nas variadas espécies e sua interagcdo com o ambiente.
Considerando que todos os organismos contém o material genético que especifica
moléculas efetoras (RNA e proteinas), capazes de determinar funcées e formas
(fendtipo), e que as células sdo quimicamente compostas pelas mesmas
macromoléculas basicas (proteinas, DNA, RNA, lipideos e agucares), a organizagao
estrutural do genoma é o fator determinante para a diversidade de fenoétipos e,
consequentemente, das espécies. Neste contexto, as eventuais mudancgas ocorridas
no material genético, denominadas mutac¢des, sdo de grande relevancia (LEVIN,
2002).

As mutacdes constituem fonte de variagdo gen6mica, sendo matéria prima
importante na geracao de diversidade e formagao de novas espécies. No entanto, as
mutacdes s6 tém significado evolutivo quando ocorrem em células germinativas e
sao transmitidas as geragdes futuras (LEVIN, 2002). Dentre os tipos de mutagdes
capazes de modificar as estruturas gendmicas, as mutacbes pontuais como
substituicdo, adicdo e delecdo de bases constituem os tipos de alteracbes mais
simples que podem ocorrer. Tais mutagdes podem ser geradas naturalmente, devido
a erros ocasionados pela enzima DNA polimerase durante a replicagdo do DNA, ou
induzidos por agentes quimicos e fisicos como radia¢des ionizantes ou mutagenos
(CLANCY, 2008).

No entanto, a notavel diversidade gendémica estd também associada as
grandes modificacdes na estrutura e no tamanho dos genomas (LYSAK e
SCHUBERT, 2013). Neste contexto, os rearranjos cromossémicos como delecéao,
duplicagéo, translocagéo e inversdo consistem em mecanismos importantes para a
reorganizagdo do material genético (SCHUBERT e LYSAK, 2011). Estas mutacdes,
quando nao deletérias ou prejudiciais para o organismo, podem acarretar em
diversidade genémica e fenotipica, contribuindo para a diversificacdo das espécies.
Moscone et al. (2007) por exemplo, estudando espécies de Cephalanthera
(Orchidaceae) observaram que as diferencas cariotipicas entre as espécies foram
originadas por complexos rearranjos cromossémicos. Alteragdes cromossémicas em
Hypochaeris (Asteraceae) também constitui a base da diversidade cariotipica do
género e resulta na diferenciagao de cariétipos de espécies da América do Sul e da
Europa (RUAS et al., 2005).
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As alteragdes cromossdmicas estruturais além de reorganizar todo o material
genético, também podem alterar o numero cromossémico do individuo, ocasionando
disploidias. Segundo Stebbins (1971) as disploidias constituem mudangas
importantes no nimero haploide das espécies e contribuem, significativamente, para
diversificacdo e especiacdo das angiospermas (GRANT, 1981; LEVIN, 2002;
STEBBINS, 1971). As disploidias podem incrementar o nimero cromossémico apos
fissbes cromossdmicas (disploidias ascendentes), ou reduzir, através de disploidias
descendentes, por meio de fusdes (LYSAK e SCHUBERT, 2013). Segundo Kenton
et al. (1993) as quebras cromossémicas sado frequentemente associadas aos
cromossomos metacéntricos ricos em heterocromatina, enquanto as fusdes tendem
a ocorrer, preferencialmente, entre cromossomos pobres em heterocromatina.
Alternativamente, a diminuicdo do numero cromossémico também pode ser
originada por translocagdes robertsonianas. Neste tipo de translocagéo, ocorre troca
de material genético entre cromossomos acrocéntricos com posterior fusdo dos
centrémeros, resultando na formagao de um longo cromossomo metacéntrico e um
pequeno cromossomo, que geralmente é perdido. Dentre as espécies que sofreram
translocacéo robertsoniana podemos citar Vicia faba (Fabaceae), Pinus elliottii e P.
sylvestris (Pinaceae) (FUCHS et al., 1995). Nestas espécies, houve diminuigcao do
nuamero cromossémico ao longo da evolugao cariotipica, e sequéncias teloméricas
foram encontradas em porgdes cromossémicas intersticiais, comprovando a
ocorréncia de translocacao robertsoniana (FUCHS et al., 1995).

Por outro lado, as disploidias ascendentes tém sido inferidas para Allium
(Alliaceae), incrementando o numero cromossémico no género de x=7 para x=9
cromossomos (LEVAN, 1932) e em Cymbispata (Commelinaceae) (LEVIN, 2002).
Em Hypochaeris radicata (Asteraceae), apos fissdes cromossdmicas, houve diversos
rearranjos estruturais que culminaram com a transposicdo dos genes ribossomais
28S para outro cromossomo do lote haploide (HALL e PARKER, 1995). Todas estas
variacoes gendmicas, quando fixadas em populacdes distantes, podem resultar em
isolamento reprodutivo e originar as chamadas “ragas cromossémicas”, culminando
posteriormente, com o processo de especiagdo (LEVIN, 2002). Em populagbes
alopatricas de Clarkia speciosa (Onagraceae), por exemplo, rearranjos estruturais
envolvendo nove cromossomos do lote haploide originaram um gradiente de
diferentes racas cromossdmicas, que diferem ao longo das regides norte e sul da
Califérnia (LEVIN, 2002).
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Outro mecanismo bastante comum capaz de alterar o numero de
cromossomos individuais em plantas sao as aneuploidias. Neste processo, ha o
ganho ou a perda de cromossomos individuais, por meio de falhas na segregacao
cromossdmica durante as divisdes celulares. Uma das consequéncias ocasionadas
por aneuploidias é a alteracdo da dosagem génica. Pelo fato de ser uma anomalia
dréstica que altera todo o balango génico, o acréscimo ou a perda de cromossomos,
na maioria dos casos, causam desvantagens ou sao letais, possuindo pouca
relevancia em processos de especiacao (EHRENDORFER, 1964; 1980). No entanto,
as aneuploidias sao fixadas mais frequentemente em poliploides, e neste caso,
também podem contribuir para o estabelecimento do individuo e sua diversificagdo
(LEWIS et al.,, 1967; AINSWORTH et al., 1983; WEISS-SCHNEEWEISS et al.,
2009).

Dentre os mecanismos em potencial para a origem de diversidade da flora, a
poliploidia, seguramente, constitui o principal fator responsavel pela formagéao de
novas espécies (SOLTIS, SOLTIS e TATE, 2003; SOLTIS et al., 2007; 2008;
SOLTIS e SOLTIS, 2009; JIAO et al., 2011; FAWCETT et al., 2013; MAVRODIEV et
al., 2015). A poliploidia baseia-se na multiplicagéo de todo o genoma e os individuos
formados, ou citétipos, apresentam o dobro do nimero cromossémico dos parentais.
O processo de especiagdo por poliploidia deve-se ao isolamento reprodutivo
ocasionado por eventuais incompatibilidades e/ou por diferencas morfologicas
ocorridas apds a multiplicacdo gendémica (WOQOD et al., 2009), como sera abordado

detalhadamente adiante.

1.2 CARACTERIZAGAO DA DIVERSIDADE VEGETAL UTILIZANDO
SEQUENCIAS GENOMICAS REPETITIVAS

1.2.1 HETEROCROMATINA E SEQUENCIAS REPETITIVAS UNIVERSAIS

A estrutura do genoma dos eucariotos é composta por porcées mais densas e

menos densas (vistas em microscopia) denominadas regides de heterocromatina e
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eucromatina, respectivamente (STRAUB, 2003). O primeiro relato sobre
heterocromatina data de 1928 quando o botanico Heitz visualizou, em nucleos de
bridfitas, regidbes fortemente coradas com carmim acético, que permaneciam
compactadas ap6s a mitose (HEITZ, 1928; STRAUB, 2003). A partir de entdo, o
termo heterocromatina foi utilizado para indicar as regidées mais condensadas do
genoma. Em contrapartida, o termo eucromatina foi utilizado para designar porgdes
mais claras do genoma (vista em microscopia) que descondensam durante a
progressao do ciclo celular (HEITZ, 1928; STRAUB. 2003). Além da caracterizagéao
da heterocromatina, Heitz também inferiu que tais regides picnéticas teriam baixa
frequéncia génica e pouca atividade transcricional (HEITZ, 1928; DILLON e
FESTENSTEIN, 2002). A partir de entdo, vérios trabalhos tém sido realizados
visando entender e caracterizar a ultraestrutura da cromatina, associando a forma a
sua funcdo (CHEUNG et al, 2000; SUMNER, 2003; KOUZARIDES, 2007;
FERNANDES et al., 2008; BANNISTER e KOUZARIDES, 2011; FEITOZA e
GUERRA, 2011).

A heterocromatina pode ser classificada em facultativa (HF) ou constitutiva
(HC). A heterocromatina facultativa pode ser encontrada em apenas um homélogo
do par e sua atividade transcricional varia de acordo com o tecido onde a célula se
encontra e o estdgio de desenvolvimento (SUMNER, 2003). A atividade
transcricional dessas regides é controlada por fatores epigenéticos, os quais atuam
de acordo com a fase do ciclo celular e as condicées ambientais (KOUZARIDES,
2007; CHEN et al., 2010). Um exemplo bem estudado de heterocromatina facultativa
pode ser observado em um dos homoélogos do cromossomo X em fémeas de
mamiferos, em que, apenas um cromossomo do par € expresso. Por outro lado, a
heterocromatina constitutiva € encontrada em ambos o0s homdlogos, sendo
transcricionalmente inativa em estado permanente (SUMNER, 2003). Além disso,
estas regides de HC sao constituidas por repeticoes de DNA in tandem, localizadas
em porgdes cromossdmicas especificas, como os centrdmeros e teldmeros, por
exemplo (SUMNER, 2003).

Na maioria dos organismos, a heterocromatina telomérica é formada por uma
cromatina especial composta de repeticoes curtas de DNA conservadas (ricas em
guanina e citosina) associadas a inumeras proteinas, essenciais para a manutencao
e protecao das extremidades cromoss6micas (GREIDER, 1995; KHAIR et al., 2009;
SCHOEFTNER et al.,, 2009). Em plantas, o motivo TTTAGGG € bastante
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conservado, presente desde espécies basais (como musgos Physcomitrella
patensna) até espécies mais derivadas, como as angiospermas dos géneros Zea,
Hordeum e Peas (SIOMOS e RIHA, 2012). Segundo Fajkus et al., (2005) apenas a
ordem Asparagales (com cerca de 6 mil espécies) difere das demais espécies. Este
clado contém a sequéncia telomérica similar aos hexa-nucleotideos encontrados em
vertebrados (TTAGGG). Em Asparagales, algumas espécies, tais como do género
Cestrum, Vestia, Sessea (Solanaceae) e Allium (Alliaceae) ndao apresentam as
repeticdes teloméricas convencionais (PICH et al., 1996; SYKOROVA et al., 2003;
FAJKUS et al.,, 2016), permanecendo tais regides ainda desconhecidas para a
maioria das espécies, exceto para o género Allum, que teve as repeticoes
teloméricas recentemente descritas (FAJKUS et al., 2016).

Estudos demostram que, embora as repeticdes teloméricas sejam altamente
conservadas em eucariotos, a extensdao das unidades de repeticdo é variavel. De
maneira geral, o comprimento do telémero é proporcional ao tamanho do genoma
(PETRACEK et al., 1990; FAJKUS et al., 1995; KILIAN et al., 1995). Em algas
unicelulares os teldbmeros apresentam 0,5 Kb enquanto em angiospermas o
comprimento total € da ordem de 100 Kb (PETRACEK et al., 1990; FAJKUS et al.,
1995; KILIAN et al., 1995; SIOMOS e RIHA, 2012). Além das variages entre as
espécies filogeneticamente distantes, diferengas intraespecificas no comprimento de
minissatélites teloméricos também sao encontradas (SHAKIROV e SHIPPEN, 2004).
Em ecétipos de Arabidopsis thaliana, por exemplo, individuos de uma determinada
regido apresentam variagbes de 2-5 Kb de comprimento, enquanto individuos
coletados em outra localidade possuem telémeros maiores, com o comprimento
entre 3,5-9 Kb de extensdo (SHAKIROV e SHIPPEN, 2004).

Com relagéo a heterocromatina centromérica e pericentromérica, a sequéncia
de DNA é constituida, na maioria das espécies, por repeticoes de DNA altamente
repetitivas, denominadas de DNA alpha satélite (JIANG et al., 2003). A extensao das
unidades de repeticdes varia dentre as diferentes espécies (HIRSCH e JIANG,
2012). Contudo, na maioria dos vegetais, as repeticdes possuem comprimento de
aproximadamente 150-200 pb. No entanto, em algumas espécies a extensao das
unidades de repeticdo pode ter apenas 6 pb, como observado em cevada
(HUDAKOVA et al., 2001; HOUBEN et al., 2007), 52 pb em Torenia fournieri e T.
bailonii (KIKUCHI et al., 2005) e 178 pb, como encontrado em Arabidopsis
(MARTINEZ-ZAPATER et al., 1986; HESLOP-HARRISON et al., 1999). Além de
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variagbes no comprimento, existem variagdes na composicdo das sequéncias
repetitivas. Embora o centrébmero tenha mantido a sua funcao altamente conservada
ao longo da evolugéo, a composi¢ao das sequéncias alpha satélites que estruturam
os centrdmeros € amplamente variavel nas diferentes espécies (HIRSCH e JIANG,
2012). Em Solanum bulbocastanum, por exemplo, as repeticbes centroméricas sao
similares as sequéncias dos teldomeros (TEK e JIANG, 2004).

Muitas dessas repeticoes satélites centroméricas correspondem a
retroelementos restritos as regides proximas aos centrébmeros, denominadas
centromere retrotransposons — CRs. Os retrotransposons sdo sequéncias dindmicas
de DNA que atuam incrementando por¢cées do genoma por meio do mecanismo
“copia-e-cola” (SLOTKIN et al.,, 2012). Em vegetais, a familia de CR pertence a
classe Ty3-gypsy, e as espécies mais estudadas compreendem as culturas de
importancia econémica, como milho, arroz, trigo, cana-de acguUcar e cevada
(ANANIEV et al., 1998; CHENG et al., 2002; DONG et al., 1998; HUDAKOVA et al.,
2001; LIU et al., 2008; NAGAKI e MURATA, 2005; ZHONG et al., 2002). Estudos
demostram que tais sequéncias de DNA satélites estdo associadas a CENHS3
(histona centromérica variante da H3 encontrada nos eucariotos), o que justifica a
preferéncia e abundancia dos retrotransposons proximos as regides centroméricas
(ZHONG et al., 2002; NAGAKI et al., 2004; LIU et al., 2008).

Além das heterocromatinas terminais e centroméricas, regides repetitivas
compostas por HC também sdo observadas em porgdes intersticiais dos
cromossomos. O sitio de heterocromatina intersticial mais comum e estudado em
plantas corresponde aos espacgadores dos genes ribossomais 45S (5,8S, 18S e 28S)
e 5S (ROA e GUERRA, 2012). Os genes de DNA ribossomal sao responsaveis pela
sintese dos RNAs ribossomais e pela formacdo das subunidades 60S e 40S do
ribossomo. Estas regides diferem em organizacao, atividade transcricional, nimero
de loci, extensao, e grau de homogeneizagao intragenémico nas diferentes espécies
(FELINER e ROSSELLO, 2012). Assim, além da importancia funcional e fisiolégica
para as células, os genes ribossomais constituem importantes marcadores
citogenéticos que auxiliam na caracterizacdo de espécies e possibilitam inferéncias
evolutivas. As regides de DNA ribossomal sdo sequéncias repetidas in tandem
tipicas de heterocromatina constitutiva rica em citosina e guanina (SUMNER, 2003;
NEVES et al., 2005). As sequéncias de DNAr 28S sao localizadas em sitios

especificos nos cromossomos, denominadas regidées organizadoras de nucléolo
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(RONs). Em angiospermas, geralmente, os genes 28S sdo terminais e encontrados
em bracos curtos dos cromossomos, e quando ativos formam nucléolos bem
aparentes (NEVES et al., 2005; ROA e GUERRA, 2012). Ja o gene ribossomal 5S
ndo apresenta uma localizagdo especifica, e pode ser encontrado em qualquer
regido cromossOmica, inclusive estar adjacente aos genes ribossomais 28S (NEVES
et al., 2005), ou seja, localizado entre os espagadores intergénicos 26S e 18S, como
ocorre em alguns clados de Asteraceae (GARCIA et al.,, 2010) e na bridfita
Marchantia polymorpha (SONE et al, 2009), por exemplo.

1.2.2 SEQUENCIAS REPETITIVAS ESPECIE-ESPECIFICAS

Adicionalmente a heterocromatina observada nas regibes teloméricas,
centroméricas e nos espagadores dos genes ribossomais, varios estudos relatam a
presencga de sitios heterocromaticos intersticiais em diferentes espécies de plantas
(APPELS et al.,, 1978; DEUMLING e GREILHUBER 1982; GUERRA, 1985, 1993;
BADAEVA et al, 1996; MIRANDA et al., 1997; PEDROSA et al., 2000). Tais
sequéncias sao formadas por repeticoes de DNA satélites, que apresentam
diferengas quanto a estrutura e extensao dos arranjos, e podem compor grandes
porcoes dos genomas nucleares (GARRIDO-RAMOS, 2015). Em Pisum sativum as
familias de DNA satélite correspondem a aproximadamente 35-48% de todo o
genoma da espécie (MACAS, NEUMANN e NAVRATILOVA, 2007). Além disso,
algumas espécies podem apresentar grande diversidade de familias de repeticées
enquanto em outros taxa, a heterogeneidade € menor. Em Pisum e em Beta séo
encontrados diversos tipos de DNA satélite, enquanto em Fritillaria e Musa ha pouca
diversidade de repeticoes (MACAS NEUMANN e NAVRATILOVA, 2007; MENZEL et
al., 2008; HRIBOVA et al., 2010; AMBROZOVA et al., 201 1).

Geralmente, as sequéncias consistem em motivos de repeticdo que variam
em comprimento de dinucleotideos a arranjos superiores a 10 Kb (PLOHL et al.,
2008; FELINER e ROSSELO, 2012;). Além disso, o nimero de cépias e o padrdo de
organizacao e distribuicao sdo muitas vezes espécie-especifica (KUBIS et al., 1998).

Frequentemente, diferentes familias de DNA satélites coexistem em espécies
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correlatas, o que torna possivel a construcao de bibliotecas de DNA satélites e
inferéncias sobre ancestralidade (GARKOVIC e PLOHL 2002; PLOHL et al, 2008).
Em arroz, por exemplo, duas familias de DNA satélites (inicialmente identificadas no
genoma de Oryza sativa), também foram encontradas em varias outras espécies de
Triticaceae, porém, o numero de copias das repeticoes varia consideravelmente
dentre as espécies (VERSHININ, ALKHIMOVA e HESLOP-HARRISON, 1996). Em
Nicotiana, uma extensa repeticdo de 2,2 Kb denominada NicCL3 é encontrada
abundantemente no genoma de N. tomentosiformis (2% do DNA genémico total), ao
passo que, em N. tabacum esta sequéncia € menos frequente (RENNY-BYFIELD et
al., 2011; 2012).

Estudos demonstram que as repeticoes de DNA satélite correspondem a
partes dindmicas dos genomas eucariotos, susceptiveis a varias alteracbes e
rearranjos estruturais (UGARKOVIC e PLOHL 2002; PLOHL et al., 2008; TORRES
et al., 2011; RICHARD et al., 2013; GARRIDO-RAMOS, 2015), sendo, assim, bons
marcadores para estudos de caracterizacao e evolucao cariotipica (NAVRATILOVA,
NEUMANN e MACAS 2003; PIRES et al., 2004; TORRES et al., 2011). As eventuais
mudancas nos perfis destas repeticées contribuem para o entendimento da dinamica
e plasticidade dos genomas ao longo do tempo e podem auxiliar os estudos de
evolugao cromossémica (UGARKQOVIC e PLOHL, 2002; PLOHL et al., 2008). Em
Beta, a analise comparativa de oito sequéncias repetitivas contribuiu para esclarecer
relacdes taxonbmicas em quatro secdes do género e permitiu a deteccao de hibridos
(SCHMIDT e HESLOP-HARRISON, 1994). Em Gossypium a identificacdo de
elementos méveis no genoma de poliploides e dos respectivos parentais auxiliou no
entendimento da reestruturacdo genémica apés a duplicacdo cromossémica (HU,
GROVER e WENDEL, 2010). Em Fritillaria, o estudo comparativo de sequéncias
repetitivas entre F. affinis e F. imperialis possibilitou o reconhecimento de diferentes
familias de elementos repetitivos e inferéncias sobre a expansao do genoma nas
espécies do género (AMBROZOVA et al., 2010). J4 em Secale, 0 mapeamento da
repeticdo R7173 (denominada UCM600 em centeio) em espécies silvestres e em
espécies correlatas, como as espécies de Triticum, revelou a presenga de
introgressdo de DNA de Secale no genoma de trigo (GONZALEZ-GARCIA et al.,
2011). Em Nicotiana, varias familias de DNA satélites tém sido identificadas (como
as repeticbes HRS60; NTS9; NTRS e NicCL3), a fim de auxiliar os estudos de
caracterizacao estrutural dos genomas e os aspectos evolutivos (GAZDOVA et
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al.,1995; MATYASEK et al., 1997; JAKOWITSCH et al., 1998; RENNY-BYFIELD et
al., 2011; 2012).

Familias especificas de DNA satélite também podem ser encontradas em
cromossomos sexuais e em cromossomos B (KEJNOVSKY et al.,, 2009). Nos
vegetais, sdo raros 0os casos de cromossomos sexuais heteromorficos (VYSKOT e
HOBZA, 2004). No entanto, quando ha diferengas na morfologia cromossomica,
geralmente, o cromossomo Y € maior que seu homélogo X (KEJNOVSKY et al,
2009). Segundo Kejnovsky et al., (2009), o tamanho superior do cromossomo Y
pode ser justificado pelo o acumulo de sequéncias de DNA repetitivo. Em Carica
papaya, por exemplo, regides heterocromaticas (exclusivas do cromossomo Y)
constituem cerca de 20% de todo o cromossomo (YU et al., 2008). Em cromossomos
Y de Rumex sao encontrados dois tipos principais de familias de DNA satélites
denominadas RAE180 e RAYS (SHIBATA, HIZUME e KUROKI, 1999; 2000).

Com relagcdo as repeticdbes encontradas em cromossomos B, os
retroelementos correspondem a classe mais abundante de DNA repetitivo. A espécie
Brachyscome dichromosomatica, apresenta retrotransposons especificos de
cromossomo B (denominados Bd49) (FRANKS et al., 1996). As familias de DNA
repetitivo D1100 e E3900 sao encontradas exclusivamente em cromossomos B de
Secale cereale, apresentando pouca homologia com outras espécies do género
(SANDERY et al., 1990; WILKES et al., 1995). Em Crepis capillaris, 0s cromossomos
B sdo compostos por repeticbes de dinucleotideos (CA)n pertencentes a familia
B134, localizada em regides pericentroméricas (JAMILENA et al., 1995). Segundo os
autores, as repeticbes em C. capillaris foram abundantemente amplificadas nos
cromossomos B ap6s sua origem a partir de cromossomos A. Sequéncias altamente
repetitivas  (correspondentes a transposons) também s&o encontradas em
cromossomos A e B em Zea mays (ANFENITO e BIRCHLER, 1993; LAMB et al.,
2007).
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1.2.3 TECNICAS CITOGENETICAS PARA A CARACTERIZACAO DA
HETEROCROMATINA — UM HISTORICO NA CITOGENETICA VEGETAL

Como previamente mencionado, O DNA repetitivo compde grande parte dos
genomas vegetais (KUBIS, SCHMIDT e HESLOP-HARRISON,1998; HESLOP-
HARRISON, 2000; MACAS et al., 2007) e sua caracterizagdo gera informagdes a
respeito da constituicdo e organizacdo dos genomas, além de permitir subsidios
evolutivos entre grupos (RUAS et al., 2005; CHESTER et al., 2010). Uma das
maneiras mais eficazes de estudo e caracterizagdo da heterocromatina € por meio
de anadlises citogenéticas. O estudo sobre cromossomos iniciou-se na segunda
metade do século XIX com Flemming (em 1879-1882) propondo os termos mitose e
cromatina e com Strasburger (em 1884) descrevendo o processo de fertilizagdo em
angiospermas (SUMNER, 2003). A partir de entdo, varias técnicas de citogenética,
que visam a caracterizagao cariotipica tém sido propostas e aprimoradas.

Um dos trabalhos mais importantes de caracterizacdo de heterocromatina
vegetal, que se tornou referéncia para trabalhos futuros, foi realizado na década de
30 por Barbara McClintock’s (McCLINTONCK'’S, 1929; 1932; 1938). A pesquisadora
detectou regides heterocromaticas (knobs) em paquitenos de milho (Zea mays) e
identificou, a partir do perfil heteropicnético e medidas cromossémicas, os pares de
homologos. No entanto, sua contribuicdo mais relevante foi a descoberta de
elementos méveis no genoma (McCLINTONCK'’S, 1929; 1932; 1938; 1941; 1984). A
partir de entao, os estudos envolvendo o mapeamento cromossOmico se expandiram
para outras espécies como Oryza sativa, Sorghum propinquum e Lycopersicon
esculentum (BARTON, 1950; SHASTRY et al., 1960; MARGOON et al., 1961;
MISRA et al., 1967; RAMANNA e PARKKEN, 1967). Contudo, uma caracterizagao
baseada apenas em mapeamento de knobs torna-se limitada quando as espécies
investigadas possuem poucas porcdes de heterocromatina constitutiva e o cariétipo
simétrico (com cromossomos similares). Assim, torna-se necessaria a utilizagao de
técnicas mais elaboradas para a distincdo de homologos e para o mapeamento
fisico da heterocromatina, como as técnicas de bandeamentos cromossémicos.

Dentre as técnicas citogenéticas mais utilizadas em plantas, o bandeamento
cromossdmico € um método pratico e eficiente para o estudo da heterocromatina
(SUMNER, 2003). O primeiro relato de utilizagdo de bandeamento data de 1968
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quando Caspersson e colaboradores utilizaram corantes fluorescentes (quinacrina)
em metafases de Vicia faba para caracterizacdo da heterocromatina rica em GC
(CASPERSSON et al., 1968; ZELENIN e ZOSHCHUK, 2000). Estes foram os
primeiros estudos que demostraram um padréo de bandas especificas, e possibilitou
a caracterizacdo de cromossomos individuais com a utilizagdo de corantes
fluorescentes (CASPERSSON et al., 1968). Em 1970 o bandeamento C realizado
por Pardue e Gall revelou blocos de heterocromatina centromérica constituidas por
DNA satélite (caracterizando heterocromatina constitutiva). E em 1975, Goodpasture
et al.,, desenvolveram a técnica de coloragdo com nitrato de prata para a
visualizacao de nucléolos e RONs ativas na intérfase precedente (GOODPASTURE
e BLOOM, 1975; GOODPASTURE et al.,1976).

