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 Resumo 
 

De acordo com a extensão do cinetócoro, os cromossomos podem ser divididos em 

monocêntricos, com cinetócoro localizado, e holocinéticos, com cinetócoro difuso. Diversos 

organismos com cromossomos holocinéticos, incluindo todas as plantas com este tipo 

cromossômico, apresentam uma meiose bastante peculiar, na qual são observadas 2n 

cromátides individualizadas na prófase II. Este tipo de meiose é denominado meiose invertida 

ou pós-reducional, baseado na hipótese de que a segregação das cromátides irmãs na anáfase I 

seria a causa das cromátides individualizadas na prófase II. Neste trabalho, foi analisado o 

curso meiótico de duas espécies de Cyperaceae, Rhynchospora pubera (2n = 10) e R. tenuis 

(2n = 4), que apresentam meiose quiasmática e aquiasmática, respectivamente. Foram 

encontrados fortes indícios de meiose invertida nas duas espécies, uma vez que os cinetócoros 

das cromátides irmãs apresentaram ligação anfitélica com o fuso na metáfase I tanto nos 

univalentes de R. tenuis como nos bivalentes de R. pubera. A ligação anfitélica dos 

cinetócoros irmãos é um pré-requisito para a segregação das cromátides irmãs na anáfase I. 

Adicionalmente, foram investigados neste trabalho dois aspectos da prófase I que poderiam 

interferir na formação de quiasmas na meiose de R. tenuis. Neste caso, foi avaliada a presença 

de Rad51, uma enzima que atua no reparo de quebras na dupla fita de DNA, necessária para a 

formação do quiasma, e de ASY1, uma das proteínas que compõe o elemento axial dos 

cromossomos meióticos e é necessária para a sinapse. A formação de quebras na dupla fita de 

DNA na prófase I parece ocorrer normalmente, com base na distribuição dos sinais da 

recombinase Rad51. No entanto, a imunolocalização da ASY1 revelou a formação de 

filamentos anormais, com aspecto borrado, em R. tenuis, contrastando com os filamentos 

nítidos observados em R. pubera. A análise da distribuição dos sítios de DNAr 5S e das 

bandas CMA+

 

 confirmou que a meiose de R. tenuis é assináptica. Baseado nos defeitos 

sinápticos observados em R. tenuis, é possível que a ausência de quiasmas deva-se a uma 

falha na formação do complexo sinaptonêmico, uma vez que as etapadas inicias de 

recombinação estão presentes na espécie. 

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

Based on the extension of the kinetochore, 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 II. This meiosis type is named inverted meiosis or post-reductional meiosis based on 

the hypothesis that sister chromatids segregation in anaphase I maybe the cause of 

individualized chromatids in prophase II. 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 I. Additionally, two aspects 

of prophase I 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. Apresentação 



 

 

Organismos com reprodução sexuada devem reduzir o número cromossômico à 

metade para formar gametas haploides. A redução do nível de ploidia ocorre na divisão 

meiótica, que consiste de duas divisões celulares consecutivas após uma única fase de 

replicação de DNA. Outra característica exclusiva à meiose e essencial para a redução do 

número cromossômico é a segregação dos cromossomos homólogos (divisão reducional) na 

anáfase I ao mesmo tempo em que as cromátides irmãs permanecem unidas. Na meiose II 

ocorre, então, a segregação das cromátides irmãs, assim como em uma mitose (divisão 

equacional) (Sakuno e Watanabe, 2009). Eventos que ocorrem na prófase I meiótica, como 

pareamento, sinapse e recombinação, são de extrema importância para o sucesso da redução 

do nível de ploidia (Hamant et al., 2006). Além disso, na meiose I os cinetócoros irmãos 

comportam-se como uma unidade, ligando-se a microtúbulos do mesmo pólo, o que é 

necessário para a segregação reducional na anáfase I (Hauf e Watanabe, 2004).  

Embora os eventos meióticos sejam bastante conservados, excessões têm sido 

encontradas especialmente em organismos que apresentam cromossomos holocinéticos. 

Cromossomos holocinéticos são caracterizados pela ausência de um cinetócoro localizado e 

são encontrados em espécies de plantas, especialmente nas famílias Cyperaceae e Juncaceae, 

em ordens de insetos, como os Homoptera e Heteroptera, e em nemátodas (Mola e Papeschi, 

2006). Algumas espécies de plantas e diversas ordens de insetos com cromossomos 

holocinéticos apresentam uma meiose bastante peculiar com um número diploide de 

cromátides individualizadas na anáfase I e prófase II (Mola e Papeschi, 2006; Guerra et al., 

2010). Essa observação tem sido atribuída à segregação das cromátides irmãs na anáfase I, 

resultando na migração conjunta de cromátides homólogas não-irmãs, sem uma ligação física 

que as conecte, uma vez que o quiasma é desfeito antes da anáfase I. Esse tipo de meiose 

recebe o nome de meiose pós-reducional ou meiose invertida. No entanto, até o momento, 

faltam evidências claras em plantas que comprovem a segregação de cromátides irmãs na 

anáfase I. Embora haja dúvidas sobre a ocorrência de meiose invertida em bivalentes, as 

análises da meiose de univalentes holocinéticos têm deixado claro que as cromátides irmãs 

segregam na anáfase I, o que não é observado em univalentes monocêntricos (Viera et al., 

2009). Pelo contrário, a ocorrência de univalentes em organismos monocêntricos resulta, em 

geral, em erros de segregação cromossômica, como observado em mutantes de Arabidopsis 

thaliana (Stacey et al., 2006) e em linhagens monossômicas de milho (Friebe et al., 2005). 

Este trabalho teve como objetivo analizar a ocorrência de meiose invertida em duas 

espécies de Cypearaceae, Rhynchospora pubera (n = 5) e R. tenuis (n = 2), que apresentam 

meiose quiasmática e aquiasmática, respectivamente. Adicionalmente, foi investigada a 



 

 

origem da ausência de quiasmas em R. tenuis através da imunolocalização de proteínas 

meióticas envolvidas nos processos de recombinação e sinapse. 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. Revisão da Literatura 



 

 

 2.1. Meiose 
 

A meiose é um tipo especial de divisão celular que ocorre nas células germinativas de 

organismos eucariotos e é essencial para a formação de gametas haplóides. A meiose é 

caracterizada por possuir apenas uma fase S de replicação seguida de duas divisões 

consecutivas (meiose I e II), tendo como resultado a formação de células filhas haploides. 

Para alcançar este resultado, em uma meiose típica, os cromossomos homólogos segregam na 

anáfase I (divisão reducional) e as cromátides irmãs na anáfase II (divisão equacional). Além 

da redução do nível de ploidia, a meiose também possui um papel no aumento da 

variabilidade genética ao reorganizar o material genético dos parentais através da 

recombinação. Por ter um papel crítico no sucesso da reprodução sexuada, a meiose é bastante 

conservada ao longo da evolução e as etapas mais cruciais da meiose podem ser encontradas 

desde os eucariotos basais aos superiores. A caracterização citogenética da meiose, inclusive 

de variações meióticas encontradas na natureza, como meiose assináptica e aquiasmática, 

possui um vasto registro na literatura (John e Lewis, 1965; White, 1973). Por outro lado, 

apenas nas duas últimas décadas, os aspectos moleculares da meiose têm sido alvo de 

investigação extensa (Hamant et al., 2006; Schvarzstein et al., 2010). Não obstante o curto 

intervalo de tempo, os avanços são significativos para a compreensão dos mecanismos 

moleculares por trás das etapas meióticas cruciais de sinapse, recombinação e segregação. 

 

 2.1.1. Caracterização citogenética e molecular da meiose 
 

Assim como a mitose, ambas as divisões meióticas são divididas em prófase, 

metáfase, anáfase e telófase. A prófase da meiose I é uma fase caracteristicamente longa, 

subdividida em leptóteno, zigóteno, paquíteno, diplóteno e diacinese, e é durante a prófase I 

que ocorrem a sinapse e a recombinação entre cromossomos homólogos, formando os 

bivalentes (Zickler e Kleckner, 1998; 1999). Na metáfase I, ocorre a congregação dos 

bivalentes na placa metafásica, mediada pela ligação dos microtúbulos com os cinetócoros, 

sendo que cinetócoros irmãos apresentam orientação sintélica (Hauf e Watanabe, 2004). 

