Universidade de S&o Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Comportamento meidtico em cana-de-acucar (Saccharum spp.) e
identificacdo das associacdes cromossdmicas em meiose | por
marcacao dos centromeros usando FISH

Carmelice Boff de Almeida

Tese apresentada para obtencdo do titulo de
Doutora em Ciéncias. Area de concentracao:
Genética e Melhoramento de Plantas

Piracicaba
2016



Carmelice Boff de Almeida
Licenciada em Ciéncias Bioldgicas

Comportamento meidtico em cana-de-acUcar (Saccharum spp.) e
identificacdo das associacfes cromossémicas em meiose | por marcagéao
dos centr6meros usando FISH

versédo revisada de acordo com a resolu¢cdo CoPGr 6018 de 2011

Orientadora:
Profa. Dra. MARIA LUCIA CARNEIRO VIEIRA

Tese apresentada para obtencdo do titulo de
Doutora em Ciéncias. Area de concentragdo:
Genética e Melhoramento de Plantas

Piracicaba
2016



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacdo
DIVISAO DE BIBLIOTECA - DIBD/ESALQ/USP

Almeida, Carmelice Boff de

Comportamento meidtico em cana-de-agucar (Saccharum spp.) e identificacao das
associacdes cromossdmicas em meiose | por marcagao dos centromeros usando FISH /
Carmelice Boff de Almeida. - - versédo revisada de acordo com a resolugdo CoPGr 6018
de 2011. - - Piracicaba, 2016.

79 p. il

Tese (Doutorado) - - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.

1. Poliploidia 2. Irregularidades meidticas 3. Pareamento cromossdmico
4. Hibridizag&o in situ fluorescente |. Titulo

CDD 633.61
Ad47c

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”



A todas as pessoas que me
adotaram pela vida

Dedico






AGRADECIMENTOS

A Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) e ao Programa
de Po6s-Graduacdo em Genética e Melhoramento de Plantas, pela oportunidade de

realizar o curso de doutorado, aprimorando meus conhecimentos.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e
ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), pela

concessao da bolsa de estudo.

A professora Dra. Maria Lucia Carneiro Vieira, pela sua dedicacéo,
ensinamentos e orientacbes para a realizacdo deste trabalho e para a minha

formacdao profissional.

Ao Centro de Cana do IAC, representado pelo Dr. Mauro Alexandre Xavier e
pela Dra. Luciana Rossini Pinto, pela disponibilidade e pelo fornecimento do material

vegetal utilizado neste trabalho.

A professora Dra. Maria Suely Pagliarini (in memoriam), da Universidade
Estadual de Maringd (UEM), pela sua atencdo e orientacdo que foram cruciais no

inicio das etapas da analise meidtica.

A professora Dra. Eliana Regina Forni Martins e a Dra. Luana Olinda
Tacuatia, pela receptividade no Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp), solicitude e colaboragdo na execucdo dos ensaios de

hibridizacéo in situ fluorescente.

Ao Carlos Alberto de Oliveira pelo acolhimento, carinho e auxilio na conducgéo
deste trabalho. A todos os amigos do laboratério de Genética Molecular de Plantas

Cultivadas (ESALQ) pela amizade, sugestdes e amparo nos momentos dificeis.

A minha familia, em especial minha mie Praxedes Boff, meu irmio Jo&o
Paulo Boff Almeida e minha tia Irm& Angelina Maria Boff, por todo apoio e confianga,

e por sempre estarem presentes na minha vida, a despeito da distancia.

Ao Evandro Luiz Schoninger, pelo carinho e por permanecer ao meu lado a

cada momento, nos dias tristes e nos repletos de alegria.



A todos os amigos, aqueles de convivéncia didria ou a distancia, pela

compreensao, incentivos e companhia.

Enfim, a todos que, embora ndo mencionados especificamente, contribuiram
durante a minha trajetoria de construcdo de conhecimentos e de crescimento

profissional e humano, meu muito obrigado!



SUMARIO
RESUMO ..ottt ettt e e e e e e ettt e e e e e e s sttt e e e e e e e e e e e sannbbbneeeeeaeeenaann 9
N = IS I 2 ¥ N 11
L INTRODUGAO ...ttt nnanas 13
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 15
2.1 Aspectos econdémicos da cultura cana-de-agucar............ccoevvvvvvviiiieeeeeeeeeeiinnnnnn. 15
2.2 Breve histérico do cultivo da cana e origem das variedades modernas.............. 16
2.3 Citogenética do género Saccharum e o genoma da cana-de-agucar.................. 19
2.4 Comportamento meiotico em espécies e hibridos de cana-de-acucar................ 21
3 MATERIAL E METODOS ....ooviiiiieecte ettt ettt sae et 27
3.1 Coleta do material vegetal ..o 27

3.2 Andlise mitética da cultivar IACSP93-3046 pelo método de Feulgen (smear) ...27

3.3 Comportamento meidtico da cultivar IACSP93-3046 analisado por

esmagamento (SQUASN) ........oooiiiiiiii 28
3.4 AssociagOes cromossOmicas identificadas por FISH ..., 30
3.4.1 Preparo das Iaminas por gotejamento .........cooeeeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
3.4.2 Obtencéo da sonda homéloga a regido centromerica..........ccceeeeeeeeeeeeeeevvennnnnn. 31
343 ENSAIOS A FISH ... 37
4 RESULTADOS ....coiiiie ettt ettt —ee e et e e e e e e st e e e e e e aassbr e e e e e e aasnbbeeeeeesaansnnnnes 39
4.1 Analise mitética da cultivar IACSP93-3046 pelo método de Feulgen.................. 39
4.2 Comportamento meiotico da cultivar IACSP93-3046 analisado por

ST 0T Yo = T g L= o (o PP 42
4.3 Associacdes cromossdmicas identificadas por FISH ..........cccooooiiiiiiiicieee 50
4.3.1 Obtencéo da sonda homadloga a regido centromerica........cccccvveveeeeeeeeeeeeennnnnn. 50
I B e g 7= L0 o [N o 1] o U 52
B DISCUSSAD ..ottt ettt sttt ettt e s 57
5.1 Analise mitdtica da cultivar IACSP93-3046 .........ccooeeeeeeiieeieeeeee 57
5.2 Comportamento meiotico da cultivar IACSP93-3046 ..........cccvvvviiiieeeeeeeeeeiiinnnnn, 59
5.3 Associagdes cromossOmicas identificadas por FISH ..., 62
B CONCLUSOES .....ciiiiiiiieieieiit ettt 65
REFERENCIAS ... .ottt ettt ettt b e 67

ANEXOS e e e e eenan 77






RESUMO

Comportamento meidtico em cana-de-agucar (Saccharum spp.) e identificagcéo
das associacdes cromossdmicas em meiose | por marcacao dos centrdmeros
usando FISH

A histéria de domesticacdo da cana-de-acucar (Saccharum spp.) € atipica. As
variedades modernas derivam de um processo que inclui hibridacbes entre a
espécie domesticada S. officiharum e a silvestre S. spontaneum, sucessivos
retrocruzamentos, no sentido de recuperar o genoma de S. officinarum e a selecao
de progénies superiores. As genealogias contemplam cruzamentos entre gendétipos
e eventualmente espécies, todos com elevado grau de ploidia e numero de
cromossomos distintos, além de aneuploidias. Frente ao exposto, este trabalho teve
como objetivos estabelecer o niumero de cromossomos e avaliar 0 comportamento
meidtico da cultivar IACSP93-3046, bem como, identificar as associacfes
cromossOmicas em meiose | dos gendtipos IACSP93-3046, IACSP95-3018 e de um
representante de S. officinarum, Caiana Fita, pela marcacdo dos centrébmeros
usando FISH. O nimero de cromossomos da cultivar IACSP93-3046 foi determinado
a partir de preparacdes do meristema radicular, tratado com 8-hidroxiquinolina
(0,03%, 4h), e corado pelo método de Feulgen. As células metafasicas foram
analisadas sob microscopia Optica, preferencialmente as intactas e com o minimo de
sobreposicao de cromossomos. Para a analise do comportamento meiético utilizou-
se a técnica de esmagamento, e as células foram coradas com carmim propidnico.
Foram observadas as fases meidticas desde a metafase | até a telofase I, bem
como as tétrades. O pareamento cromossémico em meiose | foi analisado usando a
técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH). Para tanto, foram realizadas
preparacdes dos genoétipos IACSP93-3046, IACSP95-3018 e Caiana Fita por meio
de gotejamento da suspensédo de células em diacinese. As sondas foram obtidas por
PCR, a partir da amplificacdo da regido centromérica de cana-de-aglUcar, marcadas
com digoxigenina-11-dUTP, por nick translation, e detectadas com anti-digoxigenina-
rodamina. As laminas foram montadas em DAPI-Vectashield e analisadas sob
microscopia de fluorescéncia. O numero dipléide 2n = 112 foi observado para a
cultivar IACSP93-3046, sendo caracterizado pela primeira vez neste estudo. A
microsporogénese de IACSP93-3046 apresentou elevado percentual de
irregularidades (68%), as quais foram relativas a segregacdo dos cromossomos,
incluindo migracdo precoce para 0s polos em metafase | e Il; cromossomos
retardatarios em anafase e em tel6fase | e II; cromossomos perdidos em préfase II; e
micronucleos nas tétrades. A analise dos sitios de hibridizacdo permitiu comprovar
gue 0S Cromossomos se associam predominantemente como bivalentes em
IACSP93-3046, IACSP95-3018 e Caiana Fita. As irregularidades na segregacao dos
cromossomos conduzem a micrésporos aneuploides, como constatado em
IACSP93-3046. Desse modo, sugere-se que a assincronia do processo meiotico
entre 0s genomas que compdem a cana-de-agucar tem papel relevante na geracao
dessas irregularidades.

Palavras-chave: Poliploidia; Irregularidades mei6ticas; Pareamento cromossémico;
Hibridizacéo in situ fluorescente
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ABSTRACT

Meiotic behavior in sugarcane (Saccharum spp.) and identification of
chromosomal associations in meiosis | by labeling centromeres using FISH

The history of the sugarcane domestication (Saccharum spp.) is atypical.
Modern varieties are derived from a hybridization process between the domestic
species S. officinarum and the wild species S. spontaneum, successive
backcrossings to recover the genome of S. officinarum, and the selection of superior
progenies. The genealogies include crossings among genotypes, and possibly
Saccharum species, all of them with a high degree of ploidy and different numbers of
chromosomes, as well as aneuploidies. The study aimed to establish the number of
chromosomes and evaluate the meiotic behavior of cultivar IACSP93-3046, and
identify chromosomal associations in meiosis | of genotypes IACSP93-3046,
IACSP95-3018 and Caiana Fita (a representative of S. officinarum) by labeling
centromeres using fluorescence in situ hybridization (FISH). The number of
chromosomes in cultivar IACSP93-3046 was determined from the root meristem
preparations, treated with 8-hydroxiquinoline and stained by the Feulgen method.
Metaphasic cells, preferably intact and with minimum chromosome overlap, were
analyzed under an optical microscope. Meiotic behavior was examined from the
preparations by using squashing method and stained with propionic carmine. Meiotic
phases were observed from metaphase | to telophase Il, and tetrad stages.
Chromosomal pairing in meiosis | was analyzed by using the FISH technique. The
slides of genotypes IACSP93-3046, IACSP95-3018 and Caiana Fita were produced
by dropping a suspension of meiocytes in diakinesis. The probes were obtained
through PCR, with amplification of the centromere region, and labeled with
digoxigenin-11-dUTP, by nick translation, and detected with anti-digoxigenin-
rhodamine. The slides were mounted in DAPI-Vectashield and analyzed under a
fluorescence microscope. The diploid number 2n = 112 was observed for cultivar
IACSP93-3046 and characterized in this study for the first time. Microsporogenesis of
IACSP93-3046 presented a high irregularity percentage regarding chromosome
segregation, especially precocious migration to poles in metaphase | and Il, laggard
chromosomes in anaphase and telophase | and Il, lost chromosomes in prophase II,
and micronuclei in the tetrad stages. The analysis from the hybridization sites proved
that the chromosomal pairing occurred predominantly as bivalents in IACSP93-3046,
IACSP95-3018 and Caiana Fita. Chromosomal segregation irregularities led to
aneuploid microspores, as confirmed in IACSP93-3046, suggesting the asynchrony
in the meiotic process between the sugarcane genomes play an important role in
these irregularities.

Keywords: Poliploidy; Meiotic irregularities; Chromosome pairing; Fluorescent in situ
hybridization
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € um dos representantes da familia
Poaceae, pertence ao género Saccharum, o qual possui cerca de 40 espécies. A
cultura destaca-se economicamente pela producdo de acgucar e de etanol e,
recentemente, com inovacdes tecnoldgicas tem diversificado o uso de seus
subprodutos.

As canas modernas derivam de cruzamentos artificiais interespecificos
realizados no final do século XIX. Os programas de melhoramento realizaram
hibridagbes com espécies silvestres do género Saccharum, na tentativa de obter
genotipos resistentes a doencas. Nesse periodo, clones de S. officinarum (2n = 80)
eram amplamente cultivados devido ao alto teor de sacarose, porém, mostravam-se
suscetiveis a varias doencas. Em contrapartida, a espécie silvestre S. spontaneum
(2n = 40 a 128) possui baixo teor de sacarose, mas é resistente a doengas e se
adaptada a diversas condicfes ambientais (BREMER, 1961a; veja CHEAVEGATTI-
GIANOTTO et al., 2011).

Os hibridos interespecificos (S. officinarum x S. spontaneum) foram
retrocruzados com S. officinarum a fim de recuperar caracteristicas importantes da
espécie. Interessantemente, durante esse processo houve a transmissdo de
gametas ndo reduzidos (2n) por parte de S. officinarum (genitor feminino) nas
geracdes F; e RCy, resultando na constituicdo 2n + n (BREMER, 1961a, 1961b;
PRICE, 1963a, 1963b). Em decorréncia, as variedades modernas de cana
apresentam 2n = 100 a 130 cromossomos, dos quais em torno de 10%
correspondem a S. spontaneum (D’HONT et al., 1996; CUADRADO et al., 2004,
PIPERIDIS; PIPERIDIS; D’HONT, 2010).