Ainda na década de 70, com o desenvolvimento dos bandeamentos
fluorescentes base-especificos, os trabalhos para a caracterizagdo de genomas
vegetais foram intensificados, uma vez que permitiram a distingao de diferentes tipos
de heterocromatina. Desde entéo, os fluor6foros mais utilizados tém sido: DAPI (4'-
6-diamidino-2- phenylindol) e Hoechst 33258 que apresentam afinidade pelas bases
nitrogenadas adenina e timina; e Mitramicina e CMA; (Cromomicina A3) 0s quais
possuem filia por citosina e guanina. Com o advento do bandeamento duplo
DAPI/CMA; proposto por Schweizer (1973) tornou-se possivel a identificagdo
simultanea de regides gendmicas ricas em AT e CG, respectivamente (SUMNER,
2003).

Mais recentemente, com o desenvolvimento da técnica de hibridizacdo
fluorescente in situ (FISH) que redne conhecimentos sobre citologia, citogenética
classica e genética molecular, tornou-se possivel a localizagdo exata de sequéncias
pre-determinadas no genoma. A técnica baseia-se na complementariedade de bases
entre a sonda e o DNA alvo, sendo um método mais preciso para a visualizagao de
porcoes cromossOmicas especificas. A hibridizacao in situ (HIS) foi utilizada pela
primeira vez por Gall e Pardue em 1969, com o uso de radiois6topos em
cromossomos de Xenopus. A principio, as sondas quentes, como eram chamadas,
utilizavam tritio (°*H) e fésforo radioativo (**P) para as marcacdes. No entanto, apesar
das hibridizagdes serem bastante sensiveis na detec¢cdo de sequéncias curtas, a
marcagdo com is6topos radioativos apresentava grandes desvantagens. As

marcagdes geravam lixo radioativo, 0s sinais eram de baixa resolugéo, as analises
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dispendiam tempo (chegando até 150 dias em cromossomos de Phaseolus, por
exemplo) e havia o risco de exposicao do pesquisador a radiagdo (GUERRA, 2004).

Posteriormente, por motivos de biosseguranca, o método foi aprimorado ao
longo dos anos, e atualmente, as sondas sdo marcadas apenas com nucleotideos
modificados. As marcacbes podem ser diretas, quando os dnips utilizados séo
acoplados a fluorocromos ou indiretas, quando os nucleotideos possuem uma
molécula marcadora (biotina ou digoxigenina, por exemplo) e esta é detectada
posteriormente por um anticorpo associado a um fluoréforo (GUERRA, 2004; JIANG
e GILL, 2006).

Assim, devido a sua alta especificidade e carater informativo, a FISH € uma
técnica amplamente utilizada na citogenética vegetal, constituindo uma ferramenta
fundamental e indispensavel na caracterizacao cariotipica e em estudos de evolugcao
cromossomica (ALLABY e BROWN, 2001; GU e XIAO, 2003; NEVES et al., 2005;
WAN et al.,, 2012; MAVRODIEV et al., 2015). Dentre as sondas de FISH mais
utilizadas, destacam-se as sequéncias repetitivas de DNA como 0s genes
ribossomais 28S e 58S, telébmeros e centrémeros (ALLABY e BROWN, 2001; NEVES
et al., 2005; WAN et al., 2012).

Adicionalmente, o genoma inteiro de uma espécie pode ser utilizado como
sonda. Neste caso, a técnica é denominada GISH (Genome in situ Hibridization),
sendo uma técnica bastante aplicada para a distingdo de subgenomas de hibridos e
alopoliploides (KENTON et al., 1993). Outra variante recente da técnica de FISH
corresponde a metodologia da fibra de DNA estendida, ou “Fiber-FISH”. A principio,
esta técnica foi realizada em células humanas (WIEGANT et al, 1992) e
posteriormente adaptada para materiais vegetais. Um dos primeiros trabalhos
envolvendo “fiber-FISH” em plantas foi desenvolvido por Franzs et al., (1996) em
nucleos de Arabdopsis thaliana e Solanum lycopersicum com o intuito de mapear
sequéncias repetitivas. Nesta técnica, os nucleos interfasicos sdo aderidos em uma
lamina de modo que a cromatina fique parcialmente livre para ser estendida,
formando finas fibras de DNA (FRANSZ et al., 1996). O método € empregado para o
mapeamento de sequéncias curtas de DNA ou sequéncias adjacentes muito
proximas, as quais com o método convencional (usando metéafases mitoticas ou
paquitenos) ndo sdo possiveis a visualizagdo individual das sequéncias devido a
baixa resolucdo (JIANG e GILL, 2006). Esta técnica é utilizada em projetos de
sequenciamento gendmico para a visualizacdo de “gaps” e em estudos sobre
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organizacao e estrutura de sequéncias repetitivas como centrémeros e telémeros
(GINDULLIS et al., 2001; CHENG et al., 2002; JIANG e GILL, 2006).

Atualmente, as tecnologias de sequenciamento genémico combinados a
citogenética possibilitam o reconhecimento e o mapeamento de regides genémicas
até entdo desconhecidas. Com o advento das plataformas de sequenciadores em
massa, por¢des do genoma podem ser rapidamente sequenciadas e posteriormente
detectadas por meio de hibridizagdes in situ. Inimeros trabalhos tém utilizado
técnicas de citogenética molecular apdés o sequenciamento genémico a fim de
caracterizar e mapear regides de DNA repetitivo (RENNY-BYFIELD et al., 2011;
2012; TORRES et al., 2011; CHESTER et al., 2013; EMADZADE et al., 2014). As
pesquisas sao voltadas principalmente para a caracterizacao de espécies (MACAS
et al., 2011), estudos sobre poliploides, (BUGGS et al., 2012), filogenia e evolugao
(GROVER et al., 2012).

1.2.4 CARACTERIZACAO DE REGIOES CROMOSSOMICAS NA ERA POS
GENOMICA

O mapeamento de regides gendmicas especificas tem possibilitado a
caracterizacao e a comparacao entre as diferentes espécies, auxiliando em estudos
evolutivos e filogenéticos (BUGGS et al., 2012; GROVER et al., 2012). Entretanto,
apesar dos dados sobre estrutura e organizacao genémica serem determinantes
para o entendimento da dinamica do processo evolutivo, as informagdes para a
maioria das plantas ainda sédo escassas. Os trabalhos sobre composicdo e
mapeamento de regides especificas se restringem, principalmente, aos grupos de
interesse econdbmico como Solanaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae e Poaceae,
nao havendo informacgéo para a maioria das espécies vegetais (HUANG et al., 2009;
VOGEL et al., 2010; WU e TANKSLEY, 2010). Neste contexto, 0 mapeamento fisico
de regides especificas realizadas com o uso de BACs (cromossomos artificiais de
bactéria) e FISH permite localizar as regides genbmicas de interesse, somando
informacdes sobre a composicdo e estrutura de variados genomas vegetais. No

entanto, até pouco tempo atras, o desenvolvimento de novos marcadores
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cromossdmicos consistia em metodologias laboriosas que demandavam tempo até
serem empregadas.

Recentemente, este cenario tem se modificado. Com o advento dos novos
sequenciadores, 0s genomas de varias espeécies tém sido investigados (RENNY-
BYFIELD et al.,, 2011; 2012; TORRES et al., 2011; CHESTER et al., 2013;
EMADZADE et al., 2014). O sequenciamento paralelo em massa permite conhecer o
genoma de forma mais rapida e com grande eficiéncia. As novas plataformas sao
capazes de gerar informacdes de milhdes de pares de bases em uma Unica corrida,
viabilizando o conhecimento de regides gendmicas ainda inexploradas de forma
econdmica e rapida (POMPANON e SAMADI, 2015). Aliada a técnica de FISH, o
mapeamento de sequéncias especificas possibilita uma caracterizagdo mais
refinada do cariétipo, bem como documentar eventuais alteracdes cariotipicas
intraespecificas. As informag¢des auxiliam na compreensdo sobre a estrutura e
dindmica dos genomas, e permite discussdes acerca de padrdes evolutivos e
filogenéticos nos diferentes grupos de plantas (FLAGEL e BLACKMAN, 2012).
Estudos sobre a composi¢cdo e dindmica de genomas, especialmente no que diz
respeito as regioes repetitivas, tém sido frequentemente avaliadas (MACAS et al.,
2007; SWAMINATHAN, VARALA e HUDSON, 2007; WICKER et al., 2009; RENNY-
BYFIELD et al., 2011; 2012). Em Musa acuminata, por exemplo, a partir do
sequenciamento genO6mico foi possivel identificar e localizar com uso da FISH,
diferentes classes de elementos repetitivos, que auxiliaram em estudos de
diversidade genética e selecdo de individuos para técnicas de melhoramento
(HRIBOVA et al., 2010).

Considerando que as familias de DNA repetitivo correspondem a grande
porcdo do genoma (KUBIS, SCHMIDT e HESLOP-HARRISON,1998; HESLOP-
HARRISON, 2000; MACAS et al., 2007) cada vez mais, trabalhos de
sequenciamento de regides repetitivas em espécies ndao modelos tém sido
realizados, principalmente em estudos sobre poliploidia e evolugcao cariotipica
(TORRES et al., 2011; BUGGS et al., 2012). No complexo Prospero autumnale (uma
série aneuploide com x=5, 6 e 7) a identificagdo da repeticdo satélite PaB6 e seu
respectivo mapeamento permitiram importantes inferéncias evolutivas nos diferentes
citétipos da espécie (EMADZADE et al., 2014). Em populagcdes naturais de
Tragopogn micellus, um neoalopoliploide, foi possivel investigar as alteracées
cromossdmicas decorridas ao longo de 40 geragdes e inferir sobre a estrutura e
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estabilidade cromossOmica da espécie apds eventos de poliploidia (CHESTER et al.,
2011). Renny-Byfiel et al., (2011) estudando retroelementos em trés espécies de
Nicotiana, observaram padrées distintos de sequéncias repetitivas na evolugao de N.
tabacum e seus parentais N. silvestres e N. tomentosiformes. Em variedades de
Cucumis sativus a caracterizacdo de blocos heterocromaticos e rearranjos
cromossdmicos possibilitaram estudos sobre a evolugdo cromossémica e a
domesticagdo de Cucumber (YANG et al., 2012). Em Brassica rapa e B. oleracea
comparagbes de substituicdo de nucleotideos em retrotransposons ortélogos
providenciaram informag¢des sobre estrutura dos genomas e a dindmica da
cromatina em ambas as espécies (ZHAO et al., 2013).

Portanto, com o desenvolvimento das novas plataformas de sequenciadores e
0s avangos em bioinformatica, tornou-se mais pratica a identificagdo e a localizagao

de regibes gendmicas espécie-especificas, principalmente, regides repetitivas.

1.2.5 SEQUENCIAMENTO GENOMICO E ESTUDOS DE DIVERSIDADE VEGETAL

Nos ultimos anos a preservacao e conservacao da biodiversidade tém sido de
importancia primaria para a manutencdo dos bancos de germoplasma e da
variabilidade genética de espécies, contribuindo para a ndo extingdo de individuos
em risco (OLIVEIRA et al., 2006). A principio, as colecdes de germoplasma ex situ
eram mantidas apenas por meio de avaliacdes dos caracteres morfoldgicos e
fenotipicos, abordagens limitadas na caracterizagdo da diversidade das espécies
(KILIAN e GRANER, 2012). Assim, a fim de auxiliar nas caracteriza¢des, técnicas
moleculares tém sido cada vez mais utilizadas como subsidios para andlises de
diversidade. Com o uso de DNA barcoding e sequenciamento paralelo em massa,
tornou-se viavel a investigacao da biodiversidade global, reunindo informacgdes sobre
taxonomia, sistematica, ecologia, biologia molecular e biocinformatica (POMPANON e
SAMADI, 2015). No entanto, embora enormes avangos tecnoldgicos tenham
permitido conhecer mais a fundo as informagbes genéticas, as plataformas de
sequenciamento para as espécies silvestres, que possuem o genoma totalmente

desconhecido (e ausentes de genomas de referéncia) ainda sdo limitadas, sendo
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inviavel a montagem de todo o genoma. Para tais espécies, trabalhos de
sequenciamento de DNA de cloroplastos e mitocondrias e de regides repetitivas
nucleares sdo mais comuns e fornecem valiosas informagdes sobre a diversidade e
evolugdo dos taxa (VARSHNEY et al., 2006; WICKER et al., 2006; RENNY-BYFIELD
et al.,, 2012; STRAUB et al., 2012).

Neste contexto, as analises de regides repetitivas espécie-especificas se
caracterizam como sendo uma abordagem mais direcionada a espécie de interesse.
Embora as regides universais possam auxiliar em estudos gendmicos nos diferentes
taxa, sequéncias especificas sdo mais informativas quando se deseja conhecer a
estrutura genética de individuos de uma mesma espécie ou populagédo (EMADZADE
et al., 2014). Burge et al.,, (2012) por exemplo, utilizando plataformas de
sequenciamento em massa, desenvolveram primers de microssatélites especificos
para Ceanothus roderickii (Rhamnaceae) visando estudos de fluxo génico,
diversidade genética e fragmentagcédo populacional da espécie. Em Lupinus luteus o
sequenciamento do DNA plastidial possibilitou detectar inversées de sequéncias e
permitiu comparagdées de DNA plastidial com outras espécies de Fabaceae,
auxiliando na filogenia do grupo (MARTIN et al., 2014). Em Lecomtella (Poacea) a
partir do sequenciamento de DNA plastidial e nuclear foi possivel gerar informacgdes
filogenéticas que auxiliaram na sistematica do género (BESNARD et al., 2013).

Assim, é notavel a contribuicdo das novas tecnologias de sequenciadores
para caracterizacdo da diversidade e o entendimento de padrdes evolutivos nos
genomas vegetais. As informacdes geradas a partir de sequenciamento permitem a
criacao e o aperfeicoamento de bancos de dados genO6micos, com intuito de
documentar a diversidade e a variabilidade de espécies (KILIAN e GRANER, 2012).

1.3. POLIPLOIDIA E DIVERSIDADE GENOMICA EM PLANTAS

A poliploidia é considerada o principal mecanismo envolvido na formagéo de
novas espécies e diversificacdo da flora (OTTO e WHITTON, 2000; SOLTIS et al.,
2005; DE BODT et al.,, 2008; SOLTIS e SOLTIS, 2009; 2013). A multiplicacao

genbmica proporciona consideraveis mudangas nucleares, podendo gerar muitas
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vezes variagoes fenotipicas, contribuindo assim para a diferenciacéo entre os taxa e
0 aumento da diversidade de espécies (DOYLE et al., 2008; SOLTIS e SOLTIS,
2009; FINIGAN, TANURDZIC e MARTIENSSEN, 2012; SOLTIS e SOLTIS, 2013).
Individuos poliploides podem ser encontrados em diferentes linhagens filogenéticas,
abrangendo uma vasta gama de espécies distribuidas em diversos ambientes em
todo o globo (SOLTIS e SOLTIS, 2013). Estimativas da frequéncia de plantas
poliploides tém sido tema de debates e discussbes na comunidade cientifica ha
algum tempo, e os indices sobre a frequéncia de poliploidia em angiospermas eram
controversos, variando de 20% a 80% (STEBINS, 1938; GRANT, 19683;
MASTERSON, 1994; SOLTIS et al.,, 2009; WOOD et al., 2009). A principio, de
acordo com Grant (1963) o numero basico de todas as angiospermas
corresponderia a x=7 e x=9 cromossomos. No entanto, de acordo com Masterson
(1994) as angiospermas que possuem n superior a 11 cromossomos sao espécies
poliploides. Todavia, estudos recentes sugerem que todas as angiospermas ja
passaram, no minimo, por um evento de multiplicacdo genémica durante sua historia
evolutiva (JIAO et al., 2011; SOLTIS e SOLTIS, 2013). Em Arabidopsis thaliana
(uma espécie modelo e considerada diploide), a presenca de genes duplicados no
genoma revela a ocorréncia de pelo menos 12 eventos de poliploidia durante seu
curso evolutivo, constituindo, portanto, em uma espécie paleopoliploide (TANG et al.,
2008). Os paleopoliploides sao individuos que passaram por eventos de duplicacao
cromossdmica ha milhares de anos e que ao longo das reestruturagdes do genoma
adotaram o comportamento dissémico (BOWERS et al., 2003; FAWCETT et al.,
2009; JIAO et al.,, 2011). Dentre os géneros paleopoliploides mais conhecidos
podemos citar Zea, Glicine, Gossypium, Sorghum, Oryza (PATERSON et al., 2004),
Populus (TUSKAN et al., 2006), Vitis (VELASCO et al., 2007), e Carica (MING et al.,
2008). Geralmente, os paleopoliploides possuem multiplas origens e uma das
maneiras de se detectar a paleopoliploidia € por meio de comparacdes de
sequéncias genémicas entre as espécies correlatas (MA e GUSTAFSON, 2005; LIU
et al., 2006).

Com o advento das novas plataformas de sequenciadores, a identificagdo do
numero de cépias de familias génicas por genoma tornou-se mais viavel e acessivel,
assistindo aos estudos evolutivos, sobretudo em poliploides (SOLTIS e SOLTIS,
2013). A presenca de mudltiplas cépias de genes/sequéncias € indicio de ocorréncia
de poliploidia, e a respectiva identificagdo de genes ortdlogos auxilia em estudos
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sobre ancestralidade, origem da poliploidia e construgcdo de arvores filogenéticas
(MAVRODIEV et al., 2015). Recentemente, analises filogendmicas realizadas em
diferentes espécies sugerem a existéncia de um ancestral comum para as
espermatofitas e outro ancestral comum para o clado das angiospermas (JIAO et al.,
2011). Segundo Jiao et al., (2011), intensos eventos de duplicagdo gendmica
ocorreram ha 319 e 192 milhGées de anos, 0s quais originaram inovagdes
importantes que derivaram as plantas com sementes e flores, respectivamente.

Estudos indicam que a frequéncia de poliploidia pode estar atrelada ao
tamanho do genoma, havendo uma correlagao negativa entre tamanho do genoma e
incidéncia de poliploidia (GRIF, 2000; WOOD et al., 2009). Assim, as espécies que
apresentam poucos cromossomos sao mais propicias a duplicacao genémica (GRIF,
2000; WOOD et al., 2009; HUSBAND, BALDWIN e SUDA, 2013). De fato, quando
observamos diferentes grupos taxonémicos é possivel notar que algumas linhagens
possuem pré-disposicdo em manter individuos poliploides, enquanto em outras, a
frequéncia de duplicacao genémica € menor (HUSBAND, BALDWIN e SUDA, 2013).
De acordo com Wood (2009), a incidéncia de poliploidia intragenérica é superior a
50% em espécies que possuem o numero cromossémico entre 2n=4 e 2n=14. Ja em
géneros em que as espécies apresentam de 26 a 108 cromossomos, a incidéncia de
poliploidia € inferior a 20%. Adicionalmente, a frequéncia de poliploides € superior
em plantas herbaceas e perenes se comparada as espécies lenhosas (VAMOSI e
DICKINSON, 2006).

Basicamente, os individuos poliploides podem ser classificados em
alopoliploides, quando ha duplicacdo de diferentes genomas ap6s hibridacao, e
autopoliploides, quando ocorre a duplicagdo do mesmo conjunto cromossémico
(STEBBINS, 1971). A autopoliploidia foi considerada hd muito tempo como sendo
menos frequente na natureza em comparacao a alopoliploidia (SOLTIS e SOLTIS,
2009; STEBBINS, 1947; PARISOD, HOLDEREGGER e BROCHMANN, 2010;
SOLTIS et al., 2010). No entanto, estimativas recentes apontam que o ndimero de
autopoliploides pode estar subestimado, devido principalmente, as dificuldades no
reconhecimento e identificagdo de citétipos autopoliploides cripticos (BAKER et al.,
2016).

Dentre o0s neopoliploides existentes, as espécies Spartina anglica
(AINOUCHE et al., 2004); Senecio cambrensi; S. eboracensis (ABBOT e LOWE
2004), Cardamine schultzii (URBANSKA et al., 1997), Tragopogon mirus e T.
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miscellus (SOLTIS e SOLTIS, 2009) constituem exemplos recentes de diversificagao
da flora de angiospermas via alopoliploidia. De acordo com Kihara e Ono (1926) os
alopoliploides sao hibridos permanentes que possuem comportamento dissémico,
fato que ndo compromete sua fertilidade e reproducdo. Desse modo, o0s
alopoliploides sao considerados mais estaveis que os individuos autopoliploides. Por
outro lado, de acordo com Wettstein (1927) os autopoliploides sao inviadveis na
natureza, devido a sua baixa fertilidade, fazendo-se necessaria a restauragdo da
condicéo diploide novamente para a sua conservacao na natureza. No entanto, os
problemas relacionados a reproducdo sexual, ocasionados pela redundancia
gendmica nos autopoliploides podem ser contornados pela reproducdo assexuada,
como a propagacdo vegetativa e apoximia, mecanismos bastante comuns em

neopoliploides.

1.3.1 REPRODUCAO E ESTABELECIMENTO DE POLIPLOIDES

A biologia reprodutiva e o estabelecimento de poliploides tém sido objeto de
estudo desde o inicio do século passado (ERNST, 1918; STEBBINS, 1938;
GUSTAFSSON, 1947; STEBBINS, 1950). Modelos predizem que as espécies
capazes de se autofecundar sdao mais provaveis em estabelecer linhagens
poliploides com sucesso, se comparada as espécies que possuem fecundacao
cruzada (RODRIGUEZ, 1996; BAACK, 2005; RAUSCH e MORGAN, 2005). As
primeiras observagdes sobre o sistema reprodutivo em poliploides datam da década
de 50, quando Grant (1956) e Stebbins (1957) observaram alta frequéncia de
autofecundacdo em espécies poliploides. Segundo Stebbins (1957) apés a
duplicacdo gendmica, muitos citétipos recém-formados apresentam a alteragdo no
tipo reproducao (de alogamia para autogamia). A proposta inicial de Stebbins foi
confirmada em estudos posteriores (RAMSEY e SCHEMSKE, 1998; BARRINGER,
2007), os quais revelaram que citotipos poliploides sao preferencialmente
autdégamos, ao passo que, seus parentais diploides podem exibir ambos os tipos de
fertilizacdo. A mudancga de alogamia para autogamia em poliploides mostrou-se um

evento comum em angiospermas apds a duplicacdo genémica, e foi descrito como
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um mecanismo chave capaz de contribuir significativamente para a origem de outros
individuos poliploides. De acordo com Ramsey e Schemske (1998) espécies
alopoliploides autdégamas apresentam 34 vezes mais chance de originar cittipos
poliploides se comparadas as espécies alopoliploides que apresentam fecundagao
cruzada.

Os individuos neopoliploides sdo caracterizados por apresentarem falhas
durante toda a divisdo meibtica e consequentemente, o comprometimento na
reproducdo sexual. Em alopoliploides, os diferentes genomas submetidos ao mesmo
nucleo podem apresentar incompatibilidade cinética no ciclo celular, culminando em
divisbes assincronicas. Além disso, eventuais pareamentos entre cromossomos
homedlogos podem levar a formacgao de univalentes e multivalentes resultando em
segregacao desigual dos cromossomos (ZIELINSKI e SCHEID, 2012). Ja em
autopoliploides, a meiose ¢é afetada pela presenga de mdultiplas cépias de
homologos. As falhas no processo de sinapse na profase | seguida de segregacgéao
cromossdmica desbalanceada também levam a irregularidades meibéticas e induzem
a formacao de gametas inviaveis. Inimeros trabalhos relatam a baixa fertilidade em
poliploides devido as anormalidades na microsporogénese (HE et al., 2010;
GRANDONT, JENCZEWSKI e LLOYD, 2013). Em autotetraploides de Oryza sativa,
por exemplo, a baixa fertilidade de pdlens deve-se aos altos indices de
irregularidades meibdticas (HE et al., 2010). Segundo Mestiri et al. (2010) a presenca
de univalentes e multivalentes em alohexaploides de trigo, € causada por diferencas
cinéticas durante a divisdo, acarretando em erros de pareamento cromossémico, e
culminando com a formacao de gametas desbalanceados. Em triploides de Coprinus
cinereus e em autotetraploides de Solanum, a formacdo de multiplos complexos
sinaptonémicos em profase | comprometem toda a divisdo celular, inviabilizando a
formagdo dos gametas masculinos (RASMUSSEN et al., 1981; STACK, 1982).
Assim, em fungao das inumeras falhas na gametogénese, Wettstein (1927) propés
que a condicao poliploide sé é viavel quando aliada a propagacdo vegetativa ou
associada a reprodugao por apomixia.

Na apomixia a reproducdo acontece de maneira assexuada sem que ocorra
fertilizacdo, e as sementes formadas sé&o geneticamente idénticas a planta mae
(CARMAN, 1997; RICHARDS, 1997). O processo de apomixia esta frequentemente
associado a condicao poliploide, podendo ser uma das principais consequéncias

apds a duplicagdo genémica. Em Pilosessa oficcinarum, por exemplo, os individuos
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poliploides sdo apomiticos, enquanto suas contrapartes diploides se reproduzem
normalmente de maneira sexual (MRAZ et al.,, 2008). Fenémeno similar também
ocorre em espécies de Paspalum, (NORRMANN et al., 1989; QUARIN et al., 2001),
Calamagrostis (NYGREN, 1948) e Brachiaria (NAUMOVA et al., 1999). Estudos
indicam que ambos o0s processos (poliploidia e apomixia) compartilham
caracteristicas em comum, uma vez que sao desencadeados apés hibridagoes e
estdo envolvidos na formagdo de gametas nao reduzidos (HUSBAND et al., 2013).
Embora a reprodugé@o por apomixia reduza a variabilidade genética, ela propicia a
dispersao de sementes poliploides possibilitando a perpetuagédo da espécie/citétipo
(RICHARDS, 1997), como acontece em Arnica cordifolia (KATO, 2006; 2007).

