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RESUMO

Os cromossomos B, também chamados de cromossomos supranumerarios, sao conhecidos por
variarem em tamanho, forma e composi¢do do DNA, bem como por ndo formarem sinapse
com o0s cromossomos do complemento normal, ou cromossomos A. Sdo geralmente
heterocromaticos e ndo contém muitos genes, exceto por sequéncias de DNAr observados em
algumas espécies. Esse tipo cromossdmico pode estar presente ou ausente em determinados
tecidos, individuos ou populac¢Bes. Devido ao fato de ndo seguirem as Leis Mendelianas de
heranca, sdo considerados dispensaveis. Os motivos pelos quais 0s cromossomos B sdo
mantidos em populagdes naturais permanecem pouco compreendidos e 0s mecanismos de
transmissdo e acumulo desses cromossomos ainda sdo pouco claros. Neste estudo, por meio
de andlise meidtica, foi visto que o cromossomo B de Cestrum strigilatum exibe um
comportamento univalente, segregando de maneira aleatoria na meiose. Foi observada uma
tendéncia para a sua eliminagcdo ao final da androsporogénese, ja que pseudoandrdsporos
foram encontrados ao final da meiose. Por outro lado, a analise da prole das plantas
portadoras de cromossomos B revelou a presencga desses cromossomos. N&o foi evidenciada
uma relacdo entre viabilidade de pdlen e a presenca ou auséncia de cromossomos B na planta-
mée, indicando que eles podem ter um efeito neutro sobre a viabilidade do pdlen nessa
especie. O numero de células com cromossomos B decresce durante a meiose masculina, com
algumas indicacOes sobre sua eliminacéo na tétrade. Isto pode reforcar a transmissdo feminina
desses cromossomos.

Palavras-chave: Androsporogénese. Cromossomos supranumerarios. Drive, Viabilidade polinica.



QUINTAS, Carolina Cristina. Distribution of B chromosomes in meiosis Cestrum strigilatum
(Solanaceae). 2011. 40 fls. Dissertation (Master’s degree in Genetics and Molecular Biology) -
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ABSTRACT

B-chromosomes do not belong to normal karyotype set and can be present or absent in certain
tissues, individuals or populations. Due to do not follow the Mendelian mechanisms of
inheritance, these ones are considered expendable. B-chromosomes vary in size, shape and
composition of DNA, can be rich in heterochromatic or other repetitive DNA families, or
even contain genes. The reasons why B-chromosomes are maintained in natural populations
remain poorly understood, however, the mechanisms of transmission and accumulation of
these chromosomes are still unclearer. The B-chromosome of Cestrum strigilatum exhibits
behavior univalent, segregating randomly in meiosis. We observed a trend towards
eliminating the end of androsporogenesis since pseudoandrospores were found at the end of
meiosis. However, B-chromosomes were observed in the offspring of plants that had such
chromosomes. There was no evidence of a relationship between pollen viability and the
presence or absence of B-chromosomes in the mother plant, indicating that these
chromosomes may have a neutral effect on pollen viability in C. strigilatum. The number of
cells with B-chromosomes decreases during male meiosis, with some indication of its
elimination in the tetrad. This may reinforce the hypothesis of transmission of B-
chromosomes through female gametes.

Key-words: Androsporogenesis. Supernumerary chromosomes. Drive, pollen viability.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 A FAMILIA SOLANACEAE

A ordem Solanales, subclasse Asteridae, é constituida por nove familias
botanicas, com aproximadamente 5.000 espécies. Mais de 4/5 dessas espécies pertencem a
duas familias, Convovulaceae Juss. e Solanaceae Juss. (CRONQUIST, 1988). A familia
Solanaceae é constituida por cerca de 3.500 espécies distribuidas em cerca de 110 géneros
(OLMSTEAD et al., 1999). Possui distribuicdo cosmopolita, sendo a América do Sul um dos
principais centros de diversidade e endemismo (HUNZIKER, 2001). O Brasil apresenta cerca
de 30% dos géneros (26) e aproximadamente 10% (362) de todas as espécies de Solanaceae
do planeta (BARROSO, 1991).

Segundo Souza e Lorenzi (2008), Solanaceae é uma familia com grande
importancia para a alimentacdo humana, tendo como exemplos 0s géneros Solanum (berijela e
batata), Lycopersicon (tomate) e Capsicum (pimenta). Essa familia também possui espécies
usadas para producdo de farmacos e de drogas, como o tabaco (Nicotiana tabacum L. e N.
rustica L.), a beladona (Atropa belladonna L.) e a mandragora (Mandragora officinarum L.)
(HAWKES et al., 1991), bem como uma série de plantas ornamentais.

Esse grupo possui plantas com folhas simples e alternas, glabras ou pilosas,
sem estipulas. Sdo plantas arboreas, arbustos, ervas e raramente lianas. Seu floema ¢ interno.
Possui flores pentameras, com comprimento variando de 1 a 20 cm. O calice é persistente, as
vezes ampliando-se no fruto. Corola actinomorfa ou levemente zigomorfa, gamopétala,
rotacea, campanulada, infundiforme, hipocrateriforme, tubulosa ou urceolada. Androceu com
2, 4 e 5 estames, com filetes livres ou parcialmente soldados entre si, com anteras poricidas
(Solanum) ou rimosas. Gineceu constituido de ovario supero, bilocular ou falsamente
plurilocular, com muitos 6vulos em cada I6culo, dois carpelos obliqguamente orientados. O
fruto é do tipo baga, drupa ou capsula (SOUZA e LORENZI, 2008).

A familia Solanaceae ¢ subdividida em trés subfamilias: Solanoideae (com
oito tribos), Nolanoideae (com uma tribo) e Cestroideae (com cinco tribos) (D’ARCY, 1991).
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1.2 O GENERO CESTRUM

Cestrum, juntamente com o0s géneros Sessea e Vestia formam a tribo
Cestreae G. Don. (subfamilia Cestroideae), a segunda maior da familia Solanaceae (SMITH e
DOWNS, 1966). Os representantes desse grupo sdo, em sua maioria, arbustos e pequenas
arvores distribuidos nas regides tropicais e subtropicais das Américas (HUNZIKER, 1976).
Cestrum é o maior género de Cestreae e o terceiro maior da familia (JUDD et al., 1999). Esse
género é composto por cerca de 250 espécies, distribuidas pelas regides tropicais e
subtropicais das Américas (SMITH e DOWNS, 1966). O Brasil concentra o maior nimero de
especies de Cestrum, cerca de 50 (HUNZIKER, 2001), das quais seis — Cestrum amictum
Schlecht., C. capsulare Carvalho & Schnoor, C. corymbosum Schlecht., C. intermedium
Sendtn., C. sendtnerianum Mart. Ex. Sendtn. e C. strigilatum Ruiz & Pav — foram registradas
na regido da bacia do rio Tibagi, Centro-Norte do Parand (SMITH e DOWNS, 1966).

Esse género possui plantas com folhas em regra solitarias, simples; flores
actinomorfas; céalice penta-partido, muito mais curto que a corola; corola tubular-
infundibuliforme; lobos conduplicativos em botdo; cinco estames inclusos, soldados ao tubo
da corola até o meio ou mais; anteras largas, bilobadas; l6culos fendidos longitudinalmente;
ovario bilocular; com frutos do tipo baga; poucas sementes comprimidas e embrido reto
(SMITH e DOWNS, 1966).