De acordo com a historia de domesticacdo da cana-de-agucar, é notoria a
complexidade genética das cultivares atuais, pois sdo oriundas de cruzamentos
envolvendo clones e variedades com elevado grau de ploidia e numero de
cromossomos distintos. Assim, a constituicio das cultivares compreende um
conjunto de cromossomos interespecifico e aneuploide (veja HOANG et al., 2015).

Em cana-de-agucar o comportamento meiético é pouco elucidado e, mais
importante, poucas variedades e clones foram estudados. Ha certo consenso na

literatura que o pareamento cromossdmico ocorre preferencialmente em bivalente e
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que as irregularidades no decorrer da meiose sdo relativas a segregacao irregular
dos cromossomos, contribuindo para a formacéo de gametas aneuploides.

Frente a isso, o presente estudo teve como objetivos: (i) estabelecer o numero
de cromossomos da cultivar IACSP93-3046; (ii) avaliar o comportamento dos
cromossomos durante a microsporogénese de IACSP93-3046; e (iii) identificar as
associacdes cromossdmicas em meiose | nos genotipos IACSP93-3046 e IACSP95-
3018, ambas variedades brasileiras, e de um representante de S. officinarum,
Caiana Fita, pela marcacdo dos centrébmeros usando a técnica de hibridizag&o in situ

fluorescente (FISH).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos econdmicos da cultura cana-de-acgucar

A cana-de-agucar é uma das culturas com maior producdo em termos
mundiais, sendo que, em 2014, um total de 1,9 bilhdes de toneladas foi produzido
(FAO, 2016). No Brasil, embora o histérico da é&rea colhida aumentou
expressivamente entre 2006 e 2014 (Figura 1, FAO, 2016), na safra de 2015/16
houve reducdo na é&rea destinada ao cultivo de cana-de-agucar, atingindo 8,6
milhdes de hectares (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB,
2016).

- -
<« o N
1 1 1

Area cultivada (milhdes de ha)
2]

o 7T 7T T 1

1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Ano

Figura 1 - Area colhida de cana-de-acglcar no Brasil entre os anos de 1984 e 2014.
Fonte: FAO (http://faostat.fao.org/)

O pais produziu 665 milhdes de toneladas de cana, com destaque para o
Estado de Sédo Paulo que contribuiu com 55,2% (367 milhdes de toneladas) desta
producdo. Nesta safra foram destinados, do total produzido, 269 e 396 milhdes de
toneladas para a producdo de acucar e etanol, respectivamente, atingindo 33,5
milhdes de toneladas de acucar e 30,5 bilhdes de litros de etanol (CONAB, 2016).
Outros produtos como biodiesel, bioeletricidade, bioplasticos, fertilizantes e etanol
celulésico também sdo desenvolvidos a partir da cana e seus subprodutos

(http://sugarcane.org/sugarcane-products). A producdo de etanol celuldsico a partir
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do bagaco e da palha tem gerado novas perspectivas ao setor sucroalcooleiro, sem
haver expansdo da area cultivada e com o reaproveitamento dos subprodutos da
cana. Os programas de melhoramento tem direcionado parte dos esforcos para a
obtencdo de variedades com maior producdo de biomassa visando atender essa
nova demanda.

Mediante a magnitude e a importancia global do setor sucroalcooleiro e com o
melhor aproveitamento dos subprodutos da cana, fica evidente a estabilizacdo da
cultura e dos mercados dela derivados, principalmente pelo seu potencial de

producéo de energia renovavel.

2.2 Breve historico do cultivo da cana e origem das variedades modernas

A cana-de-agUcar é uma graminea cultivada desde o século VIII para a
producdo de acUcar para comercializacao. Atualmente, seu cultivo € realizado em
mais de 100 paises, em regibes tropicais e subtropicais. O género Saccharum
pertence a familia Poaceae, tribo Andropogoneae e cerca de 40 espécies sdo
descritas, entre elas Saccharum robustum, S. spontaneum, S. officinarum, S.
barberi, S. edule e S. sinense. O alto grau de ploidia e a ocorréncia de aneuploides
sdo caracteristicos do género (CORDEIRO, et al., 2007; D’HONT et al., 1996). Os
géneros Erianthus, Sclerostachya, Narenga e Miscanthus s&o filogeneticamente
relacionados a Saccharum e, por essas razfes, formam o ‘complexo Saccharum’
(MUKHERJEE, 1957), constituindo um germoplasma diverso e disponivel para a
atuacao do melhorista.

As cultivares de cana-de-acUcar atuais sdo gendtipos superiores selecionados
a partir de populacdes segregantes, propagados vegetativamente, de genealogia
redundante, porém complexa do ponto de vista citogenético (veja CHEAVEGATTI-
GIANOTTO et al., 2011). As primeiras etapas de domesticacdo das canas ocorreram
em Nova Guiné, a partir da espécie silvestre S. robustum (2n = 60, 80), em que a
selecao artificial atuou em direcdo a colmos mastigaveis, com maior teor de agucar e
baixo conteudo de fibras, resultando em canas nobres (SIMMONDS, 1979; GRIVET
et al., 2004).

Até o final do século XIX os cultivos de cana-de-acUcar eram realizados, em
sua maioria, usando variedades advindas de selecdo e intercruzamento de clones

de S. officinarum. Esta espécie também é conhecida como cana nobre, em
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referéncia ao acumulo de sacarose, colmo espesso e ao reduzido contetudo de
fibras; porém, é susceptivel a diversas doencgas, tais como, 0 mosaico e a gomose.
HibridacOes artificiais interespecificas foram realizadas devido a necessidade de
obter variedades que combinassem a boa producdo de acuUcar e a resisténcia a
doencas (SIMMONDS, 1979; BREMER 1961a; veja CHEAVEGATTI-GIANOTTO et
al., 2011). Deste modo, ha mais de um século, foram obtidos os primeiros hibridos
interespecificos derivados principalmente do cruzamento entre S. officinarum (2n =
80) e S. spontaneum (2n = 40-128).

S. spontaneum é uma espécie silvestre originaria da india, caracterizada por
apresentar ampla variabilidade morfologica, colmos finos, alto conteudo de fibra e
baixo teor de acucar. Em contrapartida, € resistente a diversas doencas e se adapta
facilmente aos ambientes, sendo encontrada numa vasta extensdo geografica
(PANJE; BABU, 1960; CORDEIRO et al., 2007).

Nos relatos de G. Bremer, em 1893 obteve-se o primeiro hibrido em Java, o
qual derivou do cruzamento entre a variedade Black Cheribon (2n = 80), clone de S.
officinarum e susceptivel a doenca sereh, e Kassoer (2n = 136), um hibrido natural
entre S. officinarum e S. spontaneum, considerado inicialmente como espécie
silvestre. As progénies de diversos cruzamentos entre S. officinaurm e S.
spontaneum foram retrocruzadas com S. officinarum (genitor recorrente), com o
intuito de recuperar as caracteristicas da cana nobre e eliminar aquelas indesejaveis
do genitor silvestre (Figura 2). A este processo denominou-se nobilizacdo e as
progénies ‘nobilizadas’ deram origem as variedades modernas de cana, estando
presentes em suas genealogias (BREMER, 1961a, 1961b).

Exemplificando, em 1921, apds o segundo retrocruzamento (RC,;) com S.
officinarum, foi obtido o clone P.0.J 2878, que mostrou desempenho superior
relativamente as canas nobres; este clone compde a genealogia de varias cultivares
modernas (BREMER, 1961a, 1961b; PRICE, 1963a), inclusive as da cultivar
IACSP93-3046 e do clone IACSP95-3018, estudados no presente trabalho. Estima-
se que 19 clones de S. officinarum, um de S. barberi e poucos clones de S.
spontaneum constituiram o pool de gendtipos do qual derivam as cultivares
modernas (ARCENEAUX, 1967).
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S. officinarum x S. spontaneum —> Clone Glagah

2n=8x=80 2n=112
(n+n)=80 \L (n)=56

S. officinarum X F1 —> Clone Kassoer

2n=8x=80 2n=136

(n+n)=80 \lf (n) =68
S. officinarum x RC, —> ex. P0]2364

2n=8x=80 2n =148

(n) =40 \l/ (n)=74

RC, — ex. P0J 2878
2n=~114
Figura 2 - Esquema exemplificando as hibridacdes interespecificas e o processo de
nobilizacdo conduzido em cana-de-acglcar no século XIX. Fonte: adaptado

de Bremer 1961a; Bremer 1961b

Interessantemente, ap0s 0s cruzamentos interespecificos, houve a transmissao
de gametas ndo reduzidos por parte de S. officinarum, quando esta espécie foi
usada como progenitor feminino. Este fendbmeno é conhecido por restituicdo
gamética e foi observado tanto no hibrido interespecifico (F1) como nas progénies do
RC,, (F1 x S. officinarum), resultando em gera¢cfes de constituicdo 2n + n tal como é
mostrado na Figura 2. Esses eventos foram descritos nos classicos trabalhos de
Bremer (1961a, 1961b), em progénies (2n = 136) do cruzamento entre S. officinarum
(2n = 80) e S. spontaneum (2n = 112), havendo um complemento n adicional ao
esperado de 2n = 96. Os clones do RC; também conservaram o conjunto completo
de S. officinarum, apresentando cerca de 150 cromossomos. Todavia, a transmisséo
de gametas ndo reduzidos néo foi mais observada a partir do RC,, sendo que as
progénies continham n + n cromossomos. Por isso, o clone P.0O.J 2878 mostra 2n =
119, que é a soma do numero gamético n = 40 (EK 28) e n = 74 (P.0O.J 2364),
oriundos de seus genitores (SUZUKI, 1941; BREMER, 1961b).

A contagem do numero de cromossomos em clones F; e RC; comprovou que a
transmissdo 2n + n ocorre na maioria dos cruzamentos evolvendo S. spontaneum
(PRICE, 1957, 1961, 1963b; NAIR, 1975). Posteriormente, em 2010, usando

hibridizacdo gendmica in situ (GISH), confirmou-se a transmissdo de gametas 2n a
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partir de S. officinarum, em ambas as geracdes (PIPERIDIS; PIPERIDIS; D’HONT,
2010). Este fenbmeno gamético explica o sucesso dos retrocruzamentos, ja que a
maior parte da constituicAo cromossdmica das progénies € oriunda de S.
officinarum, levando a rapida recuperagcdo do alto teor de acucar e a reducdo da
contribuicdo cromoss6mica da espécie silvestre (SIMMONDS, 1979; PIPERIDIS;
PIPERIDIS; D’HONT, 2010).

2.3 Citogenética do género Saccharum e o genoma da cana-de-acucar

As espécies do género Saccharum sdo poliploides com nivel de ploidia
variando de 5x a 16x. O numero basico de cromossomos do género (x) varia, tendo
sido reportados x = 5, 6, 8, 10 e 12, e para algumas espécies este numero foi
definido através do mapeamento fisico de sequéncias de rDNA 18S-5,8S-25S e 5S
(veja as revisdes D’HONT, 2005; HOANG et al., 2015).

S. robustum é uma espécie silvestre, com dois citétipos descritos sendo 2n =
60 e 80. A contagem dos sitios de rDNA revelou que S. robustum apresenta x = 10
e, portanto, os cit6tipos tem ploidia de 6x e 8%, um hexaploide e o outro octaploide,
respectivamente.

S. officinarum € a Unica espécie do género com numero diploide invariavel (2n
= 80), de modo que numeros distintos decorrem de erros de contagem ou S&o
proprios de genoétipos que derivam do intercruzamento de clones. S. officinarum é
octaploide, ja que o nivel de ploidia € 8x e x = 10 (BREMER, 1929; BRANDES;
SARTORIS, 1936; D’'HONT et al., 1996, 1998).

Ha relatos de que o niumero de cromossomos de S. spontaneum é bastante
variavel, havendo citétipos com 2n = 40 a 128, sendo os mais frequentes 2n = 64,
80, 96, 112 e 128 (PANJE; BABU, 1960). O numero basico é x = 8 e os clones
apresentam nivel de ploidia de 5x (pentaploide, 2n = 5x = 40) até 16x
(hexadecaploide, 2n = 16x = 128).

S. sinense e S. barberi sdo hibridos naturais entre S. officinarum e S.
spontaneum, possuem numero cromossodmico 2n = 116-120 e 2n = 81-124,
respectivamente (BREMER, 1932; PRICE, 1968; D’HONT; PAULET; GLASZMANN,
2002). Ja para S. edule os citétipos descritos possuem 2n = 60-80. O namero basico
nao esta completamente definido, porém os estudos sugerem x = 10 (veja HOANG
et al., 2015).
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A contagem do numero de cromossomos para as cultivares modernas de
cana nao é frequente na literatura, embora haja alguns estudos que fornecem essa
informacgao, tais como: D’Hont et al. (1996) observaram 2n = 107-105 para a cultivar
R570; Cuadrado et al. (2004) determinaram o0 numero de cCromossomos para as
cultivares My5514 (2n = 102-106), B42231 (2n = 110) e C236-51 (2n = 113-117);
Piperidis, Piperidis e D’Hont (2010) caracterizaram sete cultivares de cana, sendo 5
da Austrélia, Q117 (2n = 107-110), Q138 (2n = 115-118), Q141 (2n = 106-108),
Q155 (2n = 109-110), Q165 (2n = 110) e duas da Africa do Sul, NCo310 (2n = 108-
109) e NC0376 (2n = 112-113); Thumjamras et al. (2016) encontraram 2n = 110 para
a variedade KPS01-01-25, que é cultivada na Tailandia.

O nuamero diploide de cultivares utilizadas no Brasil foi reportado por Silvarolla
e Aguiar-Perecin (1994), sendo NA56-79 (2n = 114) e Co419 (2n = 113). Ferrari
(2010) caracterizou as cultivares RB72454 (2n = 112), RB835486 (2n = 112) e
RB867515 (2n = 110); e recentemente, Melloni et al. (2016) descreveram o numero
cromossOmico para IAC91-1099 (2n = 112).

O processo de nobilizacdo aliado a restituicdo gamética é responsavel pela
menor contribuicdo de S. spontaneum na composicdo cromossdmica das canas
modernas. Por isso, em muitos artigos, a cana-de-acUcar é tratada como um
autopoliploide, ja que a maior parte de seu genoma € composta do complemento
haploide de S. officinarum (n) em duplicata, devido a gametas nao reduzidos (n + n).
Assim, os clones nobilizados possuem 2n = 100-130, dos quais apenas 5 a 10% sao
provenientes de S. spontaneum (MING et al., 2006).