Consequentemente, na anáfase I ocorre a segregação dos cromossomos homólogos. A meiose 

II se assemelha a uma divisão mitótica, com a diferença de que na anáfase II há a segregação 

de um número haploide de cromátides para cada pólo.  



 

 

A recombinação inter-homóloga consiste da troca de sequências entre cromátides 

homólogas não irmãs, levando a uma reorganização de sequências maternas e paternas e 

aumentando desta forma a diversidade genética. O outro papel essencial da recombinação é 

estabelecer, juntamente com a coesão entre cromátides irmãs, uma ligação física entre 

cromossomos homólogos necessária para garantir a correta segregação reducional na meiose I 

(Petronczki et al., 2003). Tal conexão é observada citologicamente a partir do diplóteno e é 

denominada quiasma. Sinapse é o processo pelo qual os eixos proteicos dos cromossomos 

homólogos são unidos fisicamente ao longo do comprimento cromossômico por proteínas do 

elemento central (EC), formando assim o complexo sinaptonêmico (CS). O complexo 

sinaptonêmico mantém os cromossomos homólogos juntos, auxiliando no progresso da 

recombinação de forma a gerar crossovers (Hunter, 2007). Desta forma, a sinapse possui um 

papel indireto na segregação de cromossomos homólogos. A segregação de cromossomos 

homólogos na anáfase I é uma característica exclusiva da meiose e o seu sucesso depende de 

eventos que ocorrem durante a prófase I, como o estabelecimento da coesão, a formação de 

crossover e a organização dos cinetócoros irmãos de forma que eles atuem como uma unidade 

(Petronczki et al., 2003). 

 

 2.1.1.1 Recombinação meiótica 
 

A recombinação meiótica é iniciada pela formação de quebras programadas na fita dupla 

de DNA (DSB, double strand break). Essas quebras são formadas de maneira programada 

pela SPO11, uma proteína da família das topoisomerases com função altamente conservada 

entre eucariotos (Keeney et al., 1997). SPO11 atua na forma de um dímero, com cada unidade 

se ligando covalentemente a uma das fitas de DNA para formar a quebra dupla (Keeney e 

Neale, 2006). Após a formação de DSB, os locais de quebra sofrem a ação de enzimas do 

complexo Mre11-Rad50-Xrs2 (MRX), gerando fitas simples de DNA (Hunter, 2007). 

Recombinases se associam às fitas simples, formando filamentos nucleoproteicos e desta 

forma catalisam a busca por sequências homólogas e a invasão da fita simples no DNA dupla 

fita que apresente homologia, gerando, assim, estruturas intermediárias como, por exemplo, as 

junções duplas de Holliday (Fig. 1) (Shinohara e Shinohara, 2004). Caracteristicamente, o 

reparo de DSB na meiose envolve o cromossomo homólogo, ainda assim a maior parte de 

DSBs são reparadas por eventos de conversão gênica e apenas a minoria resulta em crossover 

(Schwarzacher, 2003). Há duas recombinases que atuam na meiose, Rad51 e DMC1, sendo 

que apenas a última é exclusiva da meiose e determina a tendência de reparo de DSB 



 

 

envolvendo cromátides homólogas não-irmãs. Por outro lado, Rad51 atua no reparo de DSB 

meióticas e mitóticas e comumente catalisa o reparo envolvendo a cromátide irmã (Kagawa e 

Kurumizaka, 2010). A análise de mutantes para Rad51 e DMC1 em Arabidopsis thaliana 

revelou que Rad51 é extremamente necessária para o reparo de DSB na meiose de forma que 

na sua ausência são observadas quebras cromossômicas (Li et al., 2004), enquanto que a 

segunda é necessária apenas para a recombinação entre cromossomos homólogos ao invés de 

cromátides irmãs, além de ser dependente da Rad51 (Vignard et al., 2007).  

Os locais de reparo de DSB são visualizados ao microscópio eletrônico como nódulos de 

recombinação (NR), os quais ocorrem em maior número no zigóteno, quando são chamados 

de NR inicias, e em menor número no paquíteno, formando os NR tardios. Os NR tardios 

representam os locais em que o reparo de DSB resultou na formação de crossover e, 

consequentemente, correspondem aos quiasmas observados entre diplóteno e metáfase I 

(Pawlowski e Cande, 2005). Rad51 e DMC1 colocalizam com os NR e são visualizadas como 

numerosos sinais entre leptóteno e zigóteno, enquanto que este número reduz 

substancialmente no paquíteno (Pawlowski e Cande, 2005; Vignard et al., 2007). Outras 

proteínas envolvidas em etapas mais avançadas da recombinação entre cromossomos 

homólogos co-localizam apenas com os NR tardios, como é o caso de Msh4 e Mlh1, as quais 

estão envolvidas na estabilização e resolução das estruturas intermediárias no processo de 

troca de fitas de DNA (Hunter, 2007). Mlh1 em especial colocaliza com os quiasmas 

inclusive em diplóteno e diacinese, quando todas as outras proteínas associadas à 

recombinação não são mais detectadas (Chelysheva et al., 2010). 

 



 

 

 
Figura 1: Modelo molecular da recombinação meiótica entre cromossomos homólogos 

adaptado de Hamant et al. (2006) e Hunter (2007). 

 

 2.1.1.2. Sinapse 
 

Durante o processo de replicação de DNA, as cromátides-irmãs geradas se organizam 

formando alças de DNA que se ligam ao eixo de coesinas, o qual mantém a coesão entre as 

cromátides-irmãs (Nasmyth, 2001). Além das coesinas, o eixo proteico de cromossomos 

meióticos é formado por outras proteínas específicas da meiose como a ASY1/HOP1. 

ASY1/HOP1 passa a fazer parte do eixo cromossômico mais tardiamente do que as coesinas, 

aparecendo com aspecto filamentoso no leptóteno (Armstrong et al., 2002). A partir do 

zigóteno, proteínas do elemento central, ex. ZYP1, começam a estabelecer a ligação entre os 

eixos dos cromossomos homólogos, os quais passam a se chamar elementos laterais, dando 

início à sinapse. Os processos de sinapse e recombinação estão intimamente relacionados e 

são, de certa forma, interdependentes (Hunter, 2007). Ao menos em plantas, levedura e 

mamíferos, não apenas a recombinação, mas também a sinapse depende da formação de DSB 

(Barzel e Kupiec, 2008). A busca por sequências homólogas realizada pela recombinase 

Rad51 nos locais de DSB desempenha um importante papel tanto para a recombinação, como 



 

 

também para o pareamento homólogo e mutantes para Rad51 são assinápticos (Li et al., 

2004). Além disso, a polimerização de ZYP1 tem início em locais onde os eixos 

cromossômicos estão intimamente associados devido ao processo de recombinação (Kleckner, 

2006). Mutantes para SPO11 em plantas, além de não formarem quiasmas, não apresentam 

sinapse por não haver polimerização do elemento central (Osman et al., 2006). Vale também 

salientar que após a formação de DSB, a alça 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 fosforilação da protenína do eixo ASY1/HOP1 impõe a preferência pelo 

reparo de DSB envolvendo o cromossomo homólogo na meiose de levedura (Carballo et al., 

2008). 

Além do papel exercido pela recombinase Rad51 no pareamento de cromossomos 

homólogos, a associação polarizada dos telômeros com a membrana nuclear, conhecida como 

bouquet, parece também desempenhar um importante papel no pareamento. Ao aproximar 

todos os telômeros, os cromossomos adquirem uma coorientação, facilitando a busca pelo 

cromossomo homólogo (Bass, 2003). Mutantes em milho com defeitos na formação do 

bouquet também apresentam problemas de sinapse (Golubovskaya et al., 2002). Proteínas que 

promovem a ligação dos telômeros com a membrana nuclear, o complexo proteico SUN-

KASH, são necessárias para a formação do bouquet e apresentam movimentos ao longo da 

membrana nuclear bastante rápidos durante a prófase I (Alsheimer, 2009). Rápidos 

movimentos cromossômicos durante a prófase I já foram observados em levedura, milho, e C. 

elegans e têm implicações no pareamento de homólogos (Alsheimer, 2009; Penkner et al., 

2009; Sheehan e Pawlowski, 2009). 