De acordo com a hipétese da assincronia do gene duplicado, a condicao
apomitica em poliploides teria surgido através de conflitos entre os genes
relacionados a reprodugcao em subgenomas de hibridos (CARMAN, 1997). Assim,
para contornar a incompatibilidade entre os subgenomas e reestabelecer a
reproducdo por sementes, teria surgido o processo de apomixia. Desse modo, uma
vez estabelecida, a condicdo apomitica é transmitida para as geracoes futuras, ja
que a reproducao assexual preserva a constituicio genémica primaria e mantém os
genes responsaveis pela apomixia na populagdo. Por outro lado, a reproducao
sexual acelera o processo de diploidizagao gen6mica, levando a eliminagdo de
genes duplicados (inclusive os genes responsaveis pela apomixia) e ao longo das
geracOes reestabelece a condicdo diploide. Por essa razdo, muitas plantas
poliploides sdo apomiticas enquanto os diploides apresentam reproducdo sexual
(CARMAN, 1997).

A propagacdo vegetativa também & eficiente para a manutengéo e
sobrevivéncia de poliploides (OTTO e WHITTON, 2000). Estudos indicam que o
processo de clonagem é intensificado em individuos com varios niveis de ploidia
(STEBBINS, 1950; OTTO e WHITTON, 2000). Em citétipos de Campanula patula,
por exemplo, a reproducado vegetativa € predominante em individuos octoploides se
comparado aos parentais diploides (HUSBAND et al., 2013). Segundo Stebbins
(1950), a duplicacao gendmica leva ao aumento do numero de meristemas por
planta, influenciando na propagagéo e colonizagdo de habitats. Além disso, a
reproducdo assexual assegura a permanéncia do novo citétipo no ambiente, ainda

que ele apresente desvantagens sexuais (KAO, 2007).
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Os citétipos poliploides sempre surgem dentro de populagdes diploides,
constituindo a principio, uma minoria de individuos na populacao total (LEVIN 2002).
Normalmente, em ecossistemas estaveis, os poliploides recém-formados ndo sao
capazes de competir com os parentais (CONANT e WOLFE, 2007; FEILD e AREN,
2007; HEGARTY e HISCOCK, 2008) e acabam sendo eliminados da populagcdo com
0 passar das geragoes (LEVIN, 2002; KATO, 2007). De acordo com Wood et al.,
(2009) o estabelecimento de neopoliploides € um fenémeno raro na natureza. A
inferioridade numérica de tetraploides, por exemplo, (em populagdes basicamente
diploides), faz com que tais individuos recebam a maioria de polens provindos de
citétipos diploides, fato que dificulta sua producdo de sementes e descendentes
tetraploides. Por outro lado, uma vez originado, os neopoliploides devem se fixar nas
populagbes, para posteriormente, serem capazes de competir pelo ambiente ou
colonizar novos hébitats. A ocorréncia de autopolinizagbes, processos de apoximia e
propagacao vegetativa, ja discutidos, favorecem a sua propagagdo e
estabelecimento nas populagdes (LEVIN, 2002).

Geralmente, populactes formadas por diferentes citétipos sdo evolutivamente
instaveis, exceto quando os citétipos habitam locais restritos (com preferéncia em
micro-habitats) ou possuem isolamento pré-zigético (BAACK, 2005; HALVERSON et
al., 2008). Eventualmente, os neopoliploides sdo capazes de superar a desvantagem
numérica e colonizar locais diferentes de sua origem. Contudo, para que isso ocorra,
€ necessario que os poliploides recém-formados tenham grandes vantagens
competitivas em relagcdo aos diploides ou tenham diferentes tratos ecoldgicos
(LEVIN, 2002). A principio, os diferentes cit6tipos compartilham os mesmos nichos
ecoldgicos, todavia a duplicagdo genémica pode proporcionar mudancgas fenotipicas
que alteram as interagbes ecoldgicas, e permitem que areas antes ndo habitadas
pela espécie sejam ocupadas pelos novos citdtipos (LEVIN, 1983; SOLTIS e
SOLTIS, 1993; OTTO e WHITTON, 2000; LEVIN, 2002). Diferentes tipos de
polinizadores e herbivoros, periodos distintos de floragdo e incompatibilidade sexual
sao exemplos de contrastes ecologicos que favorecem a coexisténcia de citétipos
(LEVIN, 2002; THOMPSON, NUISMER e MERG, 2004). Em Plantago media, por
exemplo, as flores de individuos diploides florescem cerca de trés semanas antes
que as flores dos tetraploides, fato que diminui a competicdo por polinizadores e
permite a simpatria dos citétipos (VAN DIJK et al., 1992).
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1.3.2 ECOLOGIA E DISTRIBUICAO DE POLIPLOIDES

Inumeros estudos demonstram que poliploides sdo capazes de se adaptar as
condicbes extremas, as quais ndo seriam toleradas pelos seus parentais diploides
(LEVIN, 1983; THOMPSON e LUMARET, 1992; SOLTIS e SOLTIS, 1993; OTTO e
WHITTON, 2000; HEGARTY e HISCOCK, 2002; SOLTIS, SOLTIS e TATE, 2003;
HEGARTY e HISCOCK, 2007). Um exemplo pode ser visto em hexaploides de
Achillea borealis, os quais possuem um valor adaptativo superior se comparado aos
individuos tetraploides da mesma espéecie (FAWCET et al.,, 2013). O potencial
adaptativo observado em poliploides esta relacionado, provavelmente, a alta
heterozigosidade e a diversidade alélica (OTTO e WHITTON, 2000), que levam a
mudangas no padrdo de expressao génica (CROW e WAGNER, 2006; HA et al.,
2008; HEGARTY et al., 2008). A duplicagdo gendmica altera significativamente a
atividade dos genes, seja por meio de modificacées nas sequéncias de DNA ou
através do perfil epigenético (FINIGAN, TANURDZIC e MARTIENSSEN, 2012). Tais
mecanismos resultam em mudancgas fenotipicas, que podem ser cruciais para a
adaptacao, distribuicdo e ecologia das espécies (LUKENS et al., 2006; OZKAN et
al., 2001; KOH et al., 2010).

Contrastes ecolégicos entre citétipos sado comuns. Em Chamerion
angustifolium, ha um aumento gradual na colonizacdo de ambientes quentes de
acordo com o aumento do nivel de ploidia (MOSQUIN, 1967). Os citotipos diploides
desta espécie sdao encontrados, preferencialmente, em locais mais frios em
comparagao aos tetraploides (encontrados em locais de clima intermediario) e aos
hexaploides (localizados em ambientes com temperatura superior) (MOSQUIN,
1967). Em Vaccinium uliginosum (HAGERUP, 1933), Anthoxanthum odoratum
(HEDBERG 1969), Fraxinus americana (SCHAEFER e MIKSCHE, 1977) e
Centaurea jacea (HARDY et al.,, 2000) por exemplo, os parentais diploides
apresentam maior tolerdncia ao frio se comparado com seus respectivos
autopoliploides. Em Eragrostis cambessediana, as plantas diploides colonizam
hébitats umidos enquanto os tetraploides e octoploides ocorrem em hébitats secos
(HAGERUP, 1932). Em Tragopogon, diferencas de habitats também sao
encontradas entre os parentais diploides e os alotetraploides. Os parentais T.

dubius, T. pratensis e T. porrifolius ocorrem preferencialmente em regides secas,
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alagadas e sombreadas, respectivamente. Ja os alotetraploides T. miscellus e T.
mirus nao apresentam restricbes de habitats, possuindo uma ampla distribuicdo
(SOLTIS et al., 1995). A incidéncia de luz solar também é um dos parametros para a
segregacgao de citotipos. Em Deschampsia caespitosa, os tetraploides ocorrem em
habitats abertos com alta incidéncia de luz solar, e os diploides sdo encontrados em
areas de florestas (ROTHERA e DAVY, 1986). Padréao similar também é observado
em Dactilys glomerata (LUMARET et al., 1987). Estes exemplos deixam claro como
as diferencas ecolégicas podem influenciar na distribuicdo de cit6tipos poliploides e
contribuir, em longo prazo, para a diversificagcao das espécies.

Geralmente, os poliploides apresentam distribuicdo mais ampla, abrangendo
diferentes ambientes, ao passo que os diploides sdo mais restritos. De acordo com
Levin (2002) a expanséao de poliploides ocorre principalmente a partir da periferia em
busca de novos héabitats. Os cit6tipos podem ser localizados em regides geograficas
distantes, havendo um isolamento reprodutivo entre os individuos (alopatria), ou
habitarem regides préximas (parapatria) ou ainda, dividirem o mesmo ambiente,
sendo simpéatricos (neste caso deve haver algum isolamento ecoldgico entre eles.
Em casos de simpatria e parapatria, ha a possibilidade de ocorrer fluxo génico entre
os citdtipos e a criacdo de uma zona hibrida (LEVIN, 2002). Nestes locais sé&o
encontrados individuos com niveis de ploidia intermediérios, como ftriploides, por
exemplo, (normalmente originados de cruzamentos entre 2x e 4x). Em Galax
urceolata, individuos diploides sao encontrados, principalmente, ao norte das
montanhas Blue Ridge (nordeste dos EUA) enquanto os tetraploides localizam-se
preferencialmente ao sul (BURTON e HUSBAND, 1999). Adicionalmente, individuos
triploides desta espécie também sdo encontrados em locais intermediarios, ou seja,
zonas de contato entre os citétipos (BURTON e HUSBAND, 1999). De acordo com
Levin (2002), casos de simpatria sdo mais frequentes. Dentre os exemplos de
populacdes com miscigenacdo de citétipos podemos citar Dalea formosa
(SPELLENBERG, 1981), Atriplex canescens (SANDERSON e STUTZ, 1994),
Solidago altissima (HALVERSON et al., 2008), Dactylorhiza maculata (STAHLBERG,
2009) e Vicia cracca (TRAVNICEK et al., 2010). Com relacédo a alopatria, espécies
poliploides podem ser separadas dos parentais diploides por centenas ou milhares
de anos como no caso da espécie Nymphoides indica. Os espécimes 2x sao
encontrados no Velho Mundo enquanto os 4x localizam-se nas Américas
(ORNDUFF, 1970).
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Com relagdo a distribuicao global de poliploides, estudos demostram que
regibes de altas latitudes e altitudes possuem grande numero de espécies
poliploides (HAGERUP, 1927; STEBBINS, 1950; OTTO e WHITTON, 2000; LEVIN,
2002; BROCHMANN et al., 2004). Os autores sugerem que areas inospitas e com
climas severos, como as regides articas, sejam preferencialmente habitadas por
individuos com alta variabilidade genética e plasticidade genémica e fenotipica, que
os tornam capazes de adaptar as condigées rigorosas (STEBBINS, 1950; LOVE e
LOVE, 1957). Um bom exemplo pode ser visto em Dupontia, um género
exclusivamente da flora artica que possui na sua histéria evolutiva varios eventos de
hibridagdo e duplicagdo genémica envolvendo os géneros Arctophila e Poa,
(BROCHMANN et al., 2004). Dupontia apresenta individuos 6x, 9x, 12x, 15x e 18x
com 2n=42, 2n=44, 2n=84, 2n=88, 2n=126 e 2n=132 cromossomos, que S&ao
encontrados na América do Norte, Russia e Svalbard (territério noruegués)
(BRYSTING et al., 2004).

Além disso, a frequéncia de poliploides também é superior em regides que
passaram por eventos de glaciagdes e catastrofes ecoldgicas (FAWCETT et al.,
2009; VAN de PEER et al., 2009). Stebbins (1984) observou que areas previamente
glaciadas possuem grande quantidade de poliploides, enquanto areas que nao
passaram por processo de glaciagdo, embora apresente latitude superior (como
acontece na regiao nordeste do Alasca), apresentam menor incidéncia de poliploidia.
Assim, uma correlagdo entre glaciacdo e poliploidia foi estabelecida. Brochmann et
al., (2004) estudando a flora artica constataram que, nas regiées da Beringia (antiga
“ponte” que conectava o Alasca a Sibéria) ndo glaciadas, a frequéncia de diploides é
superior (26%) as regides atlanticas que passaram por glaciagbes (apenas 10%).
Além disso, a incidéncia de poliploides na regido atlantica é consideravelmente
superior (87%) a frequéncia de poliploides na Beringia (BROCHMANN et al., 2004).
Estes resultados reforcam a proposta de Sttebins (1984). Ciclos de glaciacao
também sao propostos para explicar a diversificacdo e riqueza de espécies do
género Draba (Brassicaceae) (JORDON-THADEN e KOCH, 2008) e em Townsendia
hookeri (Asteraceae), nos quais os poliploides desta espécie sdo encontrados em
areas glaciadas, enquanto diploides sdo confinados a areas nao glaciadas
(THOMPSON e WHITTON, 2006). Além disso, Stebbins (1984) também observou
que a incidéncia de poliploidizacdo em regides insulares €& superior, quando
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comparada as regides continentais, mesmo quando ambas as regides estao
localizadas na mesma latitude.

Adicionalmente, eventos catastréficos, como impactos de asteroides na Terra
e 0 aumento das atividades vulcanicas ocorridas no Cretaceo-terciario (K-T), que
causaram extincbes em massa de animais e plantas, também contribuiram para o
estabelecimento de linhagens poliploides (FAWCETT et al., 2009). As linhagens de
plantas que passaram por no minimo uma duplicacdo genbémica neste periodo,
foram capazes de suportar a grande mudancga climatica e originaram importantes
familias de angiospermas (Poaceae, Asteraceae, Solanaceae e Fabaceae)
(FAWCETT et al., 2009). Assim, os autores sugerem que, paradoxalmente, 0s
eventos catastréficos que culminaram com a grande extincdo de espécies no
periodo do Cretaceo-terciario levaram ao surgimento de inovagdes e plantas mais
complexas, por meio da selecdo de individuos potencialmente mais adaptados as
mudancas dos ambientes, como o0s poliploides, contribuindo assim, para a
diversificacao da flora (FAWCETT et al., 2009; FAWCETT, VAN de PEER e MAERE,
2013).

1.3.3 CONSEQUENCIAS MOLECULARES DA POLIPLOIDIA

Como previamente relatado, o potencial adaptativo observado em poliploides
deve-se as inUmeras alteracdes nucleares ocorridas pés-duplicacdo genbémica, que
acabam por resultar em maior plasticidade fenotipica. Estudos em poliploides
naturais recém-formados (como Brassica, Arabidopsis, Tragopogon, Triticum,
Nicotiana, Glycine e Gossypium) e sintéticos possibilitam investigar as mudancas
imediatas apés a poliploidia e entender a dinamica da reestruturagdo dos genomas
(WENDEL, 2000; KASHKUSH et al., 2003; COMAI, 2005; JACKSON e CHEN,
2010).

Dentre as modificagbes genémicas ocorridas em curto prazo, as mutagoes do
tipo indels, sobretudo as eliminagdes de sequéncias, sdo as alteragdes mais
comuns. Em Tragopogon mirus, por exemplo, delecbes de sequéncias sao
frequentemente observadas em poliploides de diferentes origens (KOH, SOLTIS e

SOLTIS, 2010). Em autotetraploides de Phlox drummondii, a duplicagao
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cromossdmica foi acompanhada de perdas de DNA (17%) logo na primeira geracao
e atingiu uma reducéo de 25% do genoma nas duas geracdes seguintes, com um
decréscimo da quantidade de DNA em todos os cromossomos do complemento
haploide (RAINA et al., 1994). De acordo com Raina et al. (1994) as eliminagdes de
DNA nesta espécie foi um processo adaptativo que auxiliou no estabelecimento dos
tetraploides, uma vez que a diminuicdo da quantidade foi acompanhada de um
aumento na producéo final de sementes (cerca de 30%). Em Brassica napus,
poliploides sintéticos (recém-formados) e naturais (originados ha mais tempo)
apresentam diferenca de até 60% no conteudo de DNA (VERMA e REES, 1974). O
mapeamento dos genes ribossomais 28S e 5S (marcadores citogenéticos
importantes) também evidencia reducdes significativas de DNA. Em diversas
espécies, ha diminuicdo dos /oci ribossomais apds a poliploidizagdo (CLARKSON et
al., 2005; VAIO et al., 2005; WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2007; MLINAREC et al.,
2011). Varios estudos demonstram que as eliminagdes de sequéncias em
poliploides sdo constantes ao longo das geracdoes (GRANT,1969; BOYKO et al.,
1984; OZKAN, TUNA e ARUMUGANATHAN, 2003; LEITCH e BENNETT, 2004;
HAN et al., 2005) sendo um processo natural e continuo que auxilia na
homogeneizacdo genémica e contribui para o processo de diploidizacédo (LEITCH e
BENNETT, 2004).

Embora menos frequentes, acréscimos de quantidade de DNA apéds a
poliploidia também podem ocorrer. Em Nicotiana rustica e N. tabacum, por exemplo,
houve um aumento de 2% no tamanho do genoma apos a poliploidia (NARAYAN,
1998). Dentre os mecanismos capazes de aumentar o tamanho do genoma, a
ativacao de elementos moveis constitui o principal fator de expansdao genémica. Em
individuos poliploides e em hibridos, estudos sugerem que a ativagdo e o acumulo
de transposons estdo associados a rapida modificagdo na estrutura genémica e
epigenética, contribuindo para a reestruturacdo do genoma e estabelecimento dos
individuos (KASHKUSH et al., 2002, 2003; de BOER et al., 2007; PETIT et al., 2007;
HU et al., 2010; PETIT et al., 2010). Segundo McClintock (1984), a atividade dos
elementos transponiveis aumenta a chance de ocorréncia de rearranjos
cromossdmicos estruturais, 0 que pode auxiliar na divergéncia de subgenomas em
alopoliploides e contribuir para a restauragdo do comportamento dissémico. As
inversbes e translocacbes, apesar de nao alterarem a quantidade de material

genético também constituem alteragdes relevantes e refletem a reorganizacao
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gendmica ap6s a duplicagdo. Um dos exemplos de ocorréncia de translocagdes
entre genomas de alopoliploides recém-formados pode ser visto em alopoliploides
de Tragopogon (CHESTER et al., 2011).

Mudancgas nos perfis epigenéticos (como metilagdo de DNA e modificagcoes
de grupos quimicos em caudas de histonas), mecanismos cruciais na expressao
génica, também sao recorrentes em poliploides (LUKENS et al., 2006; WANG et al.,
2006). Em alopoliploides de trigo foram encontradas alteragbes no padrédo de
metilagéo de citosinas em regides de DNA repetitivo na geracdo F1 (SHAKED et al.,
2001). Em Oryza, individuos hibridos também apresentaram aumento de metilagéo
de DNA, se comparado aos genomas parentais (XIONG et al., 1999). Em Brassica
napus, mudancas no perfil de metilacdo foram observadas logo na primeira geracao
de poliploides, e este padrao manteve-se constante até a sexta geragdo, embora
algumas reversées e novas metilagbes tenham surgido em alguns descendentes
(GAETA et al.,, 2007). Em Glycine, a avaliagdo do transcriptoma de folhas de
tetraploides mostrou-se cerca de 70% inferior quando comparado aos progenitores
diploides, sugerindo silenciamento génico apds a poliploidia (COATE e DOYLE,
2010).

A dindmica dos genomas de poliploides recém-formados (incluindo todas
estas modificagbes) denominada de “choque gendmico”, contribui para a
reorganizagdo nuclear e auxilia na retomada do comportamento dissémico, condi¢cao
favoravel a reproducdo e perpetuacao das espécies (DODSWORTH, CHASE e
LEITCH, 2015). Dentre os neopoliploides naturais e que, possivelmente, estao
passando por mecanismos de reestruturacdo genémica pés-poliploidia podemos
citar: Turnera sidoides, Turneraceae (KOVALSKY e NEFFA, 2012); Andropogon
gerardii, Poaceae (KEELER e DAVIS, 1999); Paspalum quadrifarium, Poaceae
(SPERANZA, VAIO e MAZZELLA, 2003); Senecio carniolicus, Asteraceae, (SUDA et
al., 2007); Solidago altissima, Asteraceae (HALVERSON, et al., 2008); Medicago
sativa, Fabaceae (HAVANANDA, BRUMMER e DOYLE 2011); Phragmites australis,
Poaceae (NAKAGAWA, OHKAWA e KANEKO, 2013); Tragopogon mirus,
Asteraceae (SOLTIS et al., 1995) e Lippia alba, Verbenaceae, recentemente descrito
(REIS et al., 2014), dentre outras espécies.
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1.4 Lippia alba- UM MODELO PARA ESTUDOS DE POLIPLOIDES TROPICAIS

1.4.1 PLASTICIDADE FENOTIPICA EM Lippia alba

O género Lippia, um dos maiores géneros pertencente a familia Verbenaceae
estd inserido na tribo Lantaneae Endler e reune cerca de 100 taxa organizados em
sete secOes. As espécies apresentam diferentes portes e habitos, e podem ser
encontradas nas formas de ervas, arbustos e pequenas arvores, com ampla
distribuicdo nas regides tropicais da América e Africa, sendo Brasil e México os
centros de diversidade do grupo (O’'LEARY et al., 2012).

Dente as espécies de Lippia, destaca-se L. alba, um arbusto aromatico
bastante utilizado na medicina popular. Conhecida regionalmente como erva
cidreira, dentre outras nomenclaturas populares, a espécie destaca-se por
apresentar inimeras atividades farmacoldgicas e ser empregada rotineiramente
como paliativo de diversos disturbios humanos, sendo a sua acao sedativa a mais
utilizada (HENEBELLE et al., 2008; MESA-ARANGO et al., 2009; RICCIARDI et al.,
2009; JANNUZZI et al.,, 2010; TELES et al., 2012). As propriedades medicinais
encontradas em L. alba devem-se aos variados compostos quimicos encontrados
em seus 6rgaos vegetativos (HENEBELLE et al., 2008; MESA-ARANGO et al., 2009;
RICCIARDI et al.,, 2009; JANNUZZI et al., 2010; TELES et al., 2012). Os
constituintes quimicos prevalentes na espécie sao: linalol, citral (netral e geraniol),
limonemo, carvona, cariofileno, B-mirceno, canfora, 1-8cineol, germacreno e a-
fencheno (SCHOCKEN, 2007). Um estudo recente, realizado com 37 acessos
mantidos sob as mesmas condigdes ambientais revelou a existéncia de uma
possivel relagcdo entre nivel de ploidia e componente majoritario do 6leo essencial
(citral, linalol ou carvona) (VICCINI et al., 2014). Uma vez que a producao quimica
envolve complexas interacées entre 0 ambiente e o genétipo, estudos que eliminem
as variaveis ambientais sdo de grande importancia para o entendimento dos
mecanismos genéticos relacionados a producdo quimica dos individuos. Assim, visto
que a producdao majoritaria dos constituintes quimicos e as atividades

farmacolégicas estdo atreladas a constituicdo genética, o uso medicinal
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indiscriminado da espécie, sem conhecimento de sua procedéncia, torna-se
comprometedor. Portanto, estudos que visem caracterizar fitoquimicamente e
geneticamente L. alba sao de grande relevancia para a sociedade.

Adicionalmente as variagbes quimicas, L. alba também apresenta ampla
instabilidade morfolégica (TORRES e LOPEZ, 2007). A corola pode apresentar
flores brancas, rosas ou violaceas. A filotaxia pode ser oposta (encontrada na
maioria dos individuos) ou verticilada, com 4, 6 ou 8 folhas por né (incomum no
género Lippia) (MOLDENKE, 1965; MULGURA de ROMERO et al., 2003; VALE,
2010). Além disso, diferencas significativas na morfologia e nas dimensdes da
lamina foliar também séo frequentemente encontradas, assim como diferengas no
tipo de tricoma e sua densidade no limbo foliar. Além disso, o porte e o habito das
plantas sdo variaveis, mesmo quando os individuos estdo submetidos as condicoes
ambientais idénticas (VALE, 2010).

Assim, tendo em vista a ampla variagdo fenotipica de L. alba, estudos que
auxiliem na caracterizacdao e contribuem para a identificacdo da espécie sao de
extrema importancia. Neste contexto, as investigacbes genémicas e citogenéticas
permitem o conhecimento mais refinado sobre os diferentes genoétipos e auxiliam no

entendimento dessa heterogeneidade fenotipica observada em L. alba.

1.4.2. O COMPLEXO POLIPLOIDE Lippia alba

O primeiro relato sobre numero cromossémico em L. alba data de 1960
guando Bose e Choudhy a descreveram como sendo uma espécie diploide* com
2n=30 cromossomos (BOSE e CHOUDHURY, 1960). No entanto, mais
recentemente, Pierre et al., (2011) avaliando a citogenética de individuos coletados
em diferentes regides, encontraram numeros cromossdmicos até entédo
desconhecidos para a espécie. Os novos acessos possuiam 2n=60 cromossomos
(consistindo de um poliploide) e o outro individuo apresentava uma variagao
cariotipica de 2n=12 a 2n=60 cromossomos, consistindo de um individuo mixoploide
(PIERRE, 2008; 2011). Este foi o primeiro indicio de ocorréncia de poliploidia na
espécie e formagcao de citdtipos. A partir de entdo, foram realizadas diversas

* A fim de padronizar a nomenclatura dos citétipos descobertos recentemente, os acessos com trinta
cromossomos foram tratados como diploides e os niveis de ploidia dos individuos que possuem
numero cromossOmico superior a 30 tiveram tais individuos como referéncia (Reis et al., 2014).
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abordagens citogenéticas mais aprimoradas, em varios acessos, visando uma
caracterizacao mais refinada do cariétipo (SOUSA et al., 2009).

Dentre as abordagens citogenéticas mais utilizadas na caracterizacao de
cromossomos de L. alba, destacam-se os bandeamentos e a técnica de FISH
utilizando sequéncias 5S e 18S. A principio, os estudos sobre a heterocromatina se
restringiram a individuos com 30 e 60 cromossomos. As técnicas utilizadas para a
descrigao cariotipica foram o bandeamento DAPI/CMA, a impregnagado com nitrato
de prata e a hibridizac&o fluorescente in situ (PIERRE, 2004; BRANDAO et al., 2007;
PIERRE, 2008; SOUSA et al, 2009). Os estudos revelaram um perfil
heterocromatico similar para ambos os cit6tipos, com regides ricas em guanina e
citosina (PIERRE 2008; SOUSA et al., 2009). Além disso, o bandeamento Ag-NOR
mostrou um ndmero maximo de quatro nucléolos em nucleos interfasicos em
acessos com 30 cromossomos (SOUSA et al, 2009). Com relagdo aos genes
ribossomais 18S e 5S, a principio, a FISH revelou 6 sitios correspondentes aos
genes ribossomais 18S e 2 sitios para a regido 5S em acessos diploides (BRANDAO
et al., 2007). O individuo com 60 cromossomos, apresentou 10 sitios de DNAr 18S
(PIERRE, 2008). Adicionalmente, variacées na morfologia cromossémica também
foram observadas entre e dentre os citétipos (PIERRE 2004; BRANDAO et al., 2007;
SOUSA et al., 2009). Estes trabalhos demonstraram que, além da ampla variagéo
fenotipica, grande plasticidade gendémica também pode ser observada entre os
individuos de L. alba.