Em alguns programas de melhoramento, além de S. officinarum e S.
spontaneum, outros Saccharum spp. como S. robustum e alguns Erianthus spp. (2n
= 2x-6x = 20-60) tém sido usados para ampliar a base genética e aumentar a
tolerancia a estresses das cultivares modernas (TSURUTA et al.,, 2012; MOORE;
PATERSON; TEW, 2014).

A composicdo cromossdmica da cana-de-acucar foi melhor compreendida com
o estudo de D’Hont et al. (1996) sobre a cultivar francesa R570 (2n = 107-115). As
variedades R sdo cultivadas no Caribe (Guadalupe, Martinica), na Asia (Vietnam,
Papua Nova Guiné) e em varios paises da Africa. A cultivar R570 é a que apresenta
maior adaptacao a variadas condi¢cbes de plantio e, por isso, vem sendo usada em

estudos modernos sobre genémica (http://www.ercane.re).
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Os ensaios de GISH elucidaram que 10% dos cromossomos de R570 sé&o
originarios de S. spontaneum e 10% sdo decorrentes de recombinacao
interespecifica (D’HONT et al., 1996). Resultados similares foram obtidos para
outras trés cultivares (2n = 103-115), as quais apresentaram aproximadamente 80%
dos cromossomos derivados de S. officinarum, 16% de S. spontaneum e menos de
5% de cromossomos recombinantes (CUADRADO et al., 2004). Piperidis, Piperidis e
D’Hont (2010) também observaram de 10 a 23% de cromossomos herdados de S.
spontaneum e de 8 a 13% de recombinantes, em sete cultivares (2n = 108-118) e
trés clones elite (2n = 112-119) de cana.

E importante ressaltar que esses estudos comprovaram a ocorréncia de
pareamento e recombinacdo meiotica entre os cromossomos de S. officinarum e S.
spontaneum, pois admitia-se apenas a ocorréncia de pareamento intraespecifico.
Todavia, a presenca de 10% a 11% de cromossomos de S. spontaneum (néo
recombinantes) evidencia que a recombinacao interespecifica foi um evento pouco
frequente na meiose dos hibridos e de suas progénies, das quais se originaram as
canas modernas (D’HONT et al., 1996; PIPERIDIS; PIPERIDIS; D’HONT, 2010).

Em suma, as cultivares atuais de cana (Saccharum spp.) apresentam um
genoma poliploide e aneuploide, constituido por um conjunto cromossémico
interespecifico, porém desigual, com predominio da espécie S. officinarum (veja
HOANG et al., 2015).

Recentemente, uma série de informacdes relevantes decorrentes do
sequenciamento do genoma de algumas cultivares de cana, a cerca de sequéncias
génicas e abundancia de sequéncias repetitivas (OKURA et al., 2016; SETTA et al.,
2014), sobre as variacdes alélicas (GARCIA et al., 2013; SONG et al., 2016) e 0
mapeamento genético (GARCIA et al., 2006; PALHARES et al., 2012; AITKEN et al.,
2014) devem contribuir para explicar essa complexidade gendémica.

2.4 Comportamento meidtico em espécies e hibridos de cana-de-agucar

A meiose é caracterizada por duas divisdes nucleares, resultando na formacao
de células filhas haploides (gametas) que sofrem fusdo para dar origem ao zigoto
nos organismos de reproducdo sexuada. Para isso, o0 DNA é replicado na interfase
do ciclo celular. Na profase da primeira divisdo ocorre o pareamento dos

cromossomos homoélogos, a permuta e a formacdo de quiasmas, garantindo a
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regularidade da segregacdo cromossbmica, que é dependente da precisdo e do
sincronismo desses eventos. Eventuais falhas no processo meiético podem levar a
variacdo na estrutura e no niumero de cromossomos das células filhas, afetando a
fertilidade dos gametas (veja CAl; XU, 2007).

Salvo as espécies vegetais que evoluiram por poliploidia e se comportam como
diploides, a estabilidade meibtica em organismos que possuem trés ou mais
conjuntos de cromossomos (=3n), geralmente, € menor, comprometendo a formacéo
de células com numero haploide (n) de cromossomos. Em poliploides, auto- e
alopoliploides, o pareamento cromossomico pode ocorrer tanto na configuragéo
bivalente como multivalente (tri-, quadri-, penta- e hexavalente, por exemplo). As
associacfes multivalentes podem levar a segregacdo desigual dos cromossomos e,
como consequéncia, a formacéo de gametas ndo balanceados, com maior ou menor
namero relativamente ao esperado (n + 1, n — 1, entre outros).

O pareamento bivalente assegura a estabilidade meidtica em espécies
poliploides. Da mesma forma, a separacao adequada de multivalentes favorece a
disjuncdo regular dos cromossomos; exemplificando, a configuracdo alternada de
um quadrivalente resulta na segregacédo 2:2 na anéfase |. Todavia, em multivalentes
compostos por numeros impares de cromossomos a segregagdo regular nao
acontece (veja COMAI, 2005).

A literatura a respeito desse assunto € vasta, de tal sorte que ndo se tem a
pretensdo de apresentar aqui uma revisdo sobre a citogenética de poliploides
naturais. Estima-se que 60% das plantas cultivadas sédo espécies cuja evolucao se
deu por poliploidia. Por exemplo, o trigo comum (Triticum aestivum) é um
alohexaploide natural (2n = 6x = 42), cuja histéria evolutiva envolve trés espécies
diploides. Duas hibridac@es interespecificas, seguidas da respectiva duplicacdo dos
cromossomos do hibrido, explicam a sua composi¢cdo (AA x BB & AB = AABB x
DD = ABD 2 AABBDD). Nesta espécie ocorre, exclusivamente, associacdo em
bivalente (intragenémico) na préfase | da meiose |. Esse comportamento,
semelhante ao de um diploide, é controlado geneticamente pelo gene Ph (pairing
homeologous 1), que suprime o pareamento de cromossomos ditos homedlogos ou
parcialmente homdélogos. Quando ha delecdo do loco Ph, mutantes de trigo exibem
pareamento interespecifico (RILEY; CHAPMAN, 1958; YOUSAFZAI; AL-KAFF;
MOORE, 2010).
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No caso do trigo e de tantos outros poliploides (auto- e alopoliploides) a
natureza conduz a fertilidade por uma combinacdo de fatores cromossdémicos e
génicos ou, alternativamente, a espécie € mantida por propagacéo vegetativa, como
€ 0 caso das bananas cultivadas. Espécies do género Musa evoluiram por
poliploidia, a partir das espécies diploides silvestres M. acuminata (AA) e M.
balbisiana (BB), dando origem aos triploides AAA, AAB e ABB, que séao inférteis
devido as irregularidades meidticas, ja que se formam bivalentes, trivalentes e
univalentes na meiose I. As cultivares comerciais sdo mantidas devido a propagacao
vegetativa, tipica das bananas triploides (veja JERIDI et al., 2012).

Além disso, as irregularidades durante a meiose podem contribuir para a
geragao de gametas aneuploides. Estudos sobre o género Brachiaria tem mostrado
a ocorréncia de migracao precoce de cromossomos em metafase | e Il, a disjuncéo
tardia para os polos em anafase | e Il, ocasionando micronlcleos em tétrades,
eliminacdo de cromossomos e a formacéo de aneuploides, sobretudo nos acessos
tetraploides e hexaploides (MENDES-BONATO et al., 2002a, 2002b, 2006).

O género Saccharum tem sido pouco estudado em relacdo ao comportamento
meidtico das espécies que o compdem. Nos varios citdtipos analisados de S.
spontaneum, o pareamento dos cromossomos ha meiose |, em sua maioria, é do
tipo bivalente. Ha relatos de que os clones Glagah (2n = 112) e North Celebes (2n =
80) apresentam pareamento completo com 56 e 40 bivalentes, respectivamente;
bem como, nas progénies (2n = 96) de Glagah x North Celebes observaram-se 48
bivalentes (BREMER, 1961b).

O predominio de bivalentes foi demonstrado por Nair (1972b) ao avaliar clones
de S. spontaneum, com 2n = 40-128. Univalentes, no maximo 4 por célula, foram
visualizados em 50% dos clones e ndo se observaram multivalentes. Na maioria dos
clones foram constatadas irregularidades como cromossomos retardatarios, pontes,
micronucleos e gametas aneuploides, esses com variagdoden—lan—-5n+1an
+ 4 (NAIR, 1972a). O autor verificou haver correlacdo entre a presenca de
irregularidades meidticas e de gametas aneuploides. Diante disso, assume-se que a
segregacao desigual e a perda de cromossomos durante a meiose Sao responsaveis
pelas aneuploidias observadas.

Sreenivasan e Jagathesan (1975) identificaram a ocorréncia de uni-, tri- e
quadrivalentes em 28 clones de S. spontaneum (2n = 40-126), porém em baixa

frequéncia. Além disso, 0s microsporocitos mostravam variacdo do numero diploide
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de 2n-2a2n-14,2n + 2 a 2n + 15. Em contrapartida, outros autores classificaram
como regular a meiose de clones de S. spontaneum (2n = 52-112), ja que
univalentes e cromossomos retardatarios foram visualizados ocasionalmente
(SREENIVASAN; SREENIVASAN, 1984).

S. officinarum (2n = 80) é estavel devido a formacéo restrita de bivalentes,
embora existam estudos que relatam a presenca de uni- e quadrivalentes
(NISHIYAMA, 1956; BREMER, 1961b; PRICE, 1963a).

Em S. robustum séo formados 30 e 40 bivalentes nos citétipos com 2n = 60 e
2n = 80, respectivamente. Entretanto, em um clone do cit6tipo 2n = 60, foi notificada
a ocorréncia de 29 bivalentes e 2 univalentes. No que se refere as irregularidades,
S. robustum raramente apresentou cromossomos retardatarios em anéafase e
tel6fase | (SREENIVASAN; SREENIVASAN, 1984).

Percebe-se pelos relatos acima apresentados que o pareamento bivalente
prevalece na meiose das espécies silvestres que compdem o género Saccharum;
entretanto, certas irregularidades sao notadas, refletindo possivelmente que a
disrupcdo entre elas ainda ndo é completa, ou que o material vegetal estudado
sofreu algum tipo de influéncia antrépica, isto €, selecao artificial.

Por outro lado, estudos meioticos tém demostrado que Erianthus, Miscanthus e
Narenga possuem meiose regular, com alta frequéncia de bivalentes e poucos
univalentes, multivalentes e micronucleos em teléfase Il. Ao se comparar clones
desses trés géneros com os de S. robustum e S. spontaneum, notou-se que ha
maior frequéncia de irregularidades em Saccharum, sendo, por isso, considerado
menos estavel (BURNER, 1991).

Em hibridos interespecificos (S. officinarum x S. spontaneum) e em canas
modernas o comportamento meiético tende a ser semelhante ao das espécies
silvestres, quanto a prevaléncia do pareamento bivalente. Nair (1975) ao estudar
164 hibridos interespecificos entre S. officinarum e S. spontaneum (2n = 54 a 2n =
128), constatou a formacdo majoritaria de bivalentes. Configuracdes multivalentes
(tri- ou quadrivalentes) foram visualizadas em poucos hibridos, em contrapartida,
univalentes (1 a 12 por célula) ocorreram na maioria deles. Além disso,
cromossomos retardatarios, pontes e micronucleos em tétrades foram observados.
Resultados similares foram obtidos por Price (1963a, 1963b) em hibridos (S.
officinarum x S. spontaneum) e em quatro cultivares do Havai, havendo de 2 a 8

univalentes por célula e escassos trivalentes em meiose I.
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Trabalhos classicos mostram que clones provenientes do processo de
nobilizacdo, da geracdo RC; (P.0.J 2364) e RC, (P.O.J 2725, 2722, 2878 e 2883),
apresentaram, em média, 93% dos cromossomos em configuracao bivalente. Cerca
de 5 a 14 univalentes por célula e, para dois dos clones, em algumas células
observaram-se tri- e quadrivalentes (SUZUKI, 1941). Também, em 21 clones (2n =
99-118), variedades comerciais e clones elites usados no programa de
melhoramento de Louisiana, houve 90% de pareamento bivalente. A ocorréncia de
uni-, tri- e quadrivalentes, foi no maximo de 6,3, 1,4 e 0,8 por célula,
respectivamente (BURNER; LEGENDRE, 1994).

Recentemente, a microsporogénese de nove clones (Saccharum spp. hybrids)
foi investigada por Bielig, Mariani e Berding (2003). Os autores relataram que a
maioria das associacdes era do tipo bivalente, com raros univalentes e auséncia de
multivalentes, em todos os gendtipos analisados. As irregularidades mais frequentes
incluiam cromossomos retardatarios em teldfase |, divisdo assincrona na meiose |l,
triades e diades.

A analise meidtica das variedades modernas de cana cultivadas no Brasil é
escassa, existindo apenas o estudo realizado por Pagliarini, Silva e Mollinari (1990)
com as cultivares IAC 51-205, CB 53-98, SP 70-1078 e SP 70-1143. As
irregularidades constatadas incluiram: migracdo precoce em metéafase |,
cromossomos retardatarios em anafase | e I, micronacleos em telofase | e I,
tétrades e micrésporos. Quanto ao pareamento, 0s autores optaram por nao
identificar as associa¢des presentes nessas cultivares, pois o tamanho pequeno dos
cromossomos dificultou a distincdo entre uni-, bi- e multivalentes. O elevado nimero,
o tamanho e o0 aspecto dos cromossomos meioticos tém dificultado as analises em
cana-de-acucar, acarretando em erros de interpretacdo das configuracées (PRICE,
1963a; PAGLIARINI; SILVA; MOLLINARI, 1990; BURNER, 1991).

Com base na literatura, constata-se que as aneuploidias relatadas na
microsporogénese de cana-de-acUcar sdo decorrentes de outras irregularidades e
ndo da formacdo de multivalentes, uma vez que, o pareamento bivalente é
predominante nas espécies, hibridos interespecificos e cultivares modernas.