No diplóteno, o complexo sinaptonêmico é desfeito pela ação da Aurora quinase Ipl1 que 

promove a dissociação da proteína do elemento central, ZYP1 (Jordan et al., 2009). Em 

Arabidosis, a proteína do elemento lateral ASY1 desaparece dos cromossomos a partir do 

diplóteno, coincidindo temporalmente com a dissociação do complexo sinaptonêmico 

(Armstrong et al., 2002). Após a dissolução do complexo sinaptonêmico, os cromossomos 

homólogos mantêm-se unidos apenas pela região do quiasma. A união dos cromossomos 

homólogos pelo quiasma é de extrema importância para estabelecer a orientação correta dos 

bivalentes e garantir a segregação reducional na anáfase I (Petronczki et al., 2003). 

 

 2.1.1.3. Segregação de cromossomos homólogos 
 



 

 

O quiasma fornece uma força contrária à força exercida pelos microtúbulos vindos de 

pólos opostos ao se ligaram nos cinetócoros, criando assim uma tensão. Essa tensão é 

monitorada pelo sistema de “ponto checagem” (checkpoint) do fuso, que permanece ativo até 

que todos os bivalentes estejam sob tensão e, consequentemente, alinhados no plano 

metafásico (Nezi e Musacchio, 2009). Quando a tensão é estabelecida em todos os bivalentes, 

o “ponto de checagem” é silenciado e o complexo promotor da anáfase (CPA) é ativado 

resultando na liberação da separase. A separase é uma enzima que catalisa a quebra da Rec8, 

subunidade de coesina específica da meiose, e desta forma abre o anel de coesina que 

mantinha as cromátides irmãs unidas. Quando a coesão nos braços cromossômicos é desfeita, 

o quiasma também o é, e, consequentemente, a conexão física entre os cromossomos 

homólogos deixa de existir, iniciando o movimento anafásico (Nasmyth, 2001). 

Caracteristicamente, na meiose a coesão é desfeita de maneira gradativa: as coesinas dos 

braços cromossômicos são clivadas antes da anáfase I, enquanto a coesão na região 

centromérica é mantida, sendo desfeita antes da anáfase II. A manutenção da coesão 

centroméria após anáfase I é de extrema importância para garantir a orientação bipolar dos 

cinetócoros irmãos e, desta forma, a correta segregação das cromátides irmãs na anáfase II. 

As coesinas na região centromérica são protegidas da ação da separase na meiose I, por uma 

proteína chamada Shugoshina (Sgo). Sgo se localiza na região pericentromérica e recruta a 

fosfatase PP2A que atua desfosforilando a Rec8 na região pericentromérica, impedindo assim 

a ação da separase nesta região (Ishiguro et al., 2010).  

Outra característica da meiose I é a orientação monopolar dos cinetócoros das cromátides 

irmãs, levando-os a se ligarem a microtúbulos vindos do mesmo pólo da célula (ligação 

sintélica). Em outras palavras, os cinetócoros irmãos na meiose I funcionam como uma 

unidade, que é estabelecida por proteínas cinetocóricas específicas que fazem uma ponte entre 

os cinetócoros irmãos internos. Em levedura, a ligação sintélica dos cinetócoros irmãos é 

garantida pela Monopolina, que atua exclusivamente na meiose (Hauf e Watanabe, 2004). Por 

outro lado, em milho, a proteína cinetocórica MIS12 promove a ligação sintélica dos 

cinetócoros irmãos com microtúbulos, mas também participa da formação do cinetócoro 

mitótico. Quando os níveis de MIS12 são reduzidos, os cinetócoros irmãos frequentemente se 

ligam a microtúbulos de pólos opostos (ligação anfitélica), gerando cromossomos 

retardatários na anáfase I (Li e Dawe, 2009). Em Schizosaccharomyces pombe, a orientação 

monopolar dos cinetócoros irmãos é promovida pela proteína Moa1, que difere da 

Monopolina e MIS12 por atuar de maneira dependente de coesina. Neste caso, a localização 

de coesinas na região centromérica interfere na geometria cinetocórica, induzindo orientação 



 

 

sintélica dos cinetócoros irmãos na meiose I, enquanto que a localização de coesinas na região 

pericentromérica promove uma orientação anfitélica, típica da meiose II e da mitose (Sakuno 

et al., 2009). 

 

 

 2.2. Cromossomos holocinéticos 
 

De acordo com a extensão da região de ligação com os microtúbulos, os cromossomos dos 

eucariotos podem ser divididos em duas categorias distintas: cromossomos monocêntricos, 

com cinetócoro localizado, e cromossomos holocinéticos, que possuem cinetócoro difuso ao 

longo do comprimento cromossômico. Os cromossomos monocêntricos ocorrem de forma 

mais abrangente nos eucariotos, sendo o tipo cromossômico da grande maioria dos 

organismos-modelo estudados, com exceção do nemátoda Caenohabidits elegans. Por outro 

lado, os cromossomos holocinéticos ocorrem em um número menor de espécies, entre as 

quais se destacam as famílias de monocotiledôneas Cyperaceae e Juncaceae, diversas ordens 

de insetos, além dos vermes nemátodas (para revisão, ver Mola e Papeschi, 2006). 

Aparentemente não há uma relação de origem dos cromossomos holocinéticos que una todos 

os organismos que os possuem como descendentes de um único ancestral comum, salvo 

algumas exceções, como as famílias Juncaceae e Cyperaceae que pertencem a clados irmãos 

dentro das monocotiledôneas (Tamura et al., 2004). Devido à grande distância evolutiva que 

separa os grandes grupos que apresentam cromossomos holocinéticos, postula-se que este tipo 

cromossômico tenha surgido de maneira independente em diferentes momentos da evolução 

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

Embora o termo holocêntrico seja classicamente o mais utilizado para denominar 

cromossomos com cinetócoro difuso, o termo holocinético tem sido adotado em diversos 

trabalhos por representar mais precisamente a ocorrência de um cinetócoro difuso e não a 

presença de um extenso centrômero (Pérez et al., 1997, Mola e Papeschi, 2006, Guerra et al., 

2010). Citogeneticamente, os cromossomos holocinéticos são caracterizados por não 

apresentarem constrição primária e por migrarem paralelos uns aos outros na anáfase 

mitótica, como resultado da distribuição por igual da tensão exercida pelos microtúbulos ao 

longo do cromossomo. Além disso, cromossomos holocinéticos possuem a peculiaridade de 

persistirem viáveis após quebra induzida por exposição a radiação, uma vez que a atividade 



 

 

centromérica é mantida nos fragmentos gerados (Tanaka e Tanaka, 1977; Vanzela e Colaço, 

2002). Por este motivo, tem sido proposto que agmatoploidia (fissão) e simploidia (fusão) 

desempenham papéis importantes na evolução cariotípica de plantas com cromossomos 

holocinéticos (Escudero et al., 2008), gerando séries aneuploides bastante evidentes, por 

exemplo, no gênero 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 extensão da atividade cinetocórica 

muda durante a meiose passando a ocorrer de maneira localizada na região terminal dos 

cromossomos. Tal fenômeno tem sido observado desde as primeiras análises sobre meiose de 

cromossomos holocinéticos (Malheiros et al., 1947; Nordenskiöld, 1962; Goday e Pimpinelli, 

1989; González-García et al., 1996; Pérez et al., 1997). Desta forma, cromossomos 

holocinéticos têm sido considerados funcionalmente monocêntricos durante a divisão 

meiótica, com implicações na resolução dos quiasmas e na segregação correta dos 

cromossomos durante a meiose I (Dernburg, 2001). Pérez et al. (1997) mostraram em 

Triatoma infestans (Heteroptera) que a atividade cinética pode ser exercida por regiões 

intersticiais do cromossomo, embora ocorra preferencialmente nos terminais. Adicionalmente, 

foi mostrado que, tanto em T. infestans quanto em C. elegans, a atividade cinetocórica varia 

de posição nas duas divisões meióticas, alternando entre os dois terminais cromossômicos na 

anáfase I e II (Albertson e Thomson, 1993; Pérez et al., 2000). Em C. elegans a atividade 

centromérica durante a meiose é determinada pela posição do quiasma, ocorrendo sempre de 

maneira oposta ao quiasma, que é único e com localização terminal ou sub-terminal 

(Albertson et al., 1997). Os primeiros relatos de meiose no gênero Luzula (Juncaceae) 

mostraram a região terminal dos cromossomos sendo puxada para os pólos na anáfase 

meiótica, indicando a ocorrência de atividade cinetocórica localizada também durante a 

meiose de plantas (Malheiros et al., 1947; Nordenskiöld, 1962). 