Algumas espécies de Cestrum sdo de importancia econémica, ja que
fornecem a base para a extracdo de compostos ativos como alcaldides, esterdides, saponinas e
taninos, que tém sido utilizados com fins medicinais (SCHULTES e RAFFAUF, 1991). Além
disso, algumas espécies, como Cestrum intermedium, C. strigilatum e C. capsulare, sdo
utilizadas em programas de reflorestamento, como aqueles desenvolvidos pelo Laboratorio de
Biodiversidade e Restauragdo de Ecossistemas (LABRE), da Universidade Estadual de
Londrina. Tais espécies sdo de estagio inicial de sucessdo florestal e possuem frutos que
servem como fonte de alimento para diversos animais. Essas caracteristicas favorecem o fluxo
de animais entre fragmentos florestais vizinhos, possibilitando a recolonizacdo de areas de
restauracdo ambiental (CAVALHEIRO et al., 2002).
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1.3 ASPECTOS CITOGENETICOS DE SOLANACEAE E DO GENERO CESTRUM

Contagens cromossémicas realizadas por Moscone (1992) mostraram que a
familia Solanaceae exibe nimeros cromossdmicos basicos variando de x=7 a x=13, sendo
x=12 0 mais comum, j& que este ocorre em mais de 50% das espécies estudadas até o
momento. Contudo, essa amplitude cromossémica ndo é encontrada em todas as subfamilias
de Solanaceae. Um levantamento realizado por Hunziker (2001) mostrou que a subfamilia
Cestroideae é a mais heterogénea do ponto de vista cariotipico, com uma amplitude de
nimeros basicos variando de x=7 a x=13, assim como a familia Solanaceae, seguida por
Solanoideae (x=10, x=12, x=14, x=17).

Apesar da grande amplitude de ndmeros cromossdmicos, analises
convencionais sugerem que alguns géneros da familia tém prevaléncia de caridtipos
simétricos, com morfologias cromossémicas similares (BERNARDELLO e ANDERSON,
1990; BERNARDELLO e HEISER, 1994; PILLEN et al., 1996; POZZOBON et al., 2006).
Bernardello e Anderson (1990) e Rego et al. (2008) estudaram diversas espécies de Solanum e
detectaram predominancia cariétipos simétricos, com cromossomos pequenos (entre 1 e 3
pm) e pouca variacao na sua morfologia. Estudos citogenéticos realizados em géneros da tribo
Cestreae mostraram uma constancia de cariétipos com 2n=2x=16 (BERG e GREILHUBER,
1992; 1993a, b; FREGONEZI et al., 2006; LAS PENAS et al., 2006; FERNANDES et al.,
2008), sendo que a unica alteragdo numeérica encontrada dentro da tribo foi devido a
ocorréncia de cromossomos Bs em algumas espécies de Cestrum (SYKOROVA et al., 2003;
FREGONEZI et al., 2004). Outra caracteristica que chama a atencdo em Cestreae € que 0S
representantes dessa tribo possuem os maiores cromossomos da familia, que podem medir até
14 um (BERG e GREILHUBER, 1992, 1993a, b; FREGONEZI et al., 2006; LAS PENAS et
al., 2006).

As espécies de Cestrum analisadas até o presente apresentam um Unico
namero cromossémico de 2n = 2x = 16, com uma predominancia de cromossomos meta e
submetacéntricos, exceto para o par 8, o qual é geralmente subtelocéntrico (BERG,
GREILHUBER 1992, 1993a, b; SYKOROVA et al. 2003; FREGONEZI et al. 2004, 2006,
2007; FERNANDES et al. 2008). O género ¢é conhecido por ter 0s maiores cromossomos da
familia Solanaceae, podendo medir até 14 um de comprimento (Fregonezi et al. 2006;
Fernandes et al. 2008).

Estudos de bandeamento cromossomico em Cestrum tém mostrado

diferentes tipos de segmentos heterocromaticos dentro da tribo Cestreae. Estudos realizados
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por Berg e Greilhuber (1992, 1993a, b), Fregonezi et al. (2006) e Fernandes et al. (2008) em
oito especies do género Cestrum mostraram diferencas na porcdo heterocromatica quanto a
organizacdo e localizacdo, sendo: (I) bandas CMA3 positivas grandes ndo relacionados as
regibes organizadoras de nucléolos (RONSs); (II) pequenos blocos (dots) CMA3/DAPI
positivos em regides intercalares, proximais ou distais (111) bandas CMA3 positivas associadas
as regides organizadoras de nucléolo (RON); (IV) bandas DAPI positivas associadas as
regides sensiveis ao frio (CSRs), (V) bandas neutras C-CMA3*/DAPI% (V1) bandas DAPI
positivas ndo associadas as CSRs; e (VI1) bandas C-Giemsa/CSR/DAPI negativo.

Ao que parece, 0s cariotipos das espécies de Cestrum exibem grande
conservacao quando analisados por coloragdo convencional, mas grande variacdo interna,
guando observados por técnicas de bandeamento cromossdmico. Estas informacdes
concordam com o fato da maior fracdo genomas de eucariontes mais derivados até agora
estudados ser formada por DNAs repetitivos, tornando esse grupo de plantas excelente para
estudos de isolamento e reconhecimento desse tipo de DNA (BERG e GREILHUBER, 1992,
1993a, b; FREGONEZI et al., 2006; FERNANDES et al., 2008).

Com relacdo a esse aspecto, alguns segmentos de DNA repetitivos ja foram
localizados por FISH nos cromossomos de Cestrum. O primeiro estudo foi realizado por
Sykorova et al. (2003b). Nesse trabalho, os autores realizaram hibridizacéo in situ, PCR, slot-
blot e Southern blot, observando que Cestrum, Vestia e Sesseae possuem sequéncias
teloméricas diferentes (TTTAGGG)n daquelas presentes em Arabidopsis, e que sdo comuns
para a maioria dos vegetais. A auséncia deste tipo de sequéncia telomérica nos géneros de
Cestreae levou esses autores a realizar um segundo trabalho no qual propuseram a
substituicdo da sequéncia telomérica padrdo pela sequéncia 5’-Tu.5) AGCAG-3’, a qual teria
assumido a mesma funcdo nos telémeros em um possivel ancestral destes géneros (Sykorova
et al., 2003a). Nesse mesmo trabalho, sequéncias de DNA repetitivos, entre elas uma familia
de minissatélites ricas em AT, foram localizadas por FISH, aparecendo dispersas e geralmente
associadas a regides “teloméricas intersticiais” em algumas espécies de Cestrum. Para 0s
autores, essas sequéncias ricas em AT podem estar relacionadas a processos de recombinagéo
e fusdo cromossGmica, 0s quais resultaram no aumento do genoma em Cestrum.

Fregonezi et al. (2006) e Fernandes et al. (2008) realizaram hibridacdo in
situ com sondas de DNAr 45S e 5S em oito espécies Cestrum e notaram algumas tendéncias
de distribuicdo equilocal das sequéncias entre DNAr 45S (terminais ou subterminais), com o
sitio de DNAr 5S sempre ocupando a regido pericentromérica do par 8, bem como a
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prevaléncia de segmentos heterocromaticos ricos em AT e pequenos dots inconstantes em

regides intercalares de todas as espécies estudadas.

1.4 CROMOSSOMOS B: DEFINICAO E ORIGEM

Os genomas eucaridticos sdo compostos ndo somente por sequéncias
repetitivas e por genes encontrados nos cromossomos do complemento regular ou normal,
chamado de cromossomos A, mas também por elementos genéticos que ndo obedecem as Leis
Mendelianas de heranca. Os cromossomos B ou extranumerarios sdo um exemplo desses
elementos, conhecidos por variarem em tamanho, forma e composi¢do do DNA em relagéo ao
complemento A e, sobretudo, por ndo formarem sinapse com 0S cromossomos A
(CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000).

Ha& sugestbes de que esses cromossomos sejam dispensaveis, uma vez que
eles ndo se recombinam com nenhum dos cromossomos do complemento A, sdo geralmente
heterocromaticos e ndo contém muitos genes, exceto por sequéncias de DNAr observados em
algumas espécies (JONES; VIEGAS; HOUBEN, 2008). Estes mesmo autores reportam que
0s Bs podem persistir em alta frequéncia em determinadas popula¢des, por ndo possuirem
elementos essenciais ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos organismos que 0s
mantém. Eles também podem estar presentes ou ausentes em determinados tecidos,
individuos ou popula¢ées (CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000).

A primeira descricdo desse tipo cromossémico foi feita por Wilson (1907) o
qual observou a presenca de cromossomos extras nas metafases em insetos do género
Metapodius. Em 1928, Randolph foi o primeiro a propor o termo “cromossomo B” para
designar os cromossomos adicionais aqueles considerados de ocorréncia comum, do
complemento A, termo muito utilizado atualmente. O uso do termo cromossomo B é
recomendado para casos em que 0S Cromossomos extranumerarios apresentam uma
frequéncia elevada dentro da populacdo (JONES; REES, 1982).

A origem e evolugéo dos cromossomos B permaneceram incertas desde sua
descricdo até as Ultimas décadas. A partir do desenvolvimento das técnicas de genética e
citogenética molecular, foi obtida uma idéia mais clara a respeito dessas questdes
(BEUKEBOOM, 1994). Estudos citoldgicos e moleculares tém demonstrado que a maioria
dos cromossomos B se origina do complemento A, mas alguns estudos tém demonstrado
outros modelos de origem (CAMACHO, 2005).
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A visdo tradicional, amplamente aceita, € que 0s cromossomos B sdo
derivados dos cromossomos A. Porém, esses ndo se recombinam com 0s cromossomos A e,
aparentemente, parecem ter seguido a sua propria evolucdo. Assim, considera-se que 0S
cromossomos B de diferentes espécies possam ter origens distintas. Essa origem pode ser
intra-especifica (a partir de quebras nos cromossomos autossémicos ou sexuais), ou
interespecifica (transposicdo ou hibridagéo interespecifica). Porém, a origem interespecifica é
considerada mais rara. Contudo, apontar a origem do DNA progenitor desses cromossomos
nem sempre é possivel (CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000). Outra hipotese
formulada para explicar a possivel origem dos cromossomos B, indica que estes seriam
formados a partir de rearranjos cromossdmicos decorrentes de cruzamentos entre espécies
relacionadas, e que, a partir desta origem, seguiriam sua prépria evolucdo (BEUKEBOOM,
1994).

Os resultados dos estudos citogenéticos e moleculares tém levado a
formulacéo de diferentes hipoteses para explicar a origem dos cromossomos B em diferentes
especies. A hipotese mais aceita é a de que eles seriam um simples produto da evolugdo do
cariotipo padrdo. Nesse caso, eles poderiam se originar de cromossomos autossdmicos,
polissdbmicos ou sexuais, de fragmentos cromossdmicos resultantes de translocacgoes
Robertsonianas ou ainda da amplificacdo de regiGes paracentroméricas de um cromossomo
autossomico fragmentado (CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000). Essa origem
pode ser vista em algumas espécies de vegetais como em Crepis capillaris (JAMILENA,;
REJON; REJON, 1994) e em Zea mays (ALFENITO; BIRCHLER, 1993), bem como em
répteis da espécie Dicamptodon tenebrosus (BRINKMAN et al., 2000).

Em Brachycome dichromosomatica 0s cromossomos B sdo formados
principalmente de sequéncias repetitivas em tandem derivadas de diferentes regides dos
cromossomos A e ndo poderiam, portanto, terem sido originados por uma excisdo simples de
um anico fragmento desses cromossomos (JONES; HOUBEN, 2003). Os cromossomos B de
milho (PAGE; WANOUS; BIRCHLER, 2001; CHENG; LIN, 2003) e de centeio (WILKES et
al., 1995 apud JONES, HOUBEN, 2003) também compartilham muitas sequéncias com 0s
cromossomos A e, provavelmente, tiveram suas origens de forma semelhante a proposta para
0 cromossomo B de B. dichromosomatica (JONES; HOUBEN, 2003).

Segundo Beukeboom (1994), os cromossomos B tém evolucdo paralela a
dos cromossomos A, e passam por algum tipo de alteragdo que os diferencia dentro do
genoma de seus portadores. Outra trajetoria para a evolucdo desses cromossomos seria a

aquisicao das caracteristicas dos cromossomos B por meio de modificagdes nos cromossomos
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sexuais (W ou Y), como proposto por Sharbel, Green e Houben (1998) e Green, Zeyl e
Scharbel (1993) para sapos (Leiopelma hochstetteri) da Nova Zelandia.

Numa hipotese alternativa, Langdon et al. (2000), mostraram que, em
Secale cereale, os cromossomos B podem estar restritos a tecidos ou a linhagens celulares.
Por ndo estarem presentes em tecidos ligados a reproducdo, eles provavelmente seriam
gerados “de novo” a cada geracdo a partir do material genético celular. Poderiam também se
tornar unidades independentes se envolvidos com as células da linhagem meiotica, sendo
entdo passiveis de transmissao.

Estudos recentes indicam que, ao Se originarem, esses Cromossomos
modificam rapidamente sua estrutura em algumas geracOes, impedindo a sinapse com seu
possivel “progenitor” de modo a seguir suas proprias vias evolutivas, isolando-se do resto do
genoma. Subsequentemente ao isolamento sinaptico do cromossomo B e, independente de sua
origem, processos de evolugcdo molecular passam a ocorrer, determinando uma morfologia
degenerada para estes segmentos gendémicos. Desse modo, as suas caracteristicas
morfoldgicas e estruturais seriam mais um reflexo desses processos de evolugdo molecular do
que da forma como foram originados (CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000).