Concluindo, as irregularidades meidticas resumem-se nha presenca de
univalentes com migracdo precoce em metafase, pontes cromossémicas,
cromossomos retardatarios em anéfase, divisdo assincrona e a presenca

micronucleos. Essas irregularidades séo visualizadas em outros poliploides,
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entretanto, nas canas, elas vém sendo mantidas e toleradas devido a propagacéao
vegetativa. Nesse aspecto, fica claro que a instabilidade cromossémica no decorrer
da meiose € responsavel pela producédo frequente de gametas aneuploides e pela
origem de progénies com numero diferentes de cromossomos a partir da mesma
ascendéncia (NAIR, 1972a).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material vegetal

No presente estudo foram usados a cultivar de cana-de-acucar IACSP93-3046,
o clone IACSP95-3018 e um representante da espécie Saccharum officinarum
denominado Caiana Fita (2n = 80). IACSP93-3046 € proveniente do policruzamento
SP79-1011 x ? (veja Anexo A), foi lancada em 2005, possui habito de crescimento
ereto, bom perfilhamento, e é classificada como resistente as doencas mosaico,
ferrugem e como intermediaria ao carvao (LANDELL et al., 2005). IACSP95-3018 é
um clone elite do Programa de Melhoramento de Cana do IAC, originario do
cruzamento biparental SP84-2189 x SP80-1842 (veja Anexo A). Esses gendtipos
possuem desempenho similar em cana planta para os caracteres altura de colmo,
namero de colmo, toneladas de cana por hectare, teor de sacarose e brix (MANCINI
et al., 2012). No entanto, IACSP95-3018 é suscetivel a ferrugem.

As paniculas e os colmos foram coletados na Estacdo de Hibridacdo do
Programa Cana IAC (latitude 14° 28’ 27" S e longitude 39° 04’ 46” O), pertencente ao
Centro APTA Cana, e situada em Serra Grande, distrito do municipio de Uruguca,
BA. As paniculas em estagio imaturo foram acondicionadas em frascos de vidro,
apos a retirada da folha bandeira, com solucédo fixadora Carnoy (etanol: acido
acético, 3:1 v/v) sob temperatura ambiente, conforme Sharma e Sharma (1980). A
solucdo foi substituida depois de 24 horas, e as amostras foram transportadas e
armazenadas a 4°C no Laboratdrio de Genética Molecular de Plantas Cultivadas do
Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, em
Piracicaba, SP. Os colmos foram cortados em mini-toletes (com a presenca de uma
gema), acomodados em bandejas plasticas contendo Sphagnum umedecido e
mantidos a 28°C em sala de crescimento para enraizamento e brotacdo. Apds 20
dias, as mudas foram transplantadas para vasos com substrato Basaplant hortalicas

BX, em casa de vegetacao, no mesmo local.

3.2 Anélise mitoética da cultivar IACSP93-3046 pelo método de Feulgen (smear)

O numero de cromossomos foi obtido a partir de preparacdes do meristema

radicular utilizando-se o método de Feulgen. Os mini-toletes foram colocados para
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enraizamento conforme mencionado no item 3.1. Apos 5 a 14 dias, raizes de 1 a 3
cm de comprimento foram coletadas e imediatamente tratadas com 8-
hidroxiquinolina (0,03% p/v, Sigma), por 4 horas a temperatura ambiente. As raizes
foram submetidas a duas lavagens de 5 minutos cada, fixadas em solucdo Carnoy
(etanol: &cido acético, 3:1 v/v) por 24 horas, transferidas para etanol 70% e
armazenadas a 4°C.

Para promover a reacdo de Feulgen, uma técnica de citoquimica intermediada
pelo reativo de Schiff, as raizes foram lavadas em agua destilada por duas vezes (5
minutos cada), e hidrolisadas em HCI| 1N a 60°C durante 8 minutos, em banho-
maria, sendo novamente lavadas em agua destilada e submetidas a coloragdo com
reativo de Schiff por 45 minutos, protegidas da luz. Posteriormente, as raizes foram
lavadas em agua de torneira por, no minimo, trés vezes, maceradas em solucao
enziméatica contendo 2% de celulase (Onozuka) e 20% de pectinase (Sigma), a 37°C
por 60 minutos, e lavadas em agua destilada por duas vezes (5 minutos cada).

No preparo das laminas, as raizes foram imersas em solucdo de acido acético
45% durante 4 minutos. Em seguida, uma raiz foi transferida para uma lamina
contendo 1 a 2 gotas do corante carmim acético 1% e o meristema (a ponta da raiz)
esmagado usando um bastdo de cobre, para a individualizacdo das células. A
preparagdo foi coberta com laminula de vidro (22 x 22 mm), aquecida em uma
chama de lamparina e pressionada firmemente entre papel filtro. As laminulas foram
removidas em solucdo de acido acético 45%, secas sob temperatura ambiente, e
montadas (laminas e laminulas) com Entellan (Merck). A analise foi realizada sob
microscopia Optica e as células fotografadas com camera digital Optikam B3 (Optika)
acoplada ao microscépio BX50 (Olympus). Um total de 20 células em prometafase
ou metafase foi selecionado para a contagem dos cromossomos, preferencialmente

células intactas e sem sobreposicdo de cromossomos.

3.3 Comportamento meiodtico da cultivar IACSP93-3046 analisado por

esmagamento (squash)

O comportamento meiético foi analisado a partir de preparacdes obtidas pela
técnica de esmagamento (SHARMA; SHARMA, 1980). A espigueta foi dissecada, as
anteras transferidas para uma lamina contendo 1 a 2 gotas de solucédo de carmim

propidbnico 1%, seccionadas transversalmente e esmagadas levemente para a
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expulsdo dos microspordécitos. Os fragmentos de parede das anteras foram retirados
com pinga e a preparacao foi coberta com laminula (24 x 32 mm), aquecida usando
uma chama de lamparina e pressionada levemente entre papel filtro. A lamina foi
vedada com cola BV-02 (Vipal) e posteriormente analisada sob microscopia optica.
As trés anteras da espigueta foram usadas no preparo de uma lamina.

Todas as fases do processo meiotico foram identificadas segundo Singh (2003)
e documentadas em camera digital Optikam B3 (Optika) acoplada ao microscopio
BX50 (Olympus). Foram avaliados 700 microsporocitos, especificamente meiocitos
intactos e envoltos pela capa de calose. As fases analisadas do ponto de vista da
segregacao cromossémica incluiram desde a metafase | da meiose | até a telofase
da meiose Il, bem como as tétrades. Em cada fase, de 100 a 116 células foram
contabilizadas, sendo classificadas como normais e irregulares. Com excec¢do das
fases anafase | e Il, em que foram avaliados 39 e 11 meidcitos, respectivamente,
devido a dificuldade de se encontrar espiguetas mostrando tais fases. O percentual
de células com irregularidades foi estimado em relacdo ao total de células
analisadas em cada fase.

Detalhando, na metafase | e Il, foi observado o alinhamento dos cromossomos
na placa metafasica; desse modo, meidcitos com migracdo precoce ou
cromossomos perdidos foram designados irregulares. Nas células em anafase (I e Il)
verificou-se a migragcdo dos cromossomos para 0s polos e, consequentemente, 0s
cromossomos com disjuncdo tardia foram considerados com comportamento
irregular e classificados como retardatarios. Na tel6fase | e I, foi avaliado se os
cromossomos alcangcaram os polos e se os nucleos filhos foram constituidos; caso
contrario, os meiécitos com cromossomos retardatarios foram registrados como
portadores de irregularidades. Na profase Il, foram qualificadas como irregulares as
células que apresentavam cromossomos perdidos, que ndo foram incluidos nos
ndcleos e permaneceram dispersos no citoplasma. No final da meiose, foi observado
se as células-méaes do grdo de pdélen continham quatro micrésporos - estagio de
tétrade - ou outras configuragdes como diades, triades e poliades. Nos micrésporos

foi verificada a possivel presenca de micronucleos.
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3.4 Associagdes cromossOomicas identificadas por FISH

Para a identificacdo das configuracbes relativas ao pareamento dos
cromossomos foi realizada a marcacao dos centromeros pela técnica de hibridizacao
in situ fluorescente (FISH). Esta etapa foi executada no Laboratério de
Biossistematica e Polinizacdo, pertencente ao Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp), sob orientacdo da Profa. Dra. Eliana Regina Forni
Martins.

Nos ensaios da FISH foram usadas preparagfes cromossémicas dos gendtipos
IACSP93-3046, IACSP95-3018, e de Caiana Fita, este como controle. Os
procedimentos referentes ao preparo das laminas, obtencdo da sonda homéloga a

regido centromeérica e a hibridizacao in situ estdo descritos a seguir.

3.4.1 Preparo das laminas por gotejamento

As anteras foram previamente selecionadas quanto a fase dos meidcitos.
Apenas uma antera da espigueta foi usada na confeccdo das laminas pelo método
de esmagamento em solucdo de acido acético 45%. Caso a maioria dos meidcitos
estivesse em diacinese, as demais anteras eram transferidas para um microtubo
contendo a solucéo fixadora (etanol: acido acético, 3:1 v/v).

Para o preparo da suspensao celular, foram usadas 12 anteras, conforme
protocolo estabelecido por Murata e Motoyoshi (1995), com modificacdes. As
anteras selecionadas foram lavadas trés vezes em agua destilada, por 10 minutos
cada. Em seguida, foram submersas em solucdo enzimatica (a 37°C por 10
minutos), composta de 2% de celulase (Onozuka), 20% de pectinase (Sigma) e 1%
de macerozima (Sigma). Apos a digestdo, as anteras foram fragmentadas com
auxilio de uma micropipeta e essa suspensao foi centrifugada a 13.000 rpm por 5
minutos (centrifuga 5415 R, Eppendorf). Subsequentemente, a solucdo enzimatica
foi removida, o sedimento celular ressuspenso em 50 pl de agua destilada e
centrifugado nas condicbes mencionadas. Esta dU(ltima etapa foi executada
novamente usando 50 pl de solucéo fixadora 3:1, ao invés de agua destilada. Ao
término da centrifugacdo, o sedimento celular foi ressuspenso em 30 pl de solucéo
fixadora 3:1, e a suspensdo foi utilizada imediatamente ou armazenada a -20°C.

Nove microlitros da suspenséo celular foram gotejados sobre uma lamina e, apés
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serem secas a temperatura ambiente, as laminas foram analisadas sob contraste de
fase quanto a presenca de meiocitos em diacinese. As melhores laminas foram
selecionadas para os ensaios de FISH e armazenadas a —20°C.

Para o clone IACSP95-3018 e Caiana Fita foi necessario ajustar o protocolo de
preparo da suspensao celular devido a quantidade remanescente de citoplasma nos
meiocitos. Assim, o tempo de digestdo foi de 13 minutos e a propor¢cdo dos

compostos na solucéo fixadora foi de 1:1.

3.4.2 Obtencédo da sonda homéloga a regido centromérica

O processo de construcdo da sonda teve inicio com a extracdo do DNA
gendmico, desenho de primers e amplificacdo via PCR da regido centromérica,
sequenciamento dos fragmentos para verificar se correspondiam as sequéncias
centroméricas, e por ultimo, a marcacdo dos produtos da PCR por nick translation.
Essas etapas estdo detalhadas a seguir.

O DNA gendmico de IACSP93-3046, IACSP95-3018 e Caiana Fita foi extraido
segundo protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1990). Folhas jovens, sem nervura
central, foram maceradas em nitrogénio liquido e 2 g foram transferidos para um
tubo Falcon de 15 ml, adicionando 9 ml de tampé&o de extragdo (2% CTAB p/v, 1,4 M
NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 1% PVP 40.000 p/v e 1% 2-
mercaptoetanol), previamente aquecido. As amostras foram misturadas e incubadas
a 65°C por 30 minutos, em banho-maria. Posteriormente, 4,5 ml da solugcdo de
cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1 v/v) foram acrescentados, e as amostras
homogeneizadas por inversdo durante 5 minutos e centrifugadas por 15 minutos.
Todas as centrifugacdes no decorrer desse protocolo foram realizadas a 5.000 rpm,
velocidade maxima obtida para o rotor de tubos Falcon (15 ml) usando a centrifuga
5804 R (Eppendorf). Em seguida, a fase superior foi transferida para um novo tubo e
tratada com RNAse (concentracdo final de 10 ug/ml) a 37°C por 40 minutos, em
banho-maria.

ApoOs esse periodo, o DNA foi precipitado com 4,5 ml de isopropanol resfriado,
durante 30 minutos a —20°C. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos e o
sobrenadante descartado. O pellet foi seco a temperatura ambiente e eluido em 5 ml
de solucédo de lavagem (76% etanol v/v, 10 mM acetato de aménio). As amostras

permaneceram por, no minimo, 30 minutos a 4°C e foram submetidas a
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centrifugacédo durante 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e o pellet foi seco a
temperatura ambiente e ressuspenso em 400 pl de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0,
EDTA 1 mM pH 8,0).

Uma etapa adicional de purificacéo foi realizada com 400 ul de fenol resfriado,
seguida de homogeneizacao por inversdo e centrifugagcdo por 10 minutos. A fase
superior foi coletada, transferida para novos tubos, e foram adicionados
aproximadamente 400 pl de cloroférmio resfriado. Os procedimentos relativos ao
tratamento com fenol foram repetidos nessa etapa usando cloroférmio. Subsequente
a centrifugacao, a fase superior foi recuperada e o DNA precipitado com acetato de
sédio 7,5 M (concentracédo final de 2,5 M) e etanol absoluto resfriado, durante 15
minutos a —20°C, sendo que o volume de etanol adicionado foi equivalente a 2,5
vezes 0 volume da solucdo. Finalizada a precipitacdo, as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos e o pellet lavado em 1 ml de alcool 70% e novamente
centrifugado por 5 minutos. O pellet foi seco a temperatura ambiente e ressuspenso
em 400 ul de TE.

A concentracdo do DNA foi estimada por espectrofotometria usando NanoDrop
2000 (Thermo Scientific), e a sua integridade verificada apés eletroforese em gel de
agarose 1,2% (p/v) corado com SYBR Safe 0,5x (Invitrogen).

Os primers foram desenhados com base na sequéncia de nucleotideos do BAC
SCHRBa_029 018, disponivel no GenBank (http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/genbank/),
namero de acesso KF184699 (SETTA et al., 2014). Este BAC pertence a biblioteca
gendmica da cultivar R570, construida por Tomkins et al. (1999). Conforme Setta et
al. (2014), a sequéncia foi classificada como pericentromérica ou centromérica e
possui similaridade ao motivo SCEN de cana-de-acucar descrito por Nagaki,
Tsujimoto e Sasakuma (1998). Esses Ultimos autores analisaram sequéncias
repetitivas do centrdbmero de uma variedade egipcia, com motivo de 137 pb, e
disponibilizaram as sequencias dos primers SCEN-A e SCEN-B.

