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Resumo

De acordo com a extensdo do cinetdécoro, 0s cromossomos podem ser divididos em
monocéntricos, com cinetdcoro localizado, e holocinéticos, com cinetocoro difuso. Diversos
organismos com cromossomos holocinéticos, incluindo todas as plantas com este tipo
cromossdmico, apresentam uma meiose bastante peculiar, na qual sdo observadas 2n
cromatides individualizadas na préfase 1. Este tipo de meiose é denominado meiose invertida
ou pés-reducional, baseado na hipotese de que a segregagdo das cromatides irmas na anéfase |
seria a causa das cromatides individualizadas na profase Il. Neste trabalho, foi analisado o
curso meiotico de duas espécies de Cyperaceae, Rhynchospora pubera (2n = 10) e R. tenuis
(2n = 4), que apresentam meiose quiasmética e aquiasmatica, respectivamente. Foram
encontrados fortes indicios de meiose invertida nas duas espécies, uma vez que 0s cinetdcoros
das cromatides irmds apresentaram ligacdo anfitélica com o fuso na metafase | tanto nos
univalentes de R. tenuis como nos bivalentes de R. pubera. A ligacdo anfitélica dos
cinetécoros irmaos é um pré-requisito para a segregacdo das crométides irmas na anafase I.
Adicionalmente, foram investigados neste trabalho dois aspectos da profase | que poderiam
interferir na formacdo de quiasmas na meiose de R. tenuis. Neste caso, foi avaliada a presenca
de Rad51, uma enzima que atua no reparo de quebras na dupla fita de DNA, necessaria para a
formacdo do quiasma, e de ASY1, uma das proteinas que compde o0 elemento axial dos
Cromossomos meioticos e é necessaria para a sinapse. A formacgédo de quebras na dupla fita de
DNA na profase | parece ocorrer normalmente, com base na distribuicdo dos sinais da
recombinase Rad51. No entanto, a imunolocalizagdo da ASY1 revelou a formacgdo de
filamentos anormais, com aspecto borrado, em R. tenuis, contrastando com os filamentos
nitidos observados em R. pubera. A andlise da distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e das
bandas CMA" confirmou que a meiose de R. tenuis é assinaptica. Baseado nos defeitos
sinapticos observados em R. tenuis, é possivel que a auséncia de quiasmas deva-se a uma
falha na formacdo do complexo sinaptonémico, uma vez que as etapadas inicias de
recombinacdo estdo presentes na espécie.

Palavras-chave: cromossomos holocinéticos, Cyperaceae, meiose, recombinacéo, sinapse.
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Abstract

Based on the extension of the Kkinetochore, chromosomes are classified as
monocentrics or holokinetics showing localized or diffuse kinetochore, respectively. Several
organisms with holokinetic chromosomes, including all plants with this chromosome type,
display a quite peculiar meiosis in which 2n individualized chromatids are observed in
prophase I1. This meiosis type is named inverted meiosis or post-reductional meiosis based on
the hypothesis that sister chromatids segregation in anaphase | maybe the cause of
individualized chromatids in prophase Il. In this work, the course of meiosis of two
Cyperaceae species was analyzed, Rhynchospora pubera (2n = 10), which shows a chiasmatic
meiosis, and R. tenuis (2n = 4) with achiasmatic meiosis. Strong evidences for the occurrence
of inverted meiosis in both species were found based on the amphitelic attachment of the
kinetochore of sister chromatids to the spindle at metaphase I, observed in the univalents of R.
tenuis and also in the bivalents of R. pubera. The amphitelic attachment of sister kinetochore
IS one pre-requisite for sister chromatid segregation in anaphase 1. Additionally, two aspects
of prophase | that may interfere with chiasma formation in R. tenuis meiosis were
investigated. For that, the presence of RAD51, an enzyme with a role in the repair of double
strand breaks and essential for chiasma formation, was evaluated and also the presence of
ASY1, a component of the axial element of meiotic chromosomes that is essential for
synapsis. The distribution of RAD51 foci have demonstrated the formation of double strand
breaks at prophase I. Though this was compatible with normal chiasma formation, detection
of ASY1 revealed the occurrence of anormal filaments with a blurred appearance in R. tenuis,
in contrast to the sharp filaments observed in R. pubera, indicating some problem in the
formation of R. tenuis axial elements. The analysis of 5S rDNA sites and CMA" bands
distribution has confirmed that R. tenuis meiosis is assynaptic. Based on the synaptic defect
observed in R. tenuis, it is possible that the lack of chiasmata is due to a failure to form de
synaptonemal complex, as the initial steps of recombination are present in this species.

Key words: holokinetic chromosomes, Cyperaceae, meiosis, recombination, synapsis.
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1. Apresentacao



Organismos com reproducdo sexuada devem reduzir 0 ndmero cromossdmico a
metade para formar gametas haploides. A reducdo do nivel de ploidia ocorre na divisdo
meiotica, que consiste de duas divisdes celulares consecutivas apds uma Unica fase de
replicacdo de DNA. Outra caracteristica exclusiva & meiose e essencial para a redugdo do
ndmero cromossdémico € a segregacdo dos cromossomos homaologos (divisdo reducional) na
anafase | a0 mesmo tempo em que as cromatides irmds permanecem unidas. Na meiose 1l
ocorre, entdo, a segregacdo das cromatides irmds, assim como em uma mitose (divisdo
equacional) (Sakuno e Watanabe, 2009). Eventos que ocorrem na préfase | mei6tica, como
pareamento, sinapse e recombinacdo, sdo de extrema importancia para o sucesso da reducao
do nivel de ploidia (Hamant et al., 2006). Além disso, na meiose | os cinetdécoros irmaos
comportam-se como uma unidade, ligando-se a microtibulos do mesmo pélo, o que é
necessario para a segregacdo reducional na anafase | (Hauf e Watanabe, 2004).

Embora os eventos meidticos sejam bastante conservados, excessdes tém sido
encontradas especialmente em organismos que apresentam cromossomos holocinéticos.
Cromossomos holocinéticos sdo caracterizados pela auséncia de um cinetécoro localizado e
sdo encontrados em espécies de plantas, especialmente nas familias Cyperaceae e Juncaceae,
em ordens de insetos, como os Homoptera e Heteroptera, e em nematodas (Mola e Papeschi,
2006). Algumas espécies de plantas e diversas ordens de insetos com cromossomos
holocinéticos apresentam uma meiose bastante peculiar com um numero diploide de
cromatides individualizadas na anafase | e profase Il (Mola e Papeschi, 2006; Guerra et al.,
2010). Essa observacdo tem sido atribuida a segregacdo das cromatides irmds na anafase I,
resultando na migragdo conjunta de cromatides homologas ndo-irmas, sem uma ligacdo fisica
que as conecte, uma vez que 0 quiasma € desfeito antes da anafase |. Esse tipo de meiose
recebe o nome de meiose pos-reducional ou meiose invertida. No entanto, até o momento,
faltam evidéncias claras em plantas que comprovem a segregacdo de cromatides irmds na
anafase |. Embora haja davidas sobre a ocorréncia de meiose invertida em bivalentes, as
analises da meiose de univalentes holocinéticos tém deixado claro que as cromatides irmas
segregam na anafase I, o que ndo é observado em univalentes monocéntricos (Viera et al.,
2009). Pelo contrario, a ocorréncia de univalentes em organismos monocéntricos resulta, em
geral, em erros de segregagdo cromossomica, como observado em mutantes de Arabidopsis
thaliana (Stacey et al., 2006) e em linhagens monossdmicas de milho (Friebe et al., 2005).

Este trabalho teve como objetivo analizar a ocorréncia de meiose invertida em duas
espécies de Cypearaceae, Rhynchospora pubera (n = 5) e R. tenuis (n = 2), que apresentam

meiose quiasmatica e aquiasmatica, respectivamente. Adicionalmente, foi investigada a



origem da auséncia de quiasmas em R. tenuis através da imunolocalizacdo de proteinas

meioticas envolvidas nos processos de recombinagéo e sinapse.



2. Revisao da Literatura



2.1. Meiose

A meiose é um tipo especial de divisdo celular que ocorre nas células germinativas de
organismos eucariotos e € essencial para a formacdo de gametas hapldides. A meiose €
caracterizada por possuir apenas uma fase S de replicacdo seguida de duas divisdes
consecutivas (meiose | e II), tendo como resultado a formagdo de células filhas haploides.
Para alcancar este resultado, em uma meiose tipica, os cromossomos homdélogos segregam na
anafase | (divisdo reducional) e as crométides irmas na anafase Il (divisdo equacional). Além
da reducdo do nivel de ploidia, a meiose também possui um papel no aumento da
variabilidade genética ao reorganizar o material genético dos parentais através da
recombinacdo. Por ter um papel critico no sucesso da reproducao sexuada, a meiose € bastante
conservada ao longo da evolucdo e as etapas mais cruciais da meiose podem ser encontradas
desde os eucariotos basais aos superiores. A caracterizagdo citogenética da meiose, inclusive
de variacbes meidticas encontradas na natureza, como meiose assinaptica e aquiasmatica,
possui um vasto registro na literatura (John e Lewis, 1965; White, 1973). Por outro lado,
apenas nas duas Ultimas décadas, os aspectos moleculares da meiose tém sido alvo de
investigacdo extensa (Hamant et al., 2006; Schvarzstein et al., 2010). N&o obstante o curto
intervalo de tempo, os avangos sdo significativos para a compreensdo dos mecanismos

moleculares por tras das etapas meioticas cruciais de sinapse, recombinacao e segregacao.