Assim, visando expandir as informacbes cariotipicas e descobrir a
extensao da variacao intraespecifica em L. alba, estudos gendémicos, cariotipicos,
quimicos, morfolégicos e protedmicos tém sido realizados pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Genética e Biotecnologia da UFJF envolvendo um numero superior
de acessos provindos das cinco regides do Brasil. Recentemente, estimativas do
conteudo de DNA por meio de citometria de fluxo e analises citogenéticas foram
realizadas para 106 acessos de L. alba, provenientes de 14 estados brasileiros
(REIS et al., 2014). As analises indicaram uma ampla variacao no conteudo 1C (de
1,31 a 3,45 pg de DNA), e a presenga de cinco grupos cromossémicos. Os
resultados revelaram trés numeros cromossdmicos inéditos para a espécie,
sugerindo a formacao natural de um complexo poliploide, com individuos diploides
(2n=30), aneuploide (2n=38), triploides (2n=45), tetraploides (2n=60) e hexaploide
(2n=90) (REIS et al., 2014). Além disso, os autores realizaram o mapeamento dos
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genes ribossomais (18S e 5S) e a analise do comportamento meidtico e da
viabilidade polinica em representantes dos cinco citétipos. Os resultados revelaram
uma grande variagdo gendbmica, com alteragbes cromossémicas numéricas e
estruturais durante a evolugcéo cariotipica da espécie. Com base nos resultados
obtidos, foi proposta uma hipétese para a formagao do complexo poliploide, por meio
de eventos de poliploidia e cruzamentos entre citétipos envolvendo gametas nao
reduzidos e desbalanceados (REIS et al., 2014).

Os dados mais recentes reforcam, mais uma vez, a grande variacao
intraespecifica em L. alba, e justificam a expansao de andlises para mais acessos do
complexo, com a utilizacado de técnicas mais refinadas que visam elucidar questdes

sobre a estabilidade e dinAmica do genoma de L. alba.
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1.5 JUSTIFICATIVA

Lippia alba tem sido descrita como uma espécie variavel e bastante plastica,
do ponto de vista fenotipico, genébmico e citogenético. Esta notavel plasticidade pode
ser comprovada pelas diversas férmulas cariotipicas descritas e pela instabilidade
gendmica, observada durante a microsporogénese de varios acessos (SOUSA et al.,
2009; PIERRE et al., 2011; REIS et al., 2014; 2016; VICCINI et al., 2014). Assim,
tendo em vista esta ampla variacdo, faz-se necessdria uma caracterizagdo
citogenética mais refinada e direcionada a espécie, a fim de contribuir para entender
a extensdo das variagdes intraespecificas em L. alba e a origem do complexo
poliploide.

Neste sentido, a fim de descrever perfis cariotipicos mais especificos de L.
alba e compara-los entre os diferentes acessos, bem como obter uma viséo global
sobre a instabilidade e dinamica de genomas diploides e poliploides, foi proposto
neste trabalho o desenvolvimento de novos marcadores citogenéticos especificos
para a espécie, e a validacdao e padronizacdo de um protocolo de FISH eficiente
para 0 mapeamento cromossémico em acessos abrangendo 0s cinco niveis de
ploidia encontrados no complexo. Estes dados permitem obter uma perspectiva
sobre a organizacao de sequéncias repetitivas no genoma de L. alba bem como
contribuem para entender o comportamento de diferentes repeticdes e sua dinamica
em genomas poliploides.

Além disso, o presente trabalho visou incrementar os dados sobre a produgao
de gametas e viabilidade polinica contribuindo para entender a formagcdo do
complexo poliploide por meio de cruzamentos entre os citotipos. Em conjunto, os
resultados contribuem para um melhor entendimento sobre a origem dos citétipos de
L. alba e auxiliam os estudos sobre a dinamica e reorganizagcdo de sequéncias

repetitivas em genomas poliploides recém-duplicados.
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CAPITULO 1

2 SEQUENCIAMENTO PARALELO EM MASSA E
DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES CROMOSSOMICOS
ESPECIE-ESPECIFICOS PARA L. alba

2.1 INTRODUCAO

Nos ultimos 15 anos a genbmica vegetal foi marcada por um expressivo
progresso. Até entdo, os projetos de sequenciamento gendmico eram caros e
laboriosos. A primeira espécie de planta que teve seu genoma totalmente
sequenciado foi Arabidopsis thaliana, com o projeto The Arabidopsis Genome
Initiative (AGI) iniciado em 1996 e concluido em dezembro de 2000 (BEVAN, 1997).
O genoma foi montado a partir de BACs, e consistiu em 115,4 milhdes de
nucleotideos organizados. O sequenciamento de A. thaliana (terceiro genoma de um
organismo eucarioto a ser desvendado) foi um marco para a gendmica vegetal, e
abriu portas para o sequenciamento de outras espécies como Oryza sativa, Populus
trichocarpa e Vitis vinifera dentre outras (MICHAEL e JACKSON, 2013). A principio,
os critérios para a selecao de espécies a terem o seu genoma sequenciado eram
baseados em tamanho do genoma e ploidia (diploides); disponibilidade de linhagens
puras (com baixa heterozigosidade); acesso aos mapas genéticos e fisicos; e
espécies modelos ou de importancia econémica (MICHAEL e JACKSON, 2013).

Entretanto, nos ultimos anos, este cenario tem se modificado, havendo um
crescente e gradual aumento de dados genémicos para espécies silvestres (sem
genoma de referéncia) (CHESTER et al., 2011; BUGGS et al., 2012; EMADZADE et
al., 2014). As novas plataformas de sequenciadores tém possibilitado o acesso a
sequéncias genOmicas pouco estudadas, em tempo habil e custo acessivel
(STRAUB, et al., 2012). As andlises, além de contribuir para o entendimento sobre a
estrutura e funcdo dos genomas, também possibilitam comparagdes entre taxa
(FLAGEL e BLACKMAN, 2012). A disponibilidade de informagdes gendmicas de



66

diferentes espécies tornou possivel estabelecer relagdes de parentesco e
ancestralidade por meio de sintenias, além de auxiliar na identificagdo de eventos de
poliploidia ocorridos ha milhares de anos (em paleopoliploides) (FLAGEL e
BLACKMAN, 2012). Adicionalmente, o sequenciamento gendmico aliado ao
mapeamento fisico de regides gendmicas especificas, por meio da FISH, permite
localizar as sequéncias de interesse ao longo dos cromossomos, viabilizando
discussdes sobre a organizagdo e a dindmica dos genomas, principalmente em
poliploides (CHESTER et al.,, 2011; TORRES et al.,, 2011; BUGGS et al., 2012;
CHESTER et al., 2013; MAVRODIEV et al., 2015). Na citogenética vegetal, a maioria
dos estudos de caracterizagdo e mapeamento cromossémico utilizando a técnica de
FISH, se restringe as sondas universais (como o DNAr 28S e 5S, e as regioes
teloméricas), sendo raros os estudos com sondas espécie-especificas.

No complexo poliploide L. alba, a identificagdo e o mapeamento do DNAr
revelaram variacdes numérica e de distribuicdo dos sitios nos diferentes cit6tipos,
sugerindo a ocorréncia de rearranjos cromossOmicos ao longo da evolugao
cariotipica (REIS et al.,, 2014). Os dados obtidos pela FISH incrementam as
descricbes cariotipicas e respaldam uma hipotese inicial de autopoliploidia na
espécie. No entanto, mais estudos utilizando diferentes marcadores cromossdémicos
e envolvendo um numero superior de acessos sao necessarios, a fim de se obter
dados genémicos mais apurados e especificos para L. alba.

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de marcadores
cromossdmicos especificos para L. alba a partir do sequenciamento genémico da
espécie. Adicionalmente, a eficiéncia do método e a aplicacao das sondas obtidas

em cinco acessos sao discutidos.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho visou testar a eficiéncia do método de construgéo de sondas de
FISH especificas para L. alba a partir de sequéncias repetitivas obtidas pelo
sequenciamento paralelo em massa, e sua respectiva validagcdo por meio de
hibridizacao fluorescente in situ em acessos representando os cinco niveis de ploidia

encontrados no complexo L. alba.

2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar familias de repeticdes especificas ho genoma de L. alba por meio
de sequenciamento de baixa cobertura utilizando ferramentas de

bioinformatica;

e Construir sondas provenientes de repeticbes encontradas e padronizar o
protocolo de Hibridizagdo Fluorescente in situ utilizando novos marcadores

citogenéticos especificos para L. alba.



68

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Os acessos de L. alba estudados foram mantidos no campo experimental da
UFJF e tombados no Herbario CESJ da UFJF conforme as técnicas usuais
(Apéndice A). Para o sequenciamento genémico de L. alba (Figura 1), foi escolhido
um acesso diploide (2n=30) que apresenta indice de comportamento meibtico
regular. O acesso BGEN-29 (CESJ: 48466) foi mantido em vaso plastico de 10L
contendo mistura solo:Plantmax®:areia na propor¢cao 2:1:1 e cultivado em casa de
vegetagao na Estacado Experimental de Plantas/ICB/UFJF a 28°C com fotoperiodo
natural e 15 min de irrigagéo diéria por aspersao.

Para as analises citogenéticas, estacas provenientes de plantas mantidas no
campo foram coletadas no periodo matinal e imediatamente transferidas para o
sistema de hidroponia, mantido no Laboratério de Genética e Biotecnologia da
UFJF.

Figura 1: Lippia alba. (a) ramo contendo folhas e flores; (b) detalhe da inflorescéncia.



69

2.3.2 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Para a extracdo do DNA foi utilizado o método de CTAB (DOYLE e
DOYLE,1990) com algumas modificacées. Aproximadamente 10-20g de folhas
jovens e frescas do acesso BGEN-29 foram coletadas em casa de vegetacao e
imediatamente submetidas ao congelamento com nitrogénio liquido. O tecido foliar
foi macerado em nitrogénio liquido, transferido para microtubos de 2mL sendo
imediatamente adicionado 1mL de tampao CTAB em cada amostra. As amostras
foram incubadas a 65°C por 30 min. Em seguida, foi adicionado ao microtubo 600 pL
de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e este foi centrifugado durante 10 min a
14680 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e foi adicionado
8% do volume de acetato de aménio (7,5M) e 54% do volume de isopropanol
gelado. As amostras foram homogeneizadas por inversao e estocadas por 30 min a -
20°C. Decorrido o periodo de precipitagdo do DNA, as amostras foram centrifugadas
por 10 min a 14680 rpm para a formag¢édo de um pellet de DNA. O sobrenadante foi
descartado e entdo, as amostras foram lavadas em uma série crescente de etanol
(70% e 95% gelado) e centrifugadas por 10 min. Ao final, o pellet de DNA resultante
foi seco overnight e ressuspendido em 100uL de agua ultrapura.

Para a verificagdo da qualidade e da quantidade de DNA das amostras,
as mesmas foram analisadas em espectrofotémetro nanométrico (Nanodrop™) e em

gel de agarose 1%.

2.3.3 SEQUENCIAMENTO GENOMICO DE L. alba

O DNA gendmico do acesso BGEN-29 foi sequenciado no Interdisciplinary
Center for Biotechnology Research, University of Florida, EUA. O sequenciamento
foi realizado na plataforma lllumina MiSeq utilizando uma biblioteca shotgun. O
software Trimmomatic foi utilizado para a remogdo de sequéncias de baixa
qualidade. Dezesseis milhdes de sequéncias de alta qualidade foram montadas por

meio do programa SeqPrep. O aplicativo Blastn (1x10-15) foi utilizado para a
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identificagdo e posterior retirada de sequéncias de origem mitocondrial e plastidial,
restando apenas DNA nuclear. As sequéncias remanescentes foram analisadas na
plataforma RepetExplore a fim de se localizar as sequéncias repetitivas em potencial
para as hibridizagbes. Graficos globulares ilustrando cada motivo de repeti¢cdo foram
construidos a partir do software SeqGrapheR (NOVAK, NEUMANN e MACAS,
2010).

2.3.4 CONSTRUGAO DAS SONDAS PARA FISH

As sondas foram produzidas a partir de oligos de DNA fita simples
(Huntsville, AL, USA). Os oligos foram ressuspendidos em agua ultrapura, de acordo
com as manufaturas do fabricante, sendo novamente diluidos para concentracao de
uso (200ng/uL). Em seguida, os oligos complementares foram submetidos a
temperatura de 100°C por 5 min em um béquer contendo 1L de agua para a
formacdo de DNA dupla-fita. O DNA foi marcado por reagdo de nick-translation
(Tabela 1) durante 2h a 15°C.

Tabela 1: Solugao para reacao de nick-translation.

Reagentes Volume (pL)
DNA (5ug) 25
Tampao nick translation 5
Dntp mix (2mM cada) 5
Dutp marcado com Texas-red 1
agua 6,75
DNA Pol I (10U/uL) 6,25
DNase 1

Vol. final 50
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2.3.5 CONFECCAO DE LAMINAS PARA A HIBRIDIZACAO FLUORESCENTE in
situ

Meristemas radiculares emitidos pelo procedimento de estaquia foram
imediatamente submetidos ao pré-tratamento com o bloqueador do fuso mitético 8-
hidroxiquiloneina (HQ) 3 mM por 9 horas a 4°C. Decorrido o periodo de bloqueio, as
raizes foram lavadas em agua purificada, devidamente fixadas em etanol e acido
acético (3:1) e entdo armazenadas a -20°C por no minimo 24 horas.

Para a remogédo da parede celular, as raizes foram tratadas com solugcao
enzimatica Pectinase (Sigma) e Celulase (Serva-Onozuka R-10) nas concentracoes
de 20% e 2%, respectivamente, por cerca de 5 horas a 37°C. As laminas foram
confeccionadas a partir da técnica de dissociacdo celular com secagem ao ar
(CARVALHO, 1993; 1997).

2.3.6 MORFOMETRIA CROMOSSOMICA

Para a confecg¢do dos cariogramas e andlises da morfometria cromossémica,
os cromossomos foram medidos com o auxilio do software CellSens apés a
digitalizagdo das imagens obtidas via camera Olympus DP72 em microscépio
Olympus BX51. Foram realizadas medidas dos bracos curtos (BC) e bracos longos
(BL), bem como o célculo da razdo entre bragos cromossémicos de acordo com a
formula: r = BL/BC. Os cromossomos foram classificados de acordo com Levan et al.
(1964) em metacéntricos (m) e submetacéntricos (sm). Adicionalmente, foi calculado
o indice de heterogeneidade cromoss6mica (Ai) de acordo com a expressao: Ai =
(BL-BC) / (BL+BC) como proposto por Watanabe et al. (1999).
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2.3.7 HIBRIDIZAGAO FLUORESCENTE in situ (FISH)

A técnica de FISH foi realizada de acordo com Kato (2011). A mistura de
hibridizacdo contendo o tampao 2xSSC/1xTE, esperma de salmdo e a sonda
(Tabela 2) foi desnaturada durante 5 min a 99°C e imediatamente imersa em gelo.
As laminas foram desnaturadas com 30uL de esperma de salmao (140ug/ul)
durante 3 min a 80°C. Apos as etapas de desnaturacdo, a mistura de hibridizagao foi
aplicada nas regides de interesse das laminas e a hibridizagao ocorreu overnight por
cerca de 16h a 55°C.

No segundo dia do processo de hibridizacao, foram realizados os banhos de
estringéncia. As laminas foram lavadas em solu¢dao tampao 2xSSC a temperatura
ambiente por 5 min. e a 55°C durante 10 min. Por fim, as laminas foram montadas
em DAPI contendo Vectashield e seladas com laminulas e esmalte incolor.

A visualizagdo dos sinais foi realizada em microscopia de fluorescéncia
Olympus BX51. Aproximadamente de dez a 20 metéfases foram avaliadas para
cada individuo.

Figuras representativas foram pseudocoloridas com auxilio de software de
edicdo de imagens.

Tabela 2: Solugéo de hibridizacao.

Reagentes Volume/lamina
1xTE + 2x SSC buffer 8 uL
DNA de esperma de salmao (140ng/uL) 10 uL
Sonda 2uL

Total 20 L
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 SEQUENCIAMENTO GENOMICO DE L. alba

O sequenciamento genémico de L. alba produziu 29 milhées de reads paired-
end. Um conjunto final de 4Gbp de dados foi obtido ao final das etapas de
refinamento das sequéncias, o que equivale a aproximadamente a uma cobertura de
2,9 vezes 0 genoma de L. alba.

O software RepeatExplorer em conjunto com o SeqGrapheR permitiu a
identificagdo de 132 possiveis sequéncias repetitivas, de diferentes classes de
repeticdes tais como: elementos transponiveis, sequéncias de DNAr e DNA satélites,
que correspondem a 44,4% do genoma de L. alba. Inicialmente, cinco sequéncias
candidatas mostraram graficos com caracteristicas globulares densas, compativeis a
ocorréncia de repetigbes in tandem propicias a hibridizagéo in situ (Figura 2). As
repeticbes obtidas foram denominadas CL66 (com 168 pb compondo cada
repeticado); CL74 (com 471 pb em cada repeticao); CL90 (possuindo 179 pb em cada
repeticao); CL98 (com 179 pb em cada repeticao) e CL110 (com 18 pb em cada
motivo de repeticao) (Tabela 3).
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Tabela 3: Sequéncias satélite especificas de Lippia alba obtidas por meio do sequenciamento
gendmico de baixa cobertura.

Repeticoes

Motivo de repeticao

CLe6

CL74

CL90

CL98

CL110

ATGGATTTTAAAAATTTTCAAAAAATTAAAAAAATTGATAGGCTATAGCCTAGGGA
TTTCGACAAAATTCGGCAATTTTTGTTTTTATGAGTAATTTTGCTAATAAATTGGTC
CTTTTCATATTTCTTAATGTTCATACTTTGTTGGGGAATGGTTGATATGATTGTT

CCTCCGCATTCTGGCCCACCTTTTTCCGGCGACCCGCCAGCCCTGAGATTTCAT
TTATTTTTTCTACATTTTCGACCACCACCGGATTAGCGACCGCACAGGAGCGGG
GCCCGCCTAGCCTCTTTTTGCATAAAAGTGGTTCGCAGGGGGCTTAAACGTCCG
ATTTCGGCCTGGAAAATCTGGCGCAATGGGCGTTGCCAATTGCGCGCGGCGTG
GGGCCCGAGGAGAGCTTCGCGTGCGTATGCTGCTGGCCGCGTGGCGGCGTAC
GGATCGGAAGTTATGCTCGTTCGAAGTTTGATGGGCTACCGCGAGACGACTCC
GGATCGCATAAATGGATTTCGCGCGCACAACCTAACGGGTGCGATCATACCAGC
ACTAATGCACCGGATCCCATCAGAACTCCGAAGTTAAGCGTGCTTGGGCGAGAG
TAGTACTAGGATGGGTGACCCCCTGGGAAGTCCTCGTGTTGCA

AGTTTTGGAGCTCATCAAGAAATTGGAAAAATCTCTAGGCAGCTGCCTAGAACTT
CTGGCCAAAATTTGATAACTAGTATTCTGCAAGTATTTCTGCGAATAAGCTACAC
CTATCCACTCATTTTCCATACATATTAATGTCAAAACTTAGTTTCTGCAGCCATGA
TTCAATTTTCACG

TTTGGAATTTTTAGAAAAATTTTAAAATCCATGAAAATCGTATCAACCATTCCCCA
ACAAAGTATGAACATTAAGAAATATGAATAACGAGTAGATACGACCAATTTATTAG
CAAAACTACTCATTAAAGCAAAAATTGCCGAATTTTATCGAAATCCCTAGGCTATA
GCCCATCAATT

ATACCACTACCAATACCA




CLee CL 74

* TytINT
* Ty3INT

CL90

CL98 CL 110

Figura 2: Figuras ilustrativas geradas a partir do software SeqGrapheR representando cinco
familias de repeticdes em Lippia alba identificadas ap6s o sequenciamento genémico de baixa
cobertura.
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2.4.2 HIBRIDIZAGAO FLUORESCENTE in situ (FISH)

Os resultados obtidos a partir das hibridizagées revelaram que das cinco
sondas testadas, apenas uma (CL90) ndo apresentou marcacdao. A sonda CL74
revelou dois sitios subterminais em dois cromossomos homdlogos, enquanto a
sonda CL110 apresentou um padrédo de marcacdo disperso no genoma. Ja as
hibridizagbes das sequéncias de DNA satélite CL66 e CL98 ocorreram em sitios
especificos do genoma de L. alba, apresentando uma distribuicdo nao randémica,
localizada, preferencialmente, nas por¢des terminais dos cromossomos (Figura 3).
Além disso, as hibridizacdes sequenciais realizadas com as sondas CL66 e CL98
em metafases do acesso diploide (BGEN-29) revelaram que os arranjos satélites
ndo sao colocalizados e estdo situados em cromossomos diferentes dos
cromossomos portadores das regides de DNA ribossomal 18S (Figuras 3 e 4).

Os resultados do mapeamento cromossémico referente a repeticao
satélite CL66 revelaram sitios terminais (frequentemente localizados em regides
DAPI"), exceto uma grande marca intersticial, presente no brago longo de um dos
maiores cromossomos do conjunto. Alguns cromossomos apresentaram ambas as
extremidades marcadas, mas o numero de cromossomos com essa caracteristica
variou entre os individuos, nao havendo relacdo com o nivel de ploidia de cada
acesso (Figuras 4 e 5).

O acesso diploide BGEN-29 apresentou dez cromossomos marcados, sendo
trés sitios localizados em bragos curtos, cinco sitios em bragos longos e dois
homologos com ambas as extremidades marcadas (Figura 5a). O aneuploide BGEN-
16 mostrou 13 cromossomos hibridizados, sendo quatro sitios localizados em bragos
curtos, sete em bragos longos e dois cromossomos com ambas as regides terminais
marcadas (Figura 5b). No acesso triploide BGEN-28, 16 cromossomos foram
hibridizados com a sonda CL66. Destes, a maioria dos sitios foi localizada em
bracos curtos (oito sitios), cinco sitios estavam presentes em bragos longos e trés
cromossomos apresentaram marcagdo em ambos os bragos (Figura 5c). Ja o
acesso tetraploide BGEN-64 revelou apenas 10 sinais CL66%, sendo dois sitios
mapeados em bragos curtos e cinco em bragos longos. Para este acesso trés
cromossomos apresentaram ambas as porgdes terminais hibridizadas (Figura 5d).
Por fim, no acesso hexaploide BGEN-42, o mapeamento cromossémico revelou 20
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cromossomos com sitios de DNA satélite CL66, oito deles localizados em bragos
curtos, nove em bragos longos e apenas trés cromossomos mostraram hibridizagao
em ambos os bragos cromossémicos (Figura 5e). Todos os acessos investigados
apresentaram o sitio intersticial em bragos longos de um dos maiores cromossomos
do conjunto.

Com relacédo a repeticao CL98, todos os sitios foram mapeados préoximos
as extremidades cromossOmicas (Figuras 6 e 7). Os sinais CL98" apresentaram
tamanho e brilho similares nos diferentes individuos de L. alba, revelando
uniformidade na estrutura desse arranjo nos diferentes individuos, quando
comparada a sequéncia CL66. Além disso, também foi possivel observar que o
nuamero de cromossomos hibridizados com esta sequéncia repetitiva foi proporcional
ao nivel de ploidia de cada acesso, uma vez que apenas um cromossomo foi
hibridizado no complemento monoploide de L. alba (x=15). Assim, dois, trés quatro e
seis sitios CL98" foram observados nos acessos diploide, triploide, tetraploide e
hexaploide, respectivamente (Figura 7). No entanto, embora todos os sitios estejam
localizados préximos a regidao terminal, houve diferengas na classificacdo dos bragos
cromossdmicos que possuem os sitios CL98. O acesso diploide BGEN-29
apresentou os sitios em bragos curtos, enquanto no aneuploide BGEN-16 os sitios
foram localizados em bragos cromossémicos longos, assim como no acesso triploide
BGEN-28. No tetraploide BGEN-64, trés sitios foram mapeados em bragos curtos e
um sitio foi localizado no braco longo. Finalmente, o acesso hexaploide BGEN-42
mostrou quatro cromossomos com marcas em bragos curtos, um sitio no brago
longo além de um cromossomo com ambos os bragos cromossémicos marcados
(Figura 7).



Figura 3: Metafases representativas das hibridizagdes fluorescente in situ sequenciais com as sondas
de DNA satélite CL66 e CL98 no acesso diploide de Lippia alba BGEN-29. a) Dez sitios CL66"; b)
dois sitios CL98". Barra = 5 pm.

Figura 4: Metafase e cariograma representando os cromossomos marcados com as sondas CL66 (em
vermelho) e DNAr 18S (em verde) do acesso diploide BGEN-29. Barra = 5um.
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Figura 5: Metafases representativas da hibridizagéo fluorescente in situ com a sonda CL66 em Lippia
alba. (a) diploide; (b) aneuploide; (c) triploide; (d) tetraploide e (e) hexaploide. Barra = 5um.

-
Figura 6: Metafases representativas da hibridizagao fluorescente in situ com a sonda CL98 em Lippia
alba. (a) diploide; (b) aneuploide; (c) triploide; (d) tetraploide e (e) hexaploide. Barra = 5um.
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Repeticdo CL66 Repeticao CL98

2n=6x=90

Figura 7: Cariogramas representando as repetigbes CL66 e CL98 em acessos de Lippia alba. (a)
diploide; (b) aneuploide; (c) triploide; (d) tetraploide e (e) hexaploide. Setas indicam os cromossomos
portadores do sitio intersticial; * indicam cromossomos com ambas as extremidades marcadas. Barra
= 5um.
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CAPITULO 2

3. IDENTIFICAGAO E MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS SATELITE
NO COMPLEXO POLIPLOIDE L. alba

3.1 INTRODUCAO

A poliploidia constitui um dos principais mecanismos de especiacdo em
plantas (DE BODT et al., 2008; JIAO et al., 2011; OTTO e WHITTON 2000; SOLTIS
et al.,, 2005; SOLTIS e SOLTIS 2013). Dentre as consequéncias da duplicacao
genbmica, além do aumento na quantidade de DNA, as alteragbes cromossOmicas
estruturais, como duplicacdo, delecdo, inversdo e translocacdo sao bastante
comuns. Frequentemente, tais rearranjos ocorrem em porcdes de DNA repetitivo,
como as regibes de DNA satélites. InUmeros estudos comprovam variagdes
estruturais e numéricas em sitios de DNA satélite em genomas de poliploides,
ressaltando o dinamismo dessas sequéncias frente a duplicacdo gendmica
(CHESTER et al., 2013; GARRIDO-RAMOS 2015; LIM et al., 2000b; MCCLINTOCK,
1984).