 

 2.2.1. Cinetócoro de cromossomos holocinéticos 
 

A caracterização do centrômero de cromossomos holocinéticos é praticamente restrita ao 

organismo modelo C. elegans (Cheeseman et al., 2004), enquanto que em plantas pouco se 

sabe sobre a constituição do centrômero em termos de sequência e de componentes proteicos. 

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



 

 

em tandem em Luzula nivea denominada LCS1, usando a sequência centromérica de arroz 

(RCS2) como sonda. A sequência LCS1 está organizada em agrupamentos nas regiões 

heterocromáticas e colocaliza com a proteína centromérica Skip1.  

Mais crucial do que a sequência de DNA na determinação do local e atividade 

centromérica são as proteínas constituintes do cinetócoro. Diversas proteínas do cinetócoro já 

foram caracterizadas e localizadas em C. elegans. Em C. elegans, o cinetócoro é constituído 

por duas regiões principais: o cinetócoro interno, que contém as proteínas cinetocóricas 

associadas à cromatina, e o cinetócoro externo, com as proteínas nas quais se ligam os 

microtúbulos (Monen et al., 2005). Na mitose, o cinetócoro é organizado como um fio 

contínuo em superfícies opostas dos cromossomos profásico/metafásico (Moore et al., 1999, 

Oegema et al., 2001). Dentre as proteínas do cinetócoro destaca-se a CENH3, uma variante da 

histona H3 que substitui a H3 em todo centrômero ativo, estando envolvida com a 

determinação epigenética do local de atividade centromérica (Panchenko e Black, 2009). Até 

o momento, CENH3 é a única proteína cinetocórica já caracterizada em plantas com 

cromossomos holocinéticos. Nagaki et al. (2005) revelaram, por imunolocalização da CENH3 

de L. nivea (LnCENH3), a ocorrência de um cinetócoro linear contínuo ao longo dos 

cromossomos mitóticos metafásicos. Mais precisamente, a localização da LnCENH3 se dá em 

cavidades laterias nos cromossomos, lembrando o cinetócóro dos cromossomos 

monocêntricos que se localiza numa depressão da cromatina, a constrição primária. A 

ocorrência do cinetócoro em uma cavidade na cromatina na metáfase mitótica já tinha sido 

observada em trabalhos anteriores por microscopia eletrônica (ME) em espécies de Luzula, 

sendo que com este tipo de abordagem o cinetócoro se apresenta como uma região não corada 

na face polar do cromossomo (Braselton, 1981; Bokhari e Godward, 1980). Durante a prófase 

mitótica, no entanto, a localização da LnCENH3 ocorre em nucleossomos intercalados, de 

forma que cinetócoro contínuo observado na metáfase mitótica é, aparentemente, o resultado 

do processo de condensação cromossômica (Nagaki et al, 2005). 

O cinetócoro de organismos com cromossomos holocinéticos parece variar bastante entre 

cromossomos mitóticos e meióticos. As análises inicias da meiose de C. elegans por ME 

indicaram a ausência de um cinetócoro típico nos cromossomos meióticos, de forma que os 

microtúbulos pareciam se associar diretamente à cromatina (Albertson e Thomson, 1993). No 

entanto, com o avanço da caracterização de proteínas constituíntes do cinetócoro e com a 

produção de anticorpos específicos, foi possível localizar a proteína CENP-A (CENH3), além 



 

 

de outras proteínas cinetocóricas, nos bivalentes de C. elegans (Howe et al., 2001; Monen et 

al., 2005). Na meiose de C. elegans, o cinetócoro apresenta uma configuração cup-like 

envolvendo cada cromossomos homólogo do bivalente pela face externa, com a excessão da 

CENP-A que ocorre em todo o cromossomo (Monen et al., 2005). Em plantas com 

cromossomos holocinéticos, ainda não há relatos sobre a localização de proteínas do 

cinetócoro durante a meiose. No entanto, muito pode ser inferido sobre o local de atividade 

cinetocórica pela análise da região na qual os microtúbulos se ligam. Na mitose de 

Rhynchospora tenuis (Cyperaceae) a ligação dos microtúbulos ocorre ao longo de todo 

comprimento cromossômico (Guerra et al., 2006). No entanto, a análise da ligação dos 

microtúbulos na meiose de uma espécie do mesmo gênero, R. pubera, mostrou que o local 

cromossômico no qual os microtúbulos se associam é bem mais restrito do que na mitose 

(Guerra et al., 2010). Tanto em R. pubera  como em L. echinata foi relatado que os 

microtúbulos se ligam em uma cavidade na cromatina dos cromossomos meióticos (Braselton, 

1981; Guerra et al., 2010). 

Guerra et al. (2010) também descreveram associações laterais dos microtúbulos com a 

superfície dos cromossomos na anáfase I e II de R. pubera. A ligação lateral de microtúbulos 

com cromossomos meióticos também foi relatada na oogênese de C. elegans, sendo que neste 

caso a ligação lateral dos microtúbulos desempenha um papel mais importante do que a 

ligação terminal dos microtúbulos na migração dos cromossomos (Wignall e Villeneuve, 

2009), além de também estar envolvida no alinhamento dos cromossomos no plano 

metafásico (Schvarzstein et al., 2010). Interessantemente, a associação lateral dos 

microtúbulos é um evento típico da meiose feminina de C. elegans na qual o centrossomo está 

ausente (Müller-Reichert et al., 2010). Da mesma forma, plantas não possuem centrossomo 

nem qualquer outro tipo de centro organizador de microtúbulos (Mineyuki, 2007). 

  

 2.2.2. Meiose de cromossomos holocinéticos 

Uma característica única de organismos com cromossomos holocinéticos é a ocorrência de 

meiose invertida. Embora não ocorra de maneira generalizada, este tipo de meiose é 

tradicionalmente descrito para as plantas e para alguns grupos de insetos com cromossomos 

holocinéticos. Em oposição à meiose normal, na qual os cromossomos homólogos se separam 

na anáfase I (divisão reducional) e as cromátides-irmãs na anáfase II (divisão equacional), na 

meiose invertida a separação das cromátides-irmãs ocorre na meiose I e a separação das 



 

 

cromátides homólogas não-irmãs na meiose II (Mola e Papeschi, 2006). O comportamento 

meiótico descrito para as diferentes famílias de plantas com cromossomos holocinéticos é 

bastante similar, com a ocorrência de um número diploide de cromátides individualizadas na 

anáfase I/prófase II, as quais se reúnem aos pares antes da metáfase II de forma a permitir a 

segregação correta resultando em quatro núcleos haploides como em uma meiose normal 

(Malheiros et al., 1947; Pazy e Plitmann, 1987; Guerra et al., 2010). No entanto, a 

interpretação deste comportamento é dúbia uma vez que não se pode distinguir entre a 

segregação das cromátides-irmãs da segregação de cromossomos homólogos associada à 

perda precoce da coesão entre as cromátides-irmãs. Nos dois casos, o resultado esperado é um 

número diplóide de cromátides individualizadas na prófase II. Até o momento nenhum dos 

estudos realizados em plantas trouxe uma comprovação definitiva da ocorrência de meiose 

invertida. No entanto, o mesmo comportamento meiótico é observado em insetos coccídeos e, 

neste caso, a ocorrência de meiose invertida foi comprovada pela análise da segregação de um 

par de homólogos heteromófico gerado por fragmentação após exposição a raios-X 

(Bongiorni et al., 2004). Contudo, devido à origem de novo dos cromossomos holocinéticos 

em diferentes grupos de organismos, ainda resta a dúvida sobre a ocorrência de meiose 

invertida em plantas.  