Novos primers foram obtidos da seguinte maneira: (i) as sequéncias
correspondentes aos primers SCEN-A (5-CCATCGGGTGCGTCCAAAAT-3’) e
SCEN-B (5- GTTTGCGCCAAACGTACCAT-3’) foram localizadas no BAC
SCHRBa_029 018; (ii) as regides situadas entre os sitios de anelamento dos
primers SCEN-A e SCEN-B foram escolhidas para o desenho manual de dois novos
pares de primers (Figura 3); (iii) a possivel formacdo de estruturas secundarias foi

analisada no programa GeneRunner versdo 4.0.9; finalmente, os primers foram
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denominados como CENT1F, CENT1R, CENT2F e CENT2R, e empregados na
amplificacdo via PCR da regido centromérica dos genoétipos de cana-de-agucar aqui

estudados.

TACGTTCGGTGCAAATCGTGCACCTATCTTGCGTCAAGATTAGCATTATCCCCGAACGGACTGAATCGAGCTTCCACTTGAGCC
TCATCACCTAGGATTGCCATCGGGTGCGTCCARAATGATTTCTAAGCGTATAGTACGTTTGGCTCAAACCGTGACCTACCTTGC
TTCTAGAATAGTTCTATCTCCAAATAGAATGAAACGAGCATCCACTTGAGCATCGTCACCTAGGAGTACCATCGGCTACATCGA
AAATGATTTCTGAGCCTATGGTACGCATGGTGCAAACC. ../ /.. .CCTATCITGGGTCAAGATTAGCACTATCTCCARATGGA
ATGAATTGAGCATTCAACTGAGCCTCGTCACCTAAGTGTACCATCGGGTGTGTCCAAAATGACTTCTAAGCCTATGGCACATTT
GGCACAAACTGTGCACCTATCTAGAACCGACACTAACACTGTACTCCAAATAGACCAAAACGAGATTCCAAATGACCCAAGTAA
CCTAGTAGTTACATCGGGTGCGTCCARAATGATTTCTCGAGCCTATGGTATGTTCGGCGCGAAGCGTGCACCTATCCCATACCAC
AGCCCAGACACGACCTCTCACCTCCTGTTATCCCGTAGCCGGGCATTTCTGCTACGAACCTGCCTTCTCGAGAGGGCGGACGGC
GGCATGAGCGATCGAGGCGCCTTCCCCG. ../ /. . .GACATAAACCGTGCACCTGTCTTGCGTTAAAGTTAGCATTATCTCCAA
ATGGAATGAAACAAGCATCCACTTGAGCCTCGTCACCTAGGAGTTCCATCGGGTGCATCCAAAAAGATTTCTGAGCCTGTGGAA
AGTCGGGTGCATATCATGCACCTATCTTGCGTCAAGATTAGCACTTTCTCCAAACGGACTGAATCGAGCTTTCACTTGAGCCTC
GTCACCTAGGAGTACCATCGCGGGCGTCCARAAGGATTATGAGCCTATGCTACGTTTGGCGCARACGTGCAACTATCTTGCATA
AATATTAGCACTATCTCCAAACGGAATGAAACGAACATCCACTTGAGCCTCATCACCTATTAGTACTATTGGGTTCGTCCAAAA
TGATTTCTAAGCCTGTGG. ..//...CATCCACTTGAGCTTCGTCACGTAGGAGTACCATCGGGTGCGTCTARAATGATTTCTG
AGCCTATGGTACGTTCGGCGCARAGCATGCACCTATCTTACGTCAAGATTCGCACTATCTCCAAATGGACTGAATCGAGCTTCC
ACTTGAGCCTTGTCTCCTAGAAGTATCACTGGGCACGTCCAAAATGATTTCGGAGCCTATGGTACGTTTGGCGCAAACCATGCA
CCTATCTTGCACCTAGGAGTTCCATCGGGTGCATCCAAAATGATTTCTGAGCCTACAGTATATTCGGCACAAATCGTGCACCTG
TCTTGCGTCA

b)

GTACGTTCGACGCAAATCGTGCACCTATCTTGCGTCAAGATTAGCAATATCTCCAAACAAACTAATCGAGCATCCACTTGAGCC
TCGTCACCTAGAAGTACCATCGGGTGCGTCCARRATGAC TTCTGAGCCTATGGTACAGTTGGCGCAARGCCCACACCTTTCTTG
CACCGACACTAACACTGTCTCCAAATGGATCGAAACAAAATTCCACATGACAGACGTCAACTAGGTGTTCCATCGGGTGTGTCC
AAAATAATTTCTGAGCCTGTGGTATGTTCGGCGCARAC. . . // . . . CGTGCACCTATCATGCGTCAAGGTTAGCCGTATCTCCA
AACAGAATGARACAAGCATCGACTTGAGCCTCATCACCT TGGAGTACCATCGGATGCGGCCARAATAATTTCTAAGCCTTTGTA
CGGTTCGCGCARACCATGCACCATTCTTGCAATGACACTAACATTGTCTCCAAATGGACCARAACGTGATTCCACATGGCCCAC
GTCACCATCGAGTTCCAT CHG e N UV P gNe T GAGCC TATGGTATGT TCGGCTCARACCGTCAACCTATCTTGCG
TCAAGACTAGCACTATCTCTAAACAAACTGAATCAATTT TCCACTTGAGCCTCGTCACCTGGGAGTATCATTGGCTGCGTCAAA
AATGATTTCTGAGCCTATGGTACGTTCG. .. // . . .CATGGACTTGTCTTGCACTAACACTAACTATGATCCARATGGACCGAA
ACGAGATTCCACATGTCCCACGTCACTAAGGAGTTCCATCAGGTGCATACAAAATGATTCCTGAGCCTATGGTATGTTCAGCGC
AAACTGTGCACCTTTCTTACATCAAGGTTAGCACTATCTCCAAATGGACTGAATCAAGCTTTGACT TTAGCCTCATCACTTAGG
AGTACCATCGGGTGTGTCCAAAAC NI e YIgeiiA TGGTACGT TTGGCGCARACCGTGCACCTATCTTGCATCGATATTAA
CACTGTCTCCAAACAGACCAAAACAAGATTCCACATGACCCACGTCACCTAGGAGT TCCTTTAGGTACATCCA

Figura 3 - Sequéncia do BAC SCHRBa_029 018 utilizada para o desenho de
primers. Os nucleotideos destacados em amarelo se referem as
sequéncias dos primers SCEN-A e SCEN-B definidas por Nagaki,
Tsujimoto e Sasakuma (1998); em azul estdo as sequéncias dos
primers CENT1F e CENTI1R (a); e em preto as dos primers CENT2F e
CENT2R (b). A sequéncia correspondente ao primer CENT2R contém
nucleotideos em comum com a do primer SCEN-B, os quais estao
sublinhados. As barras (...//...) representam os nucleotideos que foram
omitidos para a construcao da imagem
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No preparo das reagbes de amplificagdo foram usados: 1x de solu¢cao tampao,
1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,3 uM de cada primer, 1 U de GoTaq
Flexi DNA Polymerase (Promega), 40 ng de DNA genbmico e agua ultrapura para
volume final de 20 ul. As amplificacdes foram realizadas em termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturacgéo inicial a
95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 95°C por 40 segundos, 60°C por 50
segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos, e uma extensao final a 72°C por 10
minutos. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,2% (p/v) corado com SYBR Safe 0,5x (Invitrogen).

Com o intuito de confirmar se os amplicons correspondiam a regido
centromérica, os produtos da PCR obtidos com os primers CENT2F e CENT2R
foram clonados e sequenciados. Para tal, cerca de 100 ul do produto da PCR de
cada genotipo foram purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). Os produtos purificados foram ligados ao vetor de clonagem pGEM-T
Easy (Promega), apds a seguinte reacdo: 1x de solucao tampéo, 50 ng do vetor, 3 U
de T4 DNA Ligase, 200 ng de inserto e agua ultrapura para completar o volume final
de 10 pl. As reacBes foram mantidas a 4°C overnight. Ao término, 1,5 ul do produto
da ligacdo foram wusados para a transformacdo de 40 pl de células
eletrocompetentes E. coli DH5a por pulso elétrico, em eletroporador Gene Pulser |l
(Bio-Rad). Imediatamente apds a eletroporacao, foi adicionado 1 ml de meio SOC
(2% de triptona p/v, 0,5% de extrato de levedura p/v, 8,56 mM de NaCl, 2,5 mM de
KCI, 10 mM de MgCl, e 20 mM de glicose, pH 7,0), e as células incubadas a 37°C
por 1 hora sob agitacdo (200 rpm, shaker TE-421, Tecnal). Em seguida, 60 pl de
suspensdao bacteriana foram plagueados com 60 ul de X-Gal (2%) e 60 pl de IPTG
(20%) em meio LB solido (1% de triptona p/v, 0,5% de extrato de levedura p/v, 0,17
M de NaCl e 1,5% de &gar p/v, pH 7,5) contendo ampicilina (50 pg/ml). As placas de
Petri foram incubadas a 37°C por 16 horas.

As colbnias de coloracdo branca foram coletadas com palito estéril e cultivadas
individualmente em 6 ml de meio LB liquido (1% de triptona p/v, 0,5% de extrato de
levedura p/v e 0,17 M de NaCl, pH 7,5) contendo ampicilina (50 pg/ml), a 37°C por
22 horas, sob agitacdo a 200 rpm. Da suspensdo bacteriana total, 300 pl foram
preservados em glicerol 60% a —80°C, 1 ml foi usado para confirmar a presenca e
identificar o tamanho do inserto via PCR, e o restante foi empregado na extragao

dos plasmideos para posterior sequenciamento do inserto.
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Anterior a PCR, a suspenséao bacteriana (1 ml) foi centrifugada a 12.000 rpm
por 3 minutos, o meio descartado e o sedimento eluido em 300 ul de agua ultrapura,
e novamente centrifugado nas condicbes mencionadas. O sobrenadante foi
eliminado e o sedimento bacteriano ressuspenso em 30 ul de TE. Esta solucédo de
células transformadas foi utilizada como DNA template na reacao de amplificacéo, a
qual consistiu de 1x de solugcéo tampéo, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP,
0,5 UM de cada primer M13 forward (5’GTTTTCCCAGTCACGACS3’) e reverse
(5’CAGGAAACAGCTATGACS3), 1 U de GoTaqg Flexi DNA Polymerase (Promega), 3
ul de DNA template e agua ultrapura para volume final de 25 pl. Este par de primers
permite a amplificacdo de um fragmento de 252 pb do vetor, além do inserto. Nas
amplificaces houve uma etapa de desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos,
seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 1 minuto, 72°C por 1
minuto e 30 segundos, e uma extensao final a 72°C por 10 minutos. Os amplicons
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2% (p/v) corado com SYBR
Safe 0,5x (Invitrogen).

Os clones contendo insertos de diferentes tamanhos foram selecionados para a
extracdo dos plasmideos, miniprep por lise alcalina, conforme Sambrook e Russel
(2001). O sequenciamento de cada inserto foi realizado usando o kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), em ambas dire¢cdes, com
os primers M13 forward (5'GTTTTCCCAGTCACGAC3) e reverse
(5’CAGGAAACAGCTATGACS). As reacbes constaram de 1 pl de solucdo tampéao
5x, 1,2 ul de BigDye, 0,5 uM de primer, 500 ng do produto da miniprep e agua
ultrapura para volume final de 10 ul. O programa de amplificacdo consistiu de 1
minuto a 96°C e de 35 ciclos por 15 segundos a 96°C, 15 segundos a 50°C e 4
minutos a 60°C.

Os produtos da PCR foram precipitados com 2 pl da solugdo acetato de sodio
(1,5 M), EDTA (250 mM) e 55 pl de etanol absoluto resfriado, mantidos sob
temperatura ambiente durante 15 minutos, protegidos da luz, e centrifugados a
3.700 rpm por 60 minutos a 4°C (centrifuga 5804 R com rotor de placa, Eppendorf).
A placa foi invertida e centrifugada rapidamente (spin) a 1.000 rpm para o descarte
completo do sobrenadante. O precipitado foi lavado em 120 ul de etanol 70%
resfriado e centrifugado a 3.700 rpm durante 30 minutos a 4°C. ApOs o descarte do
sobrenadante, as amostras secaram por 45 minutos no fluxo laminar, ao abrigo da

luz, e foram enviadas para o Laboratorio de Gendomica e Biologia Molecular de



36

Plantas, Departamento de Ciéncias Biologicas da ESALQ, onde se procedeu a
eletroforese capilar no sequenciador ABI PRISM 3100.

As sequéncias foram analisadas no programa CodonCode Aligner verséo 5.1.4,
guanto a qualidade das bases por meio da funcdo Base Call, em que se atribui um
indice de qualidade denominado Phred score. Em seguida, bases iniciais e finais
com baixo indice de qualidade foram removidas pela funcao Clip Ends, de modo que
somente as sequéncias contendo no minimo 100 bases com Phred > 20 foram
mantidas. Finalmente, a sequéncia correspondente ao vetor de clonagem foi
excluida com a funcao Trim Vector, e a montagem dos contigs (formacao de apenas
uma sequéncia para cada inserto) realizada pela funcdo Assemble. Unidades
repetitivas foram identificadas nos contigs por meio do programa Tandem Repeat
Finder versdo 4.09 e posteriormente confirmadas por alinhamento usando a
ferramenta BLASTn disponivel no NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov), tendo como
referéncia o motivo centromérico SCEN (NAGAKI; TSUJIMOTO; SASAKUMA,
1998). As unidades repetitivas foram alinhadas pelo programa Codon Code Aligner
com a finalidade de obter uma sequéncia consenso.

As sondas usadas nos ensaios de FISH foram marcadas por nick translation,
usando o kit DIG-Nick Translation Mix (Roche). A reacédo consistiu de 1 pg do
produto purificado da PCR, 4 pl do mix de marcacédo e agua ultrapura para completar
o volume final de 20 ul. O mix de marcacao, segundo informacdes do fabricante, &
composto de 5x de solucdo tampéo, 50% glicerol, DNA Polimerase |, DNase |, 0,25
mM de dNTPs e 0,08 mM de digoxigenina-11-dUTP.