2.1.1. Caracterizacao citogenética e molecular da meiose

Assim como a mitose, ambas as divisdbes meidticas sdo divididas em préfase,
metéafase, anafase e tel6fase. A profase da meiose | € uma fase caracteristicamente longa,
subdividida em leptéteno, zig6teno, paquiteno, dipléteno e diacinese, e é durante a profase |
que ocorrem a sinapse e a recombinacdo entre cromossomos homologos, formando os
bivalentes (Zickler e Kleckner, 1998; 1999). Na metafase I, ocorre a congregacdo dos
bivalentes na placa metafasica, mediada pela ligagdo dos microtibulos com os cinetocoros,
sendo que cinetocoros irmaos apresentam orientacdo sintélica (Hauf e Watanabe, 2004).
Consequentemente, na anafase | ocorre a segregacdo dos cromossomos homologos. A meiose
Il se assemelha a uma divisdo mitética, com a diferenga de que na anéfase Il ha a segregacao

de um namero haploide de cromatides para cada polo.



A recombinagdo inter-homéloga consiste da troca de sequéncias entre cromatides
homdlogas ndo irmas, levando a uma reorganizacdo de sequéncias maternas e paternas e
aumentando desta forma a diversidade genética. O outro papel essencial da recombinacéo é
estabelecer, juntamente com a coesdo entre cromatides irmds, uma ligagdo fisica entre
cromossomos homalogos necessaria para garantir a correta segregacgdo reducional na meiose |
(Petronczki et al., 2003). Tal conexdo é observada citologicamente a partir do diploteno e é
denominada quiasma. Sinapse é o processo pelo qual 0s eixos proteicos dos cromossomos
homdlogos sdo unidos fisicamente ao longo do comprimento cromossémico por proteinas do
elemento central (EC), formando assim o complexo sinaptonémico (CS). O complexo
sinaptonémico mantém 0s cromossomos homdélogos juntos, auxiliando no progresso da
recombinacdo de forma a gerar crossovers (Hunter, 2007). Desta forma, a sinapse possui um
papel indireto na segregacdo de cromossomos homdlogos. A segregacdo de cromossomos
homdlogos na anafase | € uma caracteristica exclusiva da meiose e 0 seu sucesso depende de
eventos que ocorrem durante a préfase I, como o estabelecimento da coesdo, a formacéo de
crossover e a organizagao dos cinetocoros irmdos de forma que eles atuem como uma unidade
(Petronczki et al., 2003).

2.1.1.1 Recombinacdo meidtica

A recombinacdo meidtica é iniciada pela formagdo de quebras programadas na fita dupla
de DNA (DSB, double strand break). Essas quebras sdo formadas de maneira programada
pela SPO11, uma proteina da familia das topoisomerases com funcdo altamente conservada
entre eucariotos (Keeney et al., 1997). SPO11 atua na forma de um dimero, com cada unidade
se ligando covalentemente a uma das fitas de DNA para formar a quebra dupla (Keeney e
Neale, 2006). Apos a formacdo de DSB, os locais de quebra sofrem a agdo de enzimas do
complexo Mrell-Rad50-Xrs2 (MRX), gerando fitas simples de DNA (Hunter, 2007).
Recombinases se associam as fitas simples, formando filamentos nucleoproteicos e desta
forma catalisam a busca por sequéncias homologas e a invasao da fita simples no DNA dupla
fita que apresente homologia, gerando, assim, estruturas intermediarias como, por exemplo, as
juncOes duplas de Holliday (Fig. 1) (Shinohara e Shinohara, 2004). Caracteristicamente, o
reparo de DSB na meiose envolve o cromossomo homdlogo, ainda assim a maior parte de
DSBs sdo reparadas por eventos de conversdo génica e apenas a minoria resulta em crossover
(Schwarzacher, 2003). H& duas recombinases que atuam na meiose, Rad51 e DMC1, sendo

que apenas a ultima é exclusiva da meiose e determina a tendéncia de reparo de DSB



envolvendo crométides homélogas ndo-irméds. Por outro lado, Rad51 atua no reparo de DSB
meidticas e mitdticas e comumente catalisa o reparo envolvendo a cromatide irma (Kagawa e
Kurumizaka, 2010). A andlise de mutantes para Rad51 e DMC1 em Arabidopsis thaliana
revelou que Rad51 é extremamente necessaria para o reparo de DSB na meiose de forma que
na sua auséncia sdo observadas quebras cromossdmicas (Li et al., 2004), enquanto que a
segunda é necessaria apenas para a recombinagdo entre cromossomos homélogos ao inves de
cromatides irmés, além de ser dependente da Rad51 (Vignard et al., 2007).

Os locais de reparo de DSB s&o visualizados ao microscopio eletrénico como nédulos de
recombinacdo (NR), os quais ocorrem em maior niamero no zigoteno, quando sdo chamados
de NR inicias, e em menor nimero no paquiteno, formando os NR tardios. Os NR tardios
representam os locais em que o reparo de DSB resultou na formacdo de crossover e,
consequentemente, correspondem aos quiasmas observados entre diploteno e metafase |
(Pawlowski e Cande, 2005). Rad51 e DMCL colocalizam com os NR e s&o visualizadas como
numerosos sinais entre leptéteno e zigoteno, enquanto que este numero reduz
substancialmente no paquiteno (Pawlowski e Cande, 2005; Vignard et al., 2007). Outras
proteinas envolvidas em etapas mais avangadas da recombina¢do entre Cromossomos
homdlogos co-localizam apenas com os NR tardios, como é o caso de Msh4 e MIh1, as quais
estdo envolvidas na estabilizacdo e resolucdo das estruturas intermediarias no processo de
troca de fitas de DNA (Hunter, 2007). MIhl em especial colocaliza com o0s quiasmas
inclusive em dipléteno e diacinese, quando todas as outras proteinas associadas a

recombinacdo ndo sdo mais detectadas (Chelysheva et al., 2010).
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Figura 1: Modelo molecular da recombinacdo meidtica entre cromossomos homdlogos
adaptado de Hamant et al. (2006) e Hunter (2007).

2.1.1.2. Sinapse

Durante o processo de replicacdo de DNA, as cromatides-irmas geradas se organizam
formando alcas de DNA que se ligam ao eixo de coesinas, 0 qual mantém a coeséo entre as
cromatides-irmds (Nasmyth, 2001). Além das coesinas, 0 eixo proteico de cromossomos
meibticos é formado por outras proteinas especificas da meiose como a ASY1/HOP1.
ASY1/HOP1 passa a fazer parte do eixo cromossémico mais tardiamente do que as coesinas,
aparecendo com aspecto filamentoso no leptoteno (Armstrong et al., 2002). A partir do
zigbteno, proteinas do elemento central, ex. ZYP1, comecam a estabelecer a ligacdo entre 0s
eixos dos cromossomos homdélogos, os quais passam a se chamar elementos laterais, dando
inicio a sinapse. Os processos de sinapse e recombinacdo estdo intimamente relacionados e
sdo, de certa forma, interdependentes (Hunter, 2007). Ao menos em plantas, levedura e
mamiferos, ndo apenas a recombinacdo, mas também a sinapse depende da formacdo de DSB
(Barzel e Kupiec, 2008). A busca por sequéncias homdlogas realizada pela recombinase
Rad51 nos locais de DSB desempenha um importante papel tanto para a recombinagdo, como



também para o pareamento homdlogo e mutantes para Rad51 sdo assinapticos (Li et al.,
2004). Além disso, a polimerizacdo de ZYP1l tem inicio em locais onde 0s eixos
cromossOmicos estdo intimamente associados devido ao processo de recombinacéo (Kleckner,
2006). Mutantes para SPO11 em plantas, além de ndo formarem quiasmas, ndo apresentam
sinapse por ndo haver polimerizacdo do elemento central (Osman et al., 2006). Vale também
salientar que apos a formacdo de DSB, a alca de DNA contendo a quebra dobra-se e associa-
se ao elemento axial onde o processo de reparo de DSB ocorre. Recentemente, foi
demonstrado que a fosforilacdo da protenina do eixo ASY1/HOP1 impde a preferéncia pelo
reparo de DSB envolvendo o cromossomo homdlogo na meiose de levedura (Carballo et al.,
2008).

Além do papel exercido pela recombinase Rad51 no pareamento de cromossomos
homdlogos, a associagdo polarizada dos teldomeros com a membrana nuclear, conhecida como
bouquet, parece também desempenhar um importante papel no pareamento. Ao aproximar
todos os telomeros, os cromossomos adquirem uma coorientacdo, facilitando a busca pelo
cromossomo homoblogo (Bass, 2003). Mutantes em milho com defeitos na formagdo do
bouquet também apresentam problemas de sinapse (Golubovskaya et al., 2002). Proteinas que
promovem a ligagdo dos telomeros com a membrana nuclear, o complexo proteico SUN-
KASH, s8o necessérias para a formacdo do bouquet e apresentam movimentos ao longo da
membrana nuclear bastante rapidos durante a préfase | (Alsheimer, 2009). Réapidos
movimentos cromossémicos durante a profase | ja foram observados em levedura, milho, e C.
elegans e tém implicacBes no pareamento de homologos (Alsheimer, 2009; Penkner et al.,
2009; Sheehan e Pawlowski, 2009).