Outra questão intrigante e não resolvida tanto em plantas como em insetos que, 

aparentemente, apresentam meiose invertida é como as cromátides voltam a parear durante a 

prófase II, uma vez que elas aparecem individualizadas na anáfaseI/prófase II (Guerra et al. 

2010). Caso não ocorra meiose invertida nas plantas, ainda assim, há a perda de coesão 

precoce entre as cromátides irmãs e uma reassociação durante a prófase II. Bongiorni et al. 

(2004) argumentam que as cromátides homólogas não-irmãs permanecem unidas durante a 

anáfase I/prófase II por reminiscentes de coesinas presentes entre fragmentos irmãos oriundos 

dos eventos de recombinação. Este seria um mecanismo comparável ao que ocorre numa 

meiose normal de cromossomos monocêntricos, na qual as cromátides irmãs permanecem 

coesas numa região restrita após a anáfase I, a qual só é desfeita na anáfase II. A permanência 

de uma associação telomérica estabelecida durante a metáfase I entre as cromátides não-irmãs 

estaria envolvida com o mecanismo de orientação dos cromossomos na metáfase II 

permitindo uma segregação reducional eficaz na anáfase II. Uma outra hipótese para explicar 

a reunião aos pares das cromátides na prófase II baseia-se na observação de fios de cromatina 

conectando as cromátides durante a anáfase I e prófase II de R. pubera (Guerra et al., 2010). 

A ocorrência de fios ligando as cromátides indicaria que na realidade, estas cromátides nunca 



 

 

se separam de fato, o que torna mais fácil a retomada de uma associação mais íntima na 

metáfase II. A ocorrência de fios heterocromáticos entre cromossomos foi observada na 

meiose I de Drosophila melanogaster conectando os cromossomos aquiasmaticos 4 e X, com 

um papel importante de propiciar a segregação correta destes cromossomos na anáfase I 

(Hughes et al., 2009). 

Diversos outros organismos com cromossomos holocinéticos apresentam uma meiose 

normal, com a segregação dos cromossomos homólogos na anáfase I e das cromátides irmãs 

na anáfase II. No entanto, em teoria, a ausência de um cinetócoro localizado imporia 

dificuldades para a segregação cromossômica na meiose, uma vez que é na região do 

cinetócoro onde a coesão entre as cromátides irmãs é protegida da ação da separase na meiose 

I, garantindo a manutenção da conexão física entre cromátides irmãs necessária para a 

segregação correta na meiose II (Dernburg, 2001). Trabalhos recentes demonstraram que a 

perda gradual da coesão na meiose de C. elegans é regulada por domínios proteicos 

estabelecidos nos bivalentes durante a prófase I, diferindo substancialmente da meiose de 

monocêntricos (Carvalho et al., 2008; Martinez-Perez et al., 2008). O estabelecimento dos 

domínios proteicos depende da localização do quiasma que, por ter localização 

terminal/subterminal, divide o bivalente em um eixo maior e outro menor. No eixo menor, 

localizam-se proteínas que recrutam quinases que, por sua vez, promovem a perda da coesão, 

enquanto que no eixo maior se estabelecem proteínas que protegem as coesinas da clivagem, 

assegurando desta forma a manutenção da coesão entre cromátides irmãs até a anáfase II ter 

início (Schvarzstein et al., 2010). 
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Resumo 

 

Na meiose padrão, uma fase S é seguida por dois eventos de segregação 

cromossômica, a anafáse I e II, nas quais ocorre a segregação dos cromossomos homólogos e 

das cromátides irmãs, respectivamente. Excepcionalmente, alguns organismos com 

cromossomos holocinéticos aparentemente apresentam uma meiose cujos eventos de 

segregação ocorrem de forma invertida com as cromátides irmãs segregando na anáfase I e os 

cromossomos homólogos na anáfase II. No entanto, em plantas com cromossomos 

holocinéticos, como na família Cyperaceae, o único indício de meiose invertida tem sido a 

observação de 2n cromátides individualizadas na prófase II. Neste trabalho, foi investigada a 

ocorrência de meiose invertida em duas espécies de Cyperaceae, Rhynchospora pubera (2n = 

10) e R. tenuis (2n = 4), que apresentam meiose quiasmática e aquiasmática, respectivamente. 

Adicionalmente, a ausência de quiasmas na meiose de R. tenuis foi investigada com base na 

formação de quebras na dupla fita de DNA e na ocorrência de sinapse. Em ambas as espécies 

foi observado que os cinetócoros de cromátides irmãs apresentaram ligação anfitélica na 

metáfase I, sendo um indicativo da ocorrência de meiose invertida. A formação 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 (proteína componente 

do elemento axial e necessária para sinapse) apresentaram um aspecto borrado contrastando 

com os nítidos filamentos em R. pubera e indicando algum defeito na formação dos 

elementos axiais na primeira espécie. A ausência de sinapse em R. tenuis foi corroborada pela 

distribuição dos sítios de DNAr 5S e das bandas CMA+. Baseado nos defeitos sinápticos 

observados em R. tenuis, é possível que a ausência de quiasmas deva-se a uma falha na 

formação do complexo sinaptonêmico, uma vez que as etapadas inicias de recombinação 

estão presentes na espécie. 

  

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



 

 

Introdução 

 

 A meiose é um tipo especial de divisão celular presente em todos os eucariotos com a 

função principal de reduzir o nível de ploidia do genoma à metade. Para tanto, um único 

evento de replicação é sucedido por dois eventos de segregação cromossômica, sendo o 

primeiro reducional (segregação de cromossomos homólogos) e o segundo equacional 

(segregação de cromátides-irmãs). A segregação reducional correta depende de uma conexão 

física entre cromátides homólogas não-irmãs provida pelo quiasma que, juntamente com a 

coesão entre cromátides irmãs, mantém unidos os cromossomos paternos e maternos até a 

transição de metáfase I à anáfase I (Petronczki et al., 2003). Quiasmas são estruturas 

citológicas que correspondem aos locais onde houve eventos de recombinação entre 

cromossomos homólogos. A etapa inicial da recombinação é a formação de quebras na dupla 

fita de DNA, ou DSB (double strand break), catalisadas pela topoisomerase Spo11 (Keeney e 

Neale, 2006). Após a formação de DSB, o local de quebra é processado de forma a gerar fitas 

simples de DNA, as quais invadem o DNA fita dupla de uma cromátide homóloga (irmã ou 

não-irmã) 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 

sequências de DNA homólogas e, desta forma, catalisam o processo de invasão no DNA 

dupla fita (Pawlowski et al., 2003, Kagawa e Kurumizaka, 2010).  

Estudos em diversos organismos mostraram que os eventos de recombinação meiótica 

possuem uma relação de interdependência com os eventos de pareamento e sinapse (Hamant 

et al., 2006). Em diversos organismos, incluinda as plantas, a formação e o processo de reparo 

de DSB são importantes para o sucesso do pareamento e da sinapse de cromossomos 

homólogos (Pawlowski et al., 2003; Page and Hawley, 2004 ;Stacey et al., 2006). Ao mesmo 

tempo, a formação do eixo cromossômico e a sinpase desempenham um inportante papel na 

recombinação inter-homóloga (Colaiacovo, 200). A formação de crossovers é comprometida 

em mutantes sinápitcos, tanto de proteínas do elemento axial como do elemento central, 

embora as etapas inicias da recombinação não sejam afetadas (Colaiacovo, 2006).Por 

exemplo, a proteína do elemento axial ASY1/HOP1,  além de ser essencial para a sinapse, 

também coordena a atividade das recombinases favorecendo a recombinação entre cromátides 

homólogas não-irmãs (Sanchez-Moran et al., 2007; Carballo et al., 2008).  