As reacdes foram homogeneizadas, centrifugadas brevemente (spin) e
incubadas a 15°C por 90 minutos em termociclador Mastercycler 5333 (Eppendorf).
Para precipitar a sonda marcada, foram adicionados 2 pl de acetato de sédio 3M pH
5,2 e 40 ul de etanol absoluto resfriado, e as rea¢cdes mantidas a —20°C overnight.
Posteriormente, foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos (centrifuga 5415
R, Eppendorf), o sobrenadante descartado e o precipitado seco a temperatura
ambiente. As sondas foram eluidas em 30 ul de 4gua ultrapura e armazenadas a
-20°C.
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3.4.3 Ensaios de FISH

A hibridizagdo in situ fluorescente foi realizada segundo Schwarzacher e
Heslop-Harrison (2000), com modificacdes. As laminas foram descongeladas a
temperatura ambiente e, quando completamente secas, desidratadas em etanol 70%
e 100% por 5 minutos em cada solucao. Apés 1 hora, foram tratadas com 50 ul de
RNAse (100 pg/ml em 2x SSC) e incubadas a 37°C por 1 hora em camara umida.
Posteriormente, as laminas foram lavadas duas vezes em 2x SSC, imersas em
paraformaldeido 4% (p/v) por 10 minutos, e novamente lavadas em 2x SSC duas
vezes, desidratadas na mesma série alcoodlica e deixadas para secar por 1 hora a
temperatura ambiente. As lavagens em 2x SSC foram realizadas sob agitacdo (120
rpm) e durante 5 minutos cada.

A mistura de hibridizacdo foi constituida de 50% formamida, 10% dextran
sulfato, 2x SSC, 0,13% SDS, 3 ng/ul da sonda centromérica correspondente ao
genotipo vegetal, e agua ultrapura para o volume final de 15 pyl. Em seguida, foi
homogeneizada, centrifugada brevemente (spin), desnaturada a 75°C por 10
minutos, e imediatamente imersa em gelo por 5 minutos. As laminas, contendo a
mistura de hibridizacdo, foram submetidas a desnaturacdo e renaturacdo em
termociclador Mastercycler 5333 (Eppendorf) nas seguintes temperaturas: 90°C,
48°C e 38°C por 10 minutos cada, e entdo, incubadas a 37°C por 20 horas em
camara umida.

Ao final da hibridizag&o, as laminas foram submersas em solugéo de 2x SSC a
temperatura ambiente, com agitacdo (120 rpm), até as laminulas cairem. As demais
lavagens também ocorreram sob agitacdo e com duracédo de 5 minutos, sendo: duas
vezes em 2x SSC, duas vezes em 0,1x SSC, uma vez em 2x SSC, uma vez em 4x
SSC 0,2% Tween 20, todas a 42°C, e finalmente, uma vez em 4x SSC 0,2% Tween
20 a temperatura ambiente.

Para a deteccdo da hibridizacéo, as laminas foram tratadas com BSA 5% em
camara Umida a temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, foram
incubadas com o anticorpo anti-digoxigenina-Rodanima (Roche) em BSA 5% a 37°C
por 1 hora, em camara umida. Em seguida, foram lavadas em 4x SSC 0,2% Tween
20, por trés vezes, de 5 minutos cada, sob agitacdo. As laminas foram montadas em

DAPI-Vectashield (Vector) e as imagens dos meiécitos em diacinese foram



38

capturadas em céamera digital DP72 (Olympus) acoplada ao microscopio de
fluorescéncia BX51 (Olympus).
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4 RESULTADOS
4.1 Andlise mitética da cultivar IACSP93-3046 pelo método de Feulgen

O tratamento das pontas de raiz com 0,03% de 8-hidroxiquinolina durante 4
horas resultou no acumulo de células em metafase e de prometéfases.
Exemplificando, de um total de 10 células de uma lamina, tomadas randomicamente,
7 células apresentaram-se em metafase e 3 em prometafase.

A partir da contagem dos cromossomos metafésicos obtiveram-se os numeros
2n = 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115 e 116, dentre os quais 108, 110 (15%,
3/20) e 112 (25%, 5/20) foram os mais frequentes (Figura 4). Um namero modal ndo
pode ser estabelecido, contudo, examinando os resultados das configuracdes em
diacinese (apresentados no item 4.3), sugere-se 2n = 112 como sendo o0 nhumero de
cromossomos para IACSP93-3046.

Embora seja dificil descrever a morfologia dos cromossomos metafasicos de
cana-de-acucar, devido ao grande namero, nota-se que o tamanho varia, em média,
de 16 a 3,2 ym. A maioria dos cromossomos é do tipo metacéntrico ou
submetacéntrico, levando-se em conta a relagcdo de bragos (comprimento do brago
longo/comprimento do brago curto) que nestes tipos pode variar de 1,0 a 1,49 e de
1,50 a 2,99, respectivamente (GUERRA, 1986). Pelo menos um par de
cromossomos com satélites foram observados em 4 células metafasicas do total de

20 examinadas (Figura 5 e Figura 6).

5 4
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108 109 110 111 112 113 114 115 116

Frequéncia

—
1

N° de cromossomos

Figura 4 - DistribuicAo do numero de cromossomos observado em 20 células
metafasicas da cultivar IACSP93-3046 tratadas com 0,03% de 8-
hidroxiquinolina



40

Y e ) *_
Figura 5 - Metafase da cultivar IACSP93-3046 com 2n = 110 (a) e prometafase com
2n = 111 cromossomos. As setas indicam 0s cromossomos com satélites.

Barra =10 pm
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Figura 6 - Metafases da cultivar IACSP93-3046 com 2n = 112 cromossomos (a, b). A
seta indica o cromossomo com satélite. Barra = 10 pm
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4.2 Comportamento meidtico da cultivar IACSP93-3046 analisado por

esmagamento

A microsporogénese da cultivar IACSP93-3046 foi avaliada a partir da analise
de 700 microspordcitos (Tabela 1), dos quais 32% (223/700) apresentaram-se
regulares em cada fase analisada da meiose | e Il (Figura 7). Os demais 68%
(477/700) mostraram irregularidades relacionadas ao comportamento dos

cromossomaos.

Tabela 1 - Frequéncia de irregularidades observadas em microspordcitos da cultivar
IACSP93-3046

N° de células N° de células com

Fase analisadas Irregularidades irregularidades

Metéfase | 104 Migragéo precoce 22 (21,2)
Cromossomos retardatarios 28 (71,8)

Anéfase | 39 _
Pontes cromossdmicas 7 (17,9)
Cromossomos retardatarios 83 (81,4)

Telofase | 102 _
Pontes cromossdmicas 5( 4,9
Préfase Il 114 Cromossomos perdidos 99 (86,8)
Migragéo precoce 57 (57,0
Metafase Il 100 gragaop _ (7.0
Cromossomos perdidos 21 (21,0)
Anéfase I 11 Cromossomos retardatarios 8(72,7)
Tel6fase Il 105 Cromossomos retardatarios 75 (71,4)
Metafase/Telofase |l 9 Divisdo assincrona 9 (100)
Tétrade 116 Micronucleos 63 (54,3)
Total 700 477 (68,1)

'O percentual de meiécitos com irregularidades, em cada fase, é apresentado entre parénteses.

Detalhando, na meiose I, dos 245 meidcitos analisados, 41% (100/245)
apresentaram-se regulares e em 59% deles (145/245) foram reconhecidas
irregularidades.

O comportamento dos meibécitos que apresentaram 0S CromossSOMoSs
distribuidos na placa metaféasica, seguindo-se a movimentagdo para os polos e a

formacdo dos nucleos filhos, sem a ocorréncia de cromossomos retardatarios,
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culminando com a citocinese perpendicular ao fuso bipolar foi considerado regular
(Figura 7 e-g).

Convém ressaltar que, embora tenham sido identificadas todas as fases da
préfase | (leptoteno/zigoteno, paquiteno, dipléteno e diacinese), ndo foi possivel
estuda-las devido a sua complexidade, que é de dificil resolucdo, e ao elevado
namero de cromossomos. A diacinese mostrou-se a fase mais apropriada para a
visualizacado das configuracdes cromossomicas (Figura 7 d), porém, néo foi possivel
a obtencdo de um namero suficiente de células em diacinese (30, por exemplo), sem
sobreposicao dos cromossomos, para a identificacdo e a contagem precisa dos uni-,
bi- ou multivalentes.

Analisando células em metafase |, observou-se que em 79% (82/104) dos
meidcitos, todos 0s cromossomos encontravam-se alinhados na placa equatorial e
em apenas 21% (22/104) deles houve a ocorréncia de migracao precoce para 0S
polos. Neste caso, foram observados de 1 a 2 cromossomos por célula, sendo que
em 15% (16/104) dos meidcitos apenas um Cromossomo migrou precocemente
(Figura 8 a).

A partir da anafase |, o percentual de microsporécitos com irregularidades
aumentou de maneira expressiva, pois em 90% (35/39) das células observaram-se
cromossomos retardatérios ou pontes (Figura 8 b-e), e em apenas 10% (4/39) a
disjuncdo dos cromossomos ocorreu sem atraso. 1sso, possivelmente, ndo se deve
ao numero desbalanceado de células analisadas (104 células em metéafase | e 39
em anafase 1), uma vez que, as fases subsequentes também apresentaram elevado
percentual de irregularidades. Na maioria dos meidcitos em teléfase | (81%, 83/102)
notou-se cromossomos retardatarios, comprovando que as células em anéafase |
realmente apresentam cromossomos com disjuncao tardia.

O atraso de 1 a 5 cromossomos foi a irregularidade mais frequente em anafase
I, sendo observada em 72% (28/39) dos meidcitos. Esta € a fase em que os
bivalentes ou multivalentes se separam e os membros de cada configuracéo iniciam
o deslocamento para os polos. Houve de 1 a 3 retardatarios em 62% (24/39) dos
meiodcitos, e em 54% (21/39) deles os retardatarios encontravam-se posicionados na
placa metafasica. Nota-se que os cromossomos retardatarios sao bivalentes, e nao
univalentes deslocando-se tardiamente para os polos (Figura 8 b-d).

Analisando células em teléfase |, observou-se que em 86% (88/102) dos

meidcitos houve cromossomos retardatarios e pontes. Em apenas 14% (14/102) das
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células, todos os cromossomos atingiram os polos e constituiram os ndcleos filhos.
Foram observados em telofase | de 1 a 10 retardatarios por célula, sendo que 1, 2 e
4 foram vistos com maior frequéncia, em 11% (11/102), 23% (24/102) e 17%
(17/102) das ceélulas, respectivamente (Figura 8 f-h). Importante dizer que,
possivelmente, esses retardatérios sdo univalentes advindos da segregacao tardia
de bivalentes observada na anafase I.

Na meiose IlI, foram analisados 455 mei6citos, dos quais 27% (123/455)
mostraram comportamento regular e 73% (332/455) irregular.

Na profase Il, em 87% (99/114) das células, houve de 1 a 10 cromossomos ndo
incluidos nos nucleos, considerados como perdidos, nhormalmente situados proximos
a regido onde se deu a divisdo citoplasmatica (Figura 9 a-d). O numero de
cromossomos perdidos variando de 1 a 4 ocorreu em 71% (81/114) dos meidcitos,
sendo os demais niumeros menos frequentes. Esses cromossomos sdo decorrentes
do atraso de 1 a 5 bivalentes em anéafase |, por conseguinte, ndo alcancaram os
nacleos a tempo de serem inclusos durante a teléfase |, permanecendo dispersos no
citoplasma na profase II.

Examinando células em metéfase I, 22% (22/100) delas mostraram
comportamento regular e 78% (78/100) irregular. Em 57% (57/100) dos meidcitos
houve cromossomos com migragéo precoce, sendo mais frequente a migracao de 1
a 2 cromossomos (43%, 43/100), embora outros niumeros como 3, 4 e 6 também
tenham sido observados. Em 21% (21/100) das células houve de 1 a 2
cromossomos perdidos, distantes do fuso e néo alinhados na placa metafasica
(Figura 9 f). Cabe ressaltar que esses cromossomos perdidos também estiveram
presentes em 45 células que apresentaram cromossomos migrando precocemente
(Figura 9 e).

Na anéfase Il, foram observados cromossomos retardatarios em 73% (8/11)
das células (Figura 9 g, h). No entanto, para estabelecer um percentual de
irregularidade mais preciso, teria sido ideal analisar um maior nimero de meidcitos
em anafase Il. Possivelmente trata-se de uma fase de curta duracdo, pois 0 humero
de células encontradas por espigueta foi reduzido.

Na telofase Il, 29% (30/105) dos meidcitos mostraram comportamento regular,
com cromossomos integrados nos quatro nudcleos filhos. Em 71% (75/105) foram

visualizados de 1 a 7 cromossomos retardatarios, dos quais 1, 2 e 4 foram mais
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frequentes e responséveis por 53% (56/105) das células com irregularidades (Figura
10 a-c).

Além disso, foram observados mei6citos com divisdo assincrona, mostrando
uma diade contendo uma célula em metafase e outra em telofase (Figura 10 d),
sendo que a frequéncia desta irregularidade foi de 3% (9/339), considerando todas
as fases da meiose Il. Descontando as células em préfase Il, esta frequéncia passa
a ser 4% (9/225).

Ao final da divisdo, somente foram visualizadas células-maes com quatro
microsporos de tamanho similar, das quais 46% (53/116) foram classificadas como
regulares e 54% (63/116) como irregulares (Figura 10 e-h). A presenca de
micronucleos variou de 1 a 6 por tétrade, sendo as maiores ocorréncias registradas
com 1 (24%, 28/116) e 2 micronucleos (15%, 18/116).

Em suma, a microsporogénese de IACSP93-3046 € caracterizada pela
ocorréncia de irregularidades relativas a segregacdo dos cromossomos. A partir da
anafase |, em decorréncia do atraso de bivalentes, sdo visualizados cromossomos
retardatarios e perdidos nas fases subsequentes. E notéria a consisténcia em
relacdo as irregularidades desde a anéafase |, pois o nUmero de bivalentes (1 a 5)
com disjunc¢do tardia corresponde com o de univalentes (1 a 10) em teléfase | que
ainda estdo migrando para o0s polos. Esses cromossomos retardatérios
permaneceram dispersos no citoplasma, sendo observado em profase 1l de 1 a 10
cromossomos perdidos. Nas demais fases da meiose Il, o comportamento dos
cromossomos foi semelhante ao da meiose |. Deste modo, 0s micronucleos
presentes nas tétrades sdo provenientes de irregularidades que ocorreram desde o

inicio da meiose |.
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Figura 7 - Comportamento meidtico observado em microsporécitos da cultivar
IACSP93-3046. Zigéteno (a); Paquiteno (b); Dipléteno (c); Diacinese
(d); Metafase | (e); Anafase | (f); Tel6fase | (g); Profase Il (h); Metafase
Il (i); Anéafase Il (j); Telofase Il (I); Tétrade (m). Barra = 10 um
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Figura 8 - Comportamento irregular observado em microspordcitos da cultivar IACSP93-3046 durante a meiose |. Migracao
precoce de um univalente em metafase | (a); Bivalentes retardatarios (b-d) e ponte cromossémica em anafase | (e);
Univalentes retardatarios em teléfase | (f-h). Barra = 10 um
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Figura 9 - Comportamento irregular observado em microsporocitos da cultivar IACSP93-3046 durante a meiose Il. Cromossomos
perdidos em profase Il (a-d); Cromossomos perdidos e migracdo precoce em metafase Il (e, f); Cromossomos
retardatarios em anafase Il (g, h). Barra = 10 um
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Figura 10 - Comportamento irregular observado em microspordcitos da cultivar IACSP93-3046 durante a meiose Il. Cromossomos
retardatarios em telofase Il (a-c); Divisdo assincrona (d); Micronucleos em tétrades (e-h). Barra = 10 pm
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4.3 AssociagOes cromossomicas identificadas por FISH

4.3.1 Obtencéo da sonda homologa a regido centromérica

As amostras de DNA gendmico extraidas de Caiana Fita, IACSP93-3046 e
IACPS93-3018 foram consideradas integras e de boa qualidade (Figura 11 a). Os
fragmentos resultantes da amplificacdo com os primers CENT1F e CENTIR,
CENT2F e CENT2R apresentaram um perfil eletroforético de multiplas bandas em
todos os genotipos, caracteristico de regides repetitivas (Tabela 2 e Figura 11 b, c).
Os fragmentos mais evidentes apresentaram tamanho de aproximadamente 180,
310, 450, 560, 700 e 800 bp, sendo a média da diferenca entre eles de 124 pb.

A clonagem do produto da PCR resultou na coleta de 49 colbnias
transformadas (coloracdo branca), dentre as quais 18 clones foram selecionados
para o sequenciamento. Na Figura 12, sao apresentados os tamanhos de alguns
insertos de clones de Caiana Fita e IACSP93-3046, a partir dos quais foram
selecionados quatro clones, priorizando diferentes tamanhos dentro dos genaétipos

estudados.

Tabela 2 - Sequéncias dos pares de primers desenhados a partir do BAC
SCHRBa 029 018, acesso KF184699

Nome do primer Sequéncia (5’-3’)
CENT1F CATCGGGTGCGTCCAAAATG
CENT1R CGTACCATAGGCTCATAATCC
CENT2F GGGTGCGTCCAAAATTATTTC

CENT2R GTACCATAGGCTCAACAATC
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— 800pb
— 700pb
— 560 pb

— 450pb
—310pb
— 180pb

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose das amostras de DNA de Caiana Fita,
IACSP93-3046 e IACSP95-3018, canaletas 1, 2 e 3 respectivamente.
Lambda (A) de 100 ng (a). Fragmentos da amplificagao via PCR com os
primers CENT1F, CENT1R (b) e CENT2F, CENT2R (c). Canaletas 1, 2
e 3 correspondem as amostras de Caiana Fita, IACSP93-3046 e
IACSP95-3018. M - marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).
C - amostra sem DNA template

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose mostrando alguns produtos da PCR de
células transformadas, utilizando o conjunto de primers M13 forward e
reverse. Canaletas 1 a 5 correspondem aos clones de Caiana Fita e 6 a
10 de IACSP93-3046. O asterisco indica os clones selecionados para
sequenciamento, com tamanho de aproximadamente 1100, 500, 360 e
600 pb, respectivamente. M - marcador de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen). C - amostra sem DNA template

Com o sequenciamento dos 18 clones, foram obtidas 36 sequéncias, sendo
gue 30 delas mostraram valores de Phred > 20, e formaram 15 contigs com tamanho
variando de 147 pb a 1201 pb. Nesses contigs, foram identificadas 27 unidades

repetitivas com tamanho de 110 a 137 pb. Em um mesmo contig foi possivel
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localizar até quatro repeticdes das unidades, no entanto, seis contigs apresentaram
apenas uma repeticao, devido ao tamanho de suas sequéncias.

A partir do alinhamento das 27 unidades foi obtido uma sequéncia consenso de
137 pb, a qual apresentou 93% de identidade com o motivo centromérico SCEN de

cana-de-acgucar (Figura 13).

a)
—— N R 1201 pb
b)
Consenso 1 CCTAGGAGTACCATCGGGTGCGTCCAAAATGATTTCTGAGCCTATGGTAC 50
RN R R RN R R R RN AR RN
Motivo SCEN 1 CCTAGGAGTTCCATCGGGTGCGTCCAAAATGATTTCTGAGCCTATGGTAC 50
Consenso 51 GTTTGGCGCAAACCGTGCACCTATCTTGCACCAACACTAACACTATCTCC 100
R R R R R R R P AR RN
Motivo SCEN 51 GTTTGGCGCAAACCGTGCACCTATCTTGCATCAAGATTAACACTATCTCC 100
Consenso 101 AAATGGACCGAAACGAGATTCCACATGACCCACGTCA 137
LT e b e it
Motivo SCEN 101 AAACGGACCGAAACGAGCTTCCACTTGAGCCWCGTCA 137

Figura 13 - Representacdo esquematica das unidades repetitivas identificadas no
contig com 1201 pb, relativo ao clone Caiana Fita (a). Alinhamento da
sequéncia consenso com o0 motivo centromérico SCEN de cana-de-
acucar (b)

4.3.2 Ensaios de FISH

Na hibridagdo in situ foram obtidos sinais intensos na maioria dos
cromossomos, 0 que possibilitou identificar de forma precisa as configuracdes
cromossOmicas. Todavia, algumas associacbes nado estavam completamente
individualizadas nas diacineses do genotipo IACSP95-3018, dificultando a anélise
naguelas regides.

A analise dos sitios de hibridizacdo permitiu comprovar que 0S Cromossomos
se associam predominantemente como bivalentes, visto que, em média 95%

apresentaram esse comportamento em todas as diacineses avaliadas (Tabela 3).
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Tabela 3 - Associacdes cromossémicas observadas em diacinese de Caiana Fita,
IACSP93-3046 e IACSP95-3018

Célula Associacdes cromossbmicas*
Caiana Fita IACSP93-3046 IACSP95-3018
1 3911+21 5711+ 11 5111+ 21
2 40 11 56 Il 5411+ 11
3 40 11 5511+ 21 5111+21
4 40 11 56 11 5111+ 21
5 40 11 5611+ 21 5211 +21+11V

* |, univalente; Il, bivalente; IV, quadrivalente.

Para Caiana Fita, clone da espécie autopoliploide Saccharum officinarum,
verificou-se que havia 80 cromossomos em todas as células. A formacédo de 40
bivalentes foi predominante (Figura 14 c), com excecdo de um meiécito em que dois
univalentes foram observados, possivelmente devido a terminalizacdo precoce dos
quiasmas.

Também foi constatada a prevaléncia de bivalentes na cultivar IACSP93-3046,
com 55, 56 ou 57 Il por célula. Todos 0sS cromossomos se associaram como
bivalentes em duas diacineses (Figura 15 f), no entanto, nas demais foram
visualizados de 1 a 2 univalentes por célula (Figura 15 c), e ndo houve multivalentes.

A partir da contagem dos cromossomos em diacinese verificou-se que 2n = 112
€ o provavel numero para essa cultivar, confirmando o observado na analise
mit6tica. Algumas variagbes como 114 e 115 cromossomos foram notadas em 20%
(1/5) das células, para ambas.

Os resultados obtidos para IACSP95-3018 foram similares aos de IACSP93-
3046 em relacdo a elevada proporcdo de bivalentes. Todas as cinco células
apresentaram de 1 a 2 univalentes (Figura 16 c). Multivalentes foram raros, pois se
observou apenas um IV em um meidcito. O nimero 2n = 104 foi o mais frequente
em IACSP95-3018, porem 109 e 110 cromossomos também foram registrados,
ambos com frequéncia de 20% (1/5). Contudo, cabe ressaltar que neste genoétipo as
células em diacinese apresentaram cromossomos sobrepostos; por isso essas

variagdes no numero contado.
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Figura 14 - Hibridizacao in situ fluorescente usando a sonda complementar a regido centromérica dos cromossomos de Caiana
Fita, em diacinese. Cromossomos contracorados com DAPI (a); Sitios de hibridizacdo da sonda centromérica, em
vermelho (b); Sobreposicdo das imagens, em que foi possivel identificar a ocorréncia de 40 Il (c). Barra = 10 um
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Figura 15 - Hibridizag&o in situ fluorescente usando a sonda complementar a regido centromérica dos cromossomos de IACSP93-
3046, em duas diacineses. Cromossomos contracorados com DAPI (a, d); Sitios de hibridizacdo da sonda
centromérica, em vermelho (b, €); Sobreposicao das imagens, evidenciando 56 Il + 2 1 (c) e 56 Il (f). As setas indicam

os univalentes. Barra = 10 ym




Figura 16 - Hibridizacéo in situ fluorescente usando a sonda complementar a regido centromérica dos cromossomos de IACSP95-
3018, em diacinese. Cromossomos contracorados com DAPI (a); Sitios de hibridizacdo da sonda centromérica, em

vermelho (b); Sobreposicdo das imagens, revelando a ocorréncia de 51 Il + 2 | (c). As setas indicam os univalentes.
Barra =10 pm

99
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5 DISCUSSAO

5.1 Analise mitdtica da cultivar IACSP93-3046

O numero de cromossomos da cultivar IACSP93-3046 (2n = 112) foi descrito,
pela primeira vez, neste estudo. O resultado € consistente ao esperado para as
variedades modernas de cana-de-agUcar, as quais possuem 2n = 110 a 130
cromossomos, em virtude da sua origem interespecifica e do processo de
nobilizacdo (MING et al., 2006; D’HONT, 1996), além das etapas posteriores de
melhoramento, que incluem geracdes de cruzamentos e selecdo (veja Anexo A).

Trabalhos pioneiros, publicados no século 20, determinaram o numero de
cromossomos das variedades P.O.J. 2722, 2725, 2878 e 2883 (hibridos nobilizados)
sendo 2n = 108, 107, 119 e 115, respectivamente (veja Moriya, 1940). Resultado
semelhante foi observado para a variedade 85N904 (2n = 110) e para o hibrido
MQG66-14 (S. officinarum x S. spontaneum) com 2n = 112 (JENKIN et al., 1995). O
namero de cromossomos, variando de 2n = 102 a 119, tem sido frequentemente
observado em cultivares de cana-de-acgUcar, incluindo aquelas selecionadas em
outros paises como, por exemplo, R570 que possui 2n = 107-115 (D’HONT et al.,
1996) e My5514 com 2n = 103, B42231 com 2n = 110 e C236-51 com 2n = 115
(CUADRADO et al., 2004). Do mesmo modo, Piperidis, Piperidis e D’Hont (2010),
relataram que o numero de cromossomos de cultivares e clones elites variou de 2n =
106 a 119.

As variedades R, incluindo a R570, sdo derivadas do programa de selecéo
conduzido em Reunido, um departamento francés no Oceano indico. A ilha situa-se
a leste de Madagascar e o cultivo de cana-de-acUcar ocupa 79% das terras
agricolas. As variedades My5514, B42231 e C236-51 séo provenientes do Instituto
Nacional de Pesquisa da Cana-de-agucar (INICA - Cuba), enquanto as Q117, Q138,
Q141, Q155 e Q165 sao derivadas de programas conduzidos na Australia, as
NCo0310 e NCo0376 sdo da Africa do Sul. A composi¢cdo cromossdmica de cada
cultivar foi proposta quanto a participacdo de cromossomos de S. officinarum, S.
spontaneum e de recombinantes, com base em hibridizacdo gendmica in situ
(GISH), confirmando o predominio de cromossomos de S. officinarum (D’HONT,
1996; CUADRADO et al., 2004; PIPERIDIS; PIPERIDIS; D’HONT, 2010).
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Até o momento, o numero de cromossomos foi definido para seis cultivares
brasileiras. No estudo desenvolvido por Kunieda, Aguiar-Perecin e Bassinelo (1984)
verificou-se que a variedade IAC4865 possui 2n = 118, enquanto Ferrari (2010)
observou 2n = 112 para as cultivares RB72454 e RB835486 e 2n = 110 para
RB867515. Recentemente, as variedades IAC911099 e CTC6 foram descritas com
2n = 112 cromossomos (MELLONI, 2014; MELLONI et al., 2016).

A morfologia dos cromossomos de IACSP93-3046 observados no presente
estudo mostra que estes sdo metacéntricos e submetacéntricos, cujo tamanho varia
de 1,6 a 3,2 um (Figura 5 e Figura 6), corroborando com os resultados obtidos por
Ferrari (2010). A autora relata que a maioria dos cromossomos das cultivares
RB72454, RB835486 e RB867515 apresentou essa morfologia, e tamanho variando
de1,3a4,1um.

Cromossomos da espécie S. spontaneum (2n = 40, 54 e 72) foram
classificados por Mehra e Sood (1974) como metacéntricos e submetacéntricos, com
tamanho variando de 1,28 a 6,90 um. Posteriormente, essa classificacdo foi
confirmada construindo-se um idiograma para o clone AP85-361 (n = 32), que €
derivado da cultura de anteras de SES 208 (2n = 64, forma de S. spontaneum
coletado originalmente na india), porém o tamanho méaximo registrado foi de 4 um
(HA et al., 1999).