No dipléteno, o complexo sinaptonémico € desfeito pela acdo da Aurora quinase Ipll que
promove a dissociacdo da proteina do elemento central, ZYP1 (Jordan et al., 2009). Em
Arabidosis, a proteina do elemento lateral ASY1 desaparece dos cromossomos a partir do
diploteno, coincidindo temporalmente com a dissociagdo do complexo sinaptonémico
(Armstrong et al., 2002). Apos a dissolucdo do complexo sinaptonémico, 0S cromossomos
homdlogos mantém-se unidos apenas pela regido do quiasma. A unido dos cromossomos
homdlogos pelo quiasma é de extrema importancia para estabelecer a orientacdo correta dos
bivalentes e garantir a segregacgdo reducional na anafase | (Petronczki et al., 2003).

2.1.1.3. Segregacao de cromossomos homdlogos



O quiasma fornece uma forga contraria a forca exercida pelos microtibulos vindos de
polos opostos ao se ligaram nos cinetdcoros, criando assim uma tensdo. Essa tensdo €
monitorada pelo sistema de “ponto checagem” (checkpoint) do fuso, que permanece ativo até
que todos os bivalentes estejam sob tensdo e, consequentemente, alinhados no plano
metafasico (Nezi e Musacchio, 2009). Quando a tensdo é estabelecida em todos os bivalentes,
0 “ponto de checagem” € silenciado e o complexo promotor da anafase (CPA) é ativado
resultando na liberacdo da separase. A separase € uma enzima que catalisa a quebra da Rec8,
subunidade de coesina especifica da meiose, e desta forma abre o anel de coesina que
mantinha as cromatides irméas unidas. Quando a coesdo nos bracos cromossémicos € desfeita,
0 quiasma também o €, e, consequentemente, a conexdo fisica entre 0S cromossomos
homdlogos deixa de existir, iniciando 0 movimento anafésico (Nasmyth, 2001).

Caracteristicamente, na meiose a coesao € desfeita de maneira gradativa: as coesinas dos
bracos cromossémicos sdo clivadas antes da anafase I, enquanto a coesdo na regido
centromérica € mantida, sendo desfeita antes da anadfase Il. A manutencdo da coesdo
centroméria apds anafase | é de extrema importancia para garantir a orientacdo bipolar dos
cinetécoros irmaos e, desta forma, a correta segregacdo das cromatides irmds na anafase II.
As coesinas na regido centromérica sdo protegidas da acdo da separase na meiose I, por uma
proteina chamada Shugoshina (Sgo). Sgo se localiza na regido pericentromérica e recruta a
fosfatase PP2A que atua desfosforilando a Rec8 na regido pericentromérica, impedindo assim
a acéo da separase nesta regido (Ishiguro et al., 2010).

Outra caracteristica da meiose | € a orientagdo monopolar dos cinetécoros das crométides
irmds, levando-os a se ligarem a microtdbulos vindos do mesmo pdélo da célula (ligagdo
sintélica). Em outras palavras, os cinetdcoros irmdos na meiose | funcionam como uma
unidade, que é estabelecida por proteinas cinetocdricas especificas que fazem uma ponte entre
0s cinetdcoros irmaos internos. Em levedura, a ligacdo sintélica dos cinetocoros irmaos é
garantida pela Monopolina, que atua exclusivamente na meiose (Hauf e Watanabe, 2004). Por
outro lado, em milho, a proteina cinetocorica MIS12 promove a ligacdo sintélica dos
cinetécoros irmdos com microtdbulos, mas também participa da formagdo do cinetocoro
mitotico. Quando os niveis de MIS12 sdo reduzidos, 0s cinetdcoros irmaos frequentemente se
ligam a microtubulos de pdlos opostos (ligagdo anfitélica), gerando cromossomos
retardatarios na anafase | (Li e Dawe, 2009). Em Schizosaccharomyces pombe, a orientacdo
monopolar dos cinetdcoros irmdos é promovida pela proteina Moal, que difere da
Monopolina e MIS12 por atuar de maneira dependente de coesina. Neste caso, a localizagéo

de coesinas na regido centromérica interfere na geometria cinetocorica, induzindo orientacéo



sintélica dos cinetocoros irmaos na meiose I, enquanto que a localiza¢do de coesinas na regiao
pericentromérica promove uma orientacdo anfitélica, tipica da meiose Il e da mitose (Sakuno
et al., 2009).

2.2. Cromossomos holocinéticos

De acordo com a extenséo da regido de ligacdo com os microtibulos, os cromossomos dos
eucariotos podem ser divididos em duas categorias distintas: cromossomos monocéntricos,
com cinetdcoro localizado, e cromossomos holocinéticos, que possuem cinetdcoro difuso ao
longo do comprimento cromossdmico. Os cromossomos monocéntricos ocorrem de forma
mais abrangente nos eucariotos, sendo o tipo cromossémico da grande maioria dos
organismos-modelo estudados, com exce¢do do nematoda Caenohabidits elegans. Por outro
lado, os cromossomos holocinéticos ocorrem em um nimero menor de espécies, entre as
quais se destacam as familias de monocotileddneas Cyperaceae e Juncaceae, diversas ordens
de insetos, além dos vermes nematodas (para revisdo, ver Mola e Papeschi, 2006).
Aparentemente ndo ha uma relacdo de origem dos cromossomos holocinéticos que una todos
0S organismos que 0s possuem como descendentes de um Unico ancestral comum, salvo
algumas exceg¢des, como as familias Juncaceae e Cyperaceae que pertencem a clados irméaos
dentro das monocotiledéneas (Tamura et al., 2004). Devido a grande distancia evolutiva que
separa 0s grandes grupos que apresentam cromossomos holocinéticos, postula-se que este tipo
cromossomico tenha surgido de maneira independente em diferentes momentos da evolugéo

de cada grupo (Guerra et al., 2010).

Embora o termo holocéntrico seja classicamente o mais utilizado para denominar
cromossomos com cinetécoro difuso, o termo holocinético tem sido adotado em diversos
trabalhos por representar mais precisamente a ocorréncia de um cinetocoro difuso e ndo a
presenca de um extenso centrémero (Pérez et al., 1997, Mola e Papeschi, 2006, Guerra et al.,
2010). Citogeneticamente, os cromossomos holocinéticos sdo caracterizados por nao
apresentarem constricdo primaria e por migrarem paralelos uns aos outros na anafase
mitdtica, como resultado da distribuicdo por igual da tensdo exercida pelos microtubulos ao
longo do cromossomo. Além disso, cromossomos holocinéticos possuem a peculiaridade de

persistirem vidveis apds quebra induzida por exposi¢do a radiacdo, uma vez que a atividade



centromérica é mantida nos fragmentos gerados (Tanaka e Tanaka, 1977; Vanzela e Colaco,
2002). Por este motivo, tem sido proposto que agmatoploidia (fissdo) e simploidia (fuséo)
desempenham papéis importantes na evolucdo cariotipica de plantas com cromossomos
holocinéticos (Escudero et al., 2008), gerando séries aneuploides bastante evidentes, por
exemplo, no género Carex (Cyperaceae) (Roalson et al., 2007).

Diferente do observado durante a mitose, diversos estudos citogenéticos em plantas e
animais com cromossomos holocinéticos mostraram que a extensdo da atividade cinetocorica
muda durante a meiose passando a ocorrer de maneira localizada na regido terminal dos
cromossomos. Tal fendmeno tem sido observado desde as primeiras analises sobre meiose de
cromossomos holocinéticos (Malheiros et al., 1947; Nordenskidld, 1962; Goday e Pimpinelli,
1989; Gonzalez-Garcia et al., 1996; Pérez et al., 1997). Desta forma, cromossomos
holocinéticos tém sido considerados funcionalmente monocéntricos durante a divisdo
meidtica, com implicacbes na resolucdo dos quiasmas e na segregacdo correta dos
cromossomos durante a meiose | (Dernburg, 2001). Pérez et al. (1997) mostraram em
Triatoma infestans (Heteroptera) que a atividade cinética pode ser exercida por regibes
intersticiais do cromossomo, embora ocorra preferencialmente nos terminais. Adicionalmente,
foi mostrado que, tanto em T. infestans quanto em C. elegans, a atividade cinetocorica varia
de posicao nas duas divisdes meidticas, alternando entre os dois terminais cromossdémicos na
anafase | e Il (Albertson e Thomson, 1993; Pérez et al., 2000). Em C. elegans a atividade
centromérica durante a meiose é determinada pela posi¢do do quiasma, ocorrendo sempre de
maneira oposta ao quiasma, que €é unico e com localizacdo terminal ou sub-terminal
(Albertson et al., 1997). Os primeiros relatos de meiose no género Luzula (Juncaceae)
mostraram a regido terminal dos cromossomos sendo puxada para os polos na anafase
meiotica, indicando a ocorréncia de atividade cinetocdrica localizada também durante a
meiose de plantas (Malheiros et al., 1947; Nordenski6ld, 1962).

2.2.1. Cinetocoro de cromossomos holocinéticos

A caracteriza¢do do centrdmero de cromossomos holocinéticos é praticamente restrita ao
organismo modelo C. elegans (Cheeseman et al., 2004), enquanto que em plantas pouco se
sabe sobre a constituicdo do centrdmero em termos de sequéncia e de componentes proteicos.

No entanto, Haizel et al. (2005) isolaram e caracterizaram uma sequéncia de 178 pb repetida



em tandem em Luzula nivea denominada LCS1, usando a sequéncia centromérica de arroz
(RCS2) como sonda. A sequéncia LCS1 estd organizada em agrupamentos nas regides

heterocromaticas e colocaliza com a proteina centromérica Skip1.

Mais crucial do que a sequéncia de DNA na determinacdo do local e atividade
centromérica sdo as proteinas constituintes do cinetdcoro. Diversas proteinas do cinetdcoro ja
foram caracterizadas e localizadas em C. elegans. Em C. elegans, o cinetocoro € constituido
por duas regiGes principais: o cinetocoro interno, que contém as proteinas cinetocoricas
associadas a cromatina, e o cinetdcoro externo, com as proteinas nas quais se ligam os
microttbulos (Monen et al., 2005). Na mitose, o cinetocoro € organizado como um fio
continuo em superficies opostas dos cromossomos profasico/metafasico (Moore et al., 1999,
Oegema et al., 2001). Dentre as proteinas do cinetdcoro destaca-se a CENH3, uma variante da
histona H3 que substitui a H3 em todo centrdmero ativo, estando envolvida com a
determinacdo epigenética do local de atividade centromeérica (Panchenko e Black, 2009). Até
o momento, CENH3 é a Unica proteina cinetocdrica ja caracterizada em plantas com
cromossomos holocinéticos. Nagaki et al. (2005) revelaram, por imunolocalizagdo da CENH3
de L. nivea (LnCENH3), a ocorréncia de um cinetdcoro linear continuo ao longo dos
cromossomos mitoticos metafésicos. Mais precisamente, a localizagcdo da LnCENH3 se d& em
cavidades laterias nos cromossomos, lembrando o cinetdc6ro dos cromossomos
monocéntricos que se localiza numa depressdo da cromatina, a constricdo priméaria. A
ocorréncia do cinetdcoro em uma cavidade na cromatina na metafase mitética ja tinha sido
observada em trabalhos anteriores por microscopia eletronica (ME) em espécies de Luzula,
sendo que com este tipo de abordagem o cinetdcoro se apresenta como uma regido ndo corada
na face polar do cromossomo (Braselton, 1981; Bokhari e Godward, 1980). Durante a profase
mitdtica, no entanto, a localizacdo da LnCENH3 ocorre em nucleossomos intercalados, de
forma que cinetécoro continuo observado na metafase mitdtica €, aparentemente, o resultado

do processo de condensagdo cromossomica (Nagaki et al, 2005).

O cinetdcoro de organismos com cromossomos holocinéticos parece variar bastante entre
cromossomos mitdticos e meidticos. As analises inicias da meiose de C. elegans por ME
indicaram a auséncia de um cinetdcoro tipico nos cromossomos meidticos, de forma que 0s
microtUbulos pareciam se associar diretamente a cromatina (Albertson e Thomson, 1993). No
entanto, com o avango da caracterizagdo de proteinas constituintes do cinetocoro e com a

producédo de anticorpos especificos, foi possivel localizar a proteina CENP-A (CENH3), além



de outras proteinas cinetocoricas, nos bivalentes de C. elegans (Howe et al., 2001; Monen et
al., 2005). Na meiose de C. elegans, o cinetocoro apresenta uma configuracdo cup-like
envolvendo cada cromossomos homdlogo do bivalente pela face externa, com a excessao da
CENP-A que ocorre em todo o cromossomo (Monen et al., 2005). Em plantas com
cromossomos holocinéticos, ainda ndo ha relatos sobre a localizacdo de proteinas do
cinetocoro durante a meiose. No entanto, muito pode ser inferido sobre o local de atividade
cinetocdrica pela analise da regido na qual os microtdbulos se ligam. Na mitose de
Rhynchospora tenuis (Cyperaceae) a ligagdo dos microtibulos ocorre ao longo de todo
comprimento cromossdmico (Guerra et al., 2006). No entanto, a analise da ligagdo dos
microtibulos na meiose de uma espécie do mesmo género, R. pubera, mostrou que o local
cromossémico no qual os microtubulos se associam € bem mais restrito do que na mitose
(Guerra et al., 2010). Tanto em R. pubera como em L. echinata foi relatado que os
microtdbulos se ligam em uma cavidade na cromatina dos cromossomos meioticos (Braselton,
1981; Guerra et al., 2010).

Guerra et al. (2010) também descreveram associagdes laterais dos microtubulos com a
superficie dos cromossomos na anafase | e 1l de R. pubera. A ligacdo lateral de microtubulos
com cromossomos meidticos também foi relatada na oogénese de C. elegans, sendo que neste
caso a ligagcdo lateral dos microtibulos desempenha um papel mais importante do que a
ligacdo terminal dos microtibulos na migracdo dos cromossomos (Wignall e Villeneuve,
2009), além de também estar envolvida no alinhamento dos cromossomos no plano
metafasico (Schvarzstein et al.,, 2010). Interessantemente, a associacdo lateral dos
microttbulos é um evento tipico da meiose feminina de C. elegans na qual o centrossomo esta
ausente (Muiller-Reichert et al., 2010). Da mesma forma, plantas ndo possuem centrossomo
nem qualquer outro tipo de centro organizador de microtibulos (Mineyuki, 2007).

2.2.2. Meiose de cromossomos holocinéticos

Uma caracteristica Gnica de organismos com cromossomos holocinéticos € a ocorréncia de
meiose invertida. Embora ndo ocorra de maneira generalizada, este tipo de meiose é
tradicionalmente descrito para as plantas e para alguns grupos de insetos com cromossomos
holocinéticos. Em oposicdo a meiose normal, na qual 0os cromossomos homologos se separam
na anafase | (divisdo reducional) e as cromatides-irmds na anafase 11 (divisdo equacional), na

meiose invertida a separacdo das cromatides-irmas ocorre na meiose | e a separacdo das



cromatides homologas ndo-irmés na meiose Il (Mola e Papeschi, 2006). O comportamento
meiotico descrito para as diferentes familias de plantas com cromossomos holocinéticos €
bastante similar, com a ocorréncia de um nimero diploide de cromatides individualizadas na
anafase I/profase Il, as quais se relinem aos pares antes da metafase Il de forma a permitir a
segregacdo correta resultando em quatro nucleos haploides como em uma meiose normal
(Malheiros et al., 1947; Pazy e Plitmann, 1987; Guerra et al., 2010). No entanto, a
interpretacdo deste comportamento é dubia uma vez que ndo se pode distinguir entre a
segregacdo das cromatides-irmas da segregacdo de cromossomos homologos associada a
perda precoce da coesdo entre as cromatides-irméas. Nos dois casos, o resultado esperado é um
namero dipldide de crométides individualizadas na prdfase Il. Até o momento nenhum dos
estudos realizados em plantas trouxe uma comprovacdo definitiva da ocorréncia de meiose
invertida. No entanto, 0 mesmo comportamento meiotico é observado em insetos coccideos e,
neste caso, a ocorréncia de meiose invertida foi comprovada pela analise da segregacao de um
par de homologos heteromdfico gerado por fragmentacdo apds exposicdo a raios-X
(Bongiorni et al., 2004). Contudo, devido a origem de novo dos cromossomos holocinéticos
em diferentes grupos de organismos, ainda resta a divida sobre a ocorréncia de meiose

invertida em plantas.

Outra questdo intrigante e ndo resolvida tanto em plantas como em insetos que,
aparentemente, apresentam meiose invertida é como as cromatides voltam a parear durante a
profase Il, uma vez que elas aparecem individualizadas na anafasel/profase 11 (Guerra et al.
2010). Caso ndo ocorra meiose invertida nas plantas, ainda assim, hd a perda de coesdo
precoce entre as cromatides irmds e uma reassociacdo durante a profase 1. Bongiorni et al.
(2004) argumentam que as cromatides homologas ndo-irmds permanecem unidas durante a
anafase I/profase Il por reminiscentes de coesinas presentes entre fragmentos irmaos oriundos
dos eventos de recombinacdo. Este seria um mecanismo compardvel ao que ocorre numa
meiose normal de cromossomos monocéntricos, na qual as cromatides irmas permanecem
coesas numa regido restrita apds a anafase I, a qual sé é desfeita na anafase I1. A permanéncia
de uma associacao telomérica estabelecida durante a metafase | entre as crométides ndo-irmas
estaria envolvida com o mecanismo de orientagdo dos cromossomos na metéafase I
permitindo uma segregacao reducional eficaz na anafase 11. Uma outra hipotese para explicar
a reunido aos pares das cromatides na préfase Il baseia-se na observacao de fios de cromatina
conectando as crométides durante a anafase | e profase Il de R. pubera (Guerra et al., 2010).

A ocorréncia de fios ligando as cromatides indicaria que na realidade, estas cromatides nunca



se separam de fato, o que torna mais facil a retomada de uma associa¢cdo mais intima na
metafase Il. A ocorréncia de fios heterocrométicos entre cromossomos foi observada na
meiose | de Drosophila melanogaster conectando os cromossomos aquiasmaticos 4 e X, com
um papel importante de propiciar a segregacdo correta destes cromossomos na anafase |
(Hughes et al., 2009).

Diversos outros organismos com cromossomos holocinéticos apresentam uma meiose
normal, com a segregacdo dos cromossomos homdlogos na anafase | e das cromatides irmés
na anafase Il. No entanto, em teoria, a auséncia de um cinetocoro localizado imporia
dificuldades para a segregacdo cromossdmica na meiose, uma vez que € na regido do
cinetécoro onde a coesdo entre as cromatides irméas é protegida da acdo da separase na meiose
I, garantindo a manutencdo da conexdo fisica entre cromatides irmas necessaria para a
segregacgdo correta na meiose Il (Dernburg, 2001). Trabalhos recentes demonstraram que a
perda gradual da coesdo na meiose de C. elegans € regulada por dominios proteicos
estabelecidos nos bivalentes durante a préfase I, diferindo substancialmente da meiose de
monocéntricos (Carvalho et al., 2008; Martinez-Perez et al., 2008). O estabelecimento dos
dominios proteicos depende da localizagdo do quiasma que, por ter localizacdo
terminal/subterminal, divide o bivalente em um eixo maior e outro menor. No eixo menor,
localizam-se proteinas que recrutam quinases que, por sua vez, promovem a perda da coesao,
enquanto que no eixo maior se estabelecem proteinas que protegem as coesinas da clivagem,
assegurando desta forma a manutencdo da coesdo entre crométides irmdas até a anafase 1l ter

inicio (Schvarzstein et al., 2010).
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Resumo

Na meiose padrdo, uma fase S é seguida por dois eventos de segregacao
cromossGmica, a anafase | e 11, nas quais ocorre a segregacdo dos cromossomos homologos e
das cromatides irmds, respectivamente. Excepcionalmente, alguns organismos com
cromossomos holocinéticos aparentemente apresentam uma meiose cujos eventos de
segregacdo ocorrem de forma invertida com as cromatides irméas segregando na anafase | e 0s
cromossomos homologos na anafase Il. No entanto, em plantas com cromossomos
holocinéticos, como na familia Cyperaceae, o Unico indicio de meiose invertida tem sido a
observacdo de 2n cromatides individualizadas na profase 1. Neste trabalho, foi investigada a
ocorréncia de meiose invertida em duas espécies de Cyperaceae, Rhynchospora pubera (2n =
10) e R. tenuis (2n = 4), que apresentam meiose quiasmatica e aquiasmatica, respectivamente.
Adicionalmente, a auséncia de quiasmas na meiose de R. tenuis foi investigada com base na
formacdo de quebras na dupla fita de DNA e na ocorréncia de sinapse. Em ambas as espécies
foi observado que os cinetocoros de cromatides irmas apresentaram ligacdo anfitélica na
metafase I, sendo um indicativo da ocorréncia de meiose invertida. A formacao de quebras na
dupla fita de DNA em R. tenuis parece ocorrer normalmente com base nos sinais da
recombinase RAD51. No entanto, os filamentos formados pela ASY1 (proteina componente
do elemento axial e necessaria para sinapse) apresentaram um aspecto borrado contrastando
com os nitidos filamentos em R. pubera e indicando algum defeito na formacdo dos
elementos axiais na primeira espécie. A auséncia de sinapse em R. tenuis foi corroborada pela
distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e das bandas CMA®. Baseado nos defeitos sinapticos
observados em R. tenuis, € possivel que a auséncia de quiasmas deva-se a uma falha na
formacdo do complexo sinaptonémico, uma vez que as etapadas inicias de recombinacdo

estdo presentes na espécie.

Palavras-chave: cromossomos holocinéticos, Cyperaceae, meiose, recombinacéo, sinapse.



Introducgéo

A meiose é um tipo especial de divisdo celular presente em todos 0s eucariotos com a
funcdo principal de reduzir o nivel de ploidia do genoma a metade. Para tanto, um Gnico
evento de replicacdo é sucedido por dois eventos de segregagdo cromossdmica, sendo o
primeiro reducional (segregacdo de cromossomos homélogos) e o segundo equacional
(segregacdo de cromatides-irmas). A segregacao reducional correta depende de uma conexdo
fisica entre cromatides homdlogas ndo-irmas provida pelo quiasma que, juntamente com a
coesdo entre cromatides irmds, mantém unidos 0s cromossomos paternos e maternos até a
transicdo de metafase | a anéfase | (Petronczki et al., 2003). Quiasmas sdo estruturas
citolégicas que correspondem aos locais onde houve eventos de recombinagdo entre
cromossomos homablogos. A etapa inicial da recombinacgéo € a formacao de quebras na dupla
fita de DNA, ou DSB (double strand break), catalisadas pela topoisomerase Spoll (Keeney e
Neale, 2006). Apds a formagdo de DSB, o local de quebra € processado de forma a gerar fitas
simples de DNA, as quais invadem o DNA fita dupla de uma croméatide homdloga (irma ou
ndo-irmd) no processo de reparo (Hunter, 2007). As recombinases Rad51 e DMC1 se ligam
ao DNA fita simples formando filamentos nucleoproteicos com a habilidade de reconhecer
sequéncias de DNA homélogas e, desta forma, catalisam o processo de invasdo no DNA
dupla fita (Pawlowski et al., 2003, Kagawa e Kurumizaka, 2010).

Estudos em diversos organismos mostraram que o0s eventos de recombinacdo meidtica
possuem uma relacdo de interdependéncia com os eventos de pareamento e sinapse (Hamant
et al., 2006). Em diversos organismos, incluinda as plantas, a formacao e o processo de reparo
de DSB séo importantes para o0 sucesso do pareamento e da sinapse de Cromossomos
homdlogos (Pawlowski et al., 2003; Page and Hawley, 2004 ;Stacey et al., 2006). Ao mesmo
tempo, a formacdo do eixo cromossdmico e a sinpase desempenham um inportante papel na
recombinacdo inter-hnomologa (Colaiacovo, 200). A formacéo de crossovers é comprometida
em mutantes sindpitcos, tanto de proteinas do elemento axial como do elemento central,
embora as etapas inicias da recombinacdo ndo sejam afetadas (Colaiacovo, 2006).Por
exemplo, a proteina do elemento axial ASY1/HOP1, além de ser essencial para a sinapse,
também coordena a atividade das recombinases favorecendo a recombinacdo entre cromatides
homdlogas ndo-irmas (Sanchez-Moran et al., 2007; Carballo et al., 2008).

Além da formacdo de quiasma, outro aspecto importante para a segregagdo reducional
é a orientacdo monopolar dos cinetdcoros irmaos na meiose | que, juntamente com a

manutengdo da coesdo na regido centromérica, permite a migracdo conjunta das crométides



irmds na anafase | (Hauf e Watanabe, 2004). O padrdo temporal de liberagdo da coesdo
também é de grande importancia para o sucesso da segregacdo na meiose | e Il. A perda das
coesinas ao longo dos bragcos cromossémicos e a sua manutencdo na regido centromérica
permitem que cromossomos homdlogos segregem na anafase |, enguanto mantém as
cromatides irmds unidas garantindo a segregacdo correta na anafase Il (Barbero, 2009). A
regido centromérica é de extrema importancia para a segregacdo meidtica, ndo apenas por ser
a regido de ligacdo dos microtubulos, mas também por definir o padrdo espacial de perda da
coesdo. A shugoshina, proteina que protege as coesinas centroméricas de serem clivadas na
meiose |, se localiza na regido centromérica dos cromossomos meidticos desde o inicio da
profase | (Hamant et al., 2005). Além disso, a0 menos em Schizosaccharomyces pombe, a
localizacdo de coesinas na regido central do centrdmero leva a orientacdo monopolar dos
cinetécoros irmdos, enquanto que coesinas na regido pericentromérica resulta na orientacdo
bipolar (Sakuno et al., 2009).

Com base na extensdo do cinetocoro, os cromossomos podem ser classificados em
dois tipos: monocéntricos, que apresentam cinetdcoro localizado, e holocinéticos ou
holocéntricos, com cinetdcoro difuso. Cromossomos holocinéticos ocorrem em diferentes
taxa incluindo nematddeos, como nos géneros Parascaris e Ceanorhabditis, diversas ordens
de insetos, como Odonata e Heteroptera, e vegetais superiores, como nas familias Cyperaceae
e Juncaceae (revisado por Mola e Papeschi, 2006). Embora a presenca de um cinetocoro
difuso ndo represente um problema para a mitose, a auséncia de um cinetécoro restrito
poderia representar um problema para a dinamica particular da coesdo meidtica, necessaria
para manter as cromatides irmas unidas a0 mesmo tempo que 0s cromossomos homélogos
segregam na anafase | (Dernburg, 2001). Em Caenorhabditis elegans o quiasma determina
subdominios proteicos cromossémicos que atuam na perda gradual da coesdo na meiose | e I,
assim como ocorre em cromossomos monoceéntricos (Schvarzstein et al., 2010).

Diferentemente de C. elegans, plantas e alguns outros organismos com cromossomos
holocinéticos apresentam caracteristicamente um numero diploide de cromaétides
individualizadas na profase |, atribuido por varios autores a perda completa da coesdo e a
segregacdo das cromatides irmds na anafase |, caracterizando uma meiose invertida
(Malheiros et al., 1947; Chandra, 1962; Nordenskidld, 1962; Pazy e Plitmann, 1987; Guerra e
Garcia, 2004; Silva et al., 2005). Neste tipo de meiose, a segregacdo das cromatides irmas se
da na anafase | enquanto os cromossomos homdlogos se separam na anafase 1l. Nesse caso,
ha pelo menos dois pré-requisitos fundamentais para que a segregacdo das cromatides irméas

ocorra na meiose |: 1) orientacdo bipolar dos cinetécoros irmaos, 0s quais se associariam



independentemente a fusos opostos da célula (orientacdo anfitélica); 2) perda completa da
coesdo entre crométides irmds antes do inicio da anafase I. Embora evidéncias mais concretas
da ocorréncia de meiose invertida j& tenham sido descritas para espécies de insetos (Bongiorni
et al., 2004), no grupo das plantas com cromossdémos holocinéticos ainda faltam evidéncias
que distingam a segregacdo das cromatides irmas da segregacdo dos cromossomos homélogos
associada a perda precoce da coesdo como as possiveis causas das cromatides
individualizadas na profase Il.

Neste trabalho, foi analizado o comportamento meidtico de duas espécies de
Cyperaceae com cromossomos holocinéticos, Rhynchospora pubera (2n = 10) e R. tenuis (2n
= 4), com énfase na associacdo dos cromossomos com 0s microtibulos. Desta forma,
objetivou-se avaliar a ocorréncia de meiose invertida em plantas com cromossomos
holocinéticos. A analise das duas espécies € complementar uma vez que R. pubera apresenta a
meiose quiasmatica comumente encontrada em plantas com cromossomos holocinéticos,
enquanto R. tenuis apresenta uma condicdo excepcional por ser aquiasméatica. Em ambos 0s
casos foram encontradas fortes evidéncias para a ocorréncia de meiose invertida. A razdo da
auséncia de quiasmas na meiose de R. tenuis foi adicionalmente investigado através da
imunolocalizacdo de proteinas envolvidas nos processos de recombinacdo (Rad51) e sinapse
(ASY1).

Material e Métodos

Material

Plantas de R. tenuis e R. pubera foram mantidas em vasos no Jardim Experimental do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco. Os exemplares de R.
tenuis foram coletados na localidade de Porto de Galinhas (Ipojuca) e os de R. pubera na
Mata de Dois Irmdos (Recife), ambas no estado de Pernambuco, Brasil. Exsicatas desses

materiais encontram-se depositadas no herbario UFP desta universidade.

Preparacdo das laminas para DAPI, CMA/DAPI e FISH
Anteras foram fixadas em uma solugdo de etanol/&cido acético (3:1, v/v) por 2-24 h e
armazenadas a— 20 °C. Para a preparagdo das laminas, todo o material foi lavado em agua

destilada e digerido em uma solucgéo de celulase 4%, pectoliase 4% e citohelicase 4% a 37 °C



por 4 h. As anteras foram esmagadas em uma gota de acido acético 60%. As laminulas foram
removidas apds congelamento em nitrogénio liquido e as laminas, ap6s secarem, armazenadas
a—20°C.

Coloracao DAPI e bandeamento CMA/DAPI

As laminas de meiose foram coradas diretamente com 4°,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), 1 pg/ml, por 30 min e montadas em gliceroHearicllvaine (1:1, v/v). Em
algumas laminas foi feita a coloragdo com cromomicina A3 (CMA) seguido de DAPI, como
descrito por Vanzela e Guerra (2000). Nesse caso, as laminas foram envelhecidas por trés
dias, coradas com CMA (0,5 pug/ml) por 1 h e com DAPI (1 pg/ml) por 30 min e montadas em
glicerol/tampao Mcllvaine (1:1, v/v).

Hibridizacéo in situ (FISH)

Apos serem analisadas com DAPI, as l[aminas destinadas a FISH foram descoradas em
uma solugdo de etanol absoluto/acido acético (3:1, v/v) por 30 min e em seguida em etanol
absoluto por 2 h, podendo ser armazenadas a-20 °C. A FISH foi realizada segundo Pedrosa
et al. (2002) com algumas modificacbes. As modificagcbes consistiram no tratamento das
ldminas com pepsina (0,1 mg/ml) e desnaturacdo das ld&minas por 10 min a 85 °C em solugéo
de 70% formamida. Além disto, as laminas juntamente com o mix de hibridizagdo foram
novamente desnaturadas por 10 min a 90 °C. Apds os banhos de estringéncia, as laminas
foram contracoradas e montadas em DAPI/Vectashield H-1000 (2 pg/ml). Os sitios de DNAr
5S foram localizados usando como sonda o clone Rhy2 de R. tenuis (dos Santos et al., no
prelo). O fragmento do DNAr 5S foi isolado através da técnica de mini-prep utilizando o
Qiagen Mini Plasmid Kit (QIAGEN) e marcado com Cy3-dUTP (GE Healthcare) por nick

translation (Invitrogen).

Imunocoloracao

A imunocoloracdo para ASY1 foi realizada segundo Manzanero et al. (2000) com
algumas modificacBes. As anteras foram fixadas em paraformaldeido 4% em tamp&do PBS
(1,3 M NaCl, 70 mM Na;HPO,4, 30 mM NaH,PO,) por 40 min a temperatura ambiente,
lavadas em PBS e esmagadas em uma gota do mesmo tampao. Apds a retirada das laminulas,
as laminas foram coradas com DAPI/PBS (2 ug/ml) e selecionadas. As Eminas foram lavadas
e bloqueadas com 3% BSA em PBS por 10 min a temperatura ambiente. Foram usados
anticorpos de coelho contra ASY1 de Arabidopsis thaliana (Armstrong et al., 2002), cedido



por F.C.H Franklin, diluido 1:250 em bloqueador, e anticorpo de cabra contra IgG de coelho
conjugado com FITC (Sigma, #F9887) diluido 1:300. As ldminas foram contracoradas e
montadas em DAPI/Vectashield H-1000 (2pg/ml).

A imunocoloracdo para Rad51 foi realizada segundo Chelysheva et al. (2010),
utilizando o anticorpo monoclonal de camundongo contra Rad51 (NeoMarkers, #MS-988-P0)
diluido 1:75 e anticorpo secundario de cabra contra IgG de comundongo conjugado com
Alexa 568 (Molecular Probes, #A11031) diluido 1:300.

A localizagdo da tubulina foi realizada de acordo com Peirson et al. (1997) com
algumas modificacdes. Anteras foram pré-tratadas com 0,1 mM MBS (hidroxisuccinimida
éster do acido maleimido benzoico) por 15 min a temperatura ambiente e fixadas com
paraformaldeido 4% diluido em tampdo MTSB (50 mM PIPES, 5 mM MgSO4, 5 mM EGTA,
0,1% Triton X-100, pH 6,9) por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas em
MTSB e esmagadas em uma gota do mesmo tampé&o sobre lamina coberta com uma camada
de gelatina. As laminulas foram removidas por congelamento em nitrogénio liquido, as
laminas foram coradas com DAPI/MTSBug2nl) ¢ seclecionadas ao micropio de
fluorescéncia. As melhores laminas foram lavadas em tampdo e digeridas corff 1,4% -
glucuronidase por 30 min a temperatura ambiente. Ap6s uma nova lavagem, as laminas foram
blogueadas em 3% BSA diluido em MTSB por 1 h a temperatura ambiente seguido da
incubacdo com anticorpo priméario. Para deteccdo de tubulina, foi usado anticorpo de
camundongo contra B-tubulina (Sigma, #T9026) diluido 1:40 em bloqueador e anticorpo de
coelho contra IgG de camundongo conjugado com TRITC (DAKO) diluido 1:25 ou com
anticorpo cabra contra 1gG de comundongo conjugado com Alexa 568 (Molecular Probes,
#A11031) diluido 1:300. As laminas foram contracoradas e montadas em DAPI/Vectashield
H-1000 (2 pg/ml).

Microscopia

Imagens do ciclo meiotico com DAPI e CMA/DAPI e imunocoloragdo de ASY1
foram capturadas com o microscopio de fluorescéncia Leica DMRB equipado com camera
digital Cohu e com o programa Leica Q-FISH. As fotos de FISH e imunocolora¢do de Rad51
foram feitas com microscopio de desconvolucdo Carl Zeiss Axioplan 2 equipado com camera
Photometrics Quantix e com o programa MetaMorph 7.1.4.0 (Molecular Dynamics). As
imagens de imunocoloragdo de microtubulos foram feitas no microscopio confocal Carl Zeiss

LSM 510 Meta com o programa LSM 510. A desconvolucdo foi realizada com o programa



Auto Deblur 9.2.1 (AutoQuant Imaging) e sobrepostas com o programa HeliconFocus 5.0. As

imagens foram posteriormente editadas no Adobe Photoshop CS4.

Resultados

Meiose quiasmatica de Rhynchospora pubera

A meiose em R. pubera foi quiasmatica e regular, como descrito previamente (Guerra
et al., 2010). No inicio da profase | ocorreu o pareamento entre cromossomos homdlogos e na
diacinese foram observados cinco bivalentes com um ou dois quiasmas terminais ou
subterminais. Na metafase I, 0s cromossomos com apenas um quiasma assumiram
tipicamente a forma de alter (fig. 1a), sendo cada metade geralmente referida como “meio-
bivalente” (ver, por exemplo, Pazy e Plitmann, 1987). Na anafase | os cromossomos pareciam
puxados por uma estreita regido, adquirindo a forma de gota (fig. 1b), e nunca na forma
arqueada como reportado por Malheiros et al. (1947) para Luzula purpurea. Em anéafase | e
préfase 11 foi observado um numero diploide de crométides individualizadas (fig. 1b,c). Em
diversas células em profase Il, foram observados fios de cromatina ligando pares de
cromatides (fig. 1c). Tais conexdes de cromatina podem desempenhar um papel na
reassociacdo de crométides, levando a formacéo de pares de crométides na metafase Il (fig.
1d) e a segregagdo de um conjunto haploide de crométides para cada pdlo da anafase 11 (fig.
le).

A imunodeteccdo de tubulina em metafase I revelou que os microtubulos se ligam na
regido intersticial dos cromossomos, em uma area reduzida se comparada aos cromossomos
metafasicos mitoticos, formando geralmente um feixe denso na regido central de cada meio
bivalente (fig. 2a, b). Além disso, foi observado que os bivalentes em bastdo se orientaram
com o maior eixo perpendicular ao fuso e que cada meio-bivalente estava associado a
microtdbulos de polos opostos (fig. 2a-a”). Como cada meio-bivalente é aparentemente
composto por duas cromatides-irmas, as cromatides irmds teriam, na metafase I, uma
orientacdo bipolar ou anfitélica. Na metafase 1l, cada cromatide estava associada a
microtdbulos vindo de um dos pdlos da célula e a &rea de ligagdo dos microtubulos também

foi reduzida em relagdo aos cromossomos mitoticos (fig. 2c, d).



Meiose aquiasmética de Rhynchospora tenuis

Durante as fases iniciais da profase | de R. tenuis, ocorreu uma associagdo ponta-a-
ponta entre 0s homdlogos do par cromossdmico que contém a regido organizadora do
nucléolo (evidenciada como banda CMA®), enquanto que o alinhamento lateral dos
cromosomos ndo foi observado, indicando a ndo ocorréncia de sinapse (fig. 3a). Para
confirmar a auséncia de sinapse entre os homologos, foi analisada a associagao entre 0s sitios
de DNAr 5S durante os estagios iniciais da profase I. Dados de mitose indicam que o Unico
sitio de DNAr 5S esta localizado na regido intersticial do par oposto ao que contém o DNAr
45S (dos Santos et al., no prelo). Cerca de 80% das células em zigoteno-paquiteno,
apresentaram sinais de DNAr 5S claramente separados, sugerindo a auséncia de pareamento e
sinapse nesse cromossomo (fig. 3b).

Ao final da profase | foram observados quatro univalentes (fig. 3c,d) e na metéafase I,
0s quatro univalentes se reuniram na placa equatorial formando uma figura em forma de cruz
(fig. 3e). Na anéfase I, a figura em forma de cruz se dividiu longitudinalmente em duas placas
anafésicas, indicando a segregacdo de cromatides-irmés (fig. 3f). Na profase 11 foi observada
apenas um leve descondensacdo, mantendo, no entanto, a mesma organizagdo em cruz da
metafase | até metéafase 11 (fig. 3g). Na anafase Il ocorreu a segregacdo de duas crométides
para cada pdlo (fig. 3h).

A imunodeteccdo de microtdbulos em metafase | revelou que cada univalente em
metéafase | estava associado a microtibulos vindos de polos opostos da célula (fig. 4a, b), ou
seja, as cromatides-irmas possuiam uma orientacdo bipolar e segregavam na meiose I. Na
meiose I, tanto em metafase como em anafase (fig. 4c), cada cromatide estava associada a
microtUbulos originados de apenas um dos polos da célula. Assim como observado em R.
pubera, a regido de ligagdo dos microtubulos na meiose | e Il de R. tenuis apresentou-se
reduzida em relacdo ao observado nos cromossomos mit6ticos metafasicos (Guerra et al,
2006).

Para entender melhor a meiose aquiasmatica de R. tenuis foi feita a imunolocalizacéo
em R. tenuis e R. pubera de uma proteina relacionada ao processamento de DSB, a
recombinase Rad51, e de uma proteina importante do elemento lateral do complexo
sinaptonémico, a ASY1. Em ambas as espécies, foram observados numerosos sinais de Rad51
em leptoteno (fig. 5a,c), mas, com o avanco da profase, em zigoteno e paquiteno o nimero de
sinais foi mais reduzido (fig. 5b,d). Por outro lado a imunodetecgédo de ASY1 revelou em
ambas as espécies um padrdo filamentoso colocalizando com os cromossomos em profase |

(fig. 6a,b). Uma diferenca observada entre o elemento lateral das duas espécies foi quanto a



nitidez dos filamentos de ASY1. Em R. pubera, ASY1 formou filamentos bem nitidos ao
longo do eixo dos cromossomos (destaque na fig. 6b’), enquanto que em R. tenuis 0s
filamentos apresentaram uma marcagdo mais difusa, observando-se vagamente alguns fios

(destaque na fig. 6a’), o que indica algum defeito na formac&o do complexo sinaptonémico.

Discussao

A ocorréncia de um numero diploide de crométides individualizadas na préfase Il tem
sido a principal indicagdo citogenética da meiose invertida em diversas espécies (Malheiros et
al., 1947; Silva et al., 2005; Bongiorni et al., 2004). Essa alteragdo do curso normal da meiose
pode ser atribuida tanto a segregacdo de cromatides-irmds quanto a segregacdo de
cromossomos homologos acompanhada da perda precoce de coesdo entre cromatides-irmas.
Na meiose de univalentes holocinéticos a ocorréncia de crométides-individualizadas na
préfase 11 é decorrente da separagdo de crométides-irmas, como observado aqui em R. tenuis.
Um comportamento meidtico semelhante foi observado no cromossomo B de Cuscuta
babylonica (Pazy, 1997), em cromossomos sexuais de heteréptera (Viera et al., 2009) e em
outros univalentes, como em Acanonicus hahni (Papeschi e Mola, 1990). Esta parece ser uma
peculiaridade de cromossomos holocinéticos, uma vez que univalentes monocéntricos
(especialmente cromossomos sexuais) mantém a orientacdo sintélica dos cinetdcoros irmaos e
segregam reducionalmente na anafase | (Rebollo et al., 1998). No caso de bivalentes
holocinéticos, so é possivel obter evidéncias que distingam entre as duas possiveis causas da
ocorréncia de cromatides individualizadas na profase Il quando existe heteromorfismo para
um par cromossémico. Por exemplo, no coccideo Planococcus citri (Homoptera), a analise de
um individuo com heteromorfismo cromossémico mostrou que a ocorréncia de cromatides
individualizadas na profase Il seria o resultado de uma segregacdo equacional (Bongiorni et
al., 2004). Embora ndo haja cromossomos heteromérficos em R. pubera, a anélise da ligacdo
dos microtdbulos nos cromossomos em metafase | mostrou que 0s cinetdcoros irmaos
ligavam-se ao fuso de maneira anfitélica, cuja consequéncia logica seria a segregacdo de
cromatides irmas na anafase I, corroborando, desta forma, a hipdtese da ocorréncia de meiose
invertida nesta espécies. Adicionalmente, foi observado que a ligacdo dos microtibulos se
deu na regido intersticial de cada cromatide na metéfase | de R. pubera, diferindo do descrito



para C. elegans, no qual a ligagdo dos microtibulos nos cromossomos em metéfase | ocorre
na regido distal ao quiasma (Wiganll e Villeneuve, 2009)

A auséncia de sinapse e quiasmas na meiose de R. tenuis torna esta espécie bastante
peculiar entre as plantas com cromossomos holocinéticos. Apesar da ocorréncia de
univalentes na profase | inicial, o processo inicial da formacdo de quebras na dupla fita de
DNA (DSB), necessério para o estabelecimento dos quiasmas esté presente na préfase | de R.
tenuis, evidenciado pelos sinais de Rad51. No entanto a presenca de Rad51 nédo significa
necessariamente que ocorra a formagéo de quiasmas, uma vez que a Rad51 catalisa o reparo
de DSB envolvendo tanto cromatides-homdlogas como cromatides-irmés (Carballo et al.,
2008). Além disso, Rad51 estd envolvida tanto na recombinagdo meidtica quanto na
recombinaco mitética (Kagawa e Kurumizaka, 2010). E possivel que em R. tenuis a presenca
de Rad51 esteja relacionada a ocorréncia de reparo exclusivamente entre cromatides-irmas,
ndo gerando quiasmas. Estudos em diversos organismos tém mostrado que a formacgdo do
eixo cromossdmico e a sinapse desempenham um importante papel na formacdo de quiasmas
ao gerar uma barreira contra a utilizacdo de crométides-irmas no reparo de DSB (Colaiacovo,
2006). Mutantes de componentes do complexo sinaptonémico de diversos organismos
apresentam uma reducdo no nimero de quiasmas, espcialmente acentuada em mutantes para a
proteina do elemento axial HOP1/ASY1 (Sym e Roeder, 1994; Sanchez-Moran et al., 2007;
Osman et al., 2006; Zetka et al., 1999). Além disso, Carballo et al (2008) demonstraram que a
preferéncia de recombina¢do com o cromossomo homologo é imposta pela fosforilagdo da
proteina homologa a ASY1 em S. pombe. Somado ao fendtipo assinaptico, evidenciado pela
localizacdo das RONSs o dos sitios de DNAr 5S na profase I, o elemento lateral do complexo
sinaptonémico de R. tenuis parece se formar de maneira anormal, com base na morfologia
pouco precisa dos filamentos de ASY1. Diferentemente de R. pubera, na qual os elementos
axiais sdo bem definidos e os quiasmas ocorrem regularmente. Desta forma, é possivel
especular que a auséncia de sinapse na meiose de R. tenuis estaria interferindo no precesso de
reparo de DSB, favorecendo o reparo envolvendo a crométide-irma e gerando, assim, uma
fendtipo aquiasmatico..

A analise comparada da meiose dessas duas espécies de Rhynchospora suporta
fortemente a hipOtese da ocorréncia de meiose invertida em plantas com cromossomos
holocinéticos, tanto na presenca como na auséncia de quiasma. A presenca de um cinetcoro
localizado parece desempenhar um papel crucial no sucesso da divisdo meibtica por
determinar o padréo de segregacdo de uma meiose normal (Kitajima et al., 2004; Hamant et

al., 2006). O surgimento da meiose invertida parece ter sido uma das alternativas encontradas



no processo evolutivo para lidar com a auséncia de uma regido centromérica localizada, como

no caso de cromossomos holocinéticos.
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Legenda das figuras

Fig. 1: Algumas fases da meiose de Rhynchospora pubera. a) Metéafase I. b) Anéafase |
mostrando cromatides puxadas por uma regido estreita, adquirindo forma de gota (setas). c)
Profase Il com dez cromatides individualizadas em cada polo. Seta aponta para fio de
cromatina ligando duas cromatides. d) Metafase Il. e¢) Anafase Il tardia. Barra em f

corresponde a 5pm.

Fig. 2: Ligacdo dos microtibolos em cromossomos de Rhynchospora pubera. a — a”)
Metéfase | de R. pubera em vista polar com um bivalente em destaque, mostrando plano focal
superior (a), médio (a’) e inferior (a”). b) Metafase mitética, com um cromossomo destacado
no canto superior direito. ¢ — ¢’) Metéfase Il mostrando plano superior (b) e plano inferior
(b”). Os esquemas em d e d’ correspondem a met’afase superior de ¢ e c¢’, respectivamente.

d”) Sobreposi¢édo dos esquemas de d e d’. Barra em d” corresponde a Spm.

Fig. 3: Meiose de Rhynchospora tenuis. a) Zigéteno mostrando a associagdo ponta-a-ponta
dos cromossomos com a RON (CMA®, em amarelo). b) Zigoteno mostrando os sitios de
DNAr 5S (em vermelho) dissociados. ¢) Diploteno com quatro univalentes. d) Diacinese com
bandas CMA® (setas, em amarelo) no menor par cromossdmico. €) Metafase | com
univalentes organizados em cruz. f) Anéfase | inicial em vista lateral. g) Metéfase Il com
cromatides organizadas em cruz. h) Anéfase Il inicial. Barra em h corresponde a 5pum.

Fig. 4: Ligacdo dos microtibolos em cromossomos de Rhynchospora tenuis. a — a””) Metéfase
I em vista lateral com microtibulos em ambos os lados de cada univalente. Apenas trés dos
quatro univalentes sdo vistos. b) esquema da sobreposi¢cdo em a”. ¢ - ¢”’) Anafase Il inicial.
Seta aponta para uma cromatide ligada a microtibulos de um Unico pdélo. Barra em c¢”

corresponde a 5pm.

Fig. 5: Localizacdo de RAD51 na profase | de Rhynchospora tenuis (a, b) e R. pubera (c, d).
a e ¢) Leptdteno de R. tenuis (a—a”) e R. pubera (c — ¢””) com numerosos sinais de RAD51. b
e d) Zigoteno de R. tenuis (b — b’) e R. pubera (d — d””) com um niimero reduzido de sinais
de RAD51. Barra em d” corresponde a S5pum.



Fig. 6: Localizacdo de ASY1 no leptéteno de Rhynchospora tenuis (a — a”) e R. pubera (b —
b’). Destaque no canto superior esquerdo de a’ e b’ representam a ampliacdo da éarea
selecionada. Note a diferenca de nitidez entre os filamento de ASY1 de R. tenuis e R. pubera.

Barraema” e b” correspondem a 5um.
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5. Conclusoes



e Na meiose quiasmaética de R. pubera, as cromatides irméas apresentam ligagdo anfitélica com
o fuso na metéfase I, indicando a ocorréncia de segregacdo equacional na anafase | e,

consequentemente de meiose invertida.

e Na meiose aquiasmatica de R. tenuis, as cromatides irmas se ligam de forma anfitélica com o
fuso na metéafase | e segregam equacionalmente, comprovando a ocorréncia de meiose

invertida.

e Embora ndo ocorram quiasmas na meiose de R. tenuis, a formacéo de quebras na dupla fita

de DNA foi evidenciada pelos sinais da recombinase RAD51.

e No zig6teno-paquiteno de R. tenuis, os sitios de DNAr 5S encontraram-se separadados e 0s
cromossomos homdlogos portadores da RON estavam associados ponta-a-ponta,
possivelmente como consequéncia da auséncia de sinapse. Além disso, o elemento axial de R.
tenuis apresenta formacdo anormal com filamentos pouco nitidos de ASY1. Portanto, a
auséncia de quiasmas na meiose de R. tenuis pode ser consequéncia de uma falha na formacéo

do complexo sinaptonémico, uma vez que recombinacgdo e sinapse sdo eventos relacionados.
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Agreement between text citations and the reference list should be checked carefully, and the
latter checked for accuracy. If many errors are found, the manuscript will be returned for
corrections which may cause considerable publication delay.

Gene Symbols

Human gene symbols: Only official gene symbols of the HUGO Gene Nomenclature
Committee (HGNC) are accepted. Authors must obtain or verify the official gene symbol of
the gene(s) mapped and indicate that they have done so in the manuscript submitted. This can
be accomplished for human genes by contacting

HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC)

European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI)

Wellcome Trust Genome Campus

Hinxton, Cambridgeshire

CB10 1SA, UK

Fax +44 (0)1223 494 468

E-Mail hgnc@genenames.org

Website: www.genenames.org

Guidelines set forth by the HUGO Gene Nomenclature Committee are available at
http://www.genenames.org/guidelines.html.

New symbols and names for genes can be requested electronically through the online gene
symbol request form at

http://www.genenames.org/cgi-bin/hgnc_request.pl.

Animal gene symbols: Authors submitting material on mouse and rat genetics should obtain
correct genetic nomenclature before publication. Contact

Dr. Lois Maltais

MGD Nomenclature Coordinator

The Jackson Laboratory

600 Main Street

Bar Harbour ME 04609 (USA)

Tel. +1 (207) 288 6429

Fax +1 (207) 288 6132

E-mail nomen@informatics.jax.org

MGD home page: www.informatics.jax.org

Guidelines set forth by the International Committee on Standardized Genetic Nomenclature
for Mice are available at

www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/table.shtml

New symbols and names for genes can be requested electronically through the online symbol
registry form at

www.informatics.jax.org/mgihome/nomen
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Gene mapping data for the mouse should also be submitted to the Mouse Genome Database
(MGD) following the guidelines at
www.informatics.jax.org/mgihome/submissions/submit.shtml.

The assigned MDG accession numbers should be included in the manuscript for publication.
Assistance with submissions can be obtained by by sending an e-mail to
submissions@informatics.jax.org.

Guidelines for the Use of Cell Lines in Cancer Research

Guidelines published by the United Kingdom Coordinating Committee on Cancer Research
may be downloaded from the NCRN website:

http://www.ncrn.org.uk/csg/publications.htm.
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Requirements for Gene Mapping Reports

1. The gene must not have been previously mapped by any technique.

Authors should check the above listed databases to determine if this is true. This means that
mapping confirmations will not be accepted. Relocations of genes incorrectly mapped within
a major chromosome band, i.e., to a different subband, will not be accepted. However, genes
that are relocated a significant distance from the one to which it had been assigned, or to
another chromosome, will be accepted. The evidence for the new assignment must be
obtained with two different methods.

2. Well-described flanking markers must be given for all mapping assignments.

The relative location of the flanking markers can be established by standard radiation hybrid
or mouse backcross panels. For mapping by fluorescence in situ hybridization (FISH), the
markers must be within 5 cM or 5 Mb of the gene or genes that have been mapped.

3. The results from DNA sequence database searches must be given for the mapped
gene(s).

The entire sequences should not be given, just the size, degree of the matches and their
significance. If several sequences are involved, this should be presented in a concise table
listing the standardized gene names as established by the HUGO Gene Nomenclature
Committee (see above) and accession numbers of the matching sequences. The human
chromosome reference sequences nucleotide position of mapped genes should also be given
as they become available.

The following categories must be collected into a single publication if submitted from
one group of investigators:

(a) All cDNAs representing a single multigene family (b) Genes located within a single
chromosome band (c) A series of orthologous genes when the results of comparative mapping
studies in the mouse (or some other species) and human genes are reported.

Authors of both accepted and not accepted papers are encouraged to submit their data
to mapping databases.

The mirror sites of the Genome Database (www.gdb.org) are prepared to accept the data if
presented in the short report format.
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