Dentre as porgcoes cromossémicas repetitivas mais susceptiveis as variagoes,
as regides subteloméricas apresentam grande dinamismo genémico, consistindo em
“hotspots” para rearranjos em eucariotos (TORRES et al., 2011; RICHARD et al.,
2013). Associadas aos telomeros, as sequéncias satélites subterminais podem ser
espécie-especificas ou até mesmo cromossomo-especificas, consistindo assim, em
bons marcadores cromossOmicos para estudos evolutivos (GARRIDO-RAMOS 2015;
LOUIS e VERSHININ, 2005; RICHARD et al., 2013). Estudos indicam que o grande
dinamismo observado nestas regides se deve a eventuais trocas de material
genético ocorridas entre as extremidades cromossOmicas de cromossomos nao
homologos, as quais atuariam ampliando e expandindo as repeticées (GARRIDO-
RAMOS, 2015; LINARDOPOULOU et al.,, 2005; TORRES et al, 2011). Tais

mecanismos sdo capazes de gerar consideraveis variagdes cromossémicas e
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podem levar a diferenciagdo de cariotipos, inclusive em individuos de uma mesma
espécie. Em A. thaliana, por exemplo, foram detectadas variacoes de DNA satélites
nas extremidades cromossdémicas de 35 acessos, confirmando a dindmica das
repeticoes subterminais entre os individuos (KUO, OLSEN e RICHARDS, 2006).
Portanto, o mapeamento cromossdémico de sequéncias repetitivas permite uma
caracterizacao mais refinada dos cariétipos, bem como a deteccdo de variacdes
intraespecificas, as quais poderiam ser omitidas com o uso de marcadores
universais (GARRIDO-RAMOS, 2015).

Em poliploides, a identificagdo de diferentes classes de DNA repetitivo tem
auxiliado no entendimento da dindmica dos processos moleculares envolvidos apo6s
a duplicacdo genémica (MAVRODIEV et al., 2015; GARRIDO-RAMOS, 2015). As
informacdes contribuem para o esclarecimento da origem de poliploides e evolugéo
cariotipica, sendo imprescindiveis em estudos evolutivos em diferentes linhagens de
plantas (TORRES et al., 2011; GARRIDO-RAMOS, 2015).

No complexo poliploide L. alba, variagbes associadas as sequéncias
repetitivas de DNA ribossomal 18S foram observadas (REIS et al., 2014). Os autores
sugerem alteragcdes cromossémicas numéricas e estruturais durante a evolugao
cromossdmica da espécie, como 0s principais causadores de diferenciacédo
cariotipica em L. alba. No entanto, até o momento, os estudos citogenéticos se
restringiram a apenas um representante de cada citdtipo, sendo necessaria a
expansao do numero de acessos a serem investigados, bem como a utilizagéo de
novos marcadores cromossémicos (REIS et al., 2014). Assim, neste trabalho foi
proposto 0 mapeamento fisico de arranjos satélites subterminais especificos de L.
alba (CL66 e CL98) em acessos abrangendo 0s cinco grupos cromossOmicos
encontrados na espécie. Esta caracterizacdo mais refinada e direcionada a espécie
possibilitou detectar e documentar rearranjos cromossémicos ocorridos ao longo da
evolucdo cromossdmica do complexo e discutir importantes questbes sobre a

plasticidade e dinamismo gendmico de em diploides e poliploides de L. alba.
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3.2, OBJETIVOS

3.2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo auxiliar no entendimento da plasticidade
gendmica e evolucao cariotipica do complexo poliploide L. alba.

3.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a distribuicdo e o numero de sitios das repeticbes CL66 e CL98 em
acessos de L. alba representantes dos cinco citétipos;

e Descrever as variagoes cariotipicas encontradas entre os citétipos e dentre os

individuos com mesmo ndmero cromossomico;

e Documentar a extensdo das variagdes intraespecificas e 0s processos
envolvidos nas mudangas cariotipicas ocorridas ao longo da evolugao

cromossbmica de L. alba.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Os acessos investigados foram mantidos nas mesmas condi¢coes

descritas anteriormente no item 2.3.1.

3.3.2 MAPEAMENTO CROMOSSOMICO E HIBRIDIZA(;AO FLUORESCENTE in
situ

A construcdo das sondas, confeccdo de laminas e as subsequentes
hibridizagbes fluorescente in situ foram realizadas de acordo com os itens 2.3.4,
2.3.5 e 2.3.7 do Capitulo 1. Para a identificacao dos sitios de repeticoes, 33 acessos
foram mapeados com a sonda CL98 e 47 acessos com a sonda CL66. Além disso,
para os cromossomos que apresentaram sitio CL66 intersticial foi realizado o célculo
de heterogeneidade cromossdémica (Ai) e razdo entre os bragos de acordo com o
item 2.3.6.
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3.4 RESULTADOS

O mapeamento cromossdmico das repeticoes satélites CL66 e CL98
revelou diversos padrdes caridtipos nos diferentes acessos do complexo L. alba.
Esta ampla diversidade cariotipica pode ser ilustrada pela diferenca numérica dos
sitios e por suas respectivas dimensdes nos diferentes cariétipos. Alguns sitios
mostraram-se bastante extensos compostos por muitas copias, enquanto outros
foram menores, com sinais de hibridizagdo inconspicuos. Além disso, as variagdes
encontradas nao se restringiram apenas entre os diferentes citétipos de L. alba, mas
também ocorreram dentre os individuos que possuem 0 mesmo numero
cromossdmico. Frequentemente, as sondas hibridizaram nas porgdes terminais dos
cromossomos em regides de heterocromatina DAPI*. Além disso, os resultados
mostraram comportamentos diferentes das repeticbes CL66 e CL98 (como
previamente relatado no Capitulo 1) (Figuras 8 e 9). A sequéncia CL66 revelou um
padrao de distribuicdo amplamente variavel (Figura 8, Tabela 4), enquanto o arranjo
CL98 mostrou perfis cariotipicos mais uniformes nos diferentes acessos (Figura 9;
Tabela 5).

As hibridizagdes da repeticdo satélite CL66 revelaram grandes diferengas
cariotipicas entre os acessos, sobretudo entre os diploides. Neste grupo, as
diferencas quanto ao numero de cromossomos hibridizados variou de 10 a 18,
consistindo no grupo com mais diversidade cariotipica (Figura 10). Dez acessos
diploides apresentaram dez cromossomos contendo a repeticao CL66 (Figura 10a);
quatro apresentaram 11 e quatro acessos 12 cromossomos hibridizados (Figuras
10b, 10c). Apenas um individuo diploide apresentou 13 cromossomos compostos
pela repeticdo CL66 (Figura 10d), um individuo apresentou 14 (Figura 10e) e outro
acesso evidenciou 15 cromossomos marcados com a sequéncia CL66 (Figura 10f).
Os cariétipos compostos por 16 cromossomos CL66" foram observados em trés
representantes diploides. Por fim, apenas um acesso apresentou o nimero maximo
de sitios CL66. As metafases deste acesso revelaram 18 cromossomos CL66"
(Figura 10h).

O mapeamento dos acessos aneuploides (2n=38) revelaram consideraveis
diferencas no padrao de hibridizagdo e no numero de sitios. Dos trés individuos
investigados, dois apresentaram 13 cromossomos hibridizados, enquanto o outro
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revelou 18 cromossomos com fortes sinais CL66" (Figura 11). No grupo dos acessos
triploides (3x=45) oito individuos foram mapeados. O numero de sitios encontrados
para estes individuos variou de 16 a 24, correspondendo ao grupo com maior
numero de cromossomos contendo a sequéncia satélite CL66 (Figura 12). Dois
acessos apresentaram 16 cromossomos contendo sitios CL66"; dois apresentaram
21 cromossomos marcados; outros dois individuos apresentaram 23 cromossomos
hibridizados, e dois apresentaram 24 cromossomos marcados com a sonda CL66
(Figura 12a-d).

Dentre os acessos tetraploides (4x=60), dois individuos apresentaram apenas
dez cromossomos contendo a repeticao satélite CL66 (Figura 13a). Cinco acessos
revelaram 18 cromossomos hibridizados (Figura 13b), e dois acessos mostraram 19
cromossomos CL66" (Figura 13c). Neste grupo, apenas um individuo obteve 23
cromossomos marcados (Figura 13d). Por fim, o hexaploide (6x=90) apresentou 20
cromossomos portadores do arranjo CL66 (Figura 14).

Além da grande variagcdo numérica de sitios CL66", os mapeamentos com
a sonda CL66 também evidenciaram algumas variagdes estruturais, inclusive entre
individuos que possuem o mesmo numero de marcas. Tais variagdes cariotipicas
foram ilustradas em alguns cariogramas dos individuos diploides (Figuras 15-19).
Para os acessos aneuploides e poliploides, cariogramas representativos dos sitios
CL66 sao ilustrados nas Figuras 20, 21 e 22.

Em geral, a maioria dos cariétipos apresentou uma marca intersticial bastante
conspicua localizada, frequentemente, em bragos longos de um cromossomo
submetacéntrico. Esta marca foi comum a todos os acessos investigados, e tornou-
se um importante marcador cromossdmico para L. alba. Assim, as eventuais
mudancgas no padrdo deste sitio possibilitou detectar possiveis rearranjos estruturais
e discutir a dinamica desta repeticao satélite (Tabela 4; Figura 23). Nos acessos
diploides BGEN-57 e BGEN-65, por exemplo, tais cromossomos apresentaram este
sitio consideravelmente maior que os demais acessos (cariogramas das Figuras 17
e 18). Adicionalmente, no acesso 2x BGEN-57 as medidas morfométricas para este
cromossomo sugerem uma delecdo do bragco longo de um dos homélogos. Além
disso, os acessos BGEN-72 (2x) e BGEN-92 (4x) apresentaram este sitio em bragos
curtos. Esquemas representativos das possiveis delecdes sao ilustradas na Figura
24,
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Embora grandes variagdes cariotipicas tenham sido detectadas com a
repeticdo satélite CL66, o mapeamento da sequéncia repetitiva CL98 foi mais
uniforme e constante nos diferentes individuos do complexo. Em geral, foi observado
0 mesmo numero de cromossomos com marcagcdo CL98" no complemento
monoploide de L. alba (x=15) independentemente do nivel de ploidia do acesso. Na
maioria dos casos, foram encontrados 2, 3, 4 e 6 cromossomos hibridizados em 2x,
3x, 4x e 6x. Alguns acessos diploides, entretanto, apresentaram sinais CL98"
adicionais que variaram de 2-4, além dos dois sitios principais encontrados em todos
os individuos 2x (Figura 25).

Com relagdo aos individuos poliploides, todos os acessos 3x
apresentaram 3 cromossomos marcados com a sonda CL98, no entanto, sitios
adicionais inconspicuos também foram observados nas metafases dos acessos
BGEN-59, BGEN-49 e BGEN-62 (Figura 26). No grupo dos tetraploides foram
encontrados quatro cromossomos com sinal, entretanto, os acessos BGEN-31 e
BGEN-45 revelaram 3 e 5 cromossomos marcados com a repeticao CL98,
respectivamente (Figura 27). Por fim, as metafases dos aneuploides e do hexaploide
apresentaram 2 e 6 cromossomos marcados com a repeticao CL98, respectivamente
(Figura 28).

A uniformidade do arranjo CL98 também pode ser constatada pela
estabilidade estrutural dos sitios, uma vez que poucas variacdes nos padroes de
hibridizacao foram observadas. Na maioria das vezes, os sinais apresentaram brilho
e tamanho similares. Ocasionalmente, alguns cariétipos exibiram cromossomos com
ambas as extremidades hibridizadas. Além disso, a classificacdo dos bracos
cromossOmicos dotados dos sitios CL98" também variou nos diferentes acessos. As
Tabelas 4 e 5 sumarizam o ndmero de cromossomos contendo as repetigcdes

satélites CL66 e CL98 nos diferentes acessos do complexo L. alba.
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Tabela 4: Numero de acessos de Lippia alba mapeados com a repeticado satélite CL66 em cinco niveis de ploidia e medidas morfométricas do cromossomo
portador do sitio CL66 intersticial.

Numero de acessos NUmero de cromossomos Classificagao Heterogeneidade cromossémica NUmero de acessos com
mapeados CL66" (A heteromorfismo ?
Diploides (2n=30) 10-18 m - sm 0,04 - 0,44 1

10 10 m - sm 0,04 - 0,41 1(0,19 e 0,28)

4 11 m - sm 0,13- 0,44 -

4 12 m -sm 0,08 - 0,32 -

1 13 sm 0,35 -

1 14 m 0,22 -

1 15 m 0,20 -

3 16 m - sm 0,07 - 0,31 -

1 18 m 0,23 -
Aneuploides (2n=38) 13-18 m - sm 0,15- 0,30 -

2 13 m -sm 0,15-0,30 -

1 18 m 0,19 -
Triploides (2n=45) 16-24 m-sm 0,08 - 0,32 -

2 16 m 0,13-0,17 -

2 21 m -sm 0,16 - 0,32 -

2 23 m 0,08 -0,14 -

2 24 m 0,07-0,18 -
Tetraploides (2n=60) 10-23 m -sm 0,04 - 0,47 2

2 10 m - sm 0,07 - 0,34 1 (0,07 e 0,34)

5 18 m 0,04 - 0,27 1(0,04€e0,22)

2 19 m -sm 0,05-0,47 -

1 23 m 0,15 -
Hexaploide (2n=90) 20 m - sm 0,05-0,16 - 0,31 1(0,05-0,16 - 0,31)

1 20 m -sm 0,05-0,16 - 0,31 1(0,05-0,16 - 0,31)
Total 47 10-24 m-sm 0,04 - 0,47 4

®Numeros entre parénteses representam a variacdo de Ai do cromossomo portador do sitio intersticial em um mesmo individuo.

88



Tabela 5: Numero de acessos de Lippia alba mapeados com repetigao satélite CL98 em cinco
niveis de ploidia

Nivel de ploidia Numero de Ndmero de Numero de acessos
acessos Cromossomaos com com sitios CL98"
sitios CL98* inconspicuos®

Diploide (2n=30) 15 2-4 5 (0-4)
Aneuploide (2n=38) 2 2 -

Triploide (2n=45) 9 3 5 (1-5)
Tetraploide (2n=60) 6 3-5 1 (0-3)
Hexaploide (2n=90) 1 6 -

®Numeros entre parénteses representam a variacéo de sitios CL98 inconspicuos.
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Figura 8: Niumero de cromossomos com sitios de repeticdo CL66 em 47 acessos de Lippia alba.
Linhas pontilhadas representam o numero mais frequente de cromossomos com sitios CL66 para
cada nivel de ploidia (10: diploide; 15: triploide; 20: tetraploide; 30: hexaploide), tendo como

referéncia o nimero de cromossomos CL66" mais frequente em diploides.
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Figura 9: Numero de cromossomos com sitios de repeticdo CL98 em 33 acessos de Lippia alba.
Linhas pontilhadas representam o nimero mais frequente de cromossomos com sitios CL98 para
cada nivel de ploidia (2: diploide; 3: triploide; 4: tetraploide; 6: hexaploide), tendo como referéncia o
nimero de cromossomos CL98" mais frequente em diploides.
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Figura 10: Perfis cariotipicos em acessos diploides de Lippia alba ilustrando a variagdo do numero de
cromossomos marcados com a sonda CL66. a) dez cromossomos CL66"; b) 11 cromossomos CL66%;
¢) 12 cromossomos CL66"; d)13 cromossomos CL66%; e) 14 cromossomos CL66™; f) 15 cromossomos
CL66"; g) 16 cromossomos CL66" e 18 cromossomos CL66". Barra = 5um.

Figura 11: Perfis cariotipicos em acessos aneuploides de Lippia alba ilustrando a variagdo do numero
de cromossomos marcados com a sonda CL66. a) 13 cromossomos CL66"; b) 18 cromossomos
CL66". Barra = 5um.



Figura 12: Perfis cariotipicos em acessos triploides de Lippia alba ilustrando a variagdo do namero
de cromossomos marcados com a sonda CL66. a) 16 cromossomos CL66"; b) 21 cromossomos

CL66"; ¢) 23 cromossomos CL66" e d) 24 cromossomos CL66". Barra = 5um.
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Figura 13: Perfis cariotipicos em acessos tetraploides de Lippia alba ilustrando a variagdo do nimero
de cromossomos marcados com a sonda CL66. a) dez cromossomos CL66"; b) 18 cromossomos
CL66"; ¢) 19 cromossomos CL66" e d) 23 cromossomos CL66". Barra = 5um.



Figura 14: Perfil cariotipico do acesso hexaploide de Lippia alba ilustrando os 20 cromossomos
CL66". Barra = 5um.
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BGEN-48

BGEN-82

BGEN-77

Figura 15: Metafases e cariogramas representando dez cromossomos marcados com a sonda CL66
em trés acessos diploides de Lippia alba. Barra = 5um.

BGEN-68

BGEN-88

Figura 16: Metafases e cariogramas representando 11 cromossomos marcados com a sonda CL6 em
dois acessos diploides de Lippia alba. Barra = 5um.
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BGEN-46

BGEN-65

BGEN-67

Figura 17: Metafases e cariogramas representando 12, 12 e 13 cromossomos marcados, com a sonda
CL66 em trés acessos diploides de Lippia alba. Barra = 5um.

BGEN-57

BGEN-74

Figura 18: Metafases e cariogramas representando 14 e 18 cromossomos marcados com a sonda
CL66 em dois acessos diploides de Lippia alba. Barra = 5um.
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BGEN-72

BGEN-75

BGEN-80

Figura 19: Metafases e cariogramas representando 16 cromossomos marcados com a sonda CL66
em trés acessos diploides de Lippia alba. Barra = 5um.

BGEN-16

BGEN-113

Figura 20: Metafases e cariogramas representando 13 e 18 cromossomos marcados com a sonda
CL66 em dois acessos aneuploides de Lippia alba. Barra = 5um.



BGEN-28

BGEN-59

BGEN-01

Figura 21: Metéafases e cariogramas representando 16, 16 e 23 cromossomos marcados com a
sonda CL66 em trés acessos triploides de Lippia alba. Barra = 5um.
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BGEN-64

BGEN-92

Figura 22: Metafases e cariogramas representando dez e 18 cromossomos marcados com a
sonda CL66 em dois acessos tetraploides de Lippia alba. Barra = 5um.
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Classificag@o: Submetacéntrico
Numero de sitios: 2
Localizagdo: Brago longo

Classificagéo: Metacéntrico
Numero de sitios: 1
Localizagao: Brago longo

Classificagdo: Submetacéntrico
Numero de sitios: 3
Localizagdo: Ambos os bragos
Intensidade: Forte

Classificagdo: Metacéntrico
Namero de sitios: 1
Localizag&o: Brago curto

Figura 23: Diferentes perfis do cromossomo portador
acessos do complexo Lippia alba.

Classificagdo: Metacéntrico
Numero de sitios: 1
Localizagdo: Braco curto
Intensidade: Inconspicuo

Classificagdo: Metacéntrico
Numero de sitios: 1
Localizagéo: Brago curto
Intensidade: Forte

Classificagao: Metacéntrico
NuUmero de sitios: 3
Localizagdo: Ambos os bragos
Intensidade: Forte

Classificagdo: Metacéntrico
Numero de sitios: 3
Localizacdo: Ambos os bracos
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Figura 24: Esquema representativo de possiveis rearranjos cromossdmicos propostos para explicar
os diferentes perfis encontrados para o cromossomo portador do sitio intersticial CL66 em Lippia alba.
a) indice de heterogeneidade cromossémica (Ai=0,07) sugere uma delegdo intercalar ou uma
inversdo pericéntrica; b) medidas morfométricas dos bragos cromossémicos sugerem delecao
terminal.
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Figura 25: Perfis cariotipicos ilustrando a variacdo do nimero de cromossomos marcados com sonda
CL98 em acessos diploides de Lippia alba. a) dois cromossomos CL98" e b) quatro cromossomos
CL98". Barra = 5um.

Figura 26: Perfis cariotipicos ilustrando a variagao do nimero de cromossomos marcados com a sonda
CL98 em acessos triploides de Lippia alba. a) trés cromossomos CL98"; b) seis cromossomos CL98" e
c) sete cromossomos CL98". As setas indicam sitios adicionais inconspicuos. Barra = 5um.
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Figura 27: Perfis cariotipicos ilustrando a variagdo do nimero de cromossomos marcados com a
sonda CL98 em acessos tetraploides de Lippia alba. a) trés cromossomos CL98"; b) quatro
cromossomos CL98" e ¢) cinco cromossomos CL98". Barra = 5um.

Figura 28: Perfis cariotipicos de acessos aneuploides e hexaploide de Lippia alba ilustrando o
numero de cromossomos marcados com a sonda CL98. a) dois cromossomos CL98"; b) seis
cromossomos CL98". Barra = 5um.
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CAPITULO 3

4 INSTABILIDADE MEIOTICA EM CITOTIPOS DE L. alba

4.1 INTRODUCAO

Poliploides sao ubiquos na natureza e podem ser encontrados em diversas
linhagens de plantas e em variados habitats do globo terrestre (CHAMALA et al.,
2013; JIAO et al., 2011). Contudo, o sucesso no estabelecimento e perpetuacao dos
novos citétipos nas populacdes depende de sua reproducdo (TAYALE e PARISOD
2013). Neste contexto, inumeros trabalhos relacionados ao comportamento meiético
de poliploides vém sendo realizados desde o inicio do século passado, e até hoje
importantes aspectos sobre a reproducdo sexuada em poliploides tém sido
discutidos na comunidade cientifica (ERNEST, 1918; GRANT, 1956; GRANDONT,
JENCZEWSKI e LLYOD, 2013; HE et al., 2010; MASON e PIRES 2015; STEBINS,
1950; 1957; TAYALE e PARISOD 2013; ZIELINSKI e SCHEID, 2012). Em
poliploides, pelo fato dos individuos possuirem multiplos conjuntos cromossémicos,
mais de duas coépias de cromossomos homoélogos (em autopoliploides) e ainda
cromossomos homeodlogos (em alopoliploides), a gametogénese torna-se
comprometida (GRANDONT, JENCZEWSKI e LLYOD, 2013). Durante a formagéo
dos gametas, ainda em estdgio de préfase |, é necessario que o pareamento entre
0s cromossomos ocorra de forma correta e organizada. No entanto, em poliploides,
as cépias extras de homodlogos formam agrupamentos cromossdémicos durante o
processo de sinapse e impedem o pareamento correto, resultando na formacao de
multivalentes e univalentes (HAMANT, MA e CANDE, 2006). Assim, em decorréncia
das falhas em profase |, os estagios subsequentes da divisdo sdo afetados,
culminado com segregacdes cromossOmicas desiguais e formagdo de gametas
desbalanceados e nao reduzidos ao final da divisao (HAMANT, MA e CANDE,
2006). Na maioria das vezes, os poélens resultantes de microsporogéneses anormais

sdo inviaveis e incapazes de germinar, tornando a reprodugdo sexuada
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comprometida e os individuos com baixa fertilidade (RAMSEY e SCHEMSKE, 1998;
GRANDONT, JENCZEWSKI e LLYOD, 2013).

Contudo, apesar das falhas na produgédo dos gametas e da baixa fertilidade,
os individuos poliploides apresentam um importante papel no incremento da
diversidade vegetal (CHAMALA, et al., 2013). Estudos demonstram que tais
irregularidades observadas na microsporogénese sao 0s principais responsaveis
pelo aumento da variagdo genética e formacdo de novos citdtipos na natureza
(RAMSEY e SCHEMSKE, 1998; RAMSEY, 2007; SOLTIS e SOLTIS, 2009). Por
meio de cruzamentos unilateral e bilateral, individuos com diferentes niveis de
ploidia podem ser formados e novos citétipos estabelecidos. Varios trabalhos
demonstram a formacgéao de citétipos poliploides por meio de pélens nao reduzidos,
consistindo em um mecanismo chave para o processo de especiagado e incremento
de diversidade (RAMSEY e SCHEMSKE, 1998; RAMSEY, 2007; VERONESI,
MARIANI, e BINGHAM, 1996; YAN et al., 1997).

No complexo L. alba, estudos recentes revelaram a presenca de altos indices
de irregularidades meiédticas durante a microsporogénese de diferentes acessos
poliploides (PIERRE et al., 2011; REIS et al., 2014; REIS; SOUSA e VICCINI, 2016 —
apéndice A). Além disso, as alteracbes meiodticas sugerem que pblens
desbalanceados e ndo reduzidos estariam envolvidos na origem dos cinco citétipos
encontrados na espécie (REIS et al.,, 2014). No entanto, as investigacdes se
restringem a poucos representantes de cada grupo cromossdmico, sendo
necessaria a expansao das analises para um numero superior de acessos. Assim, 0
presente trabalho visou quantificar 60 acessos de L. alba abrangendo os trés niveis
de ploidia mais frequentes (diploide, triploide e tetraploide) a fim de estudar a
instabilidade meibtica da espécie frente as adversidades impostas pela duplicagéo

gendmica e obter uma visao global sobre a fertilidade dos individuos.
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4.2 OBJETIVOS

4.2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetivou avaliar a instabilidade meiética e a producéo de
gametas masculinos aptos a fecundacdo, por meio de anadlises da
microsporogénese e viabilidade polinica em acessos diploides, triploides e

tetraploides de L. alba.

4.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar e qualificar as irregularidades meioticas observadas nas
fases de metafase I; anafase |; metafase Il; anafase Il e teléfase Il em

60 acessos de L. alba;

e Quantificar o indice de viabilidade polinica nos respectivos acessos

que tiveram a meiose avaliada;

e Comparar as eventuais anormalidades entre e dentre os trés cit6tipos
de L. alba, a fim de se obter uma andlise global sobre a reprodugéo

sexuada na espécie.
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4.3. MATERIAL E METODOS

4.3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Os acessos investigados foram mantidos nas mesmas condi¢des descritas no item
2.3.1.

4.3.2 CONFECCAO DE LAMINAS PARA ANALISE DO COMPORTAMENTO
MEIOTICO

Para a analise meiética, botdes florais de variados tamanhos foram coletados
no periodo da manha na Estacdo Experimental de Plantas da UFJF, fixados
imediatamente em solucdo fixadora Carnoy (etanol e &cido acético 3:1) e
armazenados a -20°C por pelo menos 24 horas. As laminas foram confeccionadas
de acordo com a técnica de esmagamento. Apds o procedimento de fixagdo, os
botdes umedecidos com &acido acético 45%, foram abertos para a retirada das
anteras, com auxilio de microscopio estereoscépico e agulhas. As anteras foram
maceradas para a expulsao dos meiécitos. Em seguida, foi adicionada uma gota de
orceina acética 5% e o material foi esmagado entre lamina e laminula.