Na determinacdo do numero de cromossomos de cana-de-aclcar € comum
observar variacdo no numero entre as células metafasicas analisadas. A cultivar
IACSP93-3046 avaliada neste estudo apresentou 2n = 108-116 e amplitude ou h =
8, resultado este semelhante ao obtido para as cultivares RB72454 (2n = 108-114, h
= 6), RB835486 (2n = 101-116, h = 15) e RB867515 (2n = 105-114, h = 9) por
Ferreira et al. (2010). Igualmente, Silvarolla e Aguiar-Perecin (1994) verificaram 2n =
112-116, h = 4 para NA56-79 e 2n = 110-115, h =5 para Co 419.

Além dos aspectos biolégicos que decorrem do processo de domesticacao que
deu origem as canas cultivadas, a partir do fim do século XIX, as variac6es relatadas
sdo também atribuidas a erros de contagem, devido a sobreposi¢cdo ou possiveis
perdas de cromossomos durante o preparo das laminas. Assim como, o elevado
numero de cromossomos, o tamanho pequeno e a morfologia semelhante sdo outros
fatores que contribuem para os erros de contagem (CUADRADO et al., 2004,
PIPERIDIS; PIPERIDIS; D’HONT, 2010; MELLONI et al., 2016).
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A dificuldade de se obter células metafasicas adequadas para a contagem de
cromossomos é normalmente discutida na literatura. A exemplo, Silvarolla e Aguiar-
Perecin (1994) classificaram células metafasicas pela soma de valores atribuidos
aos caracteres de qualidade, em que uma célula intacta, sem sobreposicdo de
cromossomos e com morfologia evidente era classificada com o maior valor (7). No
entanto, apesar dos autores terem obtido células com alta qualidade, somente uma
célula atingiu o valor maximo dentre as 59 células avaliadas para a variedade Co
419.

5.2 Comportamento mei6tico da cultivar IACSP93-3046

A microsporogénese da cultivar IACSP93-3046 € caracterizada por um elevado
percentual (68%) de meidcitos com irregularidades, relativas a segregacdo dos
cromossomos, sobretudo: (i) migracdo precoce para o0s polos, (i) cromossomos
retardatarios em anafase I, teléfase | e I, (iii) cromossomos perdidos em proéfase Il e
(iv) microndcleos nas tétrades.

A frequéncia e os tipos de irregularidades observadas em IACSP93-3046 sdo
consistentes com as descritas por Nair (1975), embora analisando hibridos
interespecificos (S. officinarum, 2n = 80 x S. spontaneum, 2n = 54 a 128),
especificamente, meiécitos em anéafase | e 1l, dos quais mais que 50% apresentaram
cromossomos retardatarios e pontes, e também tétrades com microndcleos. Do
mesmo modo, Bielig et al. (2003) verificaram cromossomos retardatarios em telofase
I, divisdo assincrona na meiose Il, triades e diades, em nove clones (Saccharum
spp.).

As cultivares de cana-de-acucar IAC 51-205, CB 53-98, SP 70-1078 e SP 70-
1143 também apresentaram meidcitos com anormalidades, tais como, cromossomos
com migragcdo precoce em metafase | e Il, retardatarios em anafase | e Il, e a
presenca de micronucleos em telofase (I e II). Em todas as cultivares verificaram-se
tétrades com micronucleos, cuja frequéncia média variou de 53 a 68% (PAGLIARINI
et al., 1990).

Estas variedades foram lancadas por entidades brasileiras de pesquisa
distintas e, possivelmente, tem diferentes genotipos na composicdo de suas
genealogias: IAC 51-205 foi langada em 1958, caracterizava-se por elevado teor de

acucar e ser resistente ao mosaico e ao carvao; CB 53-98 foi lancada em 1996 e
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apresentava bom teor de suco e perfilhamento precoce; e SP 70-1143 foi lancada
em 1998.

Irregularidades meidticas em poliploides sdo comumente relatadas em
gramineas. Exemplificando, o género Brachiaria, incluindo espécies e hibridos
interespecificos, é bem caracterizado quanto ao comportamento meiético. Fuzinatto,
Pagliarini e Valle (2012) verificaram que as progénies derivadas do cruzamento
artificial entre dois acessos africanos de B. ruziziensis (R038) e B. brizantha (B140),
ambos 2n = 4x = 36, apresentaram segregacdo irregular dos cromossomos,
desinapse, orientagcdo anormal do fuso, citocinese anormal, poliades e micrdcitos,
com percentual médio de células irregulares variando de 16,6% a 85,6%. As autoras
relataram que a configuracdo bivalente é predominante, uma vez que 0s genitores
sdo tetraploides, sendo R038 mantido por sementes, apds ter sofrido duplicacdo
cromossdmica, e B140 é um tetraploide apomitico natural.

Na meiose | de IACSP93-3046, claramente, observa-se que as irregularidades
ocorrem preferencialmente a partir da anafase |, ja que foram registrados poucos
meidcitos em metafase | com irregularidades. Nessa fase verificou-se de 1 a 2
Cromossomos com migragao precoce, 0S quais possivelmente sdo os univalentes,
visualizados na diacinese de IACSP93-3046 (Tabela 3 e Figura 15 c). Os univalentes
podem decorrer da terminalizacdo precoce ou baixa frequéncia de quiasmas, e
comportam-se migrando precocemente para 0s polos ou como retardatarios em
anafase, resultando na formacdo de micronucleos (veja KODURU; RAO, 1981;
UTSUNOMIYA; BIONE; PAGLIARINI, 2002).

A presenca de bivalentes com disjuncéo tardia na anafase | em IACSP93-3046
€ possivelmente resultado da diferenca no ritmo meidtico dos genomas que
constituem a cana-de-acucar.

De modo semelhante, Ricci et al. (2011) observaram elevada frequéncia de
cromossomos retardatarios em anafase | e 1l (>60%), na maioria dos hibridos
artificiais oriundos do cruzamento entre o acesso sexual HO31 de Urochloa
humidicola e a cultivar apomitica U. humidicola BRS Tupi, ambos hexaploides com
2n = 6x = 36. Os autores sugerem que 0s genomas dos genitores diferem quanto ao
ritmo meidtico. Mais tarde, Vigna et al. (2016) analisando os mesmos hibridos,
obtiveram resultado similar quanto ao tempo de segregagdo dos cromossomos em
anafase |. Esses autores propuseram que os genitores HO31 e BRS Tupi sdo

alopoliploides naturais, possivelmente derivados do cruzamento entre um diploide
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sexual 2n = 2x = 12 (genoma A) e um tetraploide apomitico 2n = 4x = 24 (genoma
B). ApGs a duplicacdo natural do triploide (2n = 3x = 18) originou-se o alohexaploide
(2n = 6x = AABBBB). Deste modo, nas células em anéafase | e Il, notou-se que 0s
cromossomos do genoma A possuem disjuncéo tardia em relacéo aos do B, em que
6 bivalentes de A se mantinham posicionados na placa equatorial, enquanto 12 de B
segregavam para os polos. Apesar do genoma A segregar tardiamente, a maioria
dos cromossomos € incluida nos nucleos, porém o restante formaram micronucleos.

Esse comportamento, tipico de alopoliploides artificiais, provavelmente ocorre
na cultivar IACSP93-3046, embora a maior parte de seu genoma seja de
constituicdo autopoliploide. Alguns bivalentes segregaram tardiamente e nao
alcancaram os polos a tempo de serem incluidos nos nucleos, permanecendo
dispersos no citoplasma em profase Il. Sugere-se que o ritmo meidtico de S.
officinarum e S. spontaneum possa ser distinto e responsavel pela segregacao
irregular aqui relatada.

A presenca de micronucleos nas tétrades € um indicativo de eliminacdo de
Cromossomos que, em consequéncia, geram microsporos aneuploides. A evidencia
de aneuploidia em progénies de cana-de-aglcar € comumente relatada em estudos
genéticos (veja GARCIA et al., 2013).

Em hexaploides de Pennisetum purpureum x P. glaucum notou-se haver
correlacdo positiva entre irregularidades na meiose e inviabilidade dos gréos de
poélen, demonstrando que a instabilidade da meiose compromete a viabilidade
polinica como consequéncia da producdo de gametas desbalanceados (PAIVA et
al., 2012). Contudo, esse ndo é o caso da cultivar IACSP93-3046, que embora
apresente altos indices de irregularidade meidtica e possiveis microsporos
aneuploides, possui alta viabilidade polinica e € usada como progenitor masculino
no Programa de Melhoramento de Cana do IAC (XAVIER, M. A., comunicacao
pessoal). O grau de autopoliploidia da cana-de-acucar justifica a alta viabilidade dos
graos de polen, sendo que essa hipotese ja foi proposta por Nair (1972a) em graos

de pdlen S. spontaneum, (2n = 40 a 128), mesmo com aneuploidias.

5.3 Associagdes cromossdmicas identificadas por FISH

Os estudos que descrevem o0 pareamento dos cromossomos meidticos em

cana-de-acucar sdo unanimes quanto a prevaléncia de bivalentes e a menor
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proporcdo de univalentes e multivalentes. Esses resultados séo relatados tanto para
as espécies, os hibridos interespecificos (S. officinarum e S. spontaneum) e para as
variedades modernas, porém poucos genotipos tém sido analisados. Entretanto, a
dificuldade em identificar as configuracbes meiodticas com precisdo sempre foi um
entrave nos estudos citogenéticos envolvendo os diferentes taxons de Saccharum.

Desde os trabalhos classicos de Bremer (1961b), se tem relatado a ocorréncia
de pareamento bivalente nas espécies de Saccharum e hibridos de S. officinarum x
S. spontaneum. Price (1963b) também observou associacdo bivalente em mais de
95% dos cromossomos de hibridos com 2n = 112 e 136. Nair (1975) descreveu a
prevaléncia de bivalentes, a ocorréncia de univalentes e raros multivalentes em
hibridos contendo 2n = 86 e 143.

Os resultados obtidos nesse estudo, com uso da hibridacéo in situ fluorescente,
comprovam que os cromossomos de IACSP93-3046, IACSP95-3018 e Caiana Fita
se associam em bivalentes na meiose |. Assim, a hipétese de haver um mecanismo
gue suprime as associacdes multivalentes se torna mais evidente, embora a
ocorréncia de recombinantes relatada por D’Hont et al. (1996) e por Piperidis,
Piperidis e D’Hont (2010) indique que os genomas apresentam alguma afinidade de
pareamento.

A complexidade do genoma das variedades modernas pode ser resumida pela
composicado predominantemente autopoliploide (derivada da transmisséo 2n + n de
S. officinarum), 15 a 27,5% de cromossomos de S. spontaneum, dos quais 10 a 23%
de cromossomos integros e 8 a 13% de recombinantes. Estas percentagens variam
em funcao do gendtipo analisado (PIPERIDIS; PIPERIDIS; D’HONT, 2010).

A ndo deteccdo de configuracbes multivalentes se deve possivelmente a
mecanismos que tem sido descritos nas Ultimas décadas em hibridos sintetizados de
novo. Assim, é consenso que a alopoliploidia requer a adaptacéo de dois genomas,
envolvendo mudancas na sua programacao genética e epigenética durante as
etapas iniciais, em seguida da fusdo gamética. Isto tem sido reportado, por exemplo,
em hibridos ressintetizados de Brassica (LUKENS et al., 2006), inclusive com efeitos
na expressao génica e no fenotipo (GAETA et al., 2007).

Interessantemente, dados recentes tem mostrado o papel de micro RNAs
durante a hibridacdo interespecifica e a poliploidizacdo, servindo como molécula
tampdo contra o choque de genomas. A heranca estavel de siRNAs manteria a

estabilidade da cromatina e do genoma enquanto a variagdo em miRNAs levaria a
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mudancas na expressao génica, vigor e adaptacdo em Arabidopsis, por exemplo
(HA et al., 2009).

No que tange explicitamente ao pareamento meidtico, rearranjos
cromossOémicos ocorrem rapidamente em resposta a hibridacdo interespecifica,
translocacdes intergendmicas, envolvendo cromossomos homo(eo)logos, além de
homo(eo)logous shuffling. Estes eventos tem sido relatados em alopoliploides
ressintetizados como em Arabidopsis suecica (PONTES et al., 2004), Brassica
napus (XIONG; GAETA,; PIRES, 2011) e em Trapopogum miscellus (CHESTER et
al., 2012) e devem explicar em parte o que se d4 em cana-de-agUcar, ja que esses
rearranjos ocorrem no sentido de evitar pareamentos multivalentes.

Por outro lado, pressupfe-se que a maioria do pareamento bivalente se da
entre 0s pares de cromossomos que compdem 0s genomas das espécies genitoras,
porém parte dos bivalentes seria composta de homo(eo)logos, assegurando a
regularidade da segregacdo meidtica das variedades modernas e a sua fertilidade.
Eventualmente formam-se multivalentes, como constatado em IACSP95-3018, em
decorréncia da homo(oe)logia que ainda persiste na composicdo do genoma das
canas modernas.

Importante ressaltar que as irregularidades cromoss6micas aqui relatadas nao
seriam, portanto, decorrentes do pareamento multivalente, mas da divisdo celular

assincrona tipica das espécies genitoras.
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6 CONCLUSOES

O numero de cromossomos da cultivar IACSP93-3046 é 2n = 112, sendo esta
determinacao inédita.

O percentual de irregularidades da microsporogénese da cultivar IACSP93-
3046 ¢é elevado. Essas sdo decorrentes da disjuncéo tardia de bivalentes na anafase
| da meiose. Sugere-se que ha assincronia no tempo de divisdo celular entre as
espécies genitoras da cana. Esse atraso gera as demais irregularidades observadas
nas fases subsequentes da meiose | e I, as quais permanecem até as tétrades
resultando na perda de cromossomos e aneuploidias.

O uso da hibridizacgéo in situ fluorescente permite a identificagcdo com preciséo
do pareamento cromossdmico em IACSP93-3046, IACSP95-3018 e Caiana Fita.
Nos trés gendtipos ha predominio de associacao do tipo bivalente, evidenciando que
ocorre um controle para evitar a formacéo de multivalentes e assegurar uma meiose

mais estavel, similar ao ja identificado em trigo.
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Anexo A - Genealogia das cultivares IACSP93-3046 (a) e IACSP95-3018 (b)
fornecidas pelo Centro APTA Cana - Instituto Agrondmico de

Campinas
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