A importancia bioldgica e o significado adaptativo destes cromossomos em
populacbes naturais ainda sao incertos. No entanto, € importante ressaltar que tais
cromossomos ja foram encontrados em fungos, animais, angiospermas, gimnospermas,
pteridofitas e bridfitas (JONES; HOUBEN, 2003). Estima-se que esse tipo cromossémico
ocorra em 15% das espécies vivas descritas, sendo que, a cada ano, sdo descobertas mais
ocorréncias (BEUKEBOOM, 1994). Por exemplo, em vespas da espécie Nasonia vitripenni
foi detectada a presenca de cromossomo B associado ao sistema de determinacdo de sexo
haplo-diploide (BEUKEBOOM; WERREN, 2000; PERFECTTI; WERREN, 2001). Em
anura, foram encontradas 10 espécies com cromossomos B, distribuidas em seis familias
diferentes. Dendropsophus nanus, da familia Hylidae, pode apresentar até 3 cromossomos B
(MEDEIROS et al., 2006). Em peixes também foram encontrados cromossomos B em
diversas ordens. Na ordem Characiformes, esse tipo cromossdmico foi encontrado em mais de
30 espécies. Por exemplo, em Astyanax scabripinnis, foram reportadas variacdes no tamanho
e no numero de Bs, que variou de 0 a 4 (CARVALHO; MARTINS-SANTOS; DIAS, 2008).
Ja, em Prochilodus lineatus, esse nimero variou de 0 a 7 (CAVALLARO et. al, 2000). Na
ordem Siluriformes foram descritas mais de 20 espécies com Bs. Por exemplo, na espécie
Rhamdia quelen os cromossomos B variaram tanto em numeros (0 a 7) como em tamanho
(CARVALHO; MARTINS-SANTOS; DIAS, 2008).
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Baseado em um levantamento com 979 espécies de angiospermas com
cromossomos B, foi detectada uma disparidade entre sua presenca em monocotileddneas (8%)
e em eudicotileddneas (3%). Essa heterogeneidade também esta presente nos grupos basais
das monocotiledéneas, sendo encontrados em 27,2% das Commelinales e 4,3% do grupo
irmdo Zingiberales. Nas eudicotileddneas, a distribui¢cdo de cromossomos B entre os grupos €
menos heterogénea. Ja, nos grupos basais de angiospermas (Nymphaeaceae, Magnoliales e
Laurales), a presenca desse tipo cromossémico é baixa (JONES; VIEGAS; HOUBEN, 2008).
Porém, é importante destacar que esses cromossomos sdo mais bem estudados em plantas
economicamente importantes, como Zea mays (CHENG e LIN, 2003) e Secale cereale
(PUERTAS, 2002 apud JONES; HOUBEN, 2003).

A distribuicdo dos cromossomos B em diferentes grupos de angiospermas
ndo é aleatéria: existe uma consideravel heterogeneidade entre os diferentes grupos e sua
presenca é correlacionada ao tamanho do genoma. Porém, ndo estd claro porque grandes
genomas favorecem a presenca de Bs. Todavia, pode-se especular que grandes quantidades de
DNA néo-codificante podem criar um ambiente propicio ou mais tolerante para a origem
desses cromossomos (JONES; VIEGAS; HOUBEN, 2008).

1.5 CARACTERISTICAS E ORGANIZAGAO DOS CROMOSSOMOS B

Em geral, os cromossomos B diferem em tamanho e posi¢do do centrémero
em relagdo aos cromossomos A, de modo que sdo facilmente identificados em células
mitoticas. Em apenas alguns casos 0S Cromossomos supranumerarios encontrados foram
indistinguiveis dos cromossomos do complemento A. Por outro lado, cromossomos B com
tamanho muito pequeno (micro) também foram encontrados em alguns organismos (JONES;
VIEGAS; HOUBEN, 2008).

Beukeboom (1994) caracterizou 0s cromossomos B como: (i) sendo
morfologicamente diferentes dos cromossomos A (geralmente menores), (ii) herdados a partir
de uma segregacdo ndo mendeliana, (iii) raramente portadores das regides organizadoras do
nucléolo — RON, (iv) muitas vezes ndo exibindo ndo-disjuncfes na anédfase da mitose e
variando entre 6rgaos do mesmo individuo, (v) causadores de reducdo da fecundidade e do
crescimento quando presente em grande quantidade e (vi) sem genes com efeitos importantes.

Na década de 1990 foram realizados trabalhos envolvendo isolamento,
clonagem e sequénciamento de DNAS repetitivos dos cromossomos B em vérias espécies. As

primeiras analises demonstraram que 0s cromossomos B continham sequéncias de DNA
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semelhantes as encontradas nos cromossomos do complemento A. Algumas destas sequéncias
encontradas se mostraram especificas para 0s cromossomos B e outras eram compartilhadas
com os cromossomos A (BEUKEBOOM, 1994, CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM,
2000).

Os cromossomos B sdo total ou parcialmente constituidos por familias de
DNA repetitivo (CAMACHO, 2005). Cheng e Lin (2003) isolaram 19 sequéncias de DNA
repetitivos microdissecados de um cromossomo B de milho, das quais 18 apresentaram
homologias com cromossomos do complemento A de regides ndo codificantes e uma
sequéncia B-especifica. Além disso, foi demonstrada a presenca de genes de RNAr, como em
Brachycome dichromosomatica (DONALD et al., 1995) e Crepis capillaris (JAMILENA,
REJON; REJON, 1994): elementos necessarios para sobrevivéncia do proprio cromossomo B;
alguns provaveis genes recém-descobertos; um transcrito hipotético e um oncogene em
algumas espécies de plantas e animais (JONES; VIEGAS; HOUBEN, 2008). Aparentemente,
a maioria dos genes encontrados ndo tem sua expressdo confirmada. Contudo, Camacho,
Sharbel e Beukeboom (2000) afirmam que a inatividade dos cromossomos B ndo deve ser
somente considerada em termos de ndo codificagdo ou de nédo transcricdo do DNA, mas
também em termos da formacdo de complexos do DNA com proteinas ou com outras
moléculas organicas, as quais poderiam afetar e serem afetadas pela estrutura fisica da
cromatina.

Em alguns casos, os cromossomos B s&o dificeis de serem encontrados entre
os individuos de uma populagdo; em outros, sdo detectados baixos nimeros de cromossomos
B por individuo (CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000). Por outro lado, existem
populacbes onde sdo encontrados individuos apresentando grande quantidade de
cromossomos B. Em plantas, foram encontrados 22 cromossomos B em Centaurea scabiosa
(FROST, 1957) e 26 em Fritillaria japonica (NODA, 1975), 34 em Zea mays, (JONES;
REES, 1982) e 31 em Gibasis karwinskyana (KENTON, 1991). Estes valores elevados séo
provavelmente indicativos de uma alta tolerancia para estes elementos extras.

Outro fato relevante é a variagdo numérica de cromossomos B que pode ser
observada em diferentes individuos de uma mesma espécie. Essa variacdo pode ser vista em
Silene maritima, onde séo encontrados de 0 a 15; em Brachycome lineariloba, de 0 a 22, e em
Zea mays, onde muitas vezes podem ser encontrados até 34 cromossomos B (JONES;
VIEGAS; HOUBEN, 2008). Na maioria dos casos, 0 ndmero desses Cromossomos por
individuos ndo € alto e a probabilidade de se encontrar individuos, plantas ou animais, com
mais de quatro Bs torna-se mais dificil (CAMACHO, 2005).



21

Os cromossomos B parecem ser responsaveis por alguns efeitos nos
individuos que os possuem e existem evidéncias de que indiretamente eles podem afetar
processos celulares e fisioldgicos, tanto em plantas quanto em animais (CAMACHO et al.,
2004). Tem sido verificado que os cromossomos B podem interferir em caracteristicas criticas
para as espécies, como 0 pareamento entre homélogos do complemento A, a frequéncia de
quiasmas, a fertilidade dos gametas, bem como o aumento no limite de transcricdo de RNAs
ribossémicos (CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000). Nesses casos, 0S
cromossomos supranumerarios poderiam conferir uma desvantagem adaptativa para a especie
(GUERRA, 1988). Além disso, provavelmente devem existir mecanismos capazes de
controlar o nimero de cromossomos B em determinados Orgdos ou de favorecer a sua
transmissdo gameética, mesmo se 0S Mesmos possuirem genes que determinem alteracdes
fenotipicas (CAMACHO, 2005).

1.6 COMPORTAMENTO DOS CROMOSSOMOS B NA MEIOSE

Até 0 momento, os motivos pelos quais os cromossomos B sdo mantidos em
populacbes naturais permanecem pouco compreendidos. Contudo, os mecanismos de
transmissdo e acumulo desses cromossomos parecem estar um pouco mais claros. Tais
mecanismos estdo relacionados a ndo-disjungdes ocorridas durante a gametogénese e a
fecundacdo preferencial dos gametas carregando Cromossomos — supranumerarios
(BEUKEBOOM, 1994). Esse tipo de acumulo gera uma tendéncia de aumento no numero de
cromossomos B nos gametas, por uma transmissao ndo mendeliana (LACADENA, 1996).

Como visto no parégrafo anterior, esses cromossomos parecem ndo seguir o
padrdo de segregacdo mendeliana, tendo um comportamento instavel durante as divisGes
mitoticas ou meiodticas e, geralmente, apresentando ndo-disjuncdo na anafase (JONES;
VIEGAS; HOUBEN, 2008). A variedade de processos incluindo distor¢do de segregacédo é
usualmente conhecida como “mecanismos de acumulagdo” ou simplesmente “drive”, que
pode ocorrer em qualquer estagio durante o ciclo de vida, podendo ser pré-meiotico, meiético
ou pos-meidtico (CAMACHO; SHARBEL ; BEUKEBOOM, 2000).

Em alguns aspectos, 0s cromossomos B sdo bastante similares aos
cromossomos sexuais, apresentando processos de condensagdo/descondensacdo durante o
ciclo meidtico e formacdo de univalentes. Esses aspectos podem sugerir que 0s processos de

estruturagdo de ambos os tipos cromossdmicos poderiam ser intimamente relacionados.
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Porém, o comportamento meiotico € variavel entre os diferentes cromossomos B, bem como
entre os individuos da mesma espécie ou de espécies diferentes (CAMACHO, 2005).

Apesar da existéncia de trabalhos publicados relatando a ocorréncia e a
frequéncia dos cromossomos B em fungos, plantas e animais, pouco se sabe sobre seu
comportamento meidtico. Todavia, é sabido que durante a meiose de diploides, cada
cromossomo A se pareia com seu homoélogo para formar um bivalente na primeira diviséo,
com base nas leis de segregacdo mendeliana. Porém, os cromossomos B nem sempre formam
pares, mantendo um comportamento meiotico univalente. Dessa forma, os univalentes sdo
livres para segregarem preferencialmente para um po6lo meidtico especifico (CAMACHO,
2005).

O processo de acumulacdo pré-meiética acontece devido a ndo-disjuncao do
cromossomo B; assim, as duas cromatides sao direcionadas para 0 mesmo polo, ocorrendo um
aumento no ndmero de cromossomos B em células germinativas durante o desenvolvimento,
mantendo esses cromossomos em seus descendentes (CHIAVARINO et al., 2000;
CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000). Esses mecanismos de acumulo de
Cromossomos supranumerarios durante a meiose dependem da assimetria funcional do
produto meiodtico. Num processo normal de meiose em fémeas, uma das duas células
resultantes da divisdo meidtica sera inviavel, sendo denominada de corpusculo polar. Logo, 0s
cromossomos de um complemento normal tém 50% de chance de serem eliminados dentro do
corpusculo polar. Porém, os cromossomos B podem controlar esse processo, migrando
preferencialmente para p6los mei6ticos viaveis, assim escapando da eliminacdo (CAMACHO,
2005).

Segundo Beukeboom e Werren (2000) e Perfectti e Werren (2001) nas
vespas da espécie Nasonia vitripennis, foi identificado que o cromossomo B pode interferir
em muitos processos celulares e fisiolégicos. Em algumas populacGes dessa espécie, 0
cromossomo B esta associado ao sistema de determinacdo de sexo haplo-dipldide e interfere
na proporcao entre machos e fémeas nascidas.

Mecanismos de acumulo de cromossomos supranumerarios podem ser
observados também por ndo-disjuncdo na mitose poOs-meidtica. Em plantas, isso é
influenciado pela maturacdo gametofasica e, dessa forma, as crométides B irmas vao para o
nucleo gamético (CHIAVARINO et al., 2000). Outras plantas, como o milho, mostram esse
mesmo mecanismo somente na androsporogénese (CARLSON; ROSEMAM, 1992). Porém,
em alguns casos, eles sdo transmitidos devido a fertilizagdo com grdos de pdlen contendo
cromossomos B (ROMAN, 1948).
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Mecanismos génicos controlando a taxa de transmissdo de Bs ja foram
identificados em milho (GONZALES-SANCHES et al., 2003) e arroz (PUERTAS et al.,
1998). Em arroz, o controle da taxa de transmisséo é realizado pelo préprio B; jA em milho, o
mecanismo é muito mais complexo, sendo realizado por genes autossdbmicos. Em ambas as
espécies, linhagens com alta e baixa transmissdo de Bs ja foram identificadas (JONES e
HOUBEN, 2003).

Estudos envolvendo a distribuicdo e ainda a manutencdo dos cromossomos
B revelam informagdes interessantes (WHITE, 1973 apud BAKKALI; PERFECTTI;
CAMACHO, 2002). Dois modelos para justificar a manutencdo desses cromossomos no
cariotipo de populacBes naturais foram descritos: 0 modelo parasitico e 0 modelo heterético.
No modelo parasitico, 0s cromossomos B conservam-se na populacdo por seus préprios meios
de acumulacdo. Sob esse angulo, esses cromossomos sdo considerados egoistas ou parasitas,
ja que sua permanéncia na populacdo ndo traz nenhum tipo de vantagem ao seu portador
(WRITE, 1973 apud CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000). A transicdo para a
neutralidade do “parasitismo” frequentemente é acompanhada pela heterocromatinizacdo dos
cromossomos B, podendo esta ser uma trajetéria comum na evolu¢do dos cromossomos
supranumerarios (BAKKALI; PERFECTTI; CAMACHO, 2002). J4, o modelo heterético,
propde que 0S cromossomos se manteriam na populacdo gracas a algumas vantagens
adaptativas que proporcionariam aos seus portadores, quando em ndmeros reduzidos no
caridtipo. Contudo, o modelo parasitico ainda é considerado o mais aceito (WRITE, 1973
apud CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000).

1.7 CROMOSSOMOS B EM SOLANACEAE E CESTRUM

Estudos sobre os cromossomos B na familia Solanaceae séo escassos, assim
como em outras espécies arboreas tropicais (SYRKOROVA et al., 2003). Cromossomos B
acrocéntricos foram encontrados em Cestrum parqui € no hibrido entre C. parqui x C.
aurantiacum. Esses cromossomos apresentaram sitios de DNA ribossémico 45S e 5S e um
segmento de 405 pares de base (pb) composto pelo minissatélite de 9-10 pb BR23 (5’-As-
sCTGCT-3") (SYKOROVA et al., 2003).

Em Cestrum strigilatum e C. intermedium também foram encontrados
Cromossomos supranumerarios acrocéntricos (FREGONEZI et al., 2004). Os cromossomos B
dessas espécies sdo similares em tamanho quando observados por coloragdo convencional.

Porém, apresentaram diferencas nos padrfes de bandas C-Giemsa, bandas CMA3/DAPI, alem
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de apresentarem um elemento da superfamilia do retroelemento Ty3-gypsy (FREGONEZI et
al., 2004 e 2007). Fregonezi et al. (2004) observaram uma variacdo intra-individual no
namero de cromossomos B, o que provavelmente indicaria instabilidade mitotica.

Outras diferengas foram vistas nessas espéecies em relacdo ao tamanho e
localizagdo da heterocromatina, que se mostrou mais abundante em C. intermedium do que
em C. strigilatum. Essas diferencas poderiam ser justificadas pelo aparecimento de sequéncias
de DNA repetitivo, seguido de rearranjos no DNA nesses cromossomos B, posteriormente a
sua formacdo. Ou entdo, uma origem independente desses cromossomos nessas especies,
sendo que as similaridades na forma e no tamanho seriam apenas uma coincidéncia. Em C.
intermedium foi também observada a presenca de heterocromatina ndo sensivel ao frio no B
(FREGONEZI et al., 2004).

Esses trabalhos em Cestrum, além de demonstrarem a presenca de
cromossomos B nesse género, mostram a importancia dos estudos sobre DNA repetitivo na
formacgédo desses cromossomos. Todavia, pouco se conhece a respeito da distribuicdo e da

transmissdo desses cromossomos nessas espécies (FREGONEZI et al., 2004).
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2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar por meio de citogenética convencional, citoquimica e de
microscopia eletronica, a frequéncia e a transmisséo dos cromossomos B,
bem como a sua interferéncia na viabilidade polinica em Cestrum

strigilatum.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar, por meio de citogenética convencional, a transmissao dos
cromossomos B em células meioticas de Cestrum strigilatum;

Estudar, por meio de citogenética convencional, a frequéncia de
cromossomos B na meiose | e na meiose Il de C. strigilatum;

Verificar a viabilidade dos grdos de podlen de C. strigilatum em
individuos com e sem cromossomos B, por meio de coloragdo de
Alexander;

Verificar a viabilidade dos grdos de polen de C. strigilatum em
individuos com e sem cromossomos B por meio de microscopia

eletrbnica.
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3 CROMOSSOMO B EM CESTRUM STRIGILATUM (SOLANACEAE):
COMPORTAMENTO MEIOTICO E VIABILIDADE DOS GRAOS DE POLEN

Carolina Cristina Quintas’, Célia Guadalupe Tardeli de Jesus Andrade?, Rogério

Fernandes de Souza® e André Luis Laforga Vanzela'*

Resumo

Os cromossomos B sdo reconhecidos por terem comportamento univalente e segregacao nao-
mendeliana, além de serem pobres em genes e ricos em DNA repetitivo. Podem estar
presentes ou ausentes em diferentes células, individuos, populacGes e espécies, e sdo
dispensaveis para a sobrevivéncia do organismo que o0s possuem. No entanto, como na
maioria dos relatos desse tipo cromossdémico, pouco € conhecido sobre a sua forma de
transmissdo. Neste trabalho foi investigada a frequéncia e a distribuicio do B na
androsporogénese de Cestrum strigilatum (Solanaceae), bem como sua transmissdo a prole.
Os dados mostraram que o numero de células com cromossomos B decresce durante a meiose
masculina, com algumas indicacdes sobre a eliminacdo de Bs na tétrade, na forma de
microandrospordécitos. Esses dados sugerem a possibilidade de manutencdo dos Bs via
transmissdo feminina. As comparac@es de viabilidade polinica em plantas portadoras ou ndo
de Bs indicam que a sua presenca ou auséncia parece nao afetar a viabilidade dos gréos de
polen.

Palavras-chave: Androsporogénese, Cromossomos supranumerérios, Drive, Viabilidade
polinica.

3.1 INTRODUGAO

Os cromossomos B geralmente diferem daqueles do complemento normal
(A) na forma, tamanho e composicdo de DNA, apesar de provavelmente sua origem ser a
partir dos cromossomos A. E amplamente aceito que os cromossomos B podem estar
presentes ou ausentes em diferentes individuos de uma populacdo, que esses ndo possuem
heranca mendeliana convencional e que eles ndo se pareiam ou recombinam com qualquer um

dos cromossomos do complemento A (Jones e Houben, 2003; Camacho; Sharbel,
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Beukeboom, 2000). A importancia bioldgica e o significado adaptativo destes cromossomos
em populacdes naturais sdo incertos, embora eles tenham sido relatados em varias espécies
vegetais (Jones, Viegas e Houben, 2008). Efeitos fenotipicos atribuidos a presenca de um ou
poucos cromossomos B sdo raros, mas existem relatos associando esses cromossomos a
eventos diferentes em grupos distintos de plantas. Por exemplo, os Bs podem ter um efeito
negativo sobre a viabilidade do polen quando presentes em elevado numero (Gonzalez-
Sanchez et al., 2004) ou influenciar a frequéncia de quiasmas em arroz (Jones e Rees, 1982).
Também podem atuar como agentes diploidizantes para o0 pareamento cromossémico em
alopoliploides (Jenkins, 1986).

Os mecanismos para a manutencdo dos Bs em populac6es naturais ainda sdo
pouco compreendidos. No entanto, a transmissdo e o0 acimulo desses cromossomos sdo 0S
processos mais conhecidos (Jones e Houben, 2003). A idéia de um comportamento parasitico
dos cromossomos supranumerarios associados com a transmissdo por “drive” tem sido muito
bem aceita. Esse tipo de transmissao pode ocorrer quando os gametas acumulando Bs, mais
do que o esperado em modelos mendelianos, participam eficientemente da fecundacdo
(Beukeboom, 1994). Esse acumulo ocorre provavelmente devido a ndo-disjuncdo dos
cromossomos B na meiose Il ou também na mitose pds-meidtica (Jones e Houben, 2003).
Eventos de fertilizacdo preferencial entre gametas contendo Bs, bem como de controle
genético de transmissdo foram relatados previamente em outros organismos (Beukeboom,
1994; Puertas et al, 1998; Gonzalez Sanches et al., 2003).

Independente das espécies em que ocorrem, e da organizacdo interna dos
mesmos, € aceito que as variagdes na frequéncia dos Bs acontecem devido a ndo-segregacao
na meiose e mitose (Camacho et al., 2000). No entanto, para se compreender melhor o
processo de ndo-segregacdo, sdo necessarios estudos adicionais a fim de se determinar os
fatores que regulam e interferem com a cinética dos Bs, bem como o0s seus possiveis efeitos
sobre as caracteristicas reprodutivas das espécies hospedeiras. O fato dos Bs ndo se parearem
com 0s cromossomos do complemento A e de apresentarem um comportamento n&o-
mendeliano, sugere que outros fatores podem estar interferindo na sua cinética ao longo das
divisdes celulares. Uma possibilidade é a modificacdo pds-traducional das proteinas
cromossémicas. Em plantas, alguns estudos relataram que a fosforilagdo da histona H3 na
Serina 10 (H3/Ser10) pode estar relacionada a eventos criticos da divisao celular, tais como a
condensacdo cromossdmica (Hendzel et al., 1997), a coesdo entre cromatides irmds na
metafase | (Kaszas; Cande, 2000) e a segregacdo de cromatides irmas na segunda fase da

meiose (Manzanero et al., 2000). De acordo com Fernandes et al. (2008), os cromossomos B
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de C. strigilatum exibem super fosforilagdo nas H3/Ser10 na primeira fase da meiose e ndo na
segunda. Isto poderia ser um dos fatores que os tornariam instaveis na meiose II.

Embora raros em Solanaceae, das vinte espécies do género Cestrum até
agora investigadas citogeneticamente, cromossomos B foram relatados em quatro delas:
Cestrum parqui e o hibrido C. parqui x C. aurantiacum (Sykorova et al, 2003), C.
intermedium e C. strigilatum (Fregonezi et al., 2004, 2006). Estes estudos forneceram
informacdes preciosas sobre a composicdo diferencial desses cromossomos, como a
ocorréncia de diferentes familias de DNA repetitivos, tais como sequéncias ricas em AT
minissatélite; bandas C-Giemsa; bandas C-CMA3°/DAPI° e retroelementos Ty3-gypsy. No
entanto, ha pouca informac&o sobre a distribuicdo e transmissdo de Bs nessas espécies, exceto
por variagcOes intra e inter-individuais no nimero de cromossomos B e sua eliminacdo nos
tecidos somaticos (Fregonezi et al., 2004, 2007).

O objetivo desse trabalho foi aumentar os conhecimentos sobre o
comportamento, a transmissdo e a distribuicdo de cromossomos B na meiose de Cestrum
strigilatum. Foi determinada a frequéncia de células com Bs nas meioses | e 11 (Ml e MII)
bem como a frequéncia e a distribuicdo de Bs na progénie de diferentes individuos mantidos
em condic¢des naturais. Também foi realizada uma comparacéo da viabilidade do pélen entre

plantas com e sem cromossomos B.

3.2 MATERIAL E METODOS

Sementes de dois individuos de Cestrum strigilatum contendo cromossomos
B foram coletadas em 2002, em S&o Jerdnimo da Serra, Estado do Parana no Sul do Brasil
(23° 43'37"S, 50° 43'07"W), sendo as exsicatas depositadas no herbario da FUEL. Sementes
foram germinadas e as mudas cultivadas no Laboratério de Biodiversidade e Restauracdo de
Ecossistemas (LABRE), da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Parana, Brasil. Cinco
mudas contendo Bs e trés sem Bs, selecionadas aleatoriamente, foram transferidas para jardim
arborizado localizado no LABRE, sendo plantadas a uma distancia de 2 a 20 metros umas da
outras, onde cresceram em condi¢des naturais. Apds os arbustos entrarem em fase
reprodutiva, varias anteras foram coletadas para andlise meidtica. Além disso, sementes
provenientes de plantas portadoras de cromossomos B foram colocadas para germinar a fim
de se determinar a transmissdo dos Bs para a progénie por uma analise mitotica a partir das

raizes.
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Anteras jovens de diferentes ramos dos cinco arbustos de C. strigilatum
contendo Bs foram coletadas e diretamente fixadas em etanol: acido acético (3:1, v/ v) por 12
horas e armazenadas a -20 °C até o uso. As amostras foram lavadas em agua destilada e
hidrolisadas em 1M HCI a 60 °C por 5 minutos. Posteriormente, as anteras foram dissecadas e
esmagadas em uma gota de acido acético 45%, as laminulas foram removidas ap0s
congelamento em nitrogénio liquido e as laminas coradas com Giemsa 2%. As laminas foram
montadas com Entellan (Merck). Os meidcitos foram examinados para a presenca e auséncia
de Bs sendo estes agrupados em: (i) meiose | (MI) sem Bs, (ii) MI com Bs, (iii) meiose Il
(MII) sem Bs e (iv) MII com Bs. As proporc¢des de cromossomos B na MI foram obtidas a
partir da divisdo do numero de células com B em MI pelo numero total de células contadas
em MI. O mesmo foi aplicado para a ocorréncia de cromossomos B na Mll.

Para analise mitdtica, as raizes foram pré-tradas com colchicina 0,05% por 4
horas a temperatura ambiente, fixadas em etanol/acido acético (3:1, v:v). As raizes foram
hidrolisadas em &cido cloridrico (HCI) 1M. O meristema radicular foi dissecado em uma
lamina sob uma gota de etanol 45% e corado com Giemsa 2%.

A viabilidade dos grdos de polen foi realizada de forma comparativa entre
0s cinco individuos portadores de cromossomos B e 0s trés que ndo 0s possuiam, usando a
coloragédo de Alexander (1969). Nesse caso, cinco flores de cada individuo na pré-antese (1-2
dias antes da abertura das flores) foram coletadas e suas anteras abertas em uma gota com
Alexander 0,5 M para o esmagamento e colora¢do dos grdos de polen de forma simultanea.
As amostras foram imediatamente cobertas com uma laminula e montadas de forma semi-
permanente com esmalte comercial. A coleta de imagens e a preparacdo das laminas foram
realizadas no mesmo dia. Foram considerados vidveis os graos de pélen que exibiram uma
coloracdo intensa do citoplasma, e inviaveis aqueles com citoplasma reduzido ou ausente.

A forma dos grdos de polen dessas mesmas plantas também foi utilizada
para avaliar o estado vidvel e ndo viavel. Para tal, eles foram avaliados via coloracdo de
Alexander e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Para a coloragdo de Alexander foram coletadas cinco flores de cada
individuo na pré-antese (1-2 dias antes da abertura das flores) e suas anteras abertas em uma
gota com Alexander 0,5 M para o esmagamento e coloracdo dos grdos de pdlen de forma
simultanea. As amostras foram imediatamente cobertas com uma laminula e montadas de
forma semi-permanente com esmalte comercial.

Para a MEV, anteras foram abertas e desidratadas em série alcoolica, secas

ao ponto critico e cobertas com uma fina camada de ouro. As analises foram feitas em um
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Microscopio Eletronico de Varredura FEI Quanta 200. Tanto na coloracdo de Alexander
como na MEV, grdos murchos e turgidos foram tomados como inviaveis. Todas as imagens
adquiridas foram otimizadas para melhor contraste e brilho com o software Image iGrafx.

A coloracdo com FDA, para verificar a morfologia e a integridade dos graos
de pdlen, foi realizada segundo Heslop-Harrison e Heslop-Harrison (1970).

Os dados obtidos foram submetidos a um teste t de Student, com p < 0,05, a

fim de se determinar a ocorréncia de diferencas estatisticamente significativas.

3.3 RESULTADOS

A anélise convencional mostrou que o cromossomo B de Cestrum
strigilatum exibe um comportamento univalente na meiose | e que a sua localizacdo €, em
geral, distante dos cromossomos A na primeira e na segunda fase da meiose. Esse
comportamento é devido a falhas na orientacdo, tornando ineficiente sua segregacao para 0s
polos (Figuras 1A-D). As cromatides irméds do cromossomo B apresentaram comportamento
semelhante ao dos cromossomos do complemento A, uma vez que essas aparecem separadas
(Figuras 1C-D). Houve uma tendéncia dos Bs serem eliminados no final da
androsporogénese, na transicdo da teldfase para a tétrade (Figuras 1E-G). Contudo, foram
observados grdos de pélen com e sem Bs (Figuras 1H-I).

Foram analisados 9.982 meidcitos dos 5 individuos portadores de
cromossomos B (Tabela 1). Os resultados mostraram que, enquanto que na MI cerca de
35,60% das células analisadas exibiram cromossomos B, na MII estes foram encontrados em
apenas 13,75% delas. J4, a analise da presenca de Bs na progénie de plantas portadoras desses
cromossomos indicou que, das 360 sementes germinadas, 74,16% apresentaram um
cromossomo B (Tabela 2). Apenas um descendente exibiu dois cromossomos B (Tabela 2).

Para determinar se a presenga de cromossomos B afetou a eficiéncia
reprodutiva em Cestrum strigilatum, foi feita uma comparacdo da viabilidade de polen entre
o0s portadores e nao portadores de Bs. Um total de 37.315 gréos de polen foi analisado a partir
de 40 flores. Neste caso, foram considerados viaveis aqueles grdos com a forma arredondada
(Figuras 2A-C) e com citoplasma evidentemente corado apds o teste de Alexander (Figuras
2A, imagem da direita). Os grdos de pdlen sem citoplasma e evidentemente murchos foram
considerados inviaveis (Figuras 2A, esquerda e D). Os dados mostraram uma viabilidade
polinica baixa em ambos os grupos de plantas. Nos individuos com Bs, esta se situou em
12,10%=0,058 e naqueles sem Bs, em 11,70%=0,050.
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As analises do formato e da integridade da parede de ecsina dos gréos de
polen por meio de coloracdo por FDA (Fig. 2B) mostraram que apenas aqueles considerados
viaveis pela coloracdo de Alexander apresentaram a parede de ecsina integra. Os resultados
obtidos pela técnica de microscopia eletrénica de varredura também foram semelhantes,
indicando que somente os graos polens caracterizados como viaveis apresentaram indicios de
germinacdo (Fig. 2C). Em nenhuma das micrografias analisadas foram observados graos

caracterizados como inviaveis em processo de germinacao (Fig. 2 D).

3.4 DiscussAo

Nesse estudo, o cromossomo B de Cestrum strigilatum foi facilmente
reconhecido devido ao seu tamanho reduzido (Fregonezi et al., 2004 e Fernandes et al., 2008),
que € cerca de trés vezes menor do que 0s dos outros cromossomos, bem como pelo seu
comportamento univalente durante a meiose, aparecendo na maioria das células posicionado
para o lado e distante dos bivalentes do complemento A.

A anélise meidtica sugere que, em Cestrum strigilatum, h4 uma eliminagéo
de cromossomos B durante a androsporogénese, ja que a sua frequéncia foi sempre maior na
primeira fase da meiose em relacdo a segunda, quando todos os individuos sdo considerados.
Contudo, ndo se observou uma relacdo positiva entre a viabilidade dos grdos de podlen e a
presencga ou auséncia de cromossomos B nas plantas-mée. Assim, nossos resultados indicam
que os cromossomos B podem ter um efeito neutro sobre a viabilidade do pdlen em C.
strigilatum. Por outro lado, 74,16% dos descendentes das plantas portadoras de Bs
apresentaram estes cromossomos (Tab. 2). De acordo com Jones e Rees (1982), Beukeboom
(1994) e Camacho et al. (2000), o acumulo de Bs pode ser explicado por mecanismos como a
ndo-disjuncdo durante a gametogénese e a fertilizacdo preferencial entre gametas carregando
Bs. Dessa forma, nossos resultados apontam para trés possibilidades: (i) a eliminacdo de Bs
durante a androsporogénese ndo garantiria uma total auséncia de B nos grdos de pdlen
formados, (ii) a fecundacdo ocorreria preferencialmente por grdos de pélen contendo Bs,
mesmo que estes se encontrem em minoria, ou (iii) a eliminacdo de Bs na androsporogénese
seria compensada pela sua transmissdo pelos gametas femininos.

Embora nesse experimento ndo tenha sido possivel estabelecer a presenca
e/ou auséncia de cromossomos B nos grdos de polen, as evidéncias de eliminacdo desses
cromossomos na meiose masculina de C. strigilatum (Figura 11), juntamente com a ocorréncia

de apenas um descendente contendo dois cromossomos B, sugerem que estes podem ser
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mantidos em grande parte por transmissdo feminina. Entretanto, ndo se deve descartar a
possibilidade de ter ocorrido, nesse caso, uma transmissdo de um B por um gameta masculino
e outro por um gameta feminino, ou ainda uma transmissdo por um gameta masculino ou
feminino contendo dois cromossomos B provenientes de uma meiose em que ndo tenha
ocorrido a separacao das suas cromatides irmas.

Uma maneira de verificar a transmissdo materna do cromossomo B seria por
meio de cruzamentos controlados. Estudos de transmissdo de cromossomos B séo facilitados
guando as espécies possuem flores unissexuais e ciclo de vida curto, uma vez que eles
favorecem experimentos esse tipo de experimento (Gonzales-Sanches et al., 2003). No
entanto, C. strigilatum possui flores hermafroditas, fecundagdo cruzada e flores muito
delicadas, além de um ciclo de vida relativamente longo, quando comparado ao milho e arroz,
onde experimentos deste tipo foram realizados com sucesso. Assim, cruzamentos controlados
utilizando amostras com e sem Bs em Cestrum sdo mais dificeis. De acordo com Jones e
Houben (2003), o “drive” de transmissdo de cromossomos B em dicotiledéneas ocorre na
meiose feminina, como demonstrado em Lillium callosum - Liliaceae. Gonzales-Sanches et al.
(2003) realizaram fertilizacdo induzida em milho e observaram que o acimulo de Bs ocorre
na androsporogénese, mas em arroz, Jones e Rees (1982) relataram que a transmissao ocorre
em ambos, via gino e androsporogénese.

Dessa forma, seria interessante descobrir se 0s Bs estariam ou nao presentes
nos grdos de pdlen viaveis, bem como em quais propor¢des. Uma forma de realizacdo desse
tipo de estudo seria a utilizacdo da técnica de hibridizacdo in situ com sondas especificas em
toda a meiose até o produto final (grdos de polen), bem como na ginosporogénese, algo que

ainda nao foi realizado em Cestrum.

3.5 CONCLUSAO

Existem evidéncias de eliminagdo dos cromossomos B na meiose masculina
em C.strigilatum. Entretanto, uma elevada incidéncia de descendentes com cromossomos Bs,
todos provenientes de plantas portadoras desses cromossomos, indica presenca de algum
mecanismo de transmissdo, provavelmente via meiose feminina. A presenca/auséncia desses

cromossomos nessas plantas ndo parece influenciar a viabilidade dos graos de polen.
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Figura 1 - Etapas da meiose de C. strigilatum com cromossomos B. A) Metafase I. A seta
indica um cromossomo B distante do complemento A. B) Teld6fase I. A seta indica um
cromossomo B. C) Tel6fase 1l. As setas mostram um B com duas cromatides. D) Tel6fase I1.
As setas mostram dois Bs, cada um com duas cromatides. E) Tétrade com um
microandrospordcito, seta. F) Tétrade com dois microandrosporécitos, