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Resumo

Cromossomos holocéntricos apresentam atividade cinetocérica difusa e essa
organizacao favorece, em teoria, rapidas variagdes cromossdémicas numéricas e o acimulo de
DNA satélite (DNAsat) predominantemente nas regides terminais dos cromossomos. O
género de plantas Rhynchospora (Cyperaceae), um dos diversos grupos com esse tipo
cromossémico, apresenta espécies com cariotipos entre 2n = 4 e 2n = 58, cuja variacao é
atribuida a poliploidia e a eventos de quebra/fusdo, levando a disploidias. Quanto a
distribuicdo de DNAsat, o unico relato até 0 momento revelou uma baixa proporcdo dessas
sequéncias, com o unico repeat identificado (Tyba) associado aos holocentrdmeros. Com o
intuito de entender como a estrutura centromérica difusa interfere na organizacdo de
sequéncias ao longo do cromossomo e na evolucdo do caritipo como um todo, foram
realizadas uma andlise de reconstru¢cdo dos numeros cromossOmicos ancestrais de
Rhynchospora em um contexto filogenético e a caracterizagdo de DNAsats em trés espécies
do género. O complemento cromossdémico 2n = 10 foi indicado como o mais provavel para o
ancestral do género, tendo sido mantido em diferentes taxa. A maioria dos clados mostrou
numeros estaveis e a homoplasia de cariétipos foi observada em uma frequéncia relativamente
baixa. Os genomas de R. ciliata/R. globosa e R. tenuis apresentaram duas e uma familia(s) de
DNAsat, respectivamente, com um padrdo de condensacdo tipico (blocos condensados em
intérfase). Uma localizacdo preferencial nos terminais cromossémicos foi observada apenas
para 0s DNAsat de R. globosa. Trés tipos de cromatina foram revelados pela distribuicédo
dessas sequéncias: (1) associadas a heterocromatina e presente na forma de cromocentros em
intérfase e blocos nos cromossomos metafasicos (R. ciliata e R. globosa); (2) compactados em
interfase mas parcialmente descondensados em metafase e ndo diretamente associados a
heterocromatina (R. ciliata e R. tenuis); ou (3) associados aos holocentrémeros (R. ciliata e R.
tenuis). De forma geral em Rhynchospora, os eventos de fusdo e fissdo parecem atuar
localmente no remodelamento dos cariétipos e as sequéncias satélites ndo mostram uma
tendéncia unica de distribui¢do. A estrutura centromerica difusa, portanto, ndo determina em

larga escala a dindmica evolutiva dos cromossomos do género.

Palavras-chave: conteddo de DNA, cromossomos holocéntricos, disploidia, DNA

ribossomal, DNA satélite, fissdo, fusdo, poliploidia, reconstrucdo de nimero cromossémico



Abstract

Holocentric chromosomes show diffuse kinetochore activity, what would lead to fast
evolution of chromosome numbers and a biased distribution of satellite repeats. The plant
genus Rhynchospora (Cyperaceae) possesses holocentric chromosomes and shows a large
chromosome number variation (2n = 4 to 2n = 58) attributed to polyploidy and frequent
fusion/fission events, leading to dysploidy. Regarding satellite repeats (satDNA), the only
investigated species showed a low proportion of these sequences, with the single family
identified associated to the holocentromeres. In the present work, aiming to better understand
how the diffuse centromere organisation could interfere with the distribution of satellite
repeats along the chromosomes and with the karyotype evolution as a whole, we combined a
reconstruction of Rhynchospora chromosome numbers in a phylogenetic framework and the
characterisation of satellite repeats in three selected species. The karyotype with 2n = 10 was
suggested as the ancestral state and was maintained in different lineages. Most of the clades
showed stable chromosome number and recurrent karyotypes changes (leading to
homoplasies) were detected in low frequency. All Rhynchospora species analysed (R. ciliata,
R. globosa and R. tenuis) showed a higher diversity of satellite repeats than R. pubera, with
most of the repeats showing a typical condensation profile (clustered in interphase). A
preferential terminal location on chromosomes was only observed for R. globosa satDNAs.
These sequences, however, might represent different chromatin types, organized in distinct
ways: (1) associated to the heterochromatin and clustered in interphase and metaphase
(identified in R. ciliata and R. globosa only); (2) clustered in interphase but partially
decondensed in metaphase and not associated to heterochromatin domains (R. ciliata e R.
tenuis); (3) associated to the holocentromeres (R. ciliata e R. tenuis). Taken together, at least
for Rhynchospora, fusion/fission events may not act in a broader way in the reshuffling of
karyotypes and satellite repeats distribution do not appeared to be biased towards the
chromosome termini. A non-localized centromere, therefore, must not constrain, in a large

scale, the chromosome evolution of the genus.

Keywords: DNA C-value, dysploidy, polyploidy, chromosome number reconstruction,

holocentric chromosomes, fusion, fission, ribosomal DNA, satellite DNA
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1. Apresentacéo
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Cromossomos holocéntricos sé@o encontrados em diversos grupos de plantas e animais,
tendo surgido independentemente vérias vezes ao longo da evolucdo. Eles diferem
estruturalmente dos monocéntricos por ndo apresentarem um centromero localizado. A
atividade cinetocorica esta distribuida ao longo de quase todo o seu comprimento, fazendo
com que os microtubulos se associem de forma difusa em toda a extensdo cromossémica e as
cromatides migrem de forma paralela em anafase (Melters et al., 2012).

A organizagdo centromérica diferenciada encontrada nos holocéntricos permite que
fragmentos cromossdmicos gerados de quebras ou de fusdes mantenham sua viabilidade e
gerem variacfes cromossdmicas numéricas estaveis numa escala de tempo répida. Estes
mecanismos, denominados agmatoploidia (fissdo) e simploidia (fusdo), tém sido sugeridos
como mediadores da evolucdo cariotipica nesses grupos e sua alta dinamicidade poderia levar
a ocorréncia de nimeros cromossdmicos similares em grupos de espécies ndo relacionadas
(Lucefio et al., 1996).

O género Rhynchospora (Cyperaceae) possui uma distribuicdo neotropical e é
composto por mais de 200 espécies (Judd et al., 2009). Diversas analises citotaxonémicas
foram realizadas com representantes brasileiros e, por isso, registros cromossdmicos
numéricos estdo disponiveis para uma parte deles. A variacdo observada vai desde 2n = 4 (R.
tenuis) a 2n = 58 (R. globosa), com diferentes espécies apresentando 0 mesmo ndmero ou
diferindo por poucos cromossomos (ver, por exemplo, Vanzela et al., 2000). Considerando a
organizacdo do cromossomo holocéntrico e sua evolugdo por meio de eventos de fuséo e
fissdo, possivelmente recorrentes, uma grande variacdo nos numeros cromossomicos seria
esperada e espécies ndo relacionadas poderiam convergir em ndmero cromossdmico.
Portanto, seria esperada uma grande fracdo de cariétipos homoplasicos. A analise desses
dados em um contexto filogenético, que poderia confirmar essa suposicdo, entretanto, nao foi
realizada até 0 momento em Rhynchospora. O que tem limitado o entendimento do papel da
fusdo/fissdo na evolugdo cariotipica do grupo.

Além de influenciar os mecanismos evolutivos, a holocentricidade interfere na
estrutura e organizacdo cromossémica. Por exemplo, foi proposto que holocéntricos nao
teriam sequéncias centroméricas, e que as RONs e 0os DNA satélites seriam preferencialmente
terminais (ver, por exemplo, Heckmann et al., 2011; 2013). Por outro lado, em um estudo
gendmico realizado recentemente em Rhynchospora pubera foi confirmada a presenca de um
centrébmero difuso, e tambem a existéncia de um DNA satélite associado a essa regido. O

repeat, denominado Tyba, foi o Gnico DNA satélite presente no genoma desta espécie, tendo
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sido identificado por FISH também em R. ciliata e R. tenuis. Tyba mostrou uma dindmica de
condensacdo atipica em relacdo a outros DNAs satélites, com sinais dispersos no nucleo
interfasico. Ao longo do progresso de condensacdo cromossdmica esses sitios se associam até
formar uma estrutura em forma de linha longitudinal, associada ao sulco centromérico em
metéfase (Marques et al., 2015). A identificacdo de Tyba como Unico satélite no genoma de R.
pubera, bem como sua presenca em outras especies de Rhynchospora levanta os seguintes
questionamentos: (1) se outros repeats podem estar presentes nos genomas de outras espéecies
de Rhynchospora (2) se os mesmos também estariam associados aos holocentrémeros e (3)
qual seria a dindmica de condensacdo dos mesmos ao longo do ciclo celular em mitose.

No presente trabalho, a evolucdo cariotipica em espécies com C€romossomos
holocinéticos foi melhor investigada utilizando como modelo o género de plantas
Rhynchospora (Cyperaceae). As espécies foram avaliadas em dois diferentes aspectos: i)
nimeros cromossdmicos em um contexto filogenético e ii) caracterizacdo de sequéncias
satélites, visando entender como a presenca de uma estrutura centromérica difusa interfere na

forma de organizag&o de repeats satélites e nos eventos de variagdo cromossémica numérica.
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2. Fundamentacéo teorica
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2.1. Cromossomos monocéntricos, holocéntricos e (meta)policéntricos: conceito e

distribuicéo

A cromatina nuclear consiste na associagdo de moléculas lineares de DNA e proteinas,
em estruturas altamente condensadas denominada cromossomos. De forma geral, os
cromossomos sdo caracterizados pela presenca de uma regido menos condensada, a constricao
primaria ou centrémero, sendo denominados monocéntricos, cromossomos com unidade
centromérica simples. Esta estrutura serve como local de associagdo dos microtubulos durante
as divisdes celulares e sua posicdo ao longo do cromossomo permite categoriza-los em
metacéntricos, submetacéntricos, acrocéntricos e telocéntricos (Bickmore, 2001; Alberts et al.
2002; Sumner, 2002).

A presencga de uma estrutura centromérica alternativa, entretanto, parece ter surgido
diversas vezes ao longo da evolucdo. Espécies com centrdmero difuso (holocéntricos ou
holocinéticos), com cromossomos em forma de bastdo e exibindo atividade centromérica ao
longo de quase toda a superficie lateral dos mesmos, tém sido descritas em invertebrados (ex.
Ceanorhabditis elegans), insetos (ex. borboletas), aracnideos e diversos grupos de plantas (ex.
Cyperaceae e Juncaceae) (revisado por Melters et al. 2012). Mais recentemente, constri¢coes
primarias mais alongadas e formadas por distintos dominios centroméricos foram
identificadas em cromossomos de algumas espécies de leguminosas (Pisum e Lathyrus). Os
chamados cromossomos (meta)policéntricos foram sugeridos, entdo, como um estado
intermediario entre as duas organizacdes de centrdmero (monocéntricos e holocéntricos)
largamente conhecidas em plantas e vem sendo estudados em maiores detalhes (Neumann et
al. 2012; Neumann et al. 2015).

Em geral, a cromatina centromérica apresenta uma composi¢do diversa quando
comparado diferentes organismos. Do ponto de vista protéico, esta cromatina mostra-se
bastante conservada e distinta da heterocromatina pericentromérica pela presenca de uma
variante da histona H3, denominada CENH3 (CENP-A em mamiferos e Cid em Drosophila).
Esta histona substitui a forma canémica da H3, formando um tipo especializado de
nucleossomo essencial para a montagem da estrutura do cinetdcoro. Quanto as sequéncias de
DNA, entrentanto, 0s centrdbmeros se mostram bastante variaveis em complexidade e
organizacdo. Enquanto em organismos mais simples essa regido € formada por sequéncias
Unicas ou em baixo numero de copias, nos eucariotos superiores 0s centrdmeros tendem a ser

ricos em elementos repetitivos, principalmente retrotranposons centroméricos (Centromeric
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Retrotransposons - CR) e DNAs satélites (Sumner, 2002; Kamakaka e Biggins, 2005; Ma et
al., 2007).

2.2. Sequéncias satélites: conceito, organizacao e distribuicéo

Tais sequéncias foram inicialmente identificadas como uma fracdo redundante do
genoma que formava uma banda satélite, quando o DNA gendmico total era separado por
centrifugacdo em um gradiente de Cloreto de Césio (CsCl) (Cooney e Matthews, 1984). As
sequéncias de DNA satélites (satDNA ou repeats) tém sido cada vez mais descritas como um
importante componente dos genomas eucaridticos. As mesmas sdo caracterizadas pela
presenca de uma unidade de repeticdo basica (mondmero), repetida diversas vezes uma
adjacente a outra, numa organizacdo denominada head-to-tail, ou seja, orientadas na mesma
direcdo. De tamanhos variaveis, elas podem ser encontradas em diferentes regides
cromossOmicas, e exercem papeis importantes na estrutura do centrdmero (Ma et al., 2007),
além de representar a forma de organizacdo dos genes codificantes para RNA ribossomal 5S e
45S (ver Sharma e Raina, 2005).

DNAs satélites sdo tipicamente heterocromaticos, de replicacdo tardia e localizados
em associacdo com o0s cromocentros nos nucleos interfasicos. Com a progressdo do ciclo
celular, o padrdo de condensacdo em blocos é mantido e, em espécies com Cromossomos
monocéntricos, essas sequéncias tém sido identificadas nos pericentromeros, subteldomeros e
também ao longo dos bracos cromossémicos, com diferentes familias coabitando os mesmos
dominios (Schmidt e Heslop-Harrison, 1998). Em Silene latifolia, por exemplo, quatro
diferentes repeats sdo os principais componentes dos subtelémeros (Kazama et al. 2006);
enquanto uma mesma familia esta presente nas regiGes pericentroméricas e subteloméricas em
Phaseolus microcarpus (Ribeiro T, 2012).

Para organismos com cromossomos holocéntricos, os estudos tém revelado um padréo
de condensacdo similar ao encontrado em monocéntricos. No género Luzula (Juncaceae)
diferentes repeats foram identificados e caracterizados em L. nivea (Haizel et al. 2005) e L.
elegans (Heckmann et al. 2013). Embora divergentes quanto & composi¢cdo e numero de
copias, todas as sequéncias foram mapeadas como blocos em nucleos interfasicos e ao longo
dos cromossomos metaféasicos. Em L. elegans algumas delas foram inclusive Uteis como
marcadores especificos para os trés pares cromossdmicos dessa espécie (Heckmann et al.

2013). Utilizando-se de uma abordagem de identificagdo distinta, Bardella e colaboradores
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(2014) mapearam diferentes repeats como clusters subterminais nos cromossomos de
Triatoma infestans (Heteroptera), colocalizados com a heterocromatina. Da mesma forma, no
afideo da batata (Myzus persicae; Hemiptera), bandas heretocromaticas intercalares presentes
ao longo do cromossomo X correspondem a um DNA satélite de 160 pb (Mandrioli et al.
1999).

Analises recentes realizadas em uma espécie do género Rhynchospora (Cyperaceae)
(Marques et al., 2015), entretanto, sugerem que a distribuicdo de DNAs satélites parece ndo
apresentar um padrdo Gnico entre especies com holocéntricos. Rhynchospora pubera
apresentou um genoma pobre em DNAs satélites, com apenas uma sequéncia identificada (4%
do genoma). O repeat denominado Tyba, ocorre na forma de duas subfamilias bastante
conservadas (78% de similaridade) e mostra uma organizagdo cromossdmica bastante distinta
daquelas familias ja identificadas em espécies com monocéntricos e holocéntricos. Os sinais
de hibridizacdo aparecem de forma dispersa no nucleo interfasico e se condensam de forma
progressiva até se agruparem como uma linha longitudinal ao longo dos holocentrémeros em
cromossomos metafasicos. Analises mais detalhadas demonstraram a interacdo dessa
sequéncia com a proteina centromérica (CENH3), confirmando se tratar de um DNA satélite

centromérico (Marques et al., 2015).

2.3. Evolucao de DNAs satélites

Conhecidos como elementos de rapida evolugcdo no genoma, os DNAs satélites
mostram uma ampla variacdo quanto a sua organizacdo e distribuicdo, mesmo entre grupos
intimamente relacionados. Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a evolugao
dessas sequéncias em eucariotas, assumindo que a unidade de repeticdo basica (monémero)
esta continuamente sob modificacdo. Os arranjos podem variar bastante em tamanho, em
decorréncia de fendmenos de amplificacdo/contracdo (desamplificacdo) por meio de eventos
como crossing-over desigual, replicacdo slippage e replicacdo saltatoria ou em circulo rolante
(Brutlag, 1980; Charlesworth, 1994; Plohl et al., 2012)

O modelo do crossing-over desigual prevé a troca de segmentos dos arranjos de
repeats entre cromossomos homologos ou entre cromatides irmas (sister chromatid exchange)
de forma desequilibrada apds pareamento erréneo. O resultado é a rapida mudanca
quantitativa na sequéncia, com a formacdo de recombinantes com o0 arranjo mais curto ou
mais longo em comparacdo com o parental (Charlesworth, 1994). O escorregamento da

polimerase 11l durante a replicacdo do DNA, conhecido como replicacdo slippage, € um



Os cromossomos holocéntricos de Rhynchospora Vahl. (Cyperaceae)... 18

fendmeno semelhante de variacdo quantitativa. Nesse caso, a enzima, juntamente com a fita
de DNA nascente, se desassocia da fita molde, devido a interagdo com proteinas especificas.
A retomada da replicacdo ocorre posteriormente em uma unidade de repeticdo a montante e a
fita gerada ao fim do processo tende a apresentar uma quantidade maior de repeats do que a
fita molde, em resposta ao deslizamento ocorrido durante o processo (Viguera et al., 2001).

DNAs satélites podem ser amplificados e se movimentar no genoma por meio de
moléculas circulares extracromossdmicas (eccDNA, extrachromosomal circular DNA). Em
um fendémeno denominado replicagdo saltatéria ou replicagdo em circulo rolante (RCR,
rolling circle replication), parte das unidades de um arranjo podem recombinar
intracromossomicamente na forma de um loop e gerar uma molécula circular (eccDNA) com
autonomia para replicacdo extracromossomica. A reintegracdo no genoma por meio de
recombinacdo homdloga com o loco original levaria a expansdo de repeats daquela regido; ao
passo que a recombinacdo ectdpica proporcionaria o surgimento de um novo loco da
sequéncia (Cohen e Segal, 2009). Embora ndo comprovado de forma experimental, o
envolvimento da replicacéo saltatéria na amplificacdo de sequéncias satélites ganhou suporte
a partir da identificacdo de diferentes classes de elementos repetitivos na forma de moléculas
circulares extracromossémicas em plantas e animais (revisado por Cohen e Segal, 2009;
Cohen et al. 2010). No besouro Tribolium casteneum, por exemplo, a presenca de unidades de
repeticdo individualizadas dos repeats TCAST2 e TCAT ao longo de regides eucromaticas foi
atribuida ao processo de formagao de eccDNA (Brajkovi¢ et al. 2012; Feliciello et al. 2014).

Apesar da ampla variacdo quantitativa, o alto grau de homogeneidade encontrado entre
0s monémeros de uma mesma familia de DNA satélite sugere a presenca de um mecanismo
de evolucdo dependente para as unidades de repeticdo. Ou seja, as mutacdes ndo sao
acumuladas localmente. Ao contrério, elas sdo transmitidas entre as diferentes unidades ao
longo dos arranjos (homogeneizacdo) por meio de recorrentes eventos de recombinacdo
desigual e conversdo génica, num processo chamado evolucdo em concerto, sendo
posteriormente fixadas na populacdo. Como resultado, as sequéncias satélites tendem a
divergir entre grupos de organismos reprodutivamente isolados (Nei e Rooney, 2005; revisado
em Plohl et al. 2012).

Além do alto potencial de variacdo nas sequéncias, perfis de DNAs satélites espécie-
especificos podem surgir por meio da amplificacdo/contracdo independente e diferencial de
um determinado repeat dentro de um conjunto de sequéncias compartilhadas por um grupo de

espécies. Esta hipotese, denominada de biblioteca de DNAs satélites (Satellite DNA library),



Os cromossomos holocéntricos de Rhynchospora Vahl. (Cyperaceae)... 19

foi inicialmente proposta por Fry e Salser (1977) para explicar a variagdo encontrada no rato
canguru (Dipodomys ordii) e tém sido descrita como o modelo mais comum de evolugéo de
DNAs satélites em plantas e animais. No género Palorus (Coleoptera), por exemplo, quatro
familias ndo relacionadas de DNA satélite foram encontradas diferentemente amplificadas em
P. ficicola, P. genalis, P. ratzenburgii e P. subdepressus (Mestrévic et al., 1998). Da mesma
forma, diferencas quantitativas para os repeats khipu e jumper em espécies de Phaseolus
(Fabaceae) foram atribuidas a existéncia de uma biblioteca de satélites (Ribeiro T, 2012).
Neste caso, uma das espécies mostrou alta abundancia de ambos os repeats no genoma,
sugerindo a ocorréncia de uma amplificacdo simultdnea ou manutencdo da sequéncia mais
abundante, quando da amplificacdo de uma nova familia. Analises mais recentes em espécies
de Solanum, entretanto, sugerem que repeats satélites também podem surgir de novo por meio
de mecanismos ainda desconhecidos. Utilizando uma abordagem comparativa de fina escala
em sequéncias genémicas de S. tuberosum e S. verrucosum, Zhang e colaboradores (2014)
identificaram distintos repeats como componentes dos centrdmeros em cada uma das

espécies.

2.4. Estratégias para identificacdo e caracterizacdo de DNAs satélites

Durante muito tempo, a caracterizacdo de DNAs satélites e outros elementos
repetitivos foi uma atividade laboriosa e demorada. Explorada por meio de diferentes
técnicas, entre elas a partir do principio da cinética de renaturacdo do DNA (andlise de Cot),
esses elementos eram isolados da fracdo de DNA gendmico total desnhaturado, com base no
namero de vezes em que estava presente no genoma (Peterson et al. 2002), e utilizados na
caracterizacdo do mesmo por meio de diferentes técnicas, como a hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH). A presenca de diferentes elementos (em tandem e dispersos) com a
mesma cinética numa mesma fragdo Cot, entretanto, fazia com que as marcagdes fossem
observadas ao longo de todo o genoma, como o observado nas analises citoldgicas de Cot-1,
Cot-10 e Cot-100 em tomate (Chang et al. 2008). A clonagem posterior da fracdo Cot isolada,
seguida por analise de similaridade da sequéncia por BLAST e mapeamento por FISH, levou
a identificacdo mais especifica de novos repeats como em amendoim (Zhang et al. 2012).

O uso de fragmentos genémicos maiores clonados em diferentes vetores (BACs,
fosmideos, fagos, etc.), constituindo as chamadas bibliotecas genémicas, tem sido outra

estratégia na caracterizacdo de repeats satelites. Embora aplicados majoritariamente no
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estabelecimento de marcadores copia-Unica e estudos de evolugdo cariotipica (ver, por
exemplo, os casos de Solanum e Brachypodium; Szinay et al. 2012; Idziak et al. 2014), a
distribuicdo cromossdmica encontrada para muito desses clones tém servido com um passo
inicial na identificacdo de repeats satélites em diferentes espécies. Ao mapear clusters de
genes de resisténcia nos cromossomos do feijdo comum (Phaseolus vulgaris), por exemplo,
Geffroy e colaboradores (2009) identificaram um clone que produziu sinais de hibridizagédo
nos terminais de diversos cromossomos, padrdo indicativo da presenca de uma ou mais
sequéncias repetitivas em seu inserto. A analise posterior envolvendo o sequenciamento e
anotacdo de diferentes clones BAC confirmou a existéncia de um DNA satélite subterminal
no grupo. O repeat denominado khipu estava presente na forma de 92 cdpias bem conservadas
nas sequéncias analisadas (David et al. 2009). Na maioria das vezes, as investigagdes que
envolviam a andlise dos repeats presentes em clones de bibliotecas gendmicas necessitavam
da subclonagem do fragmento em partes menores para 0 sequenciamento (shotgun
sequencing) e a montagem a posteriori dos dados em regifes maiores (contigs), dificultada
pela propria natureza repetitiva das sequéncias em analise.

Com o desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento (Next Generation
Sequencing, NGS) e metodologias para caracterizacdo de sequéncias repetitivas (elementos
transponiveis e DNAs satélites) as abordagens tém sido redirecionadas. Genomas inteiros tém
sido sequenciados em baixas coberturas, mas suficientes para que as familias de elementos
repetitivos mais abundantes estejam representadas nos dados gerados. Paralelamente, foram
desenvolvidas ferramentas capazes de usar os dados de NGS como arquivos de entrada e
realizar uma caracterizacdo global em um determinado genoma. O Repeat Explorer

(http://www.repeatexplorer.org/), plataforma online de livre acesso, utiliza um principio de

“clusterizag¢@o” para caracteriza¢do de sequéncias repetitivas. Por meio de uma comparacao
par-a-par de todos os reads gerados no sequenciamento (all-to-all pairwise) os grupos de
sequéncias mais similares entre si vdo sendo agrupados em clusters. Estes representariam
diferentes familias de elementos repetitivos e podem ser detalhadamente analisados quanto a
abundancia e composicao de sequéncia no genoma (Novak et al. 2010; Novék et al. 2013).
Utilizando esta abordagem, Steflova e colaboradores (2013) caracterizaram 0s repeats
presentes no genoma de Rumex acetosa como exclusivos dos cromossomos sexuais (XY1Y?).
Das seis familias identificadas, trés foram especificas dos cromossomos Y1 e Y2 (RAYSII,
RAYSIII e RAE730), enquanto as outras estavam presentes nos trés cromossomos sexuais
(RA160, RA180 e RA690). A abundéancia dos repeats também pode ser avaliada de um ponto
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de vista evolutivo, por meio da comparacdo mais abrangente do genoma entre duas ou mais
espécies. No género Silene, S. latifolia e S. vulgaris compartilham os mesmos DNAs satélites:
STAR-C (pericentromérico) e TR1 e X.43.1 (subteloméricos). Apesar disso, as analises
demonstraram que STAR-C aparece bem mais abundante em S. vulgaris (~ 5x mais em
comparacdo com S. latifolia), sugerindo que uma amplificacdo da sequéncia ocorreu neste

taxon apos a separagdo das duas especies (Cegan et al., 2012).

2.5. Evolucéo cariotipica: cromossomos monocéntricos x holocéntricos

O caridtipo, representado pelo conjunto de cromossomos de um organismo, €
extremamente dindmico, diferindo mesmo entre espécies relacionadas, devido a rearranjos
inter- e intracromossémicos (Sumner, 2002). Os mecanismos envolvidos nessas modificacdes
sdo insercdes, delecBes, duplicacdes, inversdes e translocacdes (Lysak e Schubert, 2013) e
parecem atuar de forma diferente na evolucdo de cari6tipos com cromossomos
monocéntricos. Nestes casos, para serem estaveis, as variagdes numéricas devem por
obrigacdo gerar produtos que possuam apenas um centrémero, caracteristica crucial para a
manutenc¢do do cromossomo ao longo do ciclo celular.

As disploidias descendentes e ascendentes sdo uma das principais alteracdes
cariotipicas que levam a variagdo no nimero cromossdmico, sendo mediadas por diferentes
tipos de rearranjos (Lysak e Schubert, 2013; Lysak, 2014). As translocac¢des robertsonianas,
também chamadas de fusdes céntricas, sdo caracterizadas pela troca de bracos inteiros entre
cromossomos telo- ou acrocéntricos com a formacgdo de um cromossomo (sub)metacéntrico
“fusionado” e exercem um papel de destaque nas variagdes numéricas em diversos grupos
(ver Guerra, 2008). Gibasis schiedeana (Commelinaceae), por exemplo, apresenta cit6tipos
diploides com 10 cromossomos metacéntricos (M) e acrocéntricos (A) (4M + 6A) e
tetraploides com numero reduzido, 16 cromossomos (12M + 4A), cuja variacao é atribuida a
ocorréncia de translocacdo robertsoniana envolvendo dois pares cromossémicos (Jones,
1974). Similarmente, os citotipos tetraploides encontrados em espécies de Nothoscordum (N.
nudicaule e N. macrostemon, 2n = 19) diferem do esperado (2n = 20) por um rearranjo entre
acrocéntricos (Souza et al., 2012).

Fusdes em tandem também tém sido sugeridas na evolucdo cariotipica de alguns
grupos. Nos veados asiaticos (género Muntiacus) a extrema variagdo numérica observada

entre a espécie chinesa (M. reevesi; 2n = 46) e espécie indiana (M. muntjak vaginalis; 2n = 6
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ou 2n = 7) resultou da ocorréncia de sucessivas fusGes entre 0s cromossomos, evidenciada
pela presenca de diversos sitios teloméricos (TTAGGG) intersticiais nos grandes
cromossomos de M. muntjak vaginalis (Lee et al. 1993). Mais recentemente, um fendmeno de
insercdo (nested chromosome insertion, NCI), que envolve a adi¢do de um cromossomo entre
0s bragos cromossémicos de outro (receptor) (revisado por Lysak, 2014), tem sido relatado
como o principal mecanismo que, de forma independente, atuou na evolucdo cariotipica em
diferentes grupos de gramineas (Murat et al., 2010). Eventos de NCI contribuiram para a
redugdo do numero cromossdmico ancestral de n = 12 para n = 5 em Brachypodium
distachyon, por exemplo (The International Brachypodium Initiative, 2010). Quando
comparado ao arranjo encontrado em arroz (Oryza sativa), apenas 0 cromossomo 5 de B.
distachyon néo esteve envolvido nos eventos de redu¢do numérica.

Diferentes técnicas de analises gendmicas e citoldgicas tém permitido a inferéncia de
rearranjos intra- e intercromossémicos numa especie e entre grupos relacionados. A utilizacdo
de cromossomos inteiros ou de dezenas de clones BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) na
forma de coquetel de sondas em FISH (hibridizagdo in situ fluorescente), a denominada
pintura cromossdmica, tém se mostrado uma excelente ferramenta de anélise em diversos
grupos. Em plantas, a pintura com BACs vém sendo usada extensivamente na elucidacdo da
evolucdo cariotipica de Arabidopsis e diversas espécies relacionadas de Brassicaceae (ver, por
exemplo, Lysak et al., 2006; Mandakova et al., 2014) e mais recentemente em Brachypodium
(Betekhtin et al., 2014). Adicionalmente, os BACs podem ser utilizados de forma individual
no mapeamento fisico (BAC-FISH), o que permite a visualizacdo direta dos rearranjos
envolvidos na diferenciacdo cariotipica. Em alguns casos, como do género Solanum,
inversdes paracéntricas foram descritas como principal mecanismo de diferenciacdo entre as
espécies (Szinay et al., 2012). Enquanto que no género Phaseolus, as espécies mostram uma
grande estabilidade cariotipica e diferem estruturalmente pela ocorréncia de poucas inversoes
pericéntricas ou paracéntricas (Bonifacio et al., 2012; Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013).

Em cromossomos holocéntricos as variagfes estruturais e numeéricas aparentam estar
intimamente relacionadas entre si e associadas a presenca de uma estrutura centromérica
difusa. A evolucdo dos cariétipos € baseada principalmente em eventos de fissdo, fusdo e
poliploidia e vem sendo analisada em detalhes em um pequeno espectro de organismos. Em
borboletas (Lepidoptera), 0 mapeamento de genes do cromossomo 15 de Bombyx mori em
Manduca sexta por BAC-FISH revelou a conservacdo estrutural para esse cromossomo em

ambas as espécies (Sahara et al., 2007). Quando a comparacéo foi realizada com uma espécie
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de menor nimero cromossdémico (Samia cynthia, 2n = 25-28) e com um nimero extensivo de
marcas, diversos eventos de fusdo e fissdo, suficientes para explicar a reducéo de n = 28 para
n = 14, foram encontrados. Os cromossomos de S. cynthia s&0 compostos na sua maioria por
dois homeologos de B. mori. As exce¢Bes sd8o o cromossomo sexual, completamente
conservado, e o cromossomo 1, que é formado pela fusdo de 4 cromossomos de B. mori
(Yoshido et al., 2011). No género Eleocharis (Cyperaceae) quatro nimeros cromossémicos
foram identificados para E. maculosa (2n =10, 8, 7 e 6) e a distribuicdo diferencial
identificada para DNA ribossomal 5S, com localizacdo terminal no cittipo com 10
cromossomos e intersticial nos demais, indicou a ocorréncia de diferentes eventos de

simplodia para a origem destes diferentes cit6tipos (Da Silva et al., 2008).

2.6. Evolucéo cariotipica: um enfoque filogenético

As informacdes sobre a evolucdo dos caridtipos obtidas de dados citoldgicos e
genémicos também podem ser interpretadas em um contexto filogenético. Nos Gltimos anos, o
rapido desenvolvimento de métodos comparativos filogenéticos (Phylogenetic Comparative
Method, PMC) e a crescente geragéo de filogenias moleculares tém permitido a inferéncia da
histéria, bem como dos processos de mudanca, de um determinado carater (por exemplo,
morfoldgico, anatbmico ou mesmo citoldgico) em uma perspectiva filogenética (revisado por
Garamszegi e Gonzalez-Voyer, 2014; Paradis, 2014).

Do ponto de vista citologico, as informagdes de nimero cromossdémico, distribuicdo
de sitios de DNA ribossomal, conteido de DNA, bem como rearranjos, podem ser utilizadas
como arquivos de entrada em diferentes softwares, como o mesquite (Maddison e Maddison,
2015) e o ChromEvol (Glick e Mayrose, 2014). Essas ferramentas facilitam a avaliagdo do
padrdo de mudanca de nimero cromossdmico, a estimativa do numero cromossémico
ancestral, bem como da frequéncia de poliploidia e de rearranjos estruturais em um
determinado grupo de interesse (Glick e Mayrose, 2014). Utilizando ambas as abordagens, de
Oliveira et al., (2015) analisaram a evolucdo cariotipica em um grupo de orquideas
(Pleurothallidinae) e encontraram que disploidias ascendente e descendente sdo os principais
mecanismos de evolugdo cariotipica no grupo. Em Oxalis (Oxalidaceae), os dados citoldgicos
sobrepostos a filogenia revelaram um numero cromossdmico basico de x = 6 e duas
tendéncias de evolugdo cromossdmica no género: (1) uma linhagem formada por espécies

com x = 5, resultante de disploidia descendente e aumento no tamanho do genoma por meio
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da amplificacdo de elementos transponiveis e (2) espécies que mantiveram 0 numero basico x
= 6 e cuja evolucéo se deu primariamente por poliploidia (Vaio et al., 2013).

Para holocéntricos, andlises associando as relagdes filogenéticas com o0s numeros
cromossémicos ja foram realizadas em grupos de plantas (Luzula, Juncaceae e Carex,
Cyperaceae) e animais, como em borboletas. No caso de Luzula, os dados foram analisados
por meio de uma plotagem manual dos registros cromossdmicos. No geral, nenhuma
tendéncia nas mudangas de numero foi observada. Ao contrario, diversos mecanismos de
evolugdo cariotipica parecem atuar nos diferentes clados, tais como fisséo, fuséo, poliploidia e
amplificacdo/eliminacdo de DNA repetitivo (Bozek et al., 2012). Em Carex, os modelos de
variam drasticamente a depender do grupo analisado. Hipp (2009), por exemplo, demonstrou
que na secdo Ovalis a origem das espécies do leste da América do Norte foi acompanhada de
uma alta diversificacdo cariotipica e divergéncia cromossdmica numérica para diferentes
clados, refletidas na auséncia de sinal filogenético (Hipp, 2009). Ja na secdo Spirostachyae,
embora ndo haja nenhuma evidéncia de tendéncia clado-especifica, as variagdes de numero
cromossdmico demonstraram significante sinal filogenético (Escudero et al., 2010). A
situacdo encontrada em borboletas se assemelha a presente em Carex. Enquanto alguns
grupos mostraram uma alta estabilidade cariotipica, como Nymphalinae, onde a maioria dos
géneros apresentou numero haploide n = 31, outros apresentaram uma grande variacdo

cromossdmica, como Biblidinae (Ahola et al., 2014).

2.7. As familias Cyperaceae e Juncaceae

2.7.1. Analises citologicas

Algumas caracteristicas citolégicas sdo compartilhadas por Cyperaceae e Juncaceae.
As espécies desses grupos sao caracterizadas por apresentar: (1) ocorréncia de cromossomos
holocéntricos e (2) meiose pos-reducional ou invertida, onde a primeira divisao é equacional
(separacdo das cromatides-irmas) e a segunda reducional (separacdo dos homdlogos).
Adicionalmente, uma caracteristica peculiar € observada ao fim da meiose de Cyperaceae,
onde a degeneracdo de parte dos produtos que compdem a tétrade é observada ao fim do
processo, com a formagéo de apenas um grao de pdlen funcional (pseudomoénade) (revisado
por Melters et al., 2012).

As observac0es iniciais da migracdo paralela dos cromossomos em anafase mitética e

a organizacdo dos bivalentes na forma de caixa em metéfase | na meiose foram utilizadas para
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dar suporte a presenca de cromossomos holocéntricos em diversos géneros. Posteriormente,
experimentos de quebras cromossomicas induzidas por radiagdo confirmaram a organizacao
centromérica difusa. Os fragmentos gerados permaneceram viaveis durante os ciclos celulares
subsequentes, devido a manutencdo da atividade centromérica nos fragmentos, fazendo com
que novas combinacBes numéricas surgissem (ver, por exemplo, Nordenski6ld, 1963 ou
Jankowska et al., 2015). Extrapolando para populacdes naturais, as variacbes numéricas foram
observadas em diferentes géneros (ver detalhes adiante e Tabela 1) e os fendmenos de
fragmentagdo e fusdo sdo sugeridos como mecanismos importantes de evolucdo

cromossoémica (Lucefio e Guerra, 1996).

2.7.1.1 Andlises citoldgicas: Luzula (Juncaceae)

Em Juncaceae, a quase totalidade dos estudos citolégicos foi focada em um dos
géneros mais representativos da familia, Luzula. a maioria das espécies de Luzula apresenta
contagem cromossdmica. O ndmero mais comum € o diploide 2n = 12, seguido por 2n = 24
(tetraploide) e 2n = 36 (hexaploide); com variacdo indo desde 2n = 6 (L. elegans) a 2n = 66
em L. pilosa (Tabela 1). Nessas espécies, 0s cromossomos sao categorizados em classes AL
(cromossomos maiores), BL (%2 do tamanho do AL) e CL (¥ do tamanho do AL) com base no
tamanho, e essa classificacdo € usada na descricdo do caridtipo (revisado por Drabkdva,
2013). Combinados com analises filogenéticas, esses dados podem auxiliar na interpretacdo
da origem e evolugdo cromossdmica, como demonstrado por Bozek e colaboradores (2012).
Usando dados de tamanho e namero cromossdmico associado a medi¢cbes de tamanho do
genoma, esses autores sugeriram que em Luzula a diversidade cariotipica € dinamicamente
mediada por processos de fusdo, fissdo e poliploidia, acompanhado em alguns casos por
amplificacdo/contracdo do genoma.

Luzula elegans, por exemplo, apresenta 0 menor nimero e 0S maiores Cromossomos
registrados na familia (2n = 6AL) e vem sendo utilizada como modelo para os estudos de
estrutura e comportamento de cromossomos holocéntricos (e.x. Nagaki et al., 2005;
Heckmann et al., 2014). A presenca de um centrémero difuso foi confirmada nessa espécie
pela localizacdo da proteina centromérica CENH3 e observacdo de um sulco centromérico
(centromeric groove) nos cromossomos. Os sinais de CENH3 foram identificados ao longo
das crométides na forma de uma linha longitudinal em posi¢do correspondente ao sulco
(Heckmann et al., 2011). Adicionalmente, os cromossomos foram caracterizados quanto a

distribuicdo de repeats satélites (Heckmann et al., 2013) e estas marcas foram posteriormente
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usadas na elucidacédo do evento de meiose invertida (Heckmann et al., 2014). Alguns poucos
trabalhos realizados em L. nivea (2n = 12AL) também demonstraram a presenca de um
centrdmero difuso (Nagaki et al., 2005) e a distribuicdo de DNAs satélites formando blocos
nos cromossomos interfasicos e metafasicos (Haizel et al., 2005).

Tabela 1. Variagdo no numero cromossdmico diploide em géneros selecionados de

Cyperaceae e Juncaceae

Géneros Numero diploide 2n mais frequentes
(2n) (n° espécies)
Carex’ Extremamente variavel (entre 10 e 168) 56 (57), 60 (56), 70 (52), 74
(42)
Eleocharis’ Extremamente variavel (entre 6 e 216) 10 (12), 20 (18), 40 (10)
Rhynchospora®® 4, 8, 10, 12, 18, 20, 24, 26, 30, 36, 37,45, 48, 50, 10 (20), 18 (11), 20 (11)
58
Luzula® 6,12, 16, 18, 20, 22, 24, 28, 30, 32, 35, 36, 42, 44, 12 (60), 16 (12), 24 (31), 36
46, 48, 56, 66 (11)

Dados retirados de 'Roalson (2012); “Drabkova (2013); *Arguelho et al., (2012).

2.7.1.2 Analises citologicas: Carex (Cyperaceae)

Carex € um dos maiores géneros de angiospermas em termos de espécies e 0 grupo
com maior nimero de contagens cromossémicas em Cyperaceae. O género exibe variacao (2n
= 12 a 2n = 168) baseada em mudancas por fissdo/fusdo. A poliploidia aparece como um
agente secundario de diversificacdo, uma vez que poucas espécies foram identificadas, e as
variagdes numéricas parecem ocorrer na direcdo da formacao de cariétipos com maior nimero
de cromossomos, inclusive no nivel intraespecifico (Roalson et al., 2008; Hipp et al., 2009). A
estreita relacdo entre diversificacdo das espécies, variagbes cromossomicas numericas e
tamanho dos genomas tém sido o principal foco dos estudos em Carex. Em C. laevigata, por
exemplo, uma correlacdo entre latitude e numero cromossémico foi observada para
populacdes da peninsula ibérica. Um gradiente de aumento no ndmero cromossémico
variando de 2n = 69 a 2n = 80 foi encontrado na direcdo norte-sul (Lucefio e Castroviejo,

1991). De modo geral, os trabalhos tém sugerido o valor adaptativo do cromossomo
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holocéntrico e seu papel na promocdo de diferenciacdo e eventual especiacdo no género (ver,

por exemplo, Escudero et al., 2013).

2.7.2.3 Andlises citoldgicas: Eleocharis (Cyperaceae)

Similar ao encontrado em Carex, a amplitude de variacdo cromossémica em
Eleocharis € bastante significativa, indo de 2n = 6 (E. subarticulata) a 2n = 216 (E. dulcis). A
maioria das espécies, entretanto, apresenta nimeros cromossémicos baixos, sendo 2n = 20 o
mais frequente (Roalson, 2008). Estudos citoldgicos mais detalhados tém sido realizados
basicamente em representantes brasileiros e tém ajudado a decifrar 0os mecanismos
responsaveis pela formacdo de caridtipos com numeros cromossémicos reduzidos. Em
Eleocharis subarticulata (2n = 6) a ocorréncia de meiose irregular, com a formacdo de um
multivalente em anel em metéfase | envolvendo todos os cromossomos, e a presenca de sitios
teloméricos intersticiais em um par cromossdmico grande, da suporte a ocorréncia de
multiplos rearranjos, inclusive fusdes teldmero-telémero, na formacdo do complemento
cromossdmico mais reduzido do género (Da Silva et al., 2005).

Os mesmos autores relataram a presenga de varios citétipos (2n = 10, 8, 7 e 6) em E.
maculosa e 0 mapeamento dos genes ribossomais 5S e 45S (DNAr), em combinag¢do com
analises meidticas, permitiu tracar a origem dos diferentes nimeros cromossémicos. O
complemento 2n = 10 apresentou quatro sitios de 45S e dois de 5S, todos terminais e em
cromossomos distintos, mostrando meiose regular com formagdo de cinco bivalentes. A
analise dos outros citotipos mostrou a presenca da mesma quantidade de loci de DNAr, mas
com posicdo intersticial para 0 5S e em cromossomos morfologicamente maiores para 0 45S.
Em alguns casos, ambos os clusters foram localizados no mesmo cromossomo (45S terminal e
5S intersticial). Para meiose, diversas conformacdes incluindo bivalentes e trivalentes (2n =
8), tetravalente e trivalente (2n = 7) e hexavalente (2n = 6) foram observadas. Os diferentes
citétipos parecem ter surgido em eventos independentes de rearranjos (translocacdes ou
simploidias) a partir do cariotipo com 10 cromossomos (Da Silva et al., 2008).

A distribuicdo dos DNASs ribossomais 5S e 45S foi posteriormente analisada de forma
mais ampla em 23 espécies e revelou a predominancia de sitios terminais (100% dos casos
para 45S e 74% para 5S) para ambos os loci. O DNAr 45S se mostrou mais variavel, sendo
localizado em dois, quatro, seis, oito ou 10 terminais cromossdmicos. Apesar disso, nenhuma
relacdo direta com o numero cromosomico foi observada. Espécies possuindo 10 (E.

flavencens), 50 (E. liesneri), 54 (E. plicarhachis) ou 60 cromossomos (E. laeviglumis)
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apresentaram a mesma quantidade de sitios (10 loci). Ao contrario, o DNAr 5S mostrou uma
maior estabilidade numérica, com dois ou quatro sitios identificados. Interessantemente, loci
interticiais como em E. maculosa (Da Silva et al., 2008), foram observados apenas em E.
sellowiana e E. geniculata e ambas as espécies apresentam apenas citotipos com 10 e 20
cromossomos. A presenca de um numero cromossdémico estavel, mualtiplo do nimero basico, e
0 comportamento normal em meiose sugerem que nesses casos 0S sitios intersticiais ndo
tenham surgido por meio de rearranjos complexos, mas possivelmente por um evento de

inversdo simples (Da Silva et al., 2010).

2.7.3. O género Rhynchospora (Cyperaceae): sistematica e analises citoldgicas

Rhynchospora Vahl. tem centro de diversidade na regido das Américas, primariamente
nas zonas temperada (sudoeste dos Estados Unidos) e neotropical. No Brasil, mais de 150
espécies ja foram descritas (Alves et al., 2009) e o grupo tem sido alvo de diversos estudos
biosistematicos e citoldgicos. Assim como para a familia, diversas propostas taxondmicas tém
sido feitas para a tribo que engloba Rhynchospora (tribo Rhynchosporeae). A revisdo mais
recente e aceita reconhece a mesma como sendo formada por dois géneros (Rhynchospora e
Pleurostahchys) e subdivide Rhynchospora em dois subgéneros (Haplostylae e
Rhynchospora) e 29 secdes (Kukenthal, 1949 apud Thomas et al., 2009).

Do ponto de vista filogenético, os dados recentes mostram Rhynchospora como um
grupo ndo monofilético, se consideradas as circunscri¢cdes taxondmicas classicas. As relacdes
entre 41 espécies do género e outros grupos de Cyperaceae (Pleurostachys, Hypolytrum,
Scleria, Machaerina e Carex) foram avaliadas com marcador plastidial (trnL-F) e o género
Pleurostachys foi encontrado inserido entre as espécies de Rhynchospora. Adicionalmente, os
subgéneros propostos por Kiinkenthal parecem ndo mostrar total correspondéncia com as
relaces encontradas (Thomas et al., 2009). Um nimero maior de espécies foi adicionado a
esta matriz de dados e as relagOes entre as espécies foram discutidas de um ponto de vista
mais amplo e biogeografico (Buddenhagen et al., aceito).

Os estudos cromossémicos em Rhynchospora foram inicialmente realizados como
uma ferramenta auxiliar na taxonomia (ver, por exemplo, Vanzela et al., 2000). Em
consequéncia, diversas descricbes numéricas estdo disponiveis para o género, principalmente
em representantes brasileiros (Tabela 1). Assim como em Eleocharis, 0 grupo apresenta
espécie com nuimero cromossdmico bastante reduzido, com 2n = 4 para Rhynchospora tenuis.

A variacdo geral vai desde este nimero a 2n = 58, sendo 2n = 10 o caridtipo mais frequente.
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A poliploidia € relatada para varias espécies, inclusive ao nivel intraespecifico (Tabela 1;
dados compilados em Roalson, 2008).

A caracterizagdo adicional dos cari6tipos tem sido feita pela analise da distribuigdo de
heterocromatina e sitios de DNAr. Bandas heterocromaéticas estdo presentes ao longo dos
cromossomos de algumas espécies como revelado por bandeamento C em R. ciliata (Vanzela
et al., 2000). Entretanto, a sua composi¢cdo parece variar bastante, com blocos mostrando
maior proporgdo de bases AT e outros de CG (terminais e provavelmente correspondentes ao
DNAr 45S) em dupla coloragdo com CMA/DAPI (Vanzela et al., 2000). Os sitios de DNAr
45S foram analisados até entdo em 12 espécies, e assim como em Eleocharis, uma
distribuicdo terminal foi observada (2, 4, 6 ou 8 loci). Para o DNAr 5S, os sitios se mostraram
preferencialmente intersticiais. Apenas em um dos quatro pares portadores de DNAr 5S de R.
pubera, os sitios foram localizados em ambos os terminais cromossémicos (Vanzela et al.,
1998; Sousa et al., 2011).

Recentemente, analises mais detalhadas utilizando abordagens combinadas de
bioinformatica e técnicas citomoleculares tém permitido uma melhor caracterizagdo da
estrutura do centrémero e organiza¢do do genoma em Rhynchospora, transformando o género
num modelo para estudos de cromossomos holocéntricos em plantas, juntamente com Luzula.
Rhynchospora pubera teve seu genoma parcialmente caracterizado em termos de sequéncias
repetitivas e mostrou possuir apenas uma Unica familia de DNA satélite em sua fracdo
repetitiva. Essa sequéncia, denominada Tyba, compreende cerca de 4% do genoma da espécie
e as analises citoldgicas revelaram a presenca de sinais em forma de linhas longitudinais ao
longo dos cromossomos, colocalizados com os sitios de deposi¢cdo da proteina centromérica
CENH3 (Marques et al., 2015). Considerada a primeira sequéncia satélite centromérica
identificada em espécies com cromossomos holocéntricos, Tyba se destaca também por
apresentar um padrdo de condensacgdo atipico em relacdo as outras sequéncias satélites. Os
sinais presentes em intérfase aparecem na forma de pequenos pontos dispersos ao longo de
toda a superficie do ndcleo; e vao se associando com o progresso do ciclo celular até chegar a

estrutura linear visualizada em metafase (Marques et al., 2015).
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RESUMO

A evolucéo cariotipica em espécies com centromeros ndo localizados (cromossomos
holocéntricos) mostra-se altamente dindmica e associada a eventos recorrentes de fusdo e
fissdo. Em Rhynchospora (Cyperaceae), todas as espécies analisadas apresentam
cromossomos holocéntricos e variagdo indo entre 2n = 4 (R. tenuis) e 2n = 58 (R. globosa).
Em conjunto com a poliploidia, eventos de disploidia (fusdo/fisséo) tém sido sugeridos com
uma forca motriz no remodelamento dos cariétipos. Entretanto, a evolu¢do do numero
cromossémico em um contexto filogenético ndo foi estudada até entdo. Registros numéricos
para 30 espécies, incluindo duas novas contagens, foram utilizados para a reconstrucdo de
namero cromossémico ancestral em Rhynchospora. Adicionalmente, o conteddo de DNA foi
estimado para seis espécies, bem como o nimero e posicao de sitios de DNA ribossomal, para
testar uma origem por poliploidia versus disploidia ascendente em alguns taxa. De forma
geral, a maioria das linhagens manteve um cari6tipo de 2n = 10 (~ 45% das espécies), 0
candidato mais provavel para numero ancestral do género. Espécies com numeros
cromossémicos altos (2n = 26 e 2n = 36) ficaram restritas a um clado, o qual pode ter se
originado por uma combinacdo de poliploidia e disploidia. Adicionalmente, um complexo
evento de disploidia descendente levou ao caridtipo extremamente reduzido de R. tenuis (2n =
4), enquanto um simples evento de fissdo originou o cariétipo 2n = 12. Embora diferentes
mecanismos de evolucdo cariotipica atuem em diferentes linhagens, o grau de variagdo
cromossdmica encontrado é comparavel a grupos de espécies com Cromossomos
monocéntricos. A poliploidia parece ocorrer em mais de uma linhagem e fusdo/fissao,
resultando em disploidias, atuam localmente na modicagao dos cariotipos.
Palavras-chave: reconstru¢cdo de numero cromossdmico; filogenia molecular; evolucdo

cariotipica; poliploidia; disploidia; conteddo de DNA; DNA ribossomal.
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INTRODUCAO

O cariotipo é representando pelo conjunto total de cromossomos de um organismo e
pode variar significativamente em tamanho, formato e composicéo entre diferentes grupos,
mesmo naqueles intimamente relacionados (Schubert, 2007). Na grande maioria das especies,
0 caridtipo é composto de cromossomos que possuem uma Unica e bem definida constricao
primaria que serve de local para montagem do cinetdcoro e associagdo dos microttbulos, o
centrbmero. Essa regido, no chamado cromossomo monocéntrico, é importante na segregacao
e evolucdo do caridtipo (Verdaasdonk e Bloom, 2011).

Diferentes mecanismos estdo envolvidos nas mudancas cariotipicas e podem levar a
perdas e ganhos de DNA, bem como a rearranjos cromossdémicos. Neste ultimo caso, as
mudancas estruturais podem estar atreladas a mudancas numeéricas (disploidias), levando a
eliminacdo de DNA por meio da formacdo de fragmentos instaveis apds translocacbes
assimétricas (reviewed por Schubert and Lysak, 2011). Em espécies com monocéntricos,
portanto, a evolucdo cromossdmica € fortemente influenciada pela presenca de uma unidade
centromérica simples.

Diversos organismos, incluindo as familias de plantas Cyperaceae e Juncaceae,
apresentam cromossomos sem centrdmeros localizados. Os chamados cromossomos
holocinéticos ou holocéntricos ndo apresentam uma constricdo primaria e a atividade
cinetocdrica estd presente ao longo de quase toda a superficie lateral da cromatide. Essa
organizacdo estrutural peculiar permite que fragmentos originados de cromossomos
holocéntricos permanecam vidveis e sejam herdados durante a divisdo celular, em uma
frequéncia maior comparada a monoceéntricos (Melters et al. 2012; Heckmann e Houben,
2013), como observado, por exemplo, em plantas irradiadas de Luzula elegans (Jankowska et
al. 2015). Similarmente, eventos de fusdo em holocéntricos ndo acarretariam na formacéo de
cromossomos instaveis (ver, por exemplo, Yoshido et al., 2011). Como consequéncia,
diversos estudos tém sugerido que eventos de fusdo/fissdo sejam os principais mecanismos de
evolucdo cariotipica em espécies com holocéntricos (Lucefio et al. 1996; Roalson et al. 2007),
estando associados também as rapidas taxas de mudancas no numero cromossomo observadas
em alguns grupos com Carex (Cyperaceae; Roalson et al. 2008; Hipp et al. 2009).

Rhynchospora apresenta cerca de 380 especies descritas e foi objeto de diversos
estudos citogeneticos nos ultimos 20 anos. As contagens cromossdmicas variam de 2n = 4 em
R. tenuis (Vanzela et al. 1996) a 2n = 58 em R. globosa (Arguelho et al. 2012) com 2n = 10
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sendo o cariotipo mais frequente entre diversos outros (2n= 8, 12, 18, 20, 24, 26, 30, 36, 37,
45, 48, 50; ver Lucefio et al. 1998; Vanzela et al. 2000; Arguelho et al. 2012 para mais
informacdes).

Devido a alta dinamicidade dos cariotipos com cromossomos holocéntricos, um
mesmo ndmero cromossdmico pode surgir como produto de convergéncia. Ao mesmo tempo,
cariotipos distintos podem estar presentes em espécies relacionadas, resultando na perda do
sinal filogenético para nimero cromossémico em um grupo com holocéntricos. Visando testar
esta suposicdo e discutir o papel da disploidia (fuséo/fissdo) e poliploidia na evolugéo
cariotipica de Rhynchospora, o presente estudo combinou a reavaliacdo de contagens
cromossémicas prévias e distribuicdo de sitios de DNA ribossomal, em conjunto com a
estimativa do tamanho do genoma em espécies selecionadas. Estas informagfes foram usadas
para avaliar o sinal filogenético do nimero cromossdmico na diversificagdo do género

(Buddenhagen et al., in press) .

MATERIAL E METODOS
Contagens cromossémicas

Botdes florais de R. elatior e R. radicans e raizes de R. globosa foram coletados de
plantas sob cultivos. O material foi fixado em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 2 h a
temperatura ambiente e estocado a -20° C até o uso. As preparacdes cromossdémicas seguiram
0 protocolo descrito em Ruban et al. (2014), para botdes florais, ou em Carvalho e Saraiva
(1993), para raizes, com pequenas modificacdes. As melhores células foram coradas com 1
pg/ml DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole; Sigma), sendo as imagens capturadas em um
microscépio Leica DM5500B equipado com uma camera CCD (Leica DFC345 FX).

Hibridizag4o in situ fluorescente (FISH)

As laminas foram preparadas a partir de raizes de espécies selecionadas (Tabela 1) e
pré-tratadas com 2 mM 8-hidroxiquinoleina a 10° C por 20 horas, fixadas em metanol/acido
acético 3:1 (v/v) e estocadas a -20° C, seguindo uma modificacdo do protocolo descrito em
Carvalho e Saraiva (1993). Os meristemas foram tratados com uma mistura enzimatica
contendo 1,4% celulase R10 (Duchefa), 1,4% celulose (Calbiochem), 2,0% pectoliase
(Sigma), e 2,0% citohelicase (Sigma) em 1x tampdao citrato por 1h — 1h 30 min a 37° C e

lavadas em 1x tampé&o citrato. As raizes foram entdo colocadas em uma lamina inclinada,
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lavadas com fixador gelado (metanol/acido acético 3:1) e maceradas em pequenos pedacos
com o auxilio de agulhas. O macerado foi novamente gotejado com fixador gelado e a lamina
deixada secar ao ar. Posteriormente, as mesmas foram imersas em acido acético 45% por 5
min e incubadas a 37° C até completa secagem.

As sonda para DNA ribossomal (DNAr) 5S (plasmideo Rhyn2; Sousa et al., 2011) e
45S (plasmideo pTa7l; Gerlach e Bedbrook, 1979) foram obtidas por minipreparacdo
seguindo recomendacgfes do kit Qiagen Mini prep. O Pré-tratamento das laminas, o mix de
hibridizagéo e a desnaturacgdo das laminas foram realizados segundo Fonséca et al. (2010).

Estimativa do tamanho do genoma

MedicGes do contetdo de DNA nuclear foram realizadas para R. cephalotes, R. ciliata,
R. holoschoenoides, R. radicans, R. ridleyi e R. tenerrima (Tabela 1) usando o tampédo WPB
de acordo com Loureiro et al. (2007). As analises foram realizadas em um citdmetro Partec
CyFlow SL equipado com o software Flomax (Partec). Trés estimativas independentes usando
um (R. cephalotes, R. holoschoenoides, R. radicans e R. tenerrima) ou trés (R. ciliata e R.
ridleyi) individuos foram realizadas em dias diferentes. Glycine max (L.) Merr. “Polanka” (2C
= 2.55 pg) foi usada como controle interno (Dolezel et al., 2007) e o valor 2C foi calculado

como: média do pico da amostra/ média pico do controle x valor 2C do controle (pg).

Reconstrucéo do numero cromossdémico ancestral

Dados cromossdmicos de R. elatior e R. radicans foram combinados com contagens prévias
para 28 espécies de Rhynchospora publicadas na literatura (Tabela 1; Lucefio et el. 1998;
Vanzela et al. 2000; Vanzela et al. 1996 e Arguelho et al. 2012). Uma filogenia do género
baseada no marcador plastidial trnL-F e em genes nucleares (Thomas et al., 2009;
Buddenhagen et al., in press; Buddenhagen et al., dados ndo publicados) foi usada para inferir
0 nimero cromossdmico ancestral diploide (2n) usando méxima verossimilhanca no software
Mesquite v.2.75 (Maddison and Maddison, 2011), na qual todas as mudancas apresentam
igual probabilidade de ocorrer.
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RESULTADOS

Os numeros cromossdémicos previamente descritos para Rhynchospora foram
sumarizados na Tabela 1 e Tabela Suplementar 1, em conjunto com as novas contagens
realizadas para R. elatior (2n = 12) e R. radicans (2n = 10) e para um novo citétipo de R.
globosa (2n = 50) (Figura suplementar 1). A variacdo observada foi de 2n = 4 em R. tenuis a
2n =58 em R. globosa, com 2n =10 sendo o0 nimero mais frequente (~45 %). Dois niveis de
ploidia foram encontrados em R. setigera, R. confinis, R. holoschoenoides (2n = 10 e 20) e R.
tenuis (2n = 4 e 8), enquanto trés foram descritos em R. nervosa (2n = 10, 20 e 30) e quatro
em R. globosa (2n = 24, 36, 37, 45, 48 e 58). Neste Gltimo caso, 2n = 24 possivelmente
representa um citétipo tetraploide, 2n = 36 um hexaploide, 2n = 48 um octaploide e 2n = 37,
45 e 58, citdtipos disploides. Apenas 0 nimero cromossémico mais baixo presente em cada
espécie foi usado na reconstrucdo do nimero cromossdmico ancestral.

Quando plotados na filogenia de Rhynchospora, um cariétipo composto de 10
cromossomos (2n = 10) foi sugerido como o ancestral mais provavel para o grupo (p = 0.7;
Fig. 1). Este mesmo estado de carater também mostrou alta probabilidade para os nds dos
clados I (p = 0.73) e clados 1I/111 (p = 0.8). A maioria das espécies dos dois primeiros clados
manteve este numero ancestral, com mudancas ocorrendo apenas em poucas linhagens. O
cariétipo 2n = 12 foi encontrado em taxons ndo relacionadas dos clados | (R. elatior) e clado
[11 (R. ridieliana e R. ridleyi) (Fig. 1). Similarmente, 2n = 18 foi detectado em R. scutellata/R.
comrymbosa/R. gigantea (clado 1), bem como em R. cephalotes (clado I11). No clado II, em
conjunto com espécies com 2n = 10, R. tenuis mostrou uma drastica reducdo para 2n = 4, com
descricdo de individuos poliploides (2n = 8). Em contraste, o clado 111 mostrou uma grande
diversidade, englobando todas as espécies com nimeros cromossomicos mais altos (2n = 26 e
36), juntamente com outros cari6tipos (2n = 10, 12, 18 e 20).

Seis espécies com cariotipos divergentes (2n = 10, 12, 18 e 20) e posicionadas em
diferentes pontos da filogenia foram analisadas quanto ao tamanho do genoma (Tabela 1).
Rhynchospora ciliata (2C = 1.12 pg) e R. radicans (2C = 0.87 pg), ambas com 10
cromossomos e pertencentes ao clado 11, mostraram uma diferenca de cerca de 30% no
conteudo de DNA. Rhynchospora tenerrima (2n = 20, clado I1) e R. holoschoenoides (2n =
20, clado 1) apresentaram uma genoma similar, 2C = 1.25 pg. A Unica espécie com 2n = 18
analisada (R. cephalotes) mostrou 2C = 0.76 pg, enquanto R. ridleyi (2n = 12) apresentou um

genoma de 1.02 pg (Tabela 1).
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A distribuicéo dos sitios de DNAr foi obtida de dados publicados (para oito espécies) e
combinada com o0s novos resultados do presente trabalho (seis espécies; Fig. 2). No geral, o
namero de sitios de DNAr 45S foi extremamente variavel, com dois, quatro, seis, oito, 12, 14,
16 e 18 sitios por genoma, sempre em posicdo terminal (t) e sem relagdo com o nimero
cromossémico ou nivel de ploidia (Tabela 1 e Tabela Sup. 1). Para 0 DNAr 5S, ao contrario,
apenas dois, trés ou quatro sitios foram observados, mais frequentemente em posicdo
intersticial (i), mas também nos terminais cromossdmicos em duas espécies. Rhynchospora
tenuis (citotipo tetraploide, 2n = 4x = 8) apresentou congruéncia com um registro prévio para
o DNAr 45S, com quatro sitios terminais identificados (Fig. 2a). Este mesmo ndmero foi
descrito para R. radicans (2n = 2x = 10; Fig. 2b) e R. tenerrima (2n = 4x = 20, Fig. 2¢’),
enquanto as outras espécies apresentaram um numero mais elevado de loci: 16 em R. gigantea
(2n = 4x = 18; Fig. 2d), 14 em R. albiceps (2n = 4x = 20; Fig. 2e) e 12 em R. ridleyi (2n = 2x
= 12; Fig. 2f). O DNAr 5S foi mapeado em numero de 2 (Fig. 2), exceto para o padrdo

heterozigoto observado no potential citotipo autotetraploide de R. tenuis (Fig. 2a).

DISCUSSAO

Por meio da combinacdo de dados da literatura e do presente trabalho, contagens
cromossémicas para 30 espécies de Rhynchospora foram usadas para elucidar a evolucgéo
cariotipica no género em um contexto filogenético. Em geral, espécies com cromossomos
holocéntricos apresentam um alto potencial para variacdo numérica e novas combinagdes
cromossomicas originadas de fusdo/fissdo (disploidia), bem como por poliploidia, podem ser
herdadas de um ancestral ou surgir de novo (Bozek et al., 2012; Melters et al., 2012). Nossa
andlise, entretanto, demonstrou que o caridtipo diploide com 10 cromossomos ndo € apenas 0
mais frequente (13 de 30 taxa, ~ 45%), como estd aparentemente conservado em espécies de
todos os clados, confirmando o nimero basico de x = 5 para 0 género, como previamente
sugerido por Lucefio et al. (1998).

Alguns grupos de espécies, como partes dos clados Il e 111, demonstraram ndmeros
cromossomos distintos. No clado 111, o conjunto composto por R. brownii e R. brasiliensis (2n
= 36) pode ter surgido de um numero basico secundario (x = 6) por meio de poliploidia ou por
uma combinacdo de poliploidia (x = 5) seguida de disploidia descendente (2n = 10 —
poliploidizagdo — 2n = 8x = 40 — fusdo— 2n = 36). Similarmente, uma combinagéo de

poliploidia e fusdo pode ter sido responsavel pelo surgimento do cariétipo encontrado em R.
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scutellata, R. comrymbosa e R. gigantea (clado I). Este mesmo nimero (2n = 18) também esta
presente em R. cephalotes, espécie ndo relacionada, e uma origem similar (2n = 10 —
poliploidizagdo — 2n = 4x = 20 — fusdo — 2n = 18) pode ser reiterada pela presenca de um
citotipo disploide (2n = 19; Lucefio et al., 1998b). Adicionalmente, um evento unico de
disploidia ascendente (2n = 10 — fissdo — 2n = 12) pode estar envolvido na formacgéo do
cariotipo com 12 cromossomos. Entretanto, origens divergentes para 2n = 12 e 2n = 18 néo
podem ser descartadas, uma vez que ambos 0s cariotipos aparecem como homoplésicos na
filogenia (ver Fig. 1).

Uma variacdo similar foi observada para o género Luzula (Juncaceae), quando 0s
nimeros cromossdmicos foram discutidos em um contexto filogenético. As espécies
apresentaram um numero cromossdmico mais frequente (2n = 2x = 12), conservado em
algumas linhagens, como disploidias ascendentes e descendentes identificadas ao longo da
arvore (Bozek et al. 2012; Drabkova, 2013). Dois casos de reducdo drastica no numero, L.
elegans e L. purpureo-splendes (2n = 2x = 6), sugerem que eventos mais complexos
(envolvendo diversos rearranjos) tenham originado estes dois cariétipos. No caso de
Rhynchospora, 0 menor nimero cromossdmico (R. tenuis, 2n = 2x =4 e 4x = 8; Vanzela et al.
1996), mostrou-se relacionado a espécies com 2n = 10 (presente trabalho, Buddenhagen et al.,
in press), sugerindo que o mesmo seja um estado derivado originado por meio de disploidia
descendente a partir de 2n = 10. Entretanto, evidéncias de fusdes (i.e. sitios teloméricos
intersticiais) ndo foram detectadas em R. tenuis (Vanzela at al. 2003) e L. elegans (Heckmann
etal. 2011).

Para cromossomos holocéntricos, as variagdes numericas seriam esperadas em uma
frequéncia muito maior do que a observada em Rhynchospora, com suporte adicional vindo
de experimentos de radiacdo induzida e analises meidticas. Fragmentos cromossémicos
gerados em L. elegans (Jankowska et al., 2015) e R. pubera (Vanzela et al., 2001) foram
transmitidos regularmente para a prole. Da mesma forma, a presenca de grdos de pdlen com
diferentes numeros cromossémicos em uma planta disploide de R. pubera (2n = 11; Cabral et
al., 2014) sugere um grande potencial para variacfes numéricas nessas especies.

O tamanho do genoma foi analisado para diferentes espécies ao longo da filogenia e
apresetado aqui pela primeira vez. Nessa pequena amostra (representando 3,5% do género), os
genomas variaram de 0,76 pg em R. cephalotes com 2n = 18 a 1.25 pg em R. holoschoenoides
com 2n = 20. Espécies com 10 cromossomos quase nao diferiram uma da outra (R. ciliata e R.

radicans) e nem daquelas com pequena (R. ridleyi; 2n = 12) ou grande variagdo numerica (R.
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cephalotes; 2n = 18). Comparado com R. pubera (2n = 10 e 2C = 3.3 pg, Marques et al.,
2015), entretanto, uma variacgéo significativa para o tamanho do genoma e dos cromossomos
foi detectada, sugerindo que outros processos, como amplificacdo de elementos repetitivos
(Chénais et al. 2012; Michael, 2014), também sdo responsaveis pelas variagdes no tamanho
dos genomas. Interessantemente, duas espécies tetraploides analisadas (R. holoschoenoides e
R. tenerrima, 2n = 20) exibiram genomas de tamanhos pequenos, préximo a média geral. Esta
diminuicdo no tamanho do genoma, em detrimento ao evento de poliploidia, tem sido descrita
para diversas espécies, especialmente alopoliploides. Devido a um processo de diploidizacao,
0 genoma passa a se comportar funcionalmente como diploide (reviewed por Bennett and
Leicth, 2005). Em R. holoschoenoides, a presenca de um citotipo diploide (2n = 10) corrobora
a origem do 2n = 20 por duplicagdo total do genoma. Para R. tenerrima, entretanto, a hipotese
envolvendo um ou varios eventos disploides (2n = 10 — fissdo — 2n = 20; Lucefio e Guerra,
1998) ndo pode ser desconsiderada.

A distribuicdo dos sitios de DNAr revelou uma alta variabilidade em Rhynchospora e
ndo pode ser usada como indicio para uma origem poliploide. Diferentes espécies com
aparentemente o mesmo nivel de ploidia mostraram quantidade de sitios de DNAr 45S
completamente distinta (e. g. R. albiceps e R. holoschoenoides), ambas com 2n = 4x = 20, e
14 e 6 loci, respectivamente (Sousa et al., 2011). Mesmo nos casos onde mais de um citotipo
foi identificado para uma mesma espécie, a duplicacdo no nimero de sitios entre 0s niveis 2x
e 4x ndo foi observada, como para 0 DNAr 5S em R. tenuis.

A correlacdo entre tamanho do genoma e ndmero cromossdmico na evolucao
cariotipica tém sido investigada em outros grupos com cromossomos holocéntricos (Bures et
al. 2013), como Carex (Lipnerova et al. 2012). Uma correlagdo negativa mostrando um
aumento no numero de cromossomos associado a diminuicdo no tamanho do genoma, ou 0
processo contrario, tem sido sugerido como mecanismo de evolucdo caritipica (Bures e
Zedek, 2014). Em Luzula, o cari6tipo de L. sudetica sugere uma origem por um complexo
evento de disploidia ascendente. Numerosos e pequenos cromossomos (2n = 48) compdem
um genoma extremamente compacto (2C = 0.80 pg), com tamanho proximo ao encontrado
em espécies com 2n = 12 do mesmo clado (L. campestris; 2C = 0.82 ou L. pallescens; 2C =
0.87; Bozek et al., 2012). Em Rhynchospora, entretanto, devido a escassez de dados referentes
a contetudo de DNA, nao foi possivel associar o tamanho do genoma e nimero cromossémico
em fina escala. Contudo, em R. tenuis (0 menor complemento cromossdémico no género) a

reducdo extrema no numero de cromossomos parece ndo estar associada a diferencas drasticas
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no conteudo de DNA [2n = 4 e 0.78 pg (2C; Feitoza L, dados ndo publicados)], o qual se
assemelha ao encontrado em espécies relacionadas com 10 cromossomos. Ao contrario, na
Juncaceae L. elegans, o evento de reducdo para 2n = 6 foi associado com aumento no
tamanho do genoma (8.55 pg; Bozek et al. 2012), provavelmente devido a amplificacdo de
elementos repetitivos (61% do genoma) (Heckmann et al. 2012).

Os padrbes de evolucdo cariotipica diferem entre as ciperaceas estudadas até entdo
(e.g. Carex, Eleocharis), onde a combinagdo de eventos de fusdo/fissdo cromossdmicas,
poliploidia e mudancas no tamanho do genoma por meio da proliferacdo de elementos
transponiveis estdo envolvidos nas variacGes gendmicas (e.g. Zedek et al. 2010; Lipnerova et
al. 2012). Para Rhynchospora, embora novas contagens cromossomicas pudessem ser Gteis no
estabelecimento dos padrdes de evolucdo cariotipica de uma forma mais abrangente, os
mesmos processos parecem estar atuando em uma escala mais limitada. As mudangas no
tamanho do genoma e numero cromossdmico foram detectadas em linhagens especificas
numa escala parecida com a observada em espécies com monocéntricos, como nos géneros de
plantas Oxalis (Vaio et al., 2014) e Typhonium (Sousa et al., 2014) ou em lagartos do género
Anolis (Castiglia et al., 2013). O cari6tipo 2n = 10, confirmado como o estado ancestral, se
modificou em todo um clado e independentemente em algumas espécies por meio de
poliploidia. Os eventos de disploidia (fusdes/fissdes) parecem atuar localmente na
modificacdo dos cariotipos, principalmente em casos especificos (i.e. R. tenuis). A presenga
de cromossomos holocéntricos, portanto, parece ndo promover uma grande flexibilidade ao

genoma das espécies de Rhynchospora.
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Tabela 1. Caracterizacdo do tamanho do genoma (valor 2C) e/ou distribuicdo dos sitios de

DNA ribossomal (DNAr) em espécies selecionadas de Rhynchospora.

Espécie NUumero Valor 2C DNATr (numero Numero de
cromossoémico = SD (pg) diploide) voucher
(2n)
5S 45S
R. albiceps Kunth 2n =20 - 2i® 14t -
R. cephalotes (L.) 2n =18 0.76+0.01 2i 2t° -
Vahl
R. ciliata (Vahl) 2n =10 1.12+0.02 2i 4t° UFP 81019
Kikenth
R. elatior Kunth 2n=12 - UFP 81015
R. gigantea Link 2n =18 - 2t 16t UFP 81018
R. globosa (Kunth) 2n =50 - - - UFP 81021
Roem. & Schult.
R. holoschoenoides ~ 2n =20 1.25+0.03 4 6t° -
(Rich.) Herter
R. radicans 2n =10 0.87+0.01 2i 4t UFP 81016
(Schitdl. & Cham.)
H. Pfeiff.
R. ridleyi 2n =12 1.02+0.01 2t 12t UFP 81020
C.B.Clarke
R. tenuis Link 2n=4 - 2i 2t° UFP 81022
(diploid)
R. tenuis Link 2n=8 - 3i 4t -

(tetraploid)

R. tenerrima Nees 2n=20 1.25+0.01 2i 4t UFP 81017
ex Spreng.

a. - .. R N
i intersticial; t: terminal. ® ver Tabela Suplementar 1 para referéncias.
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Figura 1. Reconstrucdo do numero cromossémico ancestral para o género Rhynchospora.
Numeros cromossdmicos diploides correspondentes aos circulos coloridos sdo descritos no
quadro no canto inferior esquerdo. A localizagdo aproximada dos sitios de DNAr (5S em
vermelho e 45S em verde), assim como tamanho de genoma, sdo apresentados para espécies
selecionadas. Relagdes filogenéticas foram baseadas em Buddenhagen et al. (in press),
Thomas et al., (2009) e Buddenhagen et al., (dados ndo publicados). Asteriscos denotam
informacdes sobre o DNAr retiradas de dados publicados (ver Tabela suplementar 1 para

maiores detalhes).
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R. tenuis 16t 45S
2n=8

R. gigantea
2n =18

R. radicans 14t 455
2n =10 -

4«

A
R. speciosa
2n =20

R. ridleyi 12t 45S
2n =12

”» " ¥ s “
2 LT

W

R. tenerrima

Figura 2. Distribuicdo dos sitios de DNAr em cromossomos metafasicos de espécies de
Rhynchospora. Cabecas-de-seta apontam os sitios de DNAr 45S (verde), enquanto as setas
indicam os cromossomos com DNAr 5S (vermelho) em casos especificos. Os numeros
cromossémicos, bem como a posicdo dos sitios (t = terminal, i = intersticial), também s&o

indicados. Barraem f =5 um.
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Tabela suplementar 1. Sumario dos nimeros cromossdmicos e distribuicdo dos sitios de

DNA ribossomal (DNAr) publicados para Rhynchospora.

Espécie 2n DNAr (ntimero diploide) Referéncia
5s 45S
R. alba (L.) Vahl 26 - - Lucefio et al. 1998
R. albiceps Kunth 20 - - Vanzela et al. 2000-
R. armerioides 10 - - Lucefio et al. 1998
J.Presl & C.Presl.
R. barbata (Vahl) 10 - - Vanzela et al. 2000
Kunth
R. brasiliensis ca. 36 - - Vanzela et al. 2000
Boeckeler
R. brevirostris 10 - - Vanzela et al. 2000
Griseb.
R. brownie Roem. 36 - - Vanzela et al. 2000
& Schult.
R. cephalotes (L.) 18 21 2t Vanzela et al. 2000;
Vahl Sousa et al. 2011
R. ciliata Kk 10 21 4t Vanzela et al. 2000;
Sousa et al. 2011
R. ciliolata 10 - - Lucefio et al. 1998
Boeckeler
R. confinis (Nees) 10, 20 - - Vanzela et al. 2000
C.B.Clarke.
R. corymbosa (L.) 18 - - Lucefio et al. 1998
Britton.
R. consaguinea 10 - - Vanzela et al. 2000
(Kunth) Boeckeler
R. emaciata (Nees) 10 - - Vanzela et al. 2000
Boeckeler
R. exaltata Kunth 20 - - Lucefio et al. 1998
R. filiformis Vahl 10 - - Vanzela et al. 2000
R. fusca (L.) W.T. 26 - - IPCN (2013)

R. gigantea Link 18 - 16t Lucefio et al. 1998;



R. globosa (Kunth)
Roem. & Schult.

R. holoschoenoides
(Rich.) Herter.

R. pubera L.

R. marisculus Nees
ex Lindl. & Nees
R. microcarpa
Baldwin ex A.
Gray.

R. nervosa (Vahl)

Boeckeler

R. recurvate
(Nees) Steud.
R. ridleyi C. B.
Clarke
R. riedeliana C.B.
Clarke
R. robusta (Kunth)
Boeck.

R. rugosa (Vahl)
Gale
R. setigera Griseb
R. scutellata
Griseb
R. speciosa
(Kunth) Boeckeler

R. tenuis Link
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24, 36, 36, 37, 45,
and 58
36, 45 and 58
10

20

10
36

36

10

20, 30
10

12

12

10

36

10, 20
18

20

4i

6-8i e 4t

2i

6t

6t

8t

18t

2t

Lucefio et al., 1998

Arguelho et al. 2012
Lucefio et al. 1998

Lucefio et al. 1998;
Sousa et al. 2011
Sousa et al., 2011

Vanzela et al. 2000

Lucefio et al. 1998

Arguelho et al. 2012

Lucefio et al. 1998
Lucefio et al. 1998

Vanzela et al. 2000

Vanzela et al. 1998;
Vanzela et al. 2000
Vanzela et al. 2000

Vanzela et al. 2000

Vanzela et al. 2000
Lucefio et al. 1998

Vanzela et al. 1998;
Vanzela et al. 2000
Vanzela et al. 1996;
Sousa et al. 2011
Arguelho et al. 2012
Vanzela et al. 1996;
Vanzela et al. 1998
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R. tenerrima Nees 20 Vanzela et al. 2000;
ex Spreng.
R. velutina (Kunth) 10 - - Arguelho et al. 2012

Boeckeler
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Figura suplementar 1. Metafases de R. globosa (2n = 50), R. elatior (2n = 12) e R.
radicans (2n = 10) coradas com DAPI. Barra =5 pm.
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5. Capitulo2: Artigo a ser submetido ao periddico

Chromosoma
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Mapeamento citogenético de DNAs satélites revela uma complexa organizagdo da

cromatina no género holocéntrico Rhynchopsora Vahl (Cyperaceae)
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RESUMO

Sequéncias de DNA satélite (SatDNA) sdo elementos de rapida evolucdo, usualmente
associados a heterocromatina condensada. Os resultados dos estudos com a Cyperaceae
Rhynchospora pubera, entretanto, demonstraram um padrdo contrastante para a
distribuicéo dessas sequéncias, com um SatDNA (Tyba) com condensacdo ciclo-celular
dependente. Para realizar uma melhor caracterizagdo da heterocoromatina e da
organizacdo de DNAs satélites em Rhynchospora, uma abordagem combinada
empregando analise citologica e computacional foi utilizada na identificacdo e
caracterizacdo de SatDNAs no genomas de R. ciliata (2n = 10), R. globosa (2n = 50) e
R. tenuis (2n = 4 e 8). Contrastando com R. pubera, as trés espéecies apresentaram duas
ou trés familias de satDNAs adicionalmente a Tyba. A andlise citoldgica demonstrou
trés diferentes perfis de distribuicdo: associado ao centrdmero, com padrdo de marcagdo
disperso em intérfase e co-localizado com os holocentrdmeros em metafase (Tyba);
associado a heterocromatina, com sinais condensados ao longo de todo ciclo celular
(RCSAT2, RgSAT1 e RgSAT?2) e outro com distribuicdo condensada mas ndo associada
a heterocromatina classica (RCSAT20 e RtSAT239). Em conjunto, os dados apontam
uma alta complexidade na organizacdo da cromatina em Rhynchospora. A identificacdo
de novos satélites confirmou que a maioria das sequéncias mostra o padrdo de
condensacao tipico, corroborando que o perfil peculiar encontrado para Tyba reflete sua
associacdo com o centrdmero funcional. A natureza holocéntrica, portanto, ndo impde
limites para a organizacdo da cromatina nem restringe a presenca dos SatDNas apenas

as regibes terminais, ndo-centroméricas, em Rhynchospora.

Palavras-chave: distribuicdo centromérica e ndo centromérica, heterocromatina,

cromossomos holocéntricos, Rhynchospora, DNAS satélites.
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INTRODUCAO

Os dominios heterocromaticos sdo conhecidos por sua estrutura compacta,
permanecendo condensados durante quase todo o ciclo celular. Também conhecida
como heterocromatina constitutiva, essas regides sao frequentemente pobres em genes e
formadas basicamente por sequéncias repetitivas, como DNAs satélites (SatDNA)
(Oberdoerffer e Sinclair, 2007). SatDNAs sdo elementos universais dos genomas
eucaridticos e consistem de arranjos de até centenas de repetices de uma unidade
basica, denominada monémero. Essas sequéncias sao usualmente localizadas na forma
de blocos ao longo dos cromossomos (Schmidt e Heslop-Harrison, 1998; Hemleben et
al., 2007) e também podem estar associadas ao teldmeros e aos centrdmeros da maioria
das espécies vegetais e animais (Melters et al., 2013; Garrido-Ramos et al., 2015).

Os cromossomos sao classificados em duas principais categorias de acordo com
a organizacdo do centrémero. Cromossomos monocéntricos sdo encontrados na maioria
das espécies e apresentam um centrémero localizado e de tamanho restrito, visualizado
como constricdo primaria, e que serve de local de montagem para a estrutura
cinetocdrica e associa¢do dos microtibulos. Em contraste, nos holocéntricos a atividade
cinetocdrica é encontrada ao longo de quase toda a extensdao do cromossomo e nenhuma
constricdo primaria é visualizada. Este estado centromérico derivado evoluiu
independentemente diversas vezes e é encontrado em grupos como as familias de
plantas Cyperaceae e Juncaceac (Melters et al. 2012; Bure$ et al. 2013). Mais
recentemente, cromossomos (meta)policéntricos, 0s quais podem representar um passo
intermediario entre os dois estados, mono- e holocéntrico, foram identificados em
plantas (Neumann et al., 2012; Neumann et al., 2015).

Os estudos relacionados a organizagdo de SatDNAs tém sido focados em
organismos com Cromossomos monocéntricos e, em geral, sequéncias com mondmeros
curtos, em torno de 160-180 pb ou 320-370 pb, e orientagdo head-to-tail tém sido
encontradas (Macas et al. 2002; Hemleben et al. 2007). Essas sequéncias estdo presentes
preferencialmente em  regibes  heterocroméaticas dos  subtelomeros e
pericentromeros/centromeros, formando  blocos condensados em intérfase
(cromocentros) e em cromossomos metafasicos, como em rato (Mus musculus
domesticus) e Camellia japonica (Guenatri et al., 2004; Heitkam et al., 2015). Em

holocéntricos, os poucos registros demonstram um padréo citologico similar. No género
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de plantas Luzula (Juncaceae), dezenas de SatDNAs produziram grandes blocos em
intérfase e metafase, mas com uma distribuicdo enviesada, com localizacéo preferencial
nos terminais cromossémicos (Haizel et al. 2005; Heckmann et al. 2013). Similarmente,
0 repeat MBSATL1 identificado na mariposa do repolho (Mamestra brassicae;
Lepidoptera) foi encontrado primariamente na forma de blocos nos cromossomos Z e W
(Mandrioli et al. 2003).

Novos estudos em Rhynchospora (Cyperaceae), entretanto, desafiam a viséo
classica para a distribuicdo de SatDNAs. Ao invés de um genoma refleto dessas
sequéncias, R. pubera mostrou a predominéncia de apenas um SatDNA, denominado
Tyba (Marques et al., 2015). Tyba ocorre como sinais dispersos em intérfase e, com o
progresso da condensacdo cromossdmica, € encontrado formando, ao invés de blocos,
uma linha longitudinal ao longo dos cromossomos mitoticos. As andlises detalhadas de
imunoprecipitacdo de cromatina centromerica (CENH3-ChIP) confirmaram Tyba como
a primeira sequéncia centromérica em especies holocéntricas (Marques et al., 2015).

No intuito de entender a organizacdo e evolugdo de SatDNAs em espécies com
cromossomos holocéntricos e testar se a natureza holocéntrica pode influenciar a
distribuicdo dessas sequéncias, a identificacdo e caracterizacdo de SatDNAs foi
realizada em trés espécies de Rhynchospora, as quais apresentam cromatina com
diferentes tipos de organizacdo: Rhynchospora tenuis, sem dominios heterocromaticos
ao longo dos cromossomos, similar a R. pubera, e R. ciliata e R. globosa, com claros

cromocentros e blocos de heterocromatina nos cromossomos metafasicos.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e extragdo de DNA gendmico

Espécimes de R. ciliata (Vahl) Kikenth (2n = 10), R. globosa (Kunth) Roem. &
Schult. (2n = 50) e R. tenuis Link (citotipos diploide, 2n = 4, e tetraploide, 2n = 8)
foram coletados de populagdes naturais e mantidos no jardim experimental do
laboratorio de Citogenética e Evolucdo Vegetal (UFPE, Recife-PE, Brasil). DNA

genémico foi obtido de folhas jovens usando o kit DNeasy Plant Mini kit (Qiagen).
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Sequenciamento NGS

DNA gendémico (R. ciliata, R. globosa e um citotipo diploide de R. tenuis) foi
usado para o sequenciamento de nova geracdo. Em resumo, o DNA foi fragmentado por
nebulizacdo e usado para a preparacdo de uma biblioteca de fragmentos pareados de
cerca de 500 pb. As leituras foram realizadas utilizando um sequenciador Illumina
HiSeq2000.

Identificacéo de SatDNAs

A clusterizacdo das sequéncias geradas foi realizada no programa Repeat
Explorer (NOvak et al., 2010; Novak et al., 2013). Um total de 1,269,680, 617,000 e
4,766,968 reads foi usado na identificacdo e caracterizacdo dos elementos repetitivos
mais abundantes em R. ciliata, R. globosa e R. tenuis, respectivamente. Os clusters
foram investigados em maior detalhe utilizando Dot plot (Sonnhammer and Durbin,
1996) para confirmacdo da presenca de SatDNAs e as sequéncias foram usadas para

desenho de primers.

Amplificacdo por PCR, clonagem e sequenciamento de plasmideos

Pares de primers foram desenhados para cada uma das novas familias de
SatDNA identificadas (Tabela Sup. 1) e usados, em conjunto com aqueles para Tyba
(Marques et al., 2015), para amplificacdo dos fragmentos a partir de DNA gendmico de
R. ciliata e R. tenuis. As reacdes de PCR foram realizadas em um volume de 50 pL
contendo 50 ng de DNA gendmico, 0.1 mM dNTP, 1x tampéo de PCR, 0.4 uM de cada
primer e Taq polimerase Platinum (Invitrogen) e submetidas a 30 ciclos de amplificacdo
(1 min & 94°C para denaturacdo, 1 min & 50°C para anelamento e 1 min & 72° para
extensdo). Os amplicons obtidos foram limpos usando o kit Nuclei Spin Gel and PCR
Clean-up (Macherey-Nagel), ligados no vetor pJET1.2 (Life Technologies) e
transformados em células competentes SoloPack Gold (Agilent Technologies). Clones
positivos foram identificados por PCR de colbnia e sequenciados na plataforma de
sequenciamento LABCEN/CCB (Brasil).
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Preparacdes cromossémicas

Raizes foram obtidas de plantas vivas, pré-tratadas com 2 mM 8-
hidroxiquinoleina a 10° C por 20 horas, fixadas em metanol/acido acético 3:1 (v/v) e
estocadas a -20° C. As laminas foram preparadas seguindo o protocolo descrito em
Carvalho e Saraiva (1993). Os meristemas foram tratados com uma mistura enzimatica
contendo 1.4% celulase R10, 1.4% celulase, 2.0% pectoliase, e 2.0% citohelicase em 1x
tampéo citrato por 1 h — 1 h 30 min a 37° C e lavadas em 1x tampao citrato. As raizes
foram entdo colocadas em uma lamina inclinada, lavadas com fixador gelado, e
fragmentadas em pequenos pedagos com auxilio de agulhas. O macerado resultante foi
novamente lavado com fixador gelado, forcando as células livres a deslizar ao longo da
lamina, e seco ao ar. Em seguida, as laminas foram incubadas em &cido acético 45% por

5 min e incubadas a 37° C até secagem completa.

Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

As sonda foram amplificadas por PCR para R. ciliata e R. tenuis e marcadas por
Nick translation com Cy3-dUTP (Jena) ou Alexa 488-5-dUTP (Life Technologies)
usando o Nick translation mix (Roche). Para R. globosa, oligonucleotideos marcados na
regido 5° (5’-Cy3 ou 5'-FAM; Eurofins MWG Operon, http://www.eurofinsdna.com)
foram utilizados (RgSATTI: 5’-
GTGT6TGTTTCTGCTGAAATAGTGATTTTGAGTAA-3’) e RgSAT2: 5’-
GTTTATGCTGAAATAGTGATTTTGAGAAGTTTTCA-3’).  Adicionalmente, o
plasmideo pTa7l (Gerlach e Bedbrook, 1979), contendo o DNAr 18S-5.8S-26S de

trigo, foi obtido por miniprep usando o Qiagen Mini prep kit e marcado como descrito

acima. O pré-tratamento das ld&minas e a desnaturacao das sondas foi realizado segundo
Fonséca et al. (2010). O mix de hibridizacdo consistiu de 50% (v/v) formamida, 2x
SSC, 5mM EDTA, 0.2M Tris-HCI pH 8, 2.8 g de esperma de salméo e 200-300 ng de
sonda. As laminas foram desnaturadas por 8 min a 75° C e hibridizadas a 37°C por até
dois dias. As lavagens estringentes foram realizadas em 2x SCC a 58° C por 20 min. As
laminas foram entdo submetidas a uma série alcdolica (70, 90 and 100%) e
contracoradas com DAPI/Vectashield (Vector). As imagens foram capturadas usando
um microscopio Leica DM5500B equipado com camera CCD (Leica DFC345 FX).


http://www.eurofinsdna.com/
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Microscopia de alta resolugéo

A microscopia de alta resolucdo 3D (3D-SIM) foi realizada utilizando uma
objetiva C-Apo 63x/1.2W Korr acoplada a um sistema de microscopia Elyra e software
de captura ZEN (Zeiss, Germany). A andlise da distribuicdo espacial dos SatDNAs foi

realizada em uma resolucao de ~120 nm.

RESULTADOS

A caracterizacdo da fracdo de DNAs satélites em trés outras espécies de
Rhynchospora revelou a presenca de organizac6es distintas entre as sequéncias. O DNA
satélite centromérico Tyba (Marques et al., 2015) foi encontrado como a sequéncia mais
abundante apenas nos genomas de R. ciliata (5.29 %) e R. tenuis (2.97 %), com nenhum
indicio de que esteja presente em R. globosa. SatDNAs adicionais variando em
abundancia, mas compreendendo mais de 0,01% do genoma, também foram
identificados nas trés espécies: dois em R. ciliata; um em R. tenuis e seis em R.
globosa (Tabela 1). Analise por dot plot foi usada para confirmar a organizacdo em
tandem. Os gréficos para R. ciliata e R. tenuis (RCSAT2, RcSAT20 e RtSAT239)
mostraram layouts complexos, sugerindo a presenca de SatDNAs com tamanho do
arranjo irregular e/ou presenca de repeticdes internas curtas. Para essas espécies,
portanto, a unidade de repeticdo ndo foi determinada, mesmo apds clonagem dos
fragmentos de PCR. Rhynchospora globosa, ao contrario, apresentou sequéncias mais
conservadas com unidades de repeticGes em torno de 184 pb (RgSAT1), 186 pb
(RgSAT?2), 182 pb (RgSAT35), 166 pb (RgSATAT), 209 pb (RgSAT158) e 156 pb
(RgSAT173), respectivamente (Figura Sup. 1).

A distribuicdo cromossdmica foi analisada por FISH. As sondas para Tyba
(RcTyba e RtTyba) resultaram num padrdo de hibridizagdo em R. ciliata e R. tenuis
similar ao previamente descrito para R. pubera (Marques et al., 2015). Em intérfase, os
sinais foram visualizados de forma dispersa ao longo de toda a superficie do nucleo
(Fig. 1a, d). Na metafase, com a continuacdo do ciclo celular, os sinais foram
encontrados de forma mais agrupada formando uma linha ao longo da superficie lateral

de cada cromatide, reproduzindo a posigédo dos holocentromeros (Fig.1c, f).
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Todos os outros SatDNAs mostraram um padréo de distribuigdo agrupado, mas
com diferencas na localizacdo dependendo da espécie. Rhynchospora ciliata e R.
globosa apresentaram grandes cromocentros DAPI+ (ricos em bases AT), 0s quais
estavam associados com os sinais dos SatDNAs RcSAT2 em R. ciliata (Fig. 2b) e
RgSATL1 (Fig. 3b) / RgSAT2 (Fig. 3c) em R. globosa, respectivamente. Na Ultima
espécie, apenas as duas sequéncias mais abundantes foram analisadas e mostraram uma
marcacdo complementar em alguns cromocentros (Fig. 3a). Adicionalmente, 0s sinais
para RcSAT20 em R. ciliata foram observados como blocos fora dos cromocentros (Fig.
2c). Para R. tenuis, RtSAT239 mostrou 0 mesmo padrdo de distribuicdo em intéfase
(Fig. 4a).

Nos cromossomos metafasicos, todos os repeats, exceto Tyba, apresentaram
distribuicdo na forma de blocos compactos predominantemente terminais (R. globosa)
ou ao longo dos cromossomos (R. ciliata e R. tenuis). No caso do RcSAT20 (Fig. 2f),
entretanto, algumas alcas de cromatina fora dos cromossomos também mostraram
interacdo com a sequéncia (Fig. 2i). RgSAT1 e RgSAT2 foram detectados em quase
todos os terminais cromossémicos de R. globosa (Fig. 3e and 3f). Em contraste, a
maioria dos sinais de RtSAT239 foram majoritariamente detectados ao longo do maior
par cromoss0mico, enquanto que apenas nas regides subterminais do par pequeno (Fig.
4b). Similar ao repeat RCSAT20, RtSAT239 também mostrou interacdo com um tipo de
cromatina menos compactada (Fig. Sup 2).

Mesmo com a presenca de um padrdo peculiar de distribuicdo para todos os
novos repeats caracterizados, a identificagdo de pares e uma associacdo completa no
namero e tamanho dos blocos entre homologos nédo foi possivel de realizar nem em R.
tenuis (Fig. Sup. 2) nem em R. ciliata. Neste Gltimo caso, mesmo quando uma marca
para DNAr 45S foi empregada em conjunto, o padrdo de marcagdo entre cromossomos
homologos ndo se mostrou conservado (Fig. Sup. 3).

DISCUSSAO

A composicdo de DNAs satélites foi investigada no genoma de diferentes
especies de Rhynchospora e revelou uma complexa diversidade comparada a R. pubera
(Marques et al.,, 2015). Cinco SatDNAs ndo relacionados, além da sequéncia
centromérica Tyba, foram identificados em R. ciliata, R. globosa e R. tenuis. A

localizagdo cromossdmica revelou uma distribuicdo constrastante para diferentes
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sequéncias. Enquanto Tyba mostrou 0 mesmo padrdo disperso em intérfase e possivel
associacdo com os holocentrémeros em metéfase de R. ciliata e R. tenuis, como descrito
para R. pubera (Marques et al., 2015), as outras familias de SatDNAs exibiram o tipico
padrdo de distribuicdo para esse tipo de sequéncias, como ja encontrado em outras
espécies com cromossomos monocéntricos e holocéntricos.

Os diversos registros da distribuicdo de SatDNAs para espécies monocéntricas
(ver, por exemplo, Rosato et al., 2012; Cizkova et al., 2013) apontam essas sequéncias
como regides de cromatina condensada. A identificacdo de Tyba em R. pubera
apresentando um status descondensado em intérfase e associagdo com 0s
holocentrémeros (Marques et al., 2015) modificou a visdo geral sobre a organizacédo de
SatDNAs. Esse achado também constrasta com os estudos em outro grupo de plantas
com holocéntricos, o género Luzula, no qual mais de 20 diferentes familias de SatDNAs
foram identificadas e nenhuma associacdo com os holocentromeros foi observada
(Heckmann et al., 2013). Sinais dispersos em intérfase sdo usualmente observados para
sequéncias repetitivas mais curtas, como microssatélites, mas para Tyba esse padrdo
estd provavelmente relacionado a sua associacdo com os centrdmeros funcionais
(Marques et al., 2015).

Em R. tenuis, sem a presenca de cromocentros, um DNA satélite nédo
centromérico foi identificado na forma de clusters em intérfase e localizado nos
terminais do menor par cromossémico ou como grandes blocos ao longo do maior par
em cromossomos miotéticos. Em contraste, R. ciliata e R. globosa apresentaram
distintos cromocentros interagindo com os SatDNAs. Estudos prévios demostraram a
contrastante composicdo e distribuicdo da heterocromatina em Rhynchospora (Vanzela
e Guerra, 2000). Enquanto algumas espécies exibiram claros blocos ao longo dos
cromossomos (interagindo positivamente com fluorocromos ou banda C positivos),
como em R. ciliata, outras mostraram possuir heterocromatina apenas associada as
RONSs, como R. pubera, sugerindo a auséncia de um padrdo tipico de distribuigdo da
heterocromatina no género (Vanzela e Guerra 2000).

A distribuicdo de sequéncias repetitivas ou da heterocromatina nas regides
subterminais dos cromossomos foi descrita como uma caracteristica comum para
espécies com holocéntricos (e.g. Guerra e Garcia, 2004; Heckmann et al., 2012) e
associada ao fendmeno de manutencdo da associacdo entre bivalentes (conexdo end-to-

end) durante a meiose invertida em L. elegans (Heckmann et al., 2014). Rhynchospora
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também apresenta esse tipo de meiose (Cabral et al., 2014) e a presenca de conexao
entre cromossomos homélogos provavelmente existe. A comparacdo do padrdo de
distribuicdo dos SatDNAs ao longo dos cromossomos, entretanto, ndo demonstrou
qualquer local preferencial para localizacdo dos mesmos. Essas sequéncias foram
encontradas como blocos em posicdes intersticiais e terminais em R. ciliata e R. tenuis.
Neste caso, portanto, SatDNAs ndo devem estar envolvidos nas conexdes end-to-end.
Para R. globosa, ao contrario, ambas as sequéncias mapeadas (RgSAT1 e RgSAT2)
foram localizadas preferencialmente nos terminais cromossémicos e nenhum sinal para
0 DNA satélite centromérico Tyba foi visualizado. Assim, fica claro que a distribuicéo
enviesada de SatDNAs ndo é uma caracteristica compulséria dos cromossomos
holocéntricos. Entretanto, ndo € possivel confirmar se a distribuicdo intersticial de
algumas sequéncias em Rhynchospora poderia estar associada ao repeat centromérico
atipico. A presenca de Tyba de forma dispersa poderia resultar na sua associagdo com
outros SatDNAs em intérfase e a consequente dispersdo destes ao longos dos
cromossomos com o progresso da condensacdo (R. tenuis e R. ciliata), enquanto sua
auséncia poderia limitar outros SatDNAs presente no genoma a ocupar apenas 0S
terminais cromossémicos (R. globosa). Para 0 DNAr, a localizagdo terminal é uma
caracteristica comum de vérios espécies com holocéntricos e pode ser explicada pelo
possivel efeito deletério de posicionamento intersticial. Em geral, as RONs apresentam
um perfil descondensado e isso poderia favorecer a quebra do holocentrémero em dois e
permitir a migracdo da mesma cromatide para p6los opostos, como um cromossomo
dicéntrico (Heckmann et al., 2013). Essa limitacdo ndo seria aplicavel, entretanto, a
outras sequéncias organizadas em tandem que permanecem condensadas durante a
mitose.

A distribuicdo genémica dos SatDNAs em Rhynchospora também revelou um
terceiro tipo de organizagdo de cromatina nesses genomas. Adicionalmente as familias
associadas a heterocromatina condensada e Tyba, os repeats RcSAT20 e RtSAT239
apareceram condensados em intérfase e metafase, mas ndo estavam associados aos
cromocentros e blocos de cromatina presentes em metafase. Neste Ultimo estégio,
inclusive, os repeats apareceram interagindo com fios de cromatina descompactada fora
dos cromossomos, o0s quais ndo foram identificados para os SatDNAs heterocromaticos.
Um padrdo de descondensacdo como esse foi observado apenas para os sitios de DNAr

45S terminais em Rhynchospora (Sousa et al., 2011), devido a transcricdo dos genes
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ribossomais (ver, por exemplo, Huang et al., 2008). E possivel que estes repeats estejam
associados a diferentes modificacOes epigenéticas, evidenciando a presenca de trés tipos
de cromatina e um complexo empacotamento dos cromossomos nesses genomas (Figura
5), maior do que o proposto para outras espécies com holocéntricos como L. elegans
(Heckmann et al., 2012) e R. pubera (Marques et al., 2015).

Em geral, a localizacdo de uma determinada sequéncia tende a ser a mesma entre
cromossomos homologos. Quando considerada a distribuicdo da fracdo repetitiva, o
padrdo combinado de diferentes familias em um mesmo genoma pode ser usado para a
identificacdo de alguns ou todos os pares cromossémicos (Fonséca et al., 2010; Badaeva
et al., 2015; He et al., 2015). No presente trabalho, utilizando o padrédo dos SatDNAs,
combinado com o DNAr 45S, a tentativa de identificacdo de homologos foi feita em R.
ciliata. A auséncia de conservacdo no padréo de distribuicdo, entretanto, ndo permitiu
uma correlacdo apropriada. Uma situacdo similar também foi observada para a
distribuicdo do RtSAT239 em R. tenuis. E possivel que as diferencas encontradas no
numero/tamanho dos blocos entre homologos seja devido a auséncia ou baixa
frequéncia de recombinacdo observada para 0s cromossomos dessas espécies, como
mostrado para R. tenuis, ou a sua restricdo a regides intersticiais, como para R. pubera
(Cabral et al., 2014) e possivelmente valida para R. ciliata. Uma baixa recombinacéo
levaria ao acumulo diferencial de sequéncias entre os homdélogos, como observado para
cromossomos sexuais (revisado por Hobza et al., 2015). Alternativamente, rearranjos
cromossOmicos estruturais em heterozigose ou o empacotamento diferencial dos
cromossomos durante a condensacdo mitética poderiam também resultar na aparente
distribuicdo diferencial dos SatDNAs.

A analise comparativa dos DNASs satélites em Rhynchospora revelou um cenario
extremamente dindmico. Enquanto Tyba apresentou uma maior conservacao, estando
associado aos holocentrdmeros em trés espécies, a cromatina em R. ciliata, R. globosa e
em R. tenuis foi mais complexa e diversos SatDNAs, diferindo em sua composicédo e
distribuicdo, puderam ser identificados. A organizacdo da cromatina de forma mais
complexa também ja foi observada em algumas espécies com monoceéntricos (Filion et
al., 2010; Fonséca et al., 2014) e pode ndo depender da natureza do centrémero. A
condensacdo do cromossomo metafésico, entretanto, pode ser influenciada pela

organizagao centromérica.
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Tabela 1. Proporc¢des gendmicas de SatDNAs em espécies de Rhynchospora.

Repeat / Espécie R.ciliata R.globosa R.tenuis
Tyba 5.29 - 2.97
RCSAT?2 3.52 - -
RcSAT20 0.4 - -
RgSAT1 - 7.91 -
RgSAT2 - 3.34 -
RtSAT239 - - 0.01
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R. ciliata
d

R. tenuis
d

Figura 1. Distribuicio do DNA satelite centromérico Tyba em diferentes estagios

celulares de R. ciliata e R. tenuis. (a, d) ndcleos interfasicos mostrando marcagao
dispersa; (b, e) prometafase com cromatides replicadas e (c, f) metadfase mostrando
Tyba com uma distribuicdo linear. Barra em f = 5 um. Insertos em ¢ e f mostram um

cromossomo selecionado em maior aumento.
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RcSAT2 RcSAT20

Figura 2. Localizacdo comparativa de repeats ndo centroméricos em R. ciliata. RCSAT2
(vermelho) e RcSAT20 (verde) apresentam distribuicdo em blocos no nicleo interfasico
(b e ¢) e metafase (e e f), mas ocupam distintos dominios (a e d). Adicionalmente,
RCSAT20 se apresenta parcialmente descondensado em metafase. Area destacada em d

é mostrada em maior aumento (g, h e i).
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Figura 3. Distribuicdo cromossdmica dos repeats mais abundantes de R. globosa em
microscopia de alta resolugdo. RgSAT1 (b, e) e RgSAT2 (c, ) sobreposto ao DAPI
(azul) em cromossomos interfasico (a-c) e metafasicos (d-f), mostrando a localizagdo
preferencial nos cromocentros (a-c) e nos terminais cromossémicos (d-f). Barra em f =
5 um. Caixas (a-c) destacam alguns cromocentros onde 0s sinais de ambas as

sequéncias mostram padrdo complementar de marcacao.
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Figura 4. Cromossomos interfasicos (a) e metafasicos (b) de R. tenuis mostrando a
distribuicdo do RtSAT239. Barraem b =5 pm.
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Prophase Metaphase

Interphase

@ Tyba (centromeric)
@ RCcSAT2 (non-centromeric and heterochromatic)

@ RgSAT1/RgSAT2 (non-centromeric, heterochromatic and mostly at chromosome termini)

RcSAT20/RtSAT239 (non-centromeric)

Figura 5. Dindmica de DNAs satélites durante a condensacdo cromossdémica em
espéecies de Rhynchospora. As sequéncias foram hibridizadas nos cromossomos de R.
ciliata, R. globosa ou R. tenuis e mostraram diferentes padrdes de condensagdo como

visualizado para Tyba (vermelho), RcSAT2 (azul), RgSATL1/2 (verde) e
RCcSAT20/RtSAT239 (laranja).
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Tabela suplementar 1. Lista de primers usados para amplificar os diferentes DNAs

satélites de R. ciliata e R. tenuis

Espécie Nome do Sequéncia (5’->3’) Temperatura de
primer anelamento (° C)
R. ciliata RCcSAT2F CACGAGTTTTGGGCGAAA 50
RcSAT2R CCCGAAACTCGAATTCAG
RcSAT20F CCCGTCCCACGTTTTTAT 50
RcSAT20R ATGATAGAAACGTGGGGC
R. tenuis RtISAT239F AAGAAAATTGGTCGTAGGGGG 50
RtSAT239R CCCTACGACCAAGTTCCTCT




a
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Figura suplementar 1. Analise por Dot plot mostrando a organizacdo dos DNAs

satélites identificados nas espécies de Rhynchospora. A unidade de repeticdo € indicada

como uma barra nos casos em que foi possivel determina-la.
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Larger pair Smaller pair

Figura suplementar 2. Cariograma de quatro metafases selecionadas de R. tenuis (2n =
4x = 8) mostrando o padréo de marcagéo contrastante do RtSAT239 entre cromossomos

homologos. Barra =5 pum.
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Up to 4 signals More than 4 signals
for RcSAT2 for RcSAT2

vs. 455 rDNA

Figura suplementar 3. Padrdo de distribuicdo comparativo para RcSAT2 (a, d),
RcSAT20 (b) e DNATr 45S (d) em R. ciliata. Em ¢, os cromossomos foram organizados
em dois grupos baseado no numero de sinais de RcSAT2: esquerda (até 4 blocos
maiores) e direita (mais que 4 blocos). Em e, 0s quatro cromossomos com sitios de
DNAr 45S foram separados para permitir uma melhor comparacdo do padrédo de

marcacdo do RCSAT2. Barra =5 pym.
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6. Conclusoes



Os cromossomos holocéntricos de Rhynchospora Vahl. (Cyperaceae)... 87

O complemento diploide 2n = 10 é o mais provavel para o ancestral do grupo,

tendo sido mantido em diferentes linhagens.

Eventos de disploidia ascendente e descendente, possivelmente associada a
poliploidia, atuam de forma restrita no remodelamento dos cariétipos, uma vez
que uma baixa proporcdo de numeros cromossdmicos homoplasicos foi

encontrada em espécies ndo relacionadas.

Do ponto de vista da composicdo de DNASs satélites (DNAsats), 0s genomas das
Rhynchospora analisadas, R. ciliata, R. globosa e R. tenuis, apresentam uma
maior diversidade de repeats em relagdo a espécie previamente caracterizada (R.
pubera).

O repeat centromérico Tyba foi confirmado como a sequéncia mais abundante
em R. ciliata e R. tenuis, apresentando o mesmo padrdo de distribuicdo
cromossoémica ciclo celular-dependente descrito para R. pubera. Em R. globosa,
no entanto, Tyba ndo foi identificado entre as sequéncias repetitivas com
abundéncia maior que 0,01% do genoma.

Outras familias de DNAsats foram identificadas nas trés espécies, mas a
localizacdo citolégica ndo demonstrou associacdo com o holocentrémero. Ao
contrario, esses DNAsat formam blocos intercalares ou terminais nos

cromossomos, numa distribuicdo similar a observada em monocéntricos.

Embora presentes como sequéncias altamente condensadas em intérfase, a
auséncia de associacdo com as regides heterocromaéticas para alguns dos repeats
ndo-centromericos sugere uma clara diferenca na organizacdo da cromatina entre
0s mesmos. Em metafase, esses repeats apresentam-se parcialmente

descondensados, formando alcas externas ao cromossomo.

Trés padrdes de organizacdo para 0os SatDNAs, possivelmente correlacionados a

diferentes tipos de cromatina, foram identificados: associado aos
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holocentrdmeros com condensacdo e distribuicdo dependente do ciclo celular
(Tyba); formando blocos associados a heterocromatina classica, nitidamente
condensada (RCSAT2, RgSAT1 e RgSAT2); ou formando blocos nao associados
a uma cromatina compactada (RCSAT20 e RtSAT239).

A presenca de cromossomos holocéntricos e a sua consequente estrutura
centromérica difusa parece ndo influenciar em larga escala a evolugdo
cariotipica em Rhynchospora. Os numeros cromossémicos se mostraram
consistentes e relativamente estaveis quando analisados em uma perspectiva
evolutiva, demonstrando que fenbmenos de quebras e fusdes ndo ocorrem de
maneira aleatoria e frequente. Da mesma forma, a identificacdo de repeats ao
longo de todo o cromossomo refutou a teoria inicialmente proposta de que em
cromossomos holocéntricos as regides terminais, livres de centrémero, seriam

sitios preferenciais para o acimulo de sequéncias satélites.
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7. Anexos
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