Para a quantificagdo das irregularidades meidticas, aproximadamente 100
meiodcitos foram analisados nos estagios de metafase I; anafase |; metafase Il; e
anafase Il em conjunto com tel6fase Il para cada acesso, totalizando cerca de 400
células analisadas para cada individuo. Para o0s acessos que apresentaram
irregularidades em zigétenos (préfase 1), 100 meidcitos foram quantificados.

Além da coloragdo convencional com orceina acética, a técnica de FISH foi
empregada a fim de ilustrar a distribuicdo da repeticdo satélite CL66 durante a
formacdo dos gametas. Para isso, laminas contendo meidcitos em diferentes

estagios da divisao foram hibridizadas de acordo com o item 2.3.7.
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Figuras representativas de cada irregularidade foram fotografadas por meio
de uma camera Olympus DP72 de video acoplada ao microscopio, e digitalizadas
por meio do software Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics).

4.3.3 TESTE DE VIABILIDADE POLINICA

Para a avaliacdo de viabilidade polinica pelo teste de diacetato de
fluoresceina (FDA) (HESLOP HARRISON e HESLOP HARRISON, 1970), flores
maduras coletadas no periodo matinal foram abertas com agulhas para a retirada
das anteras e estas foram dissecadas para a liberagao dos pélens. Em seguida, uma
gota de solucao de fluoresceina diacetato dissolvida em acetona 2mg/mL combinada
com sacarose 10% foi adicionada aos grdos. O material biolégico foi comprimido
entre lamina e laminula e selado com esmalte incolor. Apds 15 minutos ao abrigo de
luz, os graos foram analisados em microscopia de epifluorescéncia (Olympus BX
51). Aproximadamente 1000 pdlens foram analisados para cada acesso investigado.
Pélens contendo fluorescéncia intensa foram considerados viaveis, enquanto os

graos que nao fluoresceram foram considerados estéreis.
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4.4. RESULTADOS

4.4.1 COMPORTAMENTO MEIOTICO

Os resultados do comportamento meibdtico revelaram indices de
irregularidades bastante heterogéneos entre os acessos, sendo que os individuos
poliploides apresentaram os maiores valores de meidcitos anormais (Tabelas 6 e 7;
Figura 29). Adicionalmente as diferencas no comportamento meiético observadas
entre os citotipos, também foram encontrados indices discrepantes de
irregularidades dentre os individuos com o0 mesmo numero cromossémico, sobretudo
em diploides. As andlises revelaram que, embora o grupo dos individuos diploides
apresente, em média, o menor indice de meidcitos anormais (23,85%), os diploides
correspondem ao grupo com maior variagdo no comportamento meiodtico, com
valores bastante heterogéneos, quando comparado aos demais grupos. Os acessos
BGEN-19 e BGEN-68 correspondem aos individuos mais regulares, com apenas 7%
e 8% de irregularidade, respectivamente, considerando todas as fases da diviséo.
Por outro lado, no acesso BGEN-81, os indices de irregularidade durante a meiose |
e a meiose Il superam os valores observados em individuos tetraploides e equivalem
aos indices encontrados em acessos triploides de L. alba (Tabelas 6 € 7). Neste
individuo, cerca de 70% dos meidcitos contém algum tipo de irregularidade (Tabela
6). Altos indices de irregularidade (superior a 40%) também podem ser vistos nos
acessos BGEN-74, BGEN-66 e BGEN-21. Além disso, foi possivel observar que nos
individuos com 30 cromossomos, 0s erros sdao mais frequentes durante a meiose |l
(58% em média). Com relagédo as analises de pareamento cromossémico, embora o
estagio de diacinese nao tenha sido quantificado, foi possivel observar a ocorréncia
de univalentes e associacao de homoélogos em alguns individuos diploides (BGEN-
81, BGEN-80, BGEN-65, BGEN-73, e BGEN-48).

Os triploides apresentaram, aproximadamente, 70% de irregularidade. O
individuo BGEN-37, entretanto se destaca, revelando aproximadamente 90% de
meidcitos com irregularidades (Tabela 7). O grupo dos individuos tetraploides

também mostrou altos indices de falha durante a microsporogénese. Os acessos
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BGEN-92, BGEN-45, BGEN-86 e BGEN-87 apresentaram indices de irregularidade
proximos de 70% (valores similares aos encontrados em acessos 3x). Os menores
percentuais (cerca de 40%) foram observados nos acessos BGEN-03, BGEN-35 e
BGEN-64. Adicionalmente as quantificacbes realizadas com o corante orceina
acética, a técnica de FISH também evidenciou irregularidades meibéticas durante e
microsporogénese dos acessos. As hibridizagbes fluorescentes in situ revelaram
distribuicdo desigual dos cromossomos portadores de sitios CL66 o que,
consequentemente, resultou em uma segregacdo aleatdéria dos sitios com
desbalango numérico de sequéncias especificas nos gametas formados (Figura 30).
Além as anormalidades meibticas ja descritas em trabalhos anteriores
com L. alba, o processo de citomixia, foi registrado aqui pela primeira vez. O
individuo tetraploide BGEN-92, em especial, apresentou um elevado indice de
citomixia em préfase | (Apéndice — B “High frequency of cytomixis observed at
zygotene in tetraploid Lippia alba’). Neste acesso, houve troca de material genético
entre meidcitos adjacentes em 81% das células em zigéteno (em 167 células
analisadas). As analises revelaram meiécitos contendo micronucleos picnéticos e a
presenga de cromatina desorganizada, além de células com excesso de material
genético e outras com déficit de DNA. Os dados das quantificacbes do
comportamento meiético para este individuo foram reportados no Apéndice - B.
Dentre as irregularidades meibticas observadas, em geral, podemos citar:
assincronia entre estagios adjacentes da divisdo; migracdo precoce de
cromossomos em metafases | e Il; presenga de cromossomos retardados em
anafases | e IlI; ponte cromossémica; falhas do fuso meibtico; segregacao
cromossdmica desigual e formacao de diades, triades e poliades em tel6fase Il.

Algumas alteragdes do comportamento meiético sao ilustradas nas Figuras 29 e 30.
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Figura 29: Mei6citos representando algumas das irregularidades observadas durante a
microsporogénese de Lippia alba. a) citomixia entre medcitos adjacentes em proafase |; b) paquiteno
evidenciando fragmento cromossémico e crossing-over (em detalhe); ¢) paquiteno evidenciando

possivel associagdo entre dois bivalentes (*); d) diacinese com univalentes e multivalentes; e)
assincronia entre os estagios de metéfase | e anafase I; f) anafase | com segregagdo cromossdémica
tardia; (g) metafase Il com cromossomos perdidos; h-i) anafase Il com segregagdo cromossdmica
tardia e perdas cromossémicas; j) poliade; k) triade; (I) pdlens viavel (fluorescente) e inviavel (nao
fluorescente). Seta pontilhada indica fragmento cromossdmico; setas brancas univalentes e
multivalentes; setas pretas indicam cromossomos perdidos; cabeca de seta indica ponte
cromossémica. Barra = 5um (a-k). Barra = 10 pm (I).
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Tabela 6: Comportamento meidtico em 36 acessos diploides de Lippia alba. Nimero de células normais (N), anormais (A) e percentual de anormalidades (% A).

METAFASE | ANAFASE | METAFASE || 'IAE,\II_%FFAASSEEl:I TOTAL  IRREGULARIDADES (%)

Acessos N A A% N A A% N A A% N A A%

BGEN-02 71 29 29.00 73 27 27.00 59 41 41,00 72 28 28,00 400 31,25
BGEN-05 % 8 7.9 87 15 1471 19 88 8224 9 17 1589 420 30,48
BGEN-09 66 84 34,00 79 21 21,00 38 69 6449 69 31 31,00 407 38,08
BGEN-13 86 14 1400 84 15 1515 56 44 44,00 78 22 22,00 399 23,81
BGEN-19 109 3 268 101 4 381 91 29 2417 103 1 096 441 8,39
BGEN-20 87 13 13,00 9 17 1589 48 55 53,40 9 11 10,89 411 23,36
BGEN-21 o4 78 7647 55 54 4954 56 44 44,00 68 46 40,35 425 52,24
BGEN-29 102 11 973 100 8 741 41 61 59,80 91 18 16,51 432 22,69
BGEN-40 70 30 30,00 79 21 21,00 68 32 32,00 9 12 11,76 402 23,63
BGEN-44 9% 5 500 97 9 849 72 10 1220 79 21 21,00 388 11,60
BGEN-46 92 16 14,81 94 11 1048 98 9 882 97 43 30,71 455 17,36
BGEN-48 87 13 13,00 9 14 1346 80 21 20,79 80 20 20,00 405 16,79
BGEN-53 83 17 17,00 9% 5 500 78 22 22,00 9 10 10,00 400 13,50
BGEN-56 9 11 10,89 97 5 490 72 36 3333 92 9 891 412 1481
BGEN-58 102 7 642 67 17 2024 83 12 1263 86 16 1569 390 13,33
BGEN-65 89 13 1275 94 9 874 66 53 4454 83 24 2243 431 22,97
BGEN-66 82 19 1881 89 12 1188 37 67 6442 0 100 100,00 406 48.77
BGEN-67 85 15 15,00 92 11 1068 74 30 28,85 83 20 1942 410 18,54
BGEN-68 9% 05 500 97 9 849 72 10 1220 79 21 21,00 388 11,59
BGEN-71 78 24 2353 89 11 11,00 76 24 24,00 101 3 288 406 15,27
BGEN-72 9% 2 204 97 5 490 25 130 83,87 160 15 857 530 28,68
BGEN-73 94 22 1897 104 3 280 72 32 3077 9% 15 1351 438 16,44
BGEN-74 72 36 3333 72 30 2941 10 91 9010 9 15 14,29 416 41,35
BGEN-75 101 6 561 130 11 7.80 125 12 876 84 26 2364 495 1111
BGEN-77 86 17 1650 82 12 1277 70 22 2391 86 23 21,10 398 18,59
BGEN-78 90 12 1176 9% 34 2615 % 9 857 72 30 2941 439 19.36
BGEN-80 94 7 693 101 23 1855 108 2 182 71 30 29,70 436 1422
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BGEN-81
BGEN-88
BGEN-89
BGEN-90
BGEN-96
BGEN-98
BGEN-100
BGEN-107
BGEN-111

40
113
87
90
104
75
75
76
72

67
37
15
21
12
30
35
26
28

62,62
24,67
14,71
18,92
10,34
28,57
31,82
25,49
28,00

24
139
90
96
94
114
66
78
76

81
18
12
7
06
10
34
18
40

77,14
11,46
11,76
6,80
6,0
8,06
34,00
18,75
34,48

17
86
82
78
92
74
56
66
64

84
52
18
24
09
26
45
36
36

83,17
37,68
18,00
23,53
8,91
26,00
44,55
35,29
36,00

27
108
95
84
104
95
65
83
60

82

19
04

45
18
40

75,23
3,57
5,00
18,45

3,7
7,77

40,91

17,82

40,00

422
557
404
419
425
432
421
401
416

74,41
19,93
12,38
16,95
7,29
17,13
37,77
24,44
34,62

(49!
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Tabela 7: Comportamento meiético em 24 acessos poliploides de Lippia alba. Nimero de células normais (N), anormais (A) e percentual de anormalidades (% A).

Metafase | Anafase | Metafase Il #2%]‘ fissz llll Total Irregularidades (%)
Acessos 3x N A A(%) N A A (%) N A A (%) N A A (%)
BGEN-01 84 16 16,00 26 78 75,00 32 72 69,23 66 36 35,29 410 49,27
BGEN-10 31 74 70,48 5 103 95,37 3 101 97,12 64 49 43,36 430 76,05
BGEN-23 24 78 76,47 14 91 86,67 13 89 87,25 30 89 74,79 428 81,07
BGEN-24 26 62 70,45 34 66 66,00 23 77 77,00 46 66 58,93 400 67,75
BGEN-25 21 79 79,00 19 84 81,55 9 91 91,00 19 92 82,88 414 83,57
BGEN-27 61 41 40,20 34 66 66,00 2 98 98,00 28 72 72,00 402 68,91
BGEN-28 42 58 58,00 48 56 53,85 54 42 43,75 63 40 38,83 403 48,64
BGEN-37 7 92 92,93 13 90 87,38 6 96 94,12 16 92 85,19 412 89,81
BGEN-49 18 84 82,35 42 58 58,00 1 95 98,96 56 44 44,00 398 70,60
BGEN-59 14 87 86,14 30 70 70,00 21 79 79,00 23 78 77,23 402 78,11
BGEN-60 34 71 67,62 18 87 82,86 27 73 73,00 35 82 70,09 427 73,30
BGEN-109 23 87 79,09 16 84 84,00 14 86 86,00 41 63 60,58 414 77,29
Acessos 4x
BGEN-03 44 61 58,10 63 47 42,73 43 60 58,25 71 32 31,07 421 47,51
BGEN-31 66 34 34,00 78 22 22,00 48 54 52,94 40 60 60,00 402 42,29
BGEN-35 19 84 81,55 84 18 17,65 72 28 28,00 54 48 47,06 407 43,73
BGEN-45 43 57 57,00 45 72 61,54 26 76 74,51 20 80 80,00 419 68,02
BGEN-47 57 45 4412 19 82 81,19 72 30 29,41 72 31 30,10 408 46,08
BGEN-61 21 79 79,00 61 46 42,99 36 64 64,00 88 12 12,00 407 49,39
BGEN-64 54 57 51,35 77 B2 40,31 47 51 52,04 199 46 18,77 583 35,33
BGEN-70 37 63 63,00 64 42 39,62 49 51 51,00 48 54 52,94 408 51,47
BGEN-76 34 66 66,00 66 40 37,74 24 76 76,00 59 41 41,00 406 54,93
BGEN-86 32 68 68,00 42 75 64,10 32 68 68,00 52 106 67,09 475 66,74
BGEN-87 20 84 80,77 42 65 60,75 38 66 63,46 36 67 65,05 418 67,46
BGEN-92 29 80 73,39 68 53 43,80 0 100 100,00 37 186 83,41 553 75,77

€11
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Figura 30: Figuras representativas de meidcitos em diferentes estagios da microsporogénese em
Lippia alba. A esquerda, coloragdo com DAPI e a direita cromossomos submetidos a hibridizagao
com a sequéncia CL66. (a) micrésporo haploide representando o inicio da formagéo do gréo de
pbélen com 15 cromossomos; (b) processo de citomixia entre meidcitos adjacentes com distribuicao
desigual dos sitios CL66; (c) diacinese com configuragdes de multivalentes em um acesso
tetraploide de L. alba; (d) metafase | com perda cromossdmica; (e) teléfase Il com perda
cromossémica e distribuicao desigual de sitios CL66; (f) triade originando micrésporos com nimeros

desbalanceados de sitios CL66; (g,h) poliades com perdas cromossémicas e distribuicdo desigual
de sitios CL66 ao final da divisdo. Barra = 5um.
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4.4.2 VIABILIDADE POLINICA

Os resultados obtidos a partir da coloracdo com diacetato de fluoresceina
(FDA) revelaram consideraveis indices de inviabilidade polinica nos trés niveis de
ploidia investigados. Dentre os individuos com 30 cromossomos, 0s maiores
percentuais de inviabilidade polinica podem ser observados nas plantas BGEN-21,
BGEN-78 e BGEN-81 (Tabela 8). Por outro lado, os acessos BGEN-19, BGEN-29 e
BGEN-65 apresentaram altos niveis de pélens aptos a germinagdo. Em média, os
acessos diploides apresentaram 34,20% de inviabilidade polinica. Ja os acessos
triploides, mostraram os maiores valores de pdlens inviaveis, em média, acima de
60% dos graos foram considerados mortos ou sem conteudo celular. Elevados
indices de inviabilidade no grupo dos triploides podem ser observados nos acessos
BGEN-27 (77,36%) e BGEN-59 (74,75%).

Os tetraploides, por sua vez, revelaram uma ampla heterogeneidade com
relacdo ao teste de viabilidade polinica (Tabela 9). Neste grupo, alguns acessos
apresentaram percentuais baixos, equivalentes aos indices documentados em
individuos diploides, enquanto, outros acessos revelaram percentuais comparaveis a
inviabilidade de triploides de L. alba, como pode ser observado no acesso BGEN-92,
por exemplo. Em contrapartida, os individuos BGEN-76, BGEN-45 e BGEN-64 estéao
entre os acessos que possuem melhores chances de germinacao de poélens. Em
média, metade da produgdo dos grdos nos acessos tetraploides (51,65%) foi
considerada adequada e apta a germinagao do tubo polinico.

A Figura 31 ilustra os percentuais de irregularidades meiéticas e inviabilidade
polinica nos 60 acessos investigados.
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Tabela 8: Parametros de viabilidade polinica em acessos diploides de Lippia alba pelo teste de
Diacetato de Fluoresceina (FDA).

Acessos Numero de NUmero de Inviabilidade Numero total de
pdlens vigveis pélens invidveis  polinica (%) gréos de polen

BGEN-02 723 277 27,70 1000
BGEN-05 751 249 24,90 1000
BGEN-09 770 307 28,51 1077
BGEN-13 640 360 36,00 1000
BGEN-19 811 189 18,90 1000
BGEN-20 731 271 27,05 1002
BGEN-21 421 579 57,90 1000
BGEN-29 782 218 21,80 1000
BGEN-40 493 520 51,33 1013
BGEN-44 662 338 33,80 1000
BGEN-46 742 258 25,80 1000
BGEN-48 724 276 27,60 1000
BGEN-53 759 260 25,52 1019
BGEN-56 722 278 27,80 1000
BGEN-58 751 270 26,44 1021
BGEN-65 842 158 15,80 1000
BGEN-66 733 300 29,04 1033
BGEN-67 672 328 32,80 1000
BGEN-68 688 450 39,54 1138
BGEN-71 722 318 30,58 1040
BGEN-72 578 363 38,58 941
BGEN-73 733 300 29,04 1033
BGEN-74 781 219 21,90 1000
BGEN-75 572 428 42,80 1000
BGEN-77 452 448 49,78 900
BGEN-78 330 707 68,18 1037
BGEN-80 757 243 24,30 1000
BGEN-81 404 726 64,25 1130
BGEN-88 550 457 45,38 1007
BGEN-89 807 218 21,27 1025
BGEN-90 547 453 45,30 1000
BGEN-96 673 327 32,70 1000
BGEN-98 732 350 32,35 1082
BGEN-100 527 473 47,30 1000
BGEN-107 798 202 20,20 1000

BGEN-111 661 423 39,02 1084
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Tabela 9: Parametro de viabilidade polinica em acessos triploides e tetraploides de Lippia alba pelo
teste de Diacetato de Fluoresceina (FDA)

Acessos Numero de Numero de poélens Inviabilidade Numero total de
pélens viaveis inviaveis polinica (%) graos de polen

Acessos 3x
BGEN-01 471 529 52,90 1000
BGEN-10 478 532 52,67 1010
BGEN-23 291 709 70,90 1000
BGEN-24 484 547 53,06 1031
BGEN-25 380 680 64,15 1060
BGEN-27 233 796 77,36 1029
BGEN-28 372 632 62,95 1004
BGEN-37 616 384 38,40 1000
BGEN-49 393 662 62,75 1055
BGEN-59 255 755 74,75 1010
BGEN-60 359 646 64,28 1005
BGEN-109 561 672 54,50 1233

Acessos 4x
BGEN-03 584 416 41,60 1000
BGEN-31 600 433 41,92 1033
BGEN-35 343 733 68,12 1076
BGEN-45 791 209 20,90 1000
BGEN-47 550 457 45,38 1007
BGEN-61 551 403 42,24 954
BGEN-64 675 350 34,14 1025
BGEN-70 419 629 60,02 1048
BGEN-76 578 320 35,63 898
BGEN-86 506 494 49,40 1000
BGEN-87 427 573 57,30 1000

BGEN-92 139 930 87,00 1069
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Figura 31: Variacdo do percentual de irregularidade meiédtica (caixas em tons de cinza) e
variagdo do percentual de inviabilidade polinica (caixas brancas) em acessos diploides,
triploides e tetraploides de Lippia alba.
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5 DISCUSSAO

5.1SEQUENCIAS REPETITIVAS NO GENOMA DE L. alba

Em L. alba as informagbes sobre mapeamentos cromossémicos de
sequéncias repetitivas se limitam aos marcadores cromossémicos universais (como
as sondas de DNAr) e pouco foi explorado sobre outras classes de repeticao (REIS
et al., 2014). No presente trabalho, as andlises oriundas do sequenciamento
genbmico proporcionaram uma visdo global sobre as diferentes classes de
sequéncias repetitivas que constituem o genoma da espécie, e permitiu a
identificagdo de arranjos repetitivos até entdo desconhecidos, e, portanto, ainda
inexplorados. Os dados revelaram que o genoma de L. alba é composto por 44,4%
de diferentes classes de sequéncias repetitivas. Em plantas, estudos de
mapeamento de sequéncias satélites tém viabilizado caracterizagbes cariotipicas
mais refinadas, auxiliando na detecg&o de importantes passos evolutivos, sobretudo
em poliploides (BUGGS et al., 2012; RENNY-BYFIELD et al., 2012; CHESTER et al.,
2013).

Em L. alba, nenhuma descri¢cao sobre familias de DNA satélite foi relatada até
o0 momento. Este trabalho corresponde ao primeiro estudo sobre a identificacdo e o
mapeamento cromossdémico de repeticbes satélite especificas para a espécie, e
visou contribuir com novas informacdes cariotipicas para a espécie e para o género
Lippia. A principio, cinco grandes arranjos de repetigdes foram explorados, a fim da
obtencao de marcadores cromossémicos. Destes, quatro sequéncias apresentaram
éxito no processo de hibridizacao fluorescente in situ, e dois arranjos (CL66 e CL98)
tornaram-se bons marcadores citogenéticos e contribuiram para um melhor
conhecimento do genoma. Os resultados também validaram a obtencdo de
marcadores por meio do sequenciamento paralelo em massa seguido pela técnica
de FISH em uma espécie silvestre, viabilizando estudos genémicos futuros em mais

espécies do género e da familia.
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Além disso, os mapas citogenéticos revelaram que, embora as repeticdes
apresentassem uma distribuicdo especifica nos cromossomos (ambas localizadas
preferencialmente nas extremidades cromossémicas), o comportamento das
repeticbes foi distinto. A repeticdo CL66, por exemplo, apresentou um padrdo
bastante variavel nos diferentes individuos, enquanto a sequéncia CL98 mostrou um
perfil de hibridizagéo uniforme nos diversos cariotipos. Este fato possibilitou discutir
alguns aspectos importantes sobre o comportamento de diferentes repeticoes
satélites no genoma de L. alba e o dinamismo gendémico da espécie. Entretanto, a
fim de entender a plasticidade gendémica e documentar os eventuais rearranjos
cromossdmicos ocorridos durante a formacdo do complexo, as andlises de
mapeamento cromossémico foram ampliadas para mais acessos (Capitulo 2), como

discutido em seguida.

5.2 MAPEAMENTO DA REPETICAO CL98 REFORCA A HIPOTESE INICIAL DE
AUTOPOLIPLOIDIA EM L. alba

Familias de DNA satélites sao consideradas partes dinamicas de genomas
eucariotos e sujeitas a muitas variagdes ao longo do tempo (PLOHL et al., 2008;
UGARKOVIC e PLOHL, 2002). Dentre as diversas familias de DNA satélites
encontradas nos genomas, os arranjos localizados nas por¢cdes terminais dos
cromossomos, em especial, constituem os sitios mais susceptiveis as alteracdes
estruturais, uma vez que esta regido é considerada um hotspot para rearranjos
cromossémicos (HEITKAM et al., 2015; RICHARD et al., 2013; TORRES et al.,
2011). Entretanto, apesar da maioria das repeticdes satélites serem propicias a
muitas variagdes, alguns arranjos sao menos dindmicos e permanecem com a
mesma organizacao por longo tempo (BISCOTTI et al., 2015; CAFASSO e CHINALI,
2014; MEHROTRA et al.,, 2014a; QUESADA DEL BOSQUE et al., 2013, 2014).
Arranjos como estes constituem partes importantes dos genomas e podem
desempenhar papéis funcionais, sendo conservados ao decorrer das geragoes.

Embora o significado evolutivo dessas familias de DNA satélite tenha sido
debatido a longo tempo (LAPITAN, GANAL e TANKSLEY, 1989; PICH et al., 1996;
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MEHROTRA et al., 2014A; 2014B; GARRIDO-RAMOS, 2015), suas fungdes nos
genomas ainda nao sao claras (PICH et al.,, 1996; GARRIDO-RAMOS, 2015) e
crescentes esforcos voltados a elucidacdo do potencial dessas sequéncias nos
genomas tém sido realizados. Nos ultimos anos, a era p6s genémica tem viabilizado
a identificacdo e a caracterizacao de diversas familias de DNA satélites, e os mapas
citogenéticos disponibilizam importantes informagdes sobre a origem e evolugao
dessas sequéncias (BUGGS et al., 2012; CHESTER et al., 2013; RENNY-BYFIELD
et al., 2012; HEITKAM et al., 2015). Os estudos apontam que tais familias podem
estar relacionadas a (1) manutengcdo e formagdo da heterocromatina; (2) a
organizacao do cinetécoro e dos centrébmeros; (3) ao pareamento cromossémico e
segregacao dos homélogos na meiose e (4) ao controle da expressao génica, por
meio da sintese de pequenos RNAs interferentes (HAMMOND et al., 2001;
MARTIENSSEN 2003; PLOHL et al., 2008; MEHROTRA e GOYAL 2014; BISCOTTI
et al., 2015; GARRIDO-RAMOS 2015). Sequéncias como estas seriam conservadas
nos genomas e poucas variagdes ocorreriam ao longo do tempo.

Em L. alba, o mapeamento da repeticido CL98 revelou que este arranjo
consiste em uma sequéncia menos dinamica e submetida a pouca alteracao. O
mapeamento desta repeticdo revelou um padrdo de hibridizagdo similar nos
diferentes acessos do complexo. Todos os sitios foram localizados nas
extremidades cromossOmicas e apresentaram intensidade de brilho semelhante. Isto
indica que o numero de copias de repeticdo integrando o arranjo CL98 ¢é
aproximadamente o mesmo nos diferentes sitios. Estudos indicam que sequéncias
repetitivas com baixo numero de coépias sdao mais homogéneas e evoluem
lentamente, ao passo que, repeticdes com elevado numero de copias possuem altas
taxas de mutacdo (GARRIDO-RAMOS, 2015; MEHROTRA e GOYAL, 2014). E
possivel que o arranjo CL98 corresponda a uma sequéncia com grande
homogeneidade e/ou consista em uma porcdo funcionalmente importante do
cromossomo, mantendo sua organizacdo estavel nos diferentes acessos ao longo
do tempo.

Além da estabilidade na dimensao e posi¢éo dos sitios, 0 niumero de sinais
CL98" também se manteve constante e proporcional aos niveis de ploidia nos
diferentes acessos. Em geral, apenas um sitio CL98" foi encontrado no
complemento monoploide de L. alba (x=15). A maioria dos acessos diploides
apresentaram dois cromossomos contendo o sitio CL98, enquanto os triploides,
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tetraploides e hexaploide exibiram 3, 4 e 6 cromossomos contendo o arranjo CL98",
respectivamente. Alguns acessos (principalmente triploides) apresentaram sitios
CL98" adicionais, distribuidos préximos aos teldbmeros de outros cromossomos do
complemento. Entretanto, os sitios mostraram-se inconspicuos com fracos sinais de
hibridizacdo. Isto pode ser devido a mecanismos recentes de amplificacdo do DNA
satélite CL98, os quais originaram novos sitios em posi¢cdes correspondentes em
outros cromossomos do complemento. De acordo com Schweizer e Loidl (1987)
porcbes de heterocromatina terminais podem ser amplificadas em regides
correspondentes em cromossomos ndo homologos (conceito de “equilocality of
heterochromatin”) e os sitios recém-formados exibem pouca intensidade de brilho
devido a extensdo reduzida das repeticoes. Por outro lado, foi possivel observar
reducao do numero de sitios, como no caso do tetraploide BNGEN-31, que revelou
de forma Unica, apenas trés sinais CL98". Este nimero inferior pode ser devido a
eliminagcbes de sequéncias repetitivas, ocorridas apés a duplicacdo gendmica.
Amplificagdo e contragcdo de familias de DNA satélites correspondem a processos
comuns durante a evolucido das sequéncias e revelam, muitas vezes, o dinamismo
das repeticoes e a capacidade de reestruturacao dos genomas (GARRIDO-RAMOS,
2015; MEHROTRA e GOYAL, 2014).

No entanto, embora pequenas diferencas no perfil de distribuicao da repeticao
satélite CL98 tenham sido observadas entre os acessos, a uniformidade dos
resultados reforca a hipétese de autopoliploidia na formagcéao do complexo poliploide
L. alba. Considerando que apenas um sitio CL98" foi observado no complemento
monoploide de L. alba (x=15) e este padrdo foi o mesmo para a maioria dos
individuos do complexo (independente do nivel de ploidia), provavelmente as
duplica¢des cromossémicas ocorridas ndo interferiram na estrutura e na organizagao
deste arranjo. Assim, os poliploides mantiveram o mesmo perfil dos parentais
diploides. Em alopoliploides de Nicotiana poucas modificagbes na distribuicdo de
repeticoes satélites foram constatadas apdés a poliploidizagdo, revelando a
estabilidade de familias satélites apdés a duplicacdo gendémica (LIM et al., 2005;
2006). Em L. alba, um estudo anterior relatou a presenga de clusters uniformes
integrando o genoma da espécie (REIS et al., 2014). Os autores evidenciaram a
estabilidade no numero e a posicdo dos genes ribossomais 5S entre 0s cinco
citétipos, indicando que partes especificas do genoma podem permanecer
inalteradas apds a poliploidia. Todos os genes ribossomais 5S foram mapeados na
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posicao subterminal, embora diferengcas na morfometria cromoss6mica tenham sido
relatadas, como observado aqui para o arranjo CL98. Isto indica a presenca de
alteragdes estruturais em outras por¢des cromossémicas.

Em adigcdo, a uniformidade do arranjo CL98 nos diferentes cariétipos de L.
alba também pode ser explicada pela origem recente desta repeticao satélite ou
ainda, pelo fato de L. alba se tratar de um complexo poliploide recém-formado, como
proposto para tetraploides de Curcubita, Tragopogon e Nicotiana (LIM et al., 2000;
PIRES et al.,, 2004; LIM et al.. 2008). Deste modo, os individuos poliploides
compartilhariam o mesmo perfil de sitios CL98 observado em parentais diploides de
L. alba.

5.3 PLASTICIDADE GENOMICA EM L. alba EVIDENCIADA PELA REPETICAO
SATELITE CL66

O genoma de L. alba tem sido caracterizado como plastico e bastante
dindmico (SOUSA et al., 2009; PIERRE et al., 2011; REIS et al., 2014; VICCINI et
al., 2014; REIS, SOUSA e VICCINI, 2016). Os estudos ressaltam diferencas no
conteudo de DNA, nas descrigcbes cariotipicas e no comportamento meiético.
Entretanto, as andlises se restringiram a poucos acessos do complexo e a extensao
das variagbes cariotipicas entre os individuos com mesmo niumero cromossémico foi
pouco explorada. No presente trabalho, as analises citogenéticas da repeticao CL66
corroboraram esta grande variagdo cariotipica, previamente mencionada, e
ressaltaram uma nova perspectiva sobre a dindmica do genoma nos diferentes
acessos do complexo.

O mapeamento da sequéncia satélite CL66 revelou diferentes perfis
cariotipicos para a espécie, com variagdes no nimero de sitios e na dimensao dos
arranjos CL66. Tais polimorfismos tém sido relatados para repeticbes satélites em
varias espécies vegetais (RICHARD et al., 2013; HEITKAM et al., 2015; RIBEIRO et
al., 2016). No complexo L. alba, alguns individuos apresentaram 10 cromossomos
marcados, enquanto outros, possuiram um numero maximo de 24 cromossomos

portadores do sitio CL66*. Além disso, os resultados indicaram diferengas
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cariotipicas entre os acessos com o mesmo nivel de ploidia, revelando que as
variagbes nao se restringem apenas aos diferentes citétipos, mas também a
individuos com o mesmo numero cromossémico. Isto reflete o comportamento
dindmico desta sequéncia repetitiva e revela que grandes rearranjos estruturais
também sao fontes de variacdo em L. alba, sugerindo que o genoma da espécie
possa ser mais plastico do que se pensava anteriormente. Altera¢des estruturais em
regibes de DNA satélites sdo frequentes em hibridos e poliploides e subsidiam
importantes questdes sobre a reorganizagcdo genémica pos-poliploidizacao (PIRES
et al., 2004; BUGGS et al., 2012; CHESTER et al., 2013).

Em geral, os resultados mostraram que os acessos com nivel de ploidia
superior (4x e 6x) exibiram menor nimero de sitios CL66" que o esperado,
assumindo o nivel diploide como referéncia o qual apresentou mais frequentemente
cinco cromossomos marcados no complemento monoploide (x=15). O individuo
hexaploide, por exemplo, apresentou apenas 20 cromossomos marcados com a
sonda CL66 e alguns tetraploides apresentaram a mesma quantidade de sitios
observada em acessos diploides (10 sitios CL66%). Esta inferioridade numérica pode
ser devida a eliminacées de DNA repetitivo ocorridas apés a duplicacdo genémica.
Dados similares ja foram descritos para os genes ribossomais 18S em L. alba e
ratificam os resultados aqui obtidos (REIS et al., 2014). Os citétipos 4x e 6x exibiram
quantidade menor de loci ribossomais 18S, comparado ao citétipo 2x, indicando que
perdas de sitios de DNA repetitivo e eliminacdo de sequéncias sao eventos
recorrentes em genomas poliploides de L. alba. A literatura mostra que em
individuos com altos niveis de ploidia, o DNA genbémico em excesso pode ser
dispenséavel e, portanto, eliminado do nucleo ao longo do tempo, caracterizando o
fenébmeno conhecido como “genome downsizing” (GRANT,1969; BOYKO et al,
1984; RAINA et al., 1994; OZKAN, TUNA, e ARUMUGANATHAN, 2003; LEITCH e
BENNETT, 2004; HAN et al, 2005, KOH, SOLTIS e SOLTIS, 2010).
Aproximadamente 10-15% do genoma pode ser reduzido apés a duplicagdo, sendo
as porcdes nao codificantes, principalmente as sequéncias de DNA satélites, as
repeticbes mais susceptiveis as eliminagdes (OZKAN et al., 2001; HEMLEBEN et al.,
2007; RENNY-BYFIEL et al., 2011). Em tetraploides e hexaploides de trigo, por
exemplo, a familia subtelomérica de DNA satélites Spelt 1 foi consideravelmente
reduzida ap6s a poliploidizacdo (PESTSOVA, GONCHAROV e SALINA, 1998).
Hibridos e alopoliploides do complexo Aegilops-Triticum também apresentaram
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reducao de 5-14% de DNA satélite (OZKAN et al., 2001). Em L. alba, os dados
obtidos a partir do mapeamento cromossémico da repeticdo CL66 sugerem a
ocorréncia de delegcbes de sitios nos citétipos tetraploide e hexaploide. De fato,
analises sobre estimativas do conteudo de DNA e morfometria cromossémica
confirmam a reducdo na quantidade de DNA total e do comprimento dos
cromossomos em acessos com nivel de ploidia superior (REIS et al., 2014). Isto
sugere que a as eliminagbes sejam mais acentuadas nos citotipos 4x e 6x, e a que
sequéncia satélite CL66 corresponda a um arranjo susceptivel a eliminagao apos a
duplicagdo gendémica.

Além das eliminagbes de sequéncias, o polimorfismo dos sitios CL66 pode
ser ocasionado por alteracbes cromossémicas estruturais, capazes de amplificar e
expandir as repeticbes para outros cromossomos do complemento. Dentre os
mecanismos em potencial capazes de incrementar 0 nimero de copias de repeticao
podemos citar: 1) crossing over desigual; 2) duplicagdo de segmentos por meio de
anelamento desigual da dupla-fita de DNA; 3) “slippage” da DNA polimerase; 4)
recombinacdo entre extremidades cromossémicas ndo homodlogas (recombinagao
ilegitima) e 5) replicacdo em circulo rolante, no qual ha a excisdo da sequéncia e a
circularizacdo, com a subsequente replicacdo e reinsercdo da repeticdo no genoma
(mecanismo menos comum) (MEHROTRA e GOYAL 2014). Todos estes
mecanismos possibilitam aumentar o niumero de cépias de repeticao dentro do
mesmo arranjo e/ou expandir o numero de sitios de repeticbes para outras partes do
genoma (MEHROTRA e GOYAL 2014). O incremento de unidades de repeticao no
mesmo arranjo pode ser evidenciado pela intensidade do brilho dos sinais da FISH
e/ou pela dimensdo das marcas. Assim, em L. alba, as diferengas de brilho nos
sinais CL66 observadas entre os cromossomos podem ser consequéncia de
amplifica¢des inter-locus e intra-locus, as quais sdo capazes de aumentar o nimero
de copias de repeticio e originar “landmarks” préprios para cada caridtipo. E
possivel que mecanismos como estes estejam atuando, de maneira independente e
multiplas vezes, nos diferentes caridtipos de L. alba. Isso, consequentemente,
acentuaria as diferencas entre 0os conjuntos cromossémicos e originaria os diversos
perfis cariotipicos observados do complexo.

Além de gerar diferencas entre o0s conjuntos cromossémicos, tais
mecanismos, muitas vezes, causam diferencas entre os homélogos do mesmo

complemento. Em Phaseolus vulgaris, mecanismos de recombinagédo envolvendo
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regides subteloméricas de cromossomos ndo homaologos resultaram na amplificagao
de sitios e na divergéncia de cromossomos homdélogos (RICHARD et al., 2013). Em
cromossomos de Arabidopsis thaliana, mecanismos de recombinacdo ilegitima
também foram responsaveis por resultar em variagéo entre os homélogos (WANG et
al., 2010). Em L. alba, as diferencas observadas entre 0s cromossomos sugerem
gue mecanismos de amplificacdo/delegcdo tenham ocorrido de maneira desigual
entre os homdélogos, acentuando as diferengas entre eles. Isto resulta em
heteromorfismos (como observado para alguns cromossomos dos cariétipos dos
acessos diploides).

Alternativamente, a presenga de apenas um cromossomo do par de
homadlogos em alguns cariétipos, associada ao numero reduzido de sinais CL66"
também podem ser interpretados como evidéncia de aneuploidia compensada.
Nestes casos, embora o cariétipo apresente o numero somatico esperado, a
constituicao cariotipica é desbalanceada, ou seja, com copias extras de certos
homologos e auséncia de outros (CHESTER et al., 2011), o que pode comprometer
0 pareamento regular na meiose, como registrado em populacdes alopoliploides de
Tragopogon miscellus. A aneuploidia compensada pode interferir na heranca de
caracteres associados aos cromossomos univalentes ou extras e na fixagao alélica,
e assim, influenciar na evolu¢cdo de neopoliploides (CHESTER et al., 2011). Esta
caracteristica singular no cariétipo de alguns espécimes de L. alba foi apresentada
como hipétese pela primeira vez neste trabalho, e pode ser consequéncia de

cruzamentos envolvendo gametas desbalanceados.

5.4 O SIiTIO INTERSTICIAL CL66: UM MARCADOR CROMOSSOMICO PARA L.
alba

Adicionalmente aos sitios terminais encontrados no complexo L. alba, o
mapeamento da repeticdo CL66 revelou uma marca intersticial bastante evidente,
localizada em um dos maiores cromossomos do conjunto. Este sitio foi comum a
todos os acessos investigados, e tornou-se um bom marcador citogenético para a

deteccao de rearranjos estruturais em diversos individuos. Na maioria dos cariétipos,
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o sitio intersticial foi localizado na posi¢ao distal em bragos cromossémicos longos.
No entanto, os dados de morfometria cromoss6mica evidenciaram diferengas nas
medidas e morfologia do cromossomo portador deste sitio, e varios perfis para este
cromossomo foram encontrados. Em alguns casos, além da marca intersticial,
pequenos sitios terminais também foram observados, as vezes, em ambos os
bragos, sugerindo a amplificacdo dos arranjos em posi¢des terminais. Além disso,
frequentemente o sitio intersticial foi mapeado em bragos curtos, indicando
rearranjos estruturais em outras porcdées cromossémicas, capazes de alterar o
comprimento dos bragos. Isto pode ser constatado quando comparamos o indice de
heterogeneidade cromossémica entre 0s acessos.

Além das alteracdes na posicao do sitio, a intensidade e o comprimento das
marcas também variaram consideravelmente, sugerindo a amplificacao e a reducao
na unidade de copias de repeticdo CL66. Contudo, as variagdes nao se restringiram
apenas aos diferentes caridtipos, mas diferengas entre os homoélogos do mesmo
conjunto cromossoémico também foram notificadas, independentemente do nivel de
ploidia (como pode ser visto nos acessos BGEN-64, BGEN-92 e BGEN 59, entre
outros). Estes dados, mais uma vez, sédo indicativos de mecanismos que atuam de
maneira desigual entre os homélogos, processos frequentemente observado em
genomas de neopoliploides e que contribuem, em longo prazo, para a diploidiza¢ao
genbmica (DODSWORTH, CHASE e LEITCH 2015). Além disso, todas estas
variacées indicam que a reorganizacdo do genoma (mediante a poliploidia) e a
evolucdo cromossbémica de L. alba envolvem grandes alteragdes cromossdmicas
estruturais, além das alteracbes numéricas ja constatadas (REIS et al., 2014). Tais
mecanismos tém contribuido para o surgimento de perfis cariotipicos proprios e para
0 aumento dos polimorfismos entre os individuos, como foi proposto para
Tragopogon miscellus (SOLTIS e SOLTIS 2009).

Relatos anteriores revelaram que muitas familias de DNA satélite possuem
forte conexdo com as extremidades cromossOmicas, consistindo em sequéncias
associadas a regiao telomérica (KENTON et al., 1993; BRANDES, RODER e
GANAL, 1995; VERSHININ, SCHWARZACHER e HESLOP-HARRISON, 1995;
CHENG et al.,, 2001). Dentre as espécies que apresentam familias satélites
associadas aos telémeros estao Oryza sativa (CHENG et al., 2001), Zea mays (LI et
al., 2009), Nicotiana tabacum (KENTON et al., 1993), Hordeum vulgare (BRANDES
et al., 1995), Secale cereale (Vershinin et al., 1995), Silene latifolia (BUZEK et al.,
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1997), Beta vulgaris (DECHYEVA e SCHMIDT, 2006), Solanum lycopersicum
(LAPITAN, GANAL e TANKSLEY, 1989; ZHONG et al., 1998) e Solanum tuberosum
(TANG et al., 2014; TORRES et al., 2011) entre outras. Geralmente, tais sequéncias
estdo presentes em todos os bragos cromossémicos, mas algumas repeticoes
podem estar associadas as extremidades cromossOmicas especificas, como
acontece em Nicotiana plumbaginifolia (CHEN et al., 1997). No presente trabalho,
embora ndo possamos afirmar que a repeticdo CL66 tenha associagdo com o0s
telémeros, o mapeamento cromossOmico indica que este arranjo localiza-se nas
extremidades cromossémicas e, como consequéncia, qualquer alteragdo na posi¢ao
desta marca sugere rearranjos.

Assim, visto que o arranjo CL66 é predominantemente localizado em por¢cdes
cromossOmicas terminais, a presenca de sitios CL66" intersticiais pode indicar a
ocorréncia de: 1) uma inversdo terminal que realocou 0 arranjo para a posi¢ao
intersticial ou 2) uma translocacao, a qual moveu o arranjo da posi¢cao terminal para
a parte intercalar de outro cromossomo. Provavelmente, esta alteracdo aconteceu
em um cariétipo basal de L. alba, e corresponde a uma caracteristica plesiomorfica,
comum a todos os individuos do complexo, independente do nimero cromossémico.
Entretanto, a fim de esclarecer a origem deste sitio, mais individuos de L. alba e
espécies proximas devem ser mapeados quanto a repeticao CL66.

5.5 VARIAGCAO CARIOTIPICA EM DIPLOIDES DE L. alba

Embora a plasticidade gendémica de L. alba ja tenha sido documentada,
nossas andlises citogenéticas revelaram que as variagbes cariotipicas sdao mais
amplas, e nado se limitam apenas aos diferentes grupos cromossémicos do
complexo. Esta enorme plasticidade pode ser comprovada através das variagdes
existentes entre os acessos com mesmo nivel de ploidia. Diferengas entre
populagdes poliploides sao esperadas, ja que multiplos eventos de duplicagao
genO6mica podem ocorrer de maneira independente e podem originar diferentes
linhagens poliploides (SOLTIS e SOLTIS, 2009; SOLTIS et al., 2009; MAVRODIEV
et al., 2015). Além disso, os variados processos envolvidos na reestruturagéo
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genbmica apds a poliploidia também podem gerar diferencas cariotipicas entre os
poliploides e determinar perfis cariotipicos préprios (como foi observado aqui para os
acessos com 38, 45 e 60 cromossomos). Todavia, quando individuos referidos como
diploides apresentam polimorfismos cromossémicos podemos presumir que 0S
rearranjos estruturais ndo se restringem aos eventos de duplicacdo genémica, mas
constituem mecanismos comuns na reestruturagdo do genoma de L. alba. As
andlises cariotipicas dos acessos diploides destacaram intrigantes aspectos sobre a
organizacao e a estabilidade genémica da espécie e revelaram que L. alba possui 0
genoma bastante dindmico e pléstico, inclusive em individuos para os quais se
esperaria  um comportamento cromossdmico estavel, comparativamente aos
poliploides. Estas variacdes indicam que, possivelmente, alguns acessos
considerados diploides correspondam, na verdade, a individuos poliploides, os quais
ainda estdo em processo de diploidizagdo genémica, o que justificaria os diferentes
perfis cariotipicos encontrados entre 0s acessos com trinta cromossomos.

As descricbes cariotipicas dos acessos 2x mostraram consideraveis
diferengas quanto ao numero e dimensao de sitios CL66. Alguns acessos
apresentaram 10 cromossomos marcados com a repeticdo CL66, enquanto outros
evidenciaram 16 e 18 cromossomos com sitios CL66". Contudo, a maioria dos
acessos investigados exibiu cerca de 10 a 12 sitios, indicando que o numero inferior
de sitios seja mais comum em diploides. Assim, os cariétipos compostos por mais de
12 cromossomos marcados poderiam ser resultado de amplificacdes de sequéncias
satélites. Em contrapartida, se assumirmos que o numero superior de sitios
corresponde a uma caracteristica plesiomorfica, as delecbes de sitios CL66
deveriam ocorrer em diploides e em poliploides de L. alba, sendo as eliminagdes
ainda mais acentuadas em individuos com maior nivel de ploidia (4x e 6x).
Entretanto, quando analisamos os resultados do mapeamento cromossémico da
repeticdo CL98, a fim de auxiliar no entendimento sobre a dindmica de familias
satélites no genoma de L. alba, os resultados corroboram a hipétese de que
sequéncias repetitivas foram ampliadas no genoma. Dessa forma, os sitios
“adicionais” corresponderiam a um caracter sinapomérfico em diploides. O
mapeamento do arranjo CL98 mostrou que, embora esta repeticdo tenha o
comportamento estavel, em alguns casos, ha o incremento de sitios CL98 em
cariétipos diploides. Isto reforca a hipétese de aumento de sequéncias satélites em

alguns acessos 2x, consistindo em caracteres genémicos mais recentes.
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Ainda com relagdo ao mapeamento da sonda CL66, o sitio intersticial também
possibilitou inferir a ocorréncia de alteracbes cromossémicas em acessos com
2n=30. O individuo BGEN-57, por exemplo, revelou uma proeminente marca no
brago longo em dois cromossomos homélogos (mais conspicua dentre todos os
diploides). Todavia, os sitios foram localizados em posicoes distintas: em um
homologo o sitio foi mapeado na extremidade cromossdémica, enquanto no outro, a
marca CL66 foi encontrada na porgao original (regiao intersticial do cromossomo).
As medidas morfométricas sugerem heteromorfismo, originada por uma possivel
perda da porcao terminal do brago longo em apenas um cromossomo do par.

Alguns individuos 2x também apresentaram o sitio intercalar nos bragos
curtos, como observado para alguns poliploides. Os indices de heterogeneidade
cromossdmica confirmam a presenca de rearranjos. O acesso BGEN-53, por
exemplo, apresentou menor valor de Ai dentre todos os diploides (Ai=0,04), o que
caracteriza um padrdo mais simétrico para este cromossomo, ou seja, com 0
centrémero localizando-se na porcdo mediana. Em contrapartida, este mesmo
cromossomo no acesso BGEN-68 foi caracterizado como submetacéntrico com alto
indice de heterogeneidade (Ai=0,44), comparativamente ao observado no acesso
BGEN-53. Estas variagcoes evidenciam a presenga de rearranjos estruturais em
outras partes cromossbémicas, capazes de gerar consideraveis alteragbes na
morfologia dos cromossomos.

Outra caracteristica intrigante observada em alguns diploides de L alba foi a
falta de similaridade entre os pares cromossdémicos do complemento. Em alguns
acessos, embora as células somaticas apresentassem 2n=30, ndo foi possivel
estabelecer uma correspondéncia de sitios CL66 em alguns cromossomos do
cari6tipo (principalmente o cromossomo portador do sitio intersticial). Esta
peculiaridade pode ser explicada pela ocorréncia de rearranjos estruturais, os quais
sdo capazes de modificar toda a morfologia cromossémica ou, alternativamente,
devido a eventos de aneuploidia compensada. Embora cruzamentos envolvendo
gametas desbalanceados sejam incomuns em individuos meioticamente estaveis
(como diploides), alguns espécimes 2x podem produzir gametas aneuploides e
originar descendentes com a constituicdo cromossémica desbalanceada (LYRENE,
VORSA e BALLINGTON, 2003; LAVIA et al.,, 2011). Nossos resultados sobre a
microsporogénese sugerem a formacdo de grdos de pdlen desbalanceados em
alguns acessos diploides. Embora tais acessos apresentem a viabilidade dos graos
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de pdlen reduzida, a ocorréncia de aneuploidia compensada na origem de individuos
2x nao pode ser descartada. Sao poucos os relatos de aneuploidia compensada na
formacdo de cit6tipos, principalmente em diploides. A maioria dos relatos se
restringe a alopoliploides (trissdmicos e nulissdbmicos) que apresentam
cromossomos homedlogos (CHESTER et al., 2011; XIONG, GAETA e PIRES 2011).
Todavia, devido a dificuldade de detecgdo, este evento pode estar subestimado ou
ser omitido durante a evolugdo das diferentes linhagens de plantas, sobretudo em
plantas autopoliploides.

As andlises citogenéticas também revelaram que apesar de alguns individuos
possuirem o mesmo numero de sitios CL66, os padrdes cariotipicos sdo distintos.
Este fato sugere a presenca de rearranjos estruturais em outras por¢des do genoma.
Todos estes dados revelam que os rearranjos estruturais sdo frequentes no genoma
de L. alba e ocorrem independentemente de duplicagées cromossémicas recentes.
Os cariogramas evidenciam os diversos perfis cariotipicos em individuos 2x e
ressaltam a natureza plastica do genoma. Além disso, sugerem que espécimes
considerados diploides, possam ainda estar em processo de reestruturacao
gendmica e restauracao da dissomia.

Por fim, os dados indicam que possivelmente o genoma de L. alba possa
adotar comportamentos diferentes, dependendo do nivel do ploidia do citétipo. Em
diploides e triploides, o incremento de familias satélites pode ser um mecanismo
frequente, enquanto em poliploides, com niveis mais altos de ploidia, as dele¢des de
sequéncias repetitivas constituem o processo mais comum, como proposto para os
genes ribossomais 18S (REIS et al., 2014).

5.6 DISTRIBUICAO DE DNA SATELITE NO COMPLEXO POLIPLOIDE L. alba

Além de revelar a plasticidade do genoma em relacao a repeticoes satélite, a
variagdo no numero de sitios CL66 sugere possiveis explicagées para a formagéo
dos poliploides de L. alba. Assumindo que os diploides constituem a base para o
surgimento dos demais cit6tipos, e tomando como referéncia que o numero de

cromossomos portadores do sitio CL66 no complemento monoploide de L. alba
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(x=15) é 5, os acessos tetraploides apresentariam numeros proximos de 20 a 24
cromossomos marcados com a repeticdo CL66. Numeros proximos ao esperado
foram observados nos acessos 4x (8 acessos apresentaram entre 18 a 23
cromossomos marcados) sugerindo que, embora muitas alteragées tenham ocorrido,
0 conjunto cromossOmico dos individuos tetraploides parece compartilhar
semelhangas com os cariotipos de origem (diploides).

Além disso, 0 numero de sitios observado entre os tetraploides pode indicar
uma possivel ordem de surgimento dos acessos 4x. Em geral, neopoliploides
apresentam o cariétipo mais semelhante ao parental 2x (HEGARTY et al., 2013).
Assim, os conjuntos cromossémicos mais similares ao cariétipo parental teriam sido
originados mais recentemente, ao passo que, o0s cariétipos mais divergentes teriam
uma origem precedente. Trabalhos envolvendo indugcdo de poliploidia e estudos
utilizando poliploides sintéticos relataram a ocorréncia de altera¢gdes no conjunto
cromossdmico ao decorrer das geragdes (JACKSON e CHEN, 2010). Em L. alba,
apesar do tempo de origem de cada individuo poliploide ser desconhecido, se
adotarmos os perfis cariotipicos da maioria dos individuos tetraploides, podemos
inferir que os padrées observados sdao proximos aos mapeamentos obtidos para a
maioria dos acessos diploides (cinco cromossomos marcados no complemento
monoploide). Estes acessos 4x, que possuem caridtipos semelhantes aos cariotipos
diploides, teriam uma origem mais recente, comparado aos acessos tetraploides
BGEN-64 e BGEN-87, os quais apresentaram grandes discrepancias cariotipicas
(apenas dez cromossomos CL66%). Tais diferencas podem ser justificadas por
rearranjos cromossOmicos estruturais apds a poliploidizacao, na tentativa de ajuste e
reestruturacdo do genoma recém-duplicado (DODSWORTH, CHASE e LEITCH,
2015). Estas modificagdes pds-poliploidizagdo podem gerar particularidades
cariotipicas e originar conjuntos cromossOmicos que compartilham caracteres
plesiomoérficos (SOLTIS e SOLTIS, 2009).

Com relacao aos individuos triploides, a maioria dos acessos exibiu cariétipos
com aproximadamente 22 cromossomos portadores da repeticdo CL66, numero
préximo ao encontrado em tetraploides, e maior que o estimado para individuos com
trés conjuntos cromossdmicos (cerca de 15-18 cromossomos CL66"). Estimativas de
conteudo de DNA nuclear revelaram que a quantidade de DNA dos acessos
triploides é pouco maior do que a esperada, assumindo os diploides como referéncia
para o processo de autopoliploidizacao (REIS et al., 2014). Estes dados corroboram



133

os resultados do mapeamento cromossdémico das repeticdes satélites, os quais
revelaram um numero superior de sitios de DNA satélites CL66 e sitios adicionais da
repeticdo CL98 em acessos com 45 cromossomos. Familias de DNA satélites
podem ser amplificadas e incrementar grande parte dos genomas vegetais, como
ocorre em Fritilllaria, Camellia e alotetraploides de Gossypium (ZHAO et al., 1998;
AMBROZOVA et al., 2011; HEITKAM et al., 2015; GARRIDO-RAMOS 2015). Em
triploides de L. alba, talvez 0 aumento de DNA satélite seja um mecanismo frequente
apos a poliploidia. Alternativamente, o numero elevado de sitios CL66 observado na
maioria dos acessos 3x também pode ser devido a cruzamentos envolvendo apenas
parentais diploides que possuem elevado numero de sitios CL66 ou por meio de
cruzamento entre diploides e tetraploides contendo muitos sitios de DNA satélite
CL66. Assim, o citotipo 3x teria uma origem posterior aos tetraploides.

Consideragbes similares podem ser feitas com relacdao aos individuos
aneuploides de L. alba. Os diferentes perfis cariotipicos podem ser consequéncias
de aumento de sitios apdés a formacao do citétipo (amplificacdo), ou devido a
cruzamento entre parentais portadores de muitas marcas CL66.

Entretanto, estabelecer o conjunto monoploide que teria originado os
diferentes citétipos e sua respectiva ordem de surgimento torna-se uma questao de
dificil esclarecimento, uma vez que a repeticdo CL66 mostra-se bastante variavel,
inclusive dentre os individuos diploides. Além disso, considerando que o complexo
tenha surgido a partir de varias origens, e as duplicagdes gendmicas tenham
ocorrido de maneira independente, muitas variacbes entre as populacdes de
poliploides sdo esperadas. Em populacdes de Tragopogon miscellus e T. mirus, por
exemplo, caracteristicas cariotipicas distintas podem ser vistas nas diferentes
populagdes, ressaltando os atributos de cada populagédo e o curso evolutivo que
cada linhagem poliploide seguiu (LIM et al., 2008). Em L. alba, a existéncia de
variados perfis cariotipicos pode ser devido ao dinamismo do genoma e/ou aos
cruzamentos entre individuos com constituicAo cromossoémica diferente. Tendo em
vista que a espécie é preferencialmente al6gama, a uniao de gametas originados por

espécimes com diferentes perfis cariotipicos torna-se um evento possivel.
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5.7 GAMETAS DESBALANCEADOS E NAO REDUZIDOS: FONTE DE VARIAGAO
INTRAESPECIFICA NO COMPLEXO L. alba

Além das descricbes cariotipicas, estudos sobre a fertilidade e o
comportamento meidtico em acessos de L. alba também tém sido realizados nos
ultimos anos (SOUSA et al., 2009; PIERRE et al., 2011; REIS et al., 2014; REIS,
SOUSA e VICCINI, 2016) e corroboram os resultados obtidos no presente estudo.
As andlises revelaram alto indice de irregularidades na microsporogénese,
principalmente em citotipos poliploides de L. alba, somando indicios sobre o
dinamismo e a plasticidade do genoma, também evidenciados pelas andlises
cariotipicas. Além disso, as investigagées sobre a microsporogénese possibilitaram
uma visao global sobre o comportamento meibtico e a reproducdo sexual da
espécie, abrindo nova perspectiva com relagcdo a instabilidade genbémica e a
formagao de gametas desbalanceados em acessos diploides de L. alba.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que muitos individuos
diploides possuem comportamento meidtico regular, com poucas anormalidades.
Entretanto, alguns acessos (BGEN-74 e BGEN-81) revelaram indices consideraveis
de irregularidades, com a ocorréncia de desinapses em préfase | e anormalidades
na segregacao cromossémica nas meioses | e ll, alteracdes estas, com potencial de
gerar gametas desbalanceados e nao reduzidos (RAMSEY e SCHEMSKE, 1998). O
acesso BGEN-81, por exemplo, apresentou o maior indice de meidcitos anormais
dentre todos os acessos diploides, com apenas 27% das células meibticas aptas a
formacdo de poélens reduzidos. Estes dados sdo semelhantes aos resultados
encontrados em triploides de L. alba, individuos caracterizados por apresentarem
drasticas anormalidades meibticas, e considerados, muitas vezes, estéreis
(RAMSEY e SCHEMSKE, 1998; TAYALE e PARISOD, 2013).

Além de revelar instabilidade meiética em acessos diploides, as analises da
microsporogénese também permitiram reforcar as discussdes acerca da formagao
de pdlens nao reduzidos e desbalanceados oriundos desses acessos. Embora ja
houvesse indicios de acessos diploides com meiose irregular, apenas um acesso
com essa caracteristica foi previamente reportado (REIS et al., 2014). Além disso, as

alteragcbes na gametogénese encontradas neste acesso se limitavam a segunda
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divisdo meidtica (mais especificamente na fase de tel6fase Il) com a presenca de
diades e triades. Portanto, a existéncia de mais individuos 2x com meiose instavel,
sugere que a formagdo de gametas desbalanceados nao seja um evento isolado
dentre os individuos diploides de L. alba, sendo capaz de contribuir para a origem
dos demais citétipos. Em Arachis pintoi (LAVIA et al., 2011); Vaccinium (LYRENE,
VORSA e BALLINGTON, 2003); Medicago sativa (McCQOY, 1982) e em espécies de
Solanum (VEILLEUX, MCHALE e LAUER, 1982) por exemplo, individuos com
diferentes niveis de ploidia foram originados por unido de gametas nao reduzidos
provindos de parentais diploides. Embora diploides sejam considerados
meioticamente estaveis com formagdo de bivalentes, alguns individuos podem
apresentar irregularidades e eventualmente formar gametas desbalanceados e/ou
nao reduzidos (LAVIA et al., 2011).

Contudo, apesar de fatores ambientais impulsionarem a formagéao de gametas
nao reduzidos (RAMSEY e SCHEMSKE 1998; SMARDA e BURES 2010; SOLTIS et
al., 2010; KURSCHNER et al., 2013; DE STORME e GEELEN, 2014; MADLUNG
2014; VANNESTE et al., 2014; MASON e PIRES 2015), a constituicdo genotipica
também tem grande influéncia na gametogénese (TAYALE e PARISOD, 2013). Em
espécies de Solanum, Vaccinium e em Medicago sativa, por exemplo, variagées
genotipicas espécie-especificas influenciaram na frequéncia de 6vulos e pdlens 2n
produzidos (TAVOLETTI, MARIANI e VERONES, 1991; WERNER e PELOQUIN,
1991; LYRENE, VORSA e BALLINGTON, 2003). Estudos relatam que a producao
de gametas ndo reduzidos pode ser herdavel, sendo controlada por poucos genes
(PARISOD, HOLDEREGGER e BROCHMANN, 2010; TAYALE e PARISOD, 2013).
No complexo L. alba, pelo fato dos acessos serem cultivados nas mesmas
condigdes ambientais, os variados indices de irregularidades mei6ticas em diploides
pode ser devido a fatores intrinsecos de cada acesso. Embora todos apresentem 30
cromossomos, a constituicdo genética dos acessos diploides é diferente, o que pode
resultar em indices variados de irregularidades entre 0s acessos e como
consequéncia influenciar na frequéncia da produgédo de gametas nao reduzidos. De
fato, o mapeamento cromossémico das sequéncias satélites reforca a grande
diversidade cariotipica em diploides de L. alba.

Embora as vias moleculares especificas que controlam a divisdo meiética
sejam desconhecidas, estudos sugerem que uma das principais causas de formagéo
de gametas ndo reduzidos se deve a falhas no funcionamento de proteinas
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envolvidas no fuso meiético (DE STORME e GEELEN, 2013). Em meiécitos, erros
durante a biogénese e orientacdo do fuso podem resultar em 1) atraso da divisao; 2)
assincronia entre estagios subsequentes da meiose e 3) nao disjungéo
cromossdmica (PECRIX, et al., 2011; LARROSA et al., 2012; DE STORME e
GEELEN, 2013; 2014). Todas estas anormalidades tém sido associadas a formacgao
de gametas desbalanceados. Além disso, falhas durante a citocinese (ou citocinese
prematura) também constituem um importante fator citolégico capaz de ocasionar a
nao reducdo meidtica e a formacdo de gametas nao reduzidos (CARPUTO,
FRUSCIANTE e PELOQUIN, 2003). A presenca de diades, triades e poliades,
frequentes em L. alba, e observadas ao final da meiose sdo indicios de erros
durante o processo de divisdo, e podem originar gametas desbalanceados e nao
reduzido (RAMSEY e SCHEMSKE, 1998; DE STORME e GEELEN, 2013; 2014;
MASON e PIRES, 2015).

Dentre o0s processos mais importantes que asseguram a segregacao
cromossdmica correta, o pareamento dos cromossomos na préfase | constitui um
evento de suma relevancia. No entanto, quando ocorrem erros durante o
reconhecimento de homologos, como assinapse (quando nao ha pareamento
cromossdmico) ou desinapse (quando a associacao dos homadlogos nao perdura até
a anafase |) a microsporogénese pode ser comprometida. Tais erros resultam em
univalentes e multivalentes que podem gerar gametas aneuploides. Em L. alba,
univalentes podem ser vistos em alguns acessos diploides e o nao-pareamento
cromossdmico pode estar relacionado a eventos de aneuploidia compensada. Os
resultados de mapeamento cromossémico em L. alba sugerem eventos de
aneuploidia compensada em acessos 2x, 0 que poderia resultar em erros durante a
préfase | em alguns acessos diploides.

Com relagdo a meiose de individuos poliploides, consideraveis indices de
irregularidades tém sido relatados (PIERRE et al., 2011; REIS et al., 2014; REIS,
SOUSA e VICCINI, 2016) reiterando a hipétese de autopoliploidia na formagao do
complexo. Nossos resultados revelaram que os individuos triploides apresentaram
indices de irregularidades meidticas superiores aos relatos anteriores (acima de
70%). Nestes individuos, toda a microsporogénese mostrou-se afetada, deste a
préfase | até a telofase Il, comprometendo a fertilidade das plantas. Na literatura,
sdo frequentes os relatos de alto indice de esterilidade em triploides, devido,

principalmente, as falhas de pareamento cromossémico na meiose e ao aborto de
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sementes causado pelo desequilibrio do EBN (“endosperm balance number”)
(SATO, 1993; RAMSEY e SCHEMSKE, 1998; OTTO e WHITTON, 2000). Segundo o
conceito do EBN, as sementes triploides se desenvolvem quando ha a proporcao de
dois genomas maternos para um genoma paterno (2m:1p). Assim, o individuo
formado deve ser originado de um cruzamento unilateral, em que o gameta nao
reduzido corresponda ao gameta feminino (LEVIN, 2002). Contudo, estudos indicam
que algumas sementes triploides sdo vidveis mesmo quando ndo ha a proporg¢ao
2m:1p do endosperma e alguns individuos 3x s&o capazes de sobreviver
(BRETAGNOLLE e THOMPSON, 1995; LEVIN, 2002; KOHLER, et al., 2010).

Eventualmente, os individuos triploides podem originar citétipos com numeros
cromossOmicos diferentes, processo conhecido como ponte triploide (RAMSEY e
SCHEMSKE, 1998; KOHLER, et al., 2010). Na formagcao do complexo L. alba, foi
proposta uma hipo6tese na qual os triploides atuariam como um cit6tipo intermediario
para o surgimento de individuos com os diferentes niveis de ploidia. Os triploides
estariam envolvidos na formacao de tetraploides, hexaploide e de aneuploides, por
meio de cruzamentos com pélens desbalanceados, sendo o Unico citétipo capaz de
gerar todos os poliploides do complexo (REIS et al., 2014). Os individuos 3x
poderiam originar tetraploides a partir de cruzamento unilateral com diploides (n=45
+ n=15), hexaploides por meio de cruzamento bilateral envolvendo ambos os
parentais triploides com gametas nao reduzidos (n=45 + n=45) e ainda, individuos
aneuploides a partir da fecundacdo de gametas desbalanceados com n=23
cromossomos com gametas reduzidos provindos de diploides (n=15). Assim, apesar
das andlises revelarem altos percentuais de graos inviaveis, ndo é possivel
descartar a proposta inicial de surgimento dos citétipos com 2n= 38, 60 e 90
cromossomos no complexo L. alba com a participagdo de espécimes 3x.

O comportamento meiético dos acessos tetraploides, por sua vez, confirma as
informacdes prévias de heranca polissémica. Nestes individuos, o comportamento
meidtico revelou anormalidades cromossémicas tipicas de organismos
autotetraploides, como trivalentes, univalentes e tetravalentes. Além disso, alguns
acessos apresentaram altos percentuais de irregularidade (cerca de 70%), enquanto
em outros, as alteragées foram menos drasticas (aproximadamente 40%). Outros
autores relataram que o indice de anormalidade na meiose pode refletir o tempo de
origem do citétipo (SANTOS et al., 2003; GRANDONT, JENCZEWSKI e LLOYD,
2013). Em autopoliploides, a associagdo de varios homoélogos no complexo
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sinaptonémico, por exemplo, indica uma origem recente de poliploidizacao
(GRANDONT, JENCZEWSKI e LLOYD 2013) ao passo que, poliploides formados ha
mais tempo, possuem o comportamento meiético mais regular. Isso ocorre porque
poliploides j& estabelecidos sofreram complexos rearranjos cromossOmicos
estruturais e passaram por grandes modificacbes genémicas, passos importantes
para a diferenciagdo de homdlogos e a restauragdo da condicao dissémica
(MANDAKOVA et al., 2012; DODSWORTH, CHASE e LEITCH, 2015). Em L. alba,
embora as alteragcbes meibticas e as descricdes cariotipicas sugiram processos de
diferenciacdo de homélogos, nenhum acesso 4x evidenciou eventos de sinapse
regular (com 30 bivalentes) ou possivel processo de diploidizacao. Isto sugere que
0os processos de duplicacdo cromossbmica na espécie tenham ocorrido
recentemente, e que mais rearranjos Sa0 necessarios para a recuperacao da
dissomia em tetraploides de L. alba.

Os resultados também indicaram a ocorréncia de uma alteragdo meidtica
ainda nao documentada para L. alba. Além das anormalidades citadas em estagios
de metafases, anafases e teléfases, o acesso BGEN-92 (4x) apresentou
consideravel indice de zigétenos alterados. Neste individuo, houve troca de material
genético entre as células adjacentes em aproximadamente 80% dos meidcitos neste
estagio, correspondendo ao primeiro relato de citomixia para a espécie. Neste
acesso (BGEN-92) o processo ocorre apenas em profase |, acarretando em graves
alteracbes nos estagios posteriores. Dentre as anormalidades encontradas,
podemos citar: segregacao cromossOmica desigual; meidcitos com excesso e déficit
de material genético; micronucleos picnéticos e cromatina desorganizada (REIS,
SOUSA e VICCINI, 2016).

Os estudos sobre citomixia demonstram que geralmente, os individuos
citomiticos correspondem a organismos com algum grau de instabilidade, seja
fisiol6gico, bioquimico ou gendmico, ocorrendo mais frequentemente em plantas
aneuploides, triploides, hibridas e apomiticas (DE NETTANCOURT e GRANT, 1964;
GOTTSCHALK, 1970; MANTU e SHARMA, 1983). No entanto, apesar da
transferéncia de cromatina provocar diversas alteracbes na gametogénese, a
citomixia tem grande importancia na evolugao (BELL, 1964; LATTOO et al., 2006).

Inimeros trabalhos relatam que o mecanismo de citomixia em células mae de
graos de pdélen (CMP) pode resultar na formagédo de gametas desbalanceados e nao
reduzidos, matéria-prima para a origem de novos citétipos (BELLUCCI, ROSCINI e
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MARIANI, 2003; SINGHAL e KUMAR, 2008; KUMAR et al., 2010). No presente
trabalho, foi observado que em alguns casos, a transferéncia de DNA entre
meidcitos resultou em células vazias e outras com, aparentemente, o dobro da
quantidade de DNA. Estes dados indicam uma possivel produgédo de pdlens 2n ao
final da microsporogénese, os quais, sao o principal mecanismo de formacao de
citétipos em L. alba. Assim, a detecgé@o de citomixia sugere um mecanismo genético
adicional na formagéao dos citétipos no complexo.

Com relagdo aos gametas formados, os testes de viabilidade polinica
ratificam as analises do comportamento meibtico. Em geral, altos indices de
inviabilidade de pdélens foram encontrados em poliploides de L. alba, enquanto os
acessos diploides apresentaram a maioria dos graos aptos a fecundacdo. Além
disso, as andlises revelaram que alguns acessos que apresentaram comportamento
meidtico regular mostraram alto indice de inviabilidade dos grédos de pdlen,
sugerindo que mecanismos pos-meiécitos também sdo determinantes no
desenvolvimento dos graos de polen em L. alba (BLACKMORE et al.,, 2007;
GOMEZ, TALLE e WILSON, et al., 2015). Os resultados também evidenciaram a
ocorréncia de polens viaveis em acessos que apresentaram meiose irregular,
reiterando que diploides de L. alba também podem contribuir para a formagao dos
demais citétipos do complexo.

Apesar de altos percentuais de irregularidade meidtica e inviabilidade polinica,
sobretudo em poliploides, L. alba nao aparenta possuir desvantagens na
propagacdo e no estabelecimento de novas plantulas, uma vez que na area
experimental sdo observados individuos jovens originados por meio de reproducao
assexuada e sexuada (VICCINI, comunicagao pessoal). Além disso, considerada
preferencialmente alégama, a espécie exibe flores com atrativos a visitacao de
variados insetos (VENANCIO et al., 2016), tornando eventuais cruzamentos entre os
citétipos possiveis. A espécie apresenta a propagacdo vegetativa como uma
importancia estratégia reprodutiva, permitindo assim a manutengédo dos citétipos
instaveis cromossomicamente. Além disso, ndo se pode descartar a ocorréncia de
reproducdo assexual via apomixia como estratégia para a produgdo de sementes, o
que contribuiria para a perpetuac¢ao dos poliploides do complexo.
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5.8 CONSIDERAGOES FINAIS

O genoma de L. alba tem sido caracterizado como bastante variavel e
dindmico. Esta plasticidade pode ser comprovada por meio dos diferentes nimeros
cromossdmicos encontrados na espécie e a partir das diversas férmulas cariotipicas
propostas (SOUSA et al., 2009; PIERRE et al., 2011; REIS et al., 2014). Estas
variagbes tém sido recentemente discutidas e os estudos sugerem multiplos e
complexos rearranjos cromossémicos durante a evolugao cariotipica da espécie.

Os resultados obtidos a partir do mapeamento de regides satélite somam
informacdes sobre a plasticidade genémica e contribuem com uma nova perspectiva
sobre a variagéo genética em individuos com mesmo nivel de ploidia, principalmente
em acessos diploides. Dentre os mecanismos propostos para explicar os diferentes
padroes cariotipicos, eliminagcdes e amplificacbes de sequéncias correspondem as
alteracbes mais provaveis. Além disso, as analises cariotipicas sugerem mdltiplos e
independentes eventos de poliploidia na origem dos citétipos, 0 que incrementa a
variacdo intraespecifica no complexo. Adicionalmente, o0s resultados da
microsporogénese e da viabilidade polinica ratificam a instabilidade genémica e
indicam uma origem recente de poliploidizacdo em L. alba.

Os altos indices de irregularidades no comportamento mei6tico permitem
considerar a origem dos citétipos via cruzamentos unilateral e bilateral e abrem uma
nova perspectiva sobre a produgdo de gametas desbalanceados e nao reduzidos em
acessos com trinta cromossomos (diploides). Além disso, as irregularidades
meidticas observadas em alguns acessos com 2n=30 sugerem que os diploides de
L. alba correspondam a individuos paleopoliploides. Em paleopoliploides, a condicao
dissdmica pode atuar em diferentes graus, existindo um continuum de variagao do
estado dissdbmico, no qual alguns individuos considerados diploides ainda
apresentam resquicios de heranga polissémica (HUSBAND, BALDWIN, e SUDA
2013). Portanto, considerando o numero basico de Lippia como x=7 (SANDERS,
2001), os individuos de L. alba com 30 cromossomos corresponderiam a poliploides
que sofreram disploidia ascendente ou aneuploidias e ainda se encontram em
processo de restauracdo o comportamento dissdmico, apresentando, em alguns

casos, erros durante a microsporogénese.



141

Contudo, embora a meiose de L. alba apresente muitas e drasticas
irregularidades, os dados de viabilidade polinica sugerem que a espécie seja capaz
de formar gametas viaveis e se reproduzir sexuadamente. Isso, consequentemente,
origina novos e diferentes perfis cariotipicos e incrementa a diversidade
intraespecifica podendo resultar na diferenciacdo dos citétipos e no surgimento de
espécies cripticas, em longo prazo (SOLTIS e SOLTIS, 2009). Todos estes dados
reforcam a instabilidade e o dinamismo genémico de L. alba e refletem o cenario
atual que o cariétipo da espécie esta passando. Apesar a reproducao assexuada por
meio de mecanismos como apomixia seja possivel como estratégia para a
manutencao de citGtipos cromossomicamente instaveis e a espécie apresente
grande eficiéncia na propagacao vegetativa, a reproducao sexuada nao pode ser
descartada em L. alba viabilizando os cruzamentos entre e dentre citétipos, e dessa
forma, contribuindo para o incremento da variagao cariotipica intraespecifica, e para
manter os citétipos poliploides na populagéo.

O carater singular dos dados obtidos, com a revelacdo de particularidades
cariotipicas de um complexo com cinco numeros cromossdmicos, coloca L. alba
como um interessante modelo de estudo, que pode contribuir para o entendimento
da dinamica e do processo de formacdo e manutencao de poliploides naturais. Os
multiplos eventos de poliploidia, a grande variagdo intraespecifica, somados a
facilidade de obtencao de material biolégico para estudos citogenéticos, possibilitam
esclarecer relevantes questdes sobre o estabelecimento, manutencéo e formacao de
Citotipos autopoliploides nos trépicos, embasando hipdteses sobre a origem do
complexo e permitindo tracar possiveis trajetérias evolutivas pelas quais a espécie
tenha passado.
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6 CONCLUSAO

e O desenvolvimento de marcadores cromossdémicos especificos para L. alba
mostrou-se eficiente para se conhecer a distribuigdo de sequéncias repetitivas
no genoma da espécie;

e A localizacdo das sequéncias repetitivas possibilitaram evidenciar
comportamentos distintos de sequéncias similares tanto em constituicao
quanto em localizagcdo nos cromossomos, revelando o dinamismo do genoma
de L. alba;

e Multiplos e independentes eventos de duplicacdo genbmica aliados aos
complexos rearranjos cromossémicos originaram a ampla variagao cariotipica
de L. alba;

e A ocorréncia de microsporogénese irregular em diploides, associada a
viabilidade polinica, sugere que os mesmos sejam elementos importantes na

formagao do complexo poliploide;

e A microsporogénese irregular em um grande numero de poliploides reforca a

hipétese de um complexo autopoliploide.

e A ocorréncia de variagao cariotipica, inclusive dentro de um mesmo nivel de
ploidia, sugere que L. alba encontra-se em processo de estabilizacdo do seu

genoma.
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APENDICE A

Tabela: Nomenclatura dos acessos de Lippia alba estudados no presente trabalho.

Acessos Acessos
BGEN-01 BGEN-56
BGEN-02 BGEN-58
BGEN-03 BGEN-59
BGEN-05 BGEN-60
BGEN-06 BGEN-61
BGEN-09 BGEN-62
BGEN-10 BGEN-64
BGEN-11 BGEN-65
BGEN-12 BGEN-66
BGEN-13 BGEN-67
BGEN-14 BGEN-68
BGEN-15 BGEN-70
BGEN-16 BGEN-71
BGEN-17 BGEN-72
BGEN-18 BGEN-73
BGEN-19 BGEN-74
BGEN-20 BGEN-75
BGEN-21 BGEN-77
BGEN-23 BGEN-78
BGEN-24 BGEN-80
BGEN-25 BGEN-81
BGEN-27 BGEN-82
BGEN-28 BGEN-84
BGEN-29 BGEN-86
BGEN-31 BGEN-87
BGEN-35 BGEN-88
BGEN-37 BGEN-89
BGEN-40 BGEN-90
BGEN-41 BGEN-92
BGEN-42 BGEN-96
BGEN-44 BGEN-98
BGEN-45 BGEN-100
BGEN-46 BGEN- 101
BGEN-47 BGEN-107
BGEN-48 BGEN-109
BGEN-49 BGEN-111
BGEN-53 BGEN-112
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