Além da formação de quiasma, outro aspecto importante para a segregação reducional 

é a orientação monopolar dos cinetócoros irmãos na meiose I que, juntamente com a 

manutenção da coesão na região centromérica, permite a migração conjunta das cromátides 



 

 

irmãs na anáfase I (Hauf e Watanabe, 2004). O padrão temporal de liberação da coesão 

também é de grande importância para o sucesso da segregação na meiose I e II. A perda das 

coesinas ao longo dos braços cromossômicos e a sua manutenção na região centromérica 

permitem que cromossomos homólogos segregem na anáfase I, enquanto mantêm as 

cromátides irmãs unidas garantindo a segregação correta na anáfase II (Barbero, 2009). A 

região centromérica é de extrema importância para a segregação meiótica, não apenas por ser 

a região de ligação dos microtúbulos, mas também por definir o padrão espacial de perda da 

coesão. A shugoshina, proteína que protege as coesinas centroméricas de serem clivadas na 

meiose I, se localiza na região centromérica dos cromossomos meióticos desde o início da 

prófase I (Hamant et al., 2005) . Além disso, ao menos em Schizosaccharomyces pombe, a 

localização de coesinas na região central do centrômero leva à orientação monopolar dos 

cinetócoros irmãos, enquanto que coesinas na região pericentromérica resulta na orientação 

bipolar (Sakuno et al., 2009). 

Com base na extensão do cinetócoro, os cromossomos podem ser classificados em 

dois tipos: monocêntricos, que apresentam cinetócoro localizado, e holocinéticos ou 

holocêntricos, com cinetócoro difuso. Cromossomos holocinéticos ocorrem em diferentes 

taxa incluindo nematódeos, como nos gêneros Parascaris e Ceanorhabditis, diversas ordens 

de insetos, como Odonata e Heteroptera, e vegetais superiores, como nas famílias Cyperaceae 

e Juncaceae (revisado por Mola e Papeschi, 2006). Embora a presença de um cinetócoro 

difuso não represente um problema para a mitose, a ausência de um cinetócoro restrito 

poderia representar um problema para a dinâmica particular da coesão meiótica, necessária 

para manter as cromátides irmãs unidas ao mesmo tempo que os cromossomos homólogos 

segregam na anáfase I (Dernburg, 2001). Em Caenorhabditis elegans o quiasma determina 

subdomínios proteicos cromossômicos que atuam na perda gradual da coesão na meiose I e II, 

assim como ocorre em cromossomos monocêntricos (Schvarzstein et al., 2010).  

Diferentemente de C. elegans, plantas e alguns outros organismos com cromossomos 

holocinéticos apresentam caracteristicamente um número diploide de cromátides 

individualizadas na prófase I, atribuído por vários autores à perda completa da coesão e à 

segregação das cromátides irmãs na anáfase I, caracterizando uma meiose invertida 

(Malheiros et al., 1947; Chandra, 1962; Nordenskiöld, 1962; Pazy e Plitmann, 1987; Guerra e 

García, 2004; Silva et al., 2005). Neste tipo de meiose, a segregação das cromátides irmãs se 

dá na anáfase I enquanto os cromossomos homólogos se separam na anáfase II. Nesse caso, 

há pelo menos dois pré-requisitos fundamentais para que a segregação das cromátides irmãs 

ocorra na meiose I: 1) orientação bipolar dos cinetócoros irmãos, os quais se associariam 



 

 

independentemente a fusos opostos da célula (orientação anfitélica); 2) perda completa da 

coesão entre cromátides irmãs antes do início da anáfase I. Embora evidências mais concretas 

da ocorrência de meiose invertida já tenham sido descritas para espécies de insetos (Bongiorni 

et al., 2004), no grupo das plantas com cromossômos holocinéticos ainda faltam evidências 

que distingam a segregação das cromátides irmãs da segregação dos cromossomos homólogos 

associada à perda precoce da coesão como as possíveis causas das cromátides 

individualizadas na prófase II. 

 Neste trabalho, foi analizado o comportamento meiótico de duas espécies de 

Cyperaceae com cromossomos holocinéticos, Rhynchospora pubera (2n = 10) e R. tenuis (2n 

= 4), com ênfase na associação dos cromossomos com os microtúbulos. Desta forma, 

objetivou-se avaliar a ocorrência de meiose invertida em plantas com cromossomos 

holocinéticos. A análise das duas espécies é complementar uma vez que R. pubera apresenta a 

meiose quiasmática comumente encontrada em plantas com cromossomos holocinéticos, 

enquanto R. tenuis apresenta uma condição excepcional por ser aquiasmática. Em ambos os 

casos foram encontradas fortes evidências para a ocorrência de meiose invertida. A razão da 

ausência de quiasmas na meiose de R. tenuis foi adicionalmente investigado através da 

imunolocalização de proteínas envolvidas nos processos de recombinação (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 Botânica 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 Irmãos (Recife), ambas no estado de Pernambuco, Brasil. Exsicatas desses 

materiais encontram-se depositadas no herbário UFP desta universidade. 

 

Preparação das lâminas para DAPI, CMA/DAPI e FISH 

Anteras foram fixadas em uma solução de etanol/ácido acético (3:1, v/v) por 2-24 h e 

armazenadas a − 20 ºC. Para a preparação das lâminas, todo o material foi lavado em água 

destilada e digerido em uma solução de celulase 4%, pectoliase 4% e citohelicase 4% a 37 ºC 



 

 

por 4 h. As anteras foram esmagadas em uma gota de ácido acético 60%. As lamínulas foram 

removidas após congelamento em nitrogênio líquido e as lâminas, após secarem, armazenadas 

a − 20 ºC. 

 

Coloração DAPI e bandeamento CMA/DAPI 

As lâminas de meiose foram coradas diretamente com 4´,6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI), 1 μg/ml, por 30 min e montadas em glicerol/tampão McIlvaine (1:1, v/v). Em 

algumas lâminas foi feita a coloração com cromomicina A3 (CMA) seguido de DAPI, como 

descrito por Vanzela e Guerra (2000). Nesse caso, as lâminas foram envelhecidas por três 

dias, coradas com CMA (0,5 μg/ml) por 1 h e com DAPI (1 μg/ml) por 30 min e montadas em 

glicerol/tampão McIlvaine (1:1, v/v).  

 

Hibridização in situ (FISH) 

Após serem analisadas com DAPI, as lâminas destinadas à FISH foram descoradas em 

uma solução de etanol absoluto/ácido 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 modificações. As modificações consistiram no tratamento das 

lâminas com pepsina (0,1 mg/ml) e desnaturação das lâminas por 10 min a 85 °C em solução 

de 70% formamida. Além disto, as lâminas juntamente com o mix de hibridização foram 

novamente desnaturadas por 10 min a 90 °C. Após os banhos de estringência, as lâminas 

foram contracoradas e montadas em DAPI/Vectashield H-1000 (2 µg/ml). Os sítios 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).  

 

Imunocoloração 

A imunocoloração para ASY1 foi realizada segundo Manzanero et al. (2000) com 

algumas modificações. As anteras foram fixadas em paraformaldeído 4% em tampão PBS 

(1,3 M NaCl, 70 mM Na2HPO4, 30 mM NaH2PO4) por 40 min à temperatura ambiente, 

lavadas em PBS e esmagadas em uma gota do mesmo tampão. Após a retirada das lamínulas, 

as lâminas foram coradas com DAPI/PBS (2 μg/ml) e selecionadas. As lâminas foram lavadas 

e bloqueadas com 3% BSA em PBS por 10 min à temperatura ambiente. Foram usados 

anticorpos de coelho contra ASY1 de Arabidopsis thaliana (Armstrong et al., 2002), cedido 



 

 

por F.C.H Franklin,  diluído 1:250 em bloqueador, e anticorpo de cabra contra IgG de coelho 

conjugado com FITC (Sigma, #F9887) diluído 1:300. As lâminas foram contracoradas e 

montadas em DAPI/Vectashield H-1000 (2μg/ml). 

A imunocoloração para Rad51 foi realizada segundo Chelysheva et al. (2010), 

utilizando o anticorpo monoclonal de camundongo contra Rad51 (NeoMarkers, #MS-988-P0) 

diluído 1:75 e anticorpo secundário de cabra contra IgG de comundongo conjugado com 

Alexa 568 (Molecular Probes, #A11031) diluído 1:300. 

A localização da tubulina foi realizada de acordo com Peirson et al. (1997) com 

algumas modificações. Anteras foram pré-tratadas com 0,1 mM MBS (hidroxisuccinimida 

éster do ácido maleimido benzoico) por 15 min à temperatura ambiente e fixadas com 

paraformaldeído 4% diluído em tampão MTSB (50 mM PIPES, 5 mM MgSO4, 5 mM EGTA, 

0,1% Triton X-100, pH 6,9) por 1 h à temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas em 

MTSB e esmagadas em uma gota do mesmo tampão sobre lâmina coberta com uma camada 

de gelatina. As lamínulas foram removidas por congelamento em nitrogênio líquido, as 

lâminas foram coradas com DAPI/MTSB (2 μg/ml) e selecionadas ao microscópio de 

fluorescência. As melhores lâminas foram lavadas em tampão e digeridas com 1,4% β -

glucuronidase por 30 min à temperatura ambiente. Após uma nova lavagem, as lâminas foram 

bloqueadas em 3% BSA diluído em MTSB por 1 h à temperatura ambiente seguido da 

incubação com anticorpo primário. Para detecção de tubulina, foi usado anticorpo de 

camundongo contra β-tubulina (Sigma, #T9026) diluído 1:40 em bloqueador e anticorpo de 

coelho contra IgG de camundongo conjugado com TRITC (DAKO) diluído 1:25 ou com 

anticorpo cabra contra IgG de comundongo conjugado com Alexa 568 (Molecular Probes, 

#A11031) diluído 1:300. As lâminas foram contracoradas e montadas em DAPI/Vectashield 

H-1000 (2 μg/ml).  

 

Microscopia 

Imagens do ciclo meiótico com DAPI e CMA/DAPI e imunocoloração de ASY1 

foram capturadas com o microscópio de fluorescência Leica DMRB equipado com câmera 

digital Cohu e com o programa Leica Q-FISH. As fotos de FISH e imunocoloração de Rad51 

foram feitas com microscópio de desconvolução Carl Zeiss Axioplan 2 equipado com câmera 

Photometrics Quantix e com o programa MetaMorph 7.1.4.0 (Molecular Dynamics). As 

imagens de imunocoloração de microtúbulos foram feitas no microscópio confocal Carl Zeiss 

LSM 510 Meta com o programa LSM 510. A desconvolução 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 quiasmática de Rhynchospora pubera 

 A meiose em R. pubera foi quiasmática e regular, como descrito previamente (Guerra 

et al., 2010). No início da prófase I ocorreu o pareamento entre cromossomos homólogos e na 

diacinese foram observados cinco bivalentes com um ou dois quiasmas terminais ou 

subterminais. Na metáfase I, os 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 anáfase I os cromossomos pareciam 

puxados por uma estreita região, adquirindo a forma de gota (fig. 1b), e nunca na forma 

arqueada como reportado por Malheiros et al. (1947) para Luzula purpurea. Em anáfase I e 

prófase II foi observado um número diploide de cromátides individualizadas (fig. 1b,c). Em 

diversas células em prófase II, foram observados fios de cromatina ligando pares de 

cromátides (fig. 1c). Tais conexões de cromatina podem desempenhar um papel na 

reassociação de cromátides, levando à formação de pares de cromátides na metáfase II (fig. 

1d) e à segregação de um conjunto haploide de cromátides para cada pólo da anáfase II (fig. 

1e).  

 A imunodetecção de tubulina em metáfase I revelou que os microtúbulos se ligam na 

região intersticial dos cromossomos, em uma área reduzida se comparada aos cromossomos 

metafásicos mitóticos, formando geralmente um feixe denso na região central de cada meio 

bivalente (fig. 2a, b). Além disso, foi observado que os bivalentes em bastão se orientaram 

com o maior eixo perpendicular ao fuso e que cada meio-bivalente estava associado a 

microtúbulos de pólos opostos (fig. 2a-a”). Como cada meio-bivalente é aparentemente 

composto por duas cromátides-irmãs, as cromátides irmãs teriam, na metáfase I, uma 

orientação bipolar ou anfitélica. Na metáfase II, cada cromátide estava associada a 

microtúbulos vindo de um dos pólos da célula e a área de ligação dos microtúbulos também 

foi reduzida em relação aos cromossomos mitóticos (fig. 2c, d). 

 

 

 



 

 

Meiose aquiasmática de Rhynchospora tenuis 

 Durante as fases iniciais da prófase I de R. tenuis, ocorreu uma associação ponta-a-

ponta entre os homólogos do par cromossômico que contém a região organizadora do 

nucléolo (evidenciada como banda CMA+

 Para entender melhor a meiose aquiasmática de R. tenuis foi feita a imunolocalização 

em R. tenuis e R. pubera de uma proteína relacionada ao processamento de DSB, a 

recombinase Rad51, e de uma proteína importante do elemento lateral do complexo 

sinaptonêmico, a ASY1. Em ambas as espécies, foram observados numerosos sinais de Rad51 

em leptóteno (fig. 5a,c), mas, com o avanço da prófase, em zigóteno e paquíteno o número de 

sinais foi mais reduzido (fig. 5b,d). Por outro lado a imunodetecção de ASY1 revelou em 

ambas as espécies um padrão filamentoso colocalizando com os cromossomos em prófase I 

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

), enquanto que o alinhamento lateral dos 

cromosomos não foi observado, indicando a não ocorrência de sinapse (fig. 3a). Para 

confirmar a ausência de sinapse entre os homólogos, foi analisada a associação entre os sítios 

de DNAr 5S durante os estágios iniciais da prófase I. Dados de mitose indicam que o único 

sítio de DNAr 5S está localizado na região intersticial do par oposto ao que contém o DNAr 

45S (dos Santos et al., no prelo). Cerca de 80% das células em zigóteno-paquíteno, 

apresentaram sinais de DNAr 5S claramente separados, sugerindo a ausência de pareamento e 

sinapse nesse cromossomo (fig. 3b).  

Ao final da prófase I foram observados quatro univalentes (fig. 3c,d) e na metáfase I, 

os quatro univalentes se reuniram na placa equatorial formando uma figura em forma de cruz 

(fig. 3e). Na anáfase I, a figura em forma de cruz se dividiu longitudinalmente em duas placas 

anafásicas, indicando a segregação de cromátides-irmãs (fig. 3f). Na prófase II foi observada 

apenas um leve descondensação, mantendo, no entanto, a mesma organização em cruz da 

metáfase I até metáfase II (fig. 3g). Na anáfase II ocorreu a segregação de duas cromátides 

para cada pólo (fig. 3h). 

 A imunodetecção de microtúbulos em metáfase I revelou que cada univalente em 

metáfase I estava associado a microtúbulos vindos de pólos opostos da célula (fig. 4a, b), ou 

seja, as cromátides-irmãs possuíam uma orientação bipolar e segregavam na meiose I. Na 

meiose II, tanto em metáfase como em anáfase (fig. 4c), cada cromátide estava associada a 

microtúbulos originados de apenas um dos pólos da célula. Assim como observado em R. 

pubera, a região de ligação dos microtúbulos na meiose I e II de R. tenuis apresentou-se 

reduzida em relação ao observado nos cromossomos mitóticos metafásicos (Guerra et al, 

2006).  



 

 

nitidez dos filamentos de ASY1. Em R. pubera, ASY1 formou filamentos bem nítidos ao 

longo do eixo dos cromossomos (destaque na fig. 6b’), enquanto que em R. tenuis os 

filamentos apresentaram uma marcação mais difusa, observando-se vagamente alguns fios 

(destaque na fig. 6a’), o que indica algum defeito na formação do complexo sinaptonêmico.  

 

 

Discussão  

 

   

A ocorrência de um número diploide de cromátides individualizadas na prófase II tem 

sido a principal indicação citogenética da meiose invertida em diversas espécies (Malheiros et 

al., 1947; Silva et al., 2005; Bongiorni et al., 2004). Essa alteração do curso normal da meiose 

pode ser atribuída tanto à segregação de cromátides-irmãs quanto à segregação de 

cromossomos homólogos acompanhada da perda precoce de coesão entre cromátides-irmãs. 

Na meiose de univalentes holocinéticos a ocorrência de cromátides-individualizadas na 

prófase II é decorrente da separação de cromátides-irmãs, como observado aqui em R. tenuis. 

Um comportamento meiótico semelhante foi observado no cromossomo B de Cuscuta 

babylonica (Pazy, 1997), em cromossomos sexuais de heteróptera (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 monocêntricos 

(especialmente cromossomos sexuais) mantêm a orientação sintélica dos cinetócoros irmãos e 

segregam reducionalmente na anáfase I (Rebollo et al., 1998). No caso de bivalentes 

holocinéticos, só é possível obter evidências que distingam entre as duas possíveis causas da 

ocorrência de cromátides individualizadas na prófase II quando existe heteromorfismo para 

um par cromossômico. Por exemplo, no coccídeo Planococcus citri (Homoptera), a análise de 

um indivíduo com heteromorfismo cromossômico mostrou que a ocorrência de cromátides 

individualizadas na prófase II seria o resultado de uma segregação equacional (Bongiorni et 

al., 2004). Embora não haja cromossomos heteromórficos em R. pubera, a análise da ligação 

dos microtúbulos nos cromossomos em metáfase I mostrou que os cinetócoros irmãos 

ligavam-se ao fuso de maneira anfitélica, cuja consequência lógica seria a segregação de 

cromátides irmãs na anáfase I, corroborando, desta forma, a hipótese da ocorrência de meiose 

invertida nesta espécies.  Adicionalmente, foi observado que a ligação dos microtúbulos se 

deu na região intersticial de cada cromátide na metáfase I de R. pubera, diferindo do descrito 



 

 

para C. elegans, no qual a ligação dos microtúbulos nos cromossomos em metáfase I ocorre 

na região distal ao quiasma (Wiganll e Villeneuve, 2009) 

 A ausência de sinapse e quiasmas na meiose de R. tenuis torna esta espécie bastante 

peculiar entre as plantas com cromossomos holocinéticos. Apesar da ocorrência de 

univalentes na prófase I inicial, o processo inicial da formação de quebras na dupla fita de 

DNA (DSB), necessário para o estabelecimento dos quiasmas está presente na prófase I de R. 

tenuis, evidenciado pelos sinais de Rad51. No entanto a presença de Rad51 não significa 

necessariamente que ocorra a formação de quiasmas, uma vez que a Rad51 catalisa o reparo 

de DSB envolvendo tanto cromátides-homólogas como cromátides-irmãs (Carballo et al., 

2008). Além disso, Rad51 está envolvida tanto na recombinação meiótica quanto na 

recombinação mitótica (Kagawa e Kurumizaka, 2010). É possível que em R. tenuis a presença 

de Rad51 esteja relacionada a ocorrência de reparo exclusivamente entre cromátides-irmãs, 

não gerando quiasmas. Estudos em diversos organismos têm mostrado que a formação do 

eixo cromossômico e a sinapse desempenham um importante papel na formação de quiasmas 

ao gerar uma barreira contra a utilização de cromátides-irmãs no reparo de DSB (Colaiacovo, 

2006).  Mutantes de componentes do complexo sinaptonêmico de diversos organismos 

apresentam uma redução no número de quiasmas, espcialmente acentuada em mutantes para a 

proteína 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 

preferência de recombinação com o cromossomo homólogo é imposta pela fosforilação da 

proteína homóloga à ASY1 em S. pombe. Somado ao fenótipo assináptico, evidenciado pela 

localização das RONs o dos sítios de DNAr 5S na prófase I, o elemento lateral do complexo 

sinaptonêmico 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 são bem definidos e os quiasmas ocorrem regularmente. Desta forma, é possível 

especular que a ausência de sinapse na meiose de R. tenuis estaria interferindo no precesso de 

reparo de DSB, favorecendo o reparo envolvendo a cromátide-irmã e gerando, assim, uma 

fenótipo aquiasmático..  

 A análise comparada da meiose dessas duas espécies de Rhynchospora suporta 

fortemente a hipótese da ocorrência de meiose invertida em plantas com cromossomos 

holocinéticos, tanto na presença como na ausência de quiasma. A presença de um cinetócoro 

localizado parece desempenhar um papel crucial no sucesso da divisão meiótica por 

determinar o padrão de segregação 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 ausência de uma região 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) Metáfase I. b) Anáfase I 

mostrando cromátides puxadas por uma região estreita, adquirindo forma de gota (setas). c) 

Prófase II com dez cromátides individualizadas em cada pólo. Seta aponta para fio de 

cromatina ligando duas cromátides. d) Metáfase II. e) Anáfase II tardia. Barra em f 

corresponde a 5µm. 

 

Fig. 2: Ligação dos microtúbolos em cromossomos de Rhynchospora pubera. a – a”) 

Metáfase I de R. pubera em vista polar com um bivalente em destaque, mostrando plano focal 

superior (a), médio (a’) e inferior (a”). b) Metáfase mitótica, com um cromossomo destacado 

no canto superior direito. c – c’)  Metáfase II mostrando plano superior (b) e plano inferior 

(b’). Os esquemas em d e d’ correspondem à met’afase superior de c e c’, respectivamente. 

d”) Sobreposição dos esquemas de d e d’.  Barra em d” corresponde a 5µm. 

 

Fig. 3: Meiose de Rhynchospora tenuis. a) Zigóteno mostrando a associação ponta-a-ponta 

dos cromossomos com a RON (CMA+, em amarelo). b) Zigóteno mostrando os sítios de 

DNAr 5S (em vermelho) dissociados. c) Diplóteno com quatro univalentes. d) Diacinese com 

bandas CMA+ (setas, em amarelo) no menor par cromossômico. e) Metáfase I com 

univalentes organizados em cruz. f) Anáfase I inicial em vista lateral. g) Metáfase II com 

cromátides organizadas em cruz. h) Anáfase II inicial. Barra em h corresponde a 5µm. 

 

Fig. 4: Ligação dos microtúbolos em cromossomos de Rhynchospora tenuis. a – a”) Metáfase 

I em vista lateral com microtúbulos em ambos os lados de cada univalente. Apenas três dos 

quatro univalentes são vistos. b) esquema da sobreposição em a”. c - c”) Anáfase II inicial. 

Seta aponta para uma cromátide ligada a microtúbulos de um único pólo. Barra em c” 

corresponde a 5µm. 

 

Fig. 5: Localização de RAD51 na prófase I de Rhynchospora tenuis (a, b) e R. pubera (c, d). 

a e c) Leptóteno de R. tenuis (a – a”) e R. pubera (c – c”) com numerosos sinais de RAD51. b 

e d) Zigóteno de R. tenuis (b – b”) e R. pubera (d – d”) com um número reduzido de sinais 

de RAD51. Barra em d” corresponde a 5µm.  

 



 

 

Fig. 6: Localização de ASY1 no leptóteno de Rhynchospora tenuis (a – a”) e R. pubera (b – 

b”). Destaque no canto superior esquerdo de a’ e b’ representam a ampliação da área 

selecionada. Note a diferença de nitidez entre os filamento de ASY1 de R. tenuis e R. pubera. 

Barra em a” e b” correspondem a 5µm.  
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5. Conclusões  



 

 

 

•  Na meiose quiasmática de R. pubera, as cromátides irmãs apresentam ligação anfitélica com 

o fuso na metáfase I, indicando a ocorrência de segregação equacional na anáfase I e, 

consequentemente de meiose invertida. 

 

•  Na meiose aquiasmática de R. tenuis, as cromátides irmãs se ligam de forma anfitélica com o 

fuso na metáfase I e segregam equacionalmente, comprovando a ocorrência de meiose 

invertida. 

 

•  Embora não ocorram quiasmas na meiose de R. tenuis, a formação de quebras na dupla fita 

de DNA foi evidenciada pelos sinais da recombinase RAD51. 

 

•  No zigóteno-paquíteno de R. tenuis, os sítios de DNAr 5S encontraram-se separadados e os 

cromossomos homólogos portadores da RON estavam associados ponta-a-ponta, 

possivelmente como consequência da ausência de sinapse. Além disso, o elemento axial de R. 

tenuis apresenta formação anormal com filamentos pouco nitídos de ASY1. Portanto, a 

ausência de quiasmas na meiose de R. tenuis pode ser consequência de uma falha na formação 

do complexo sinaptonêmico, uma vez que recombinação e sinapse são eventos relacionados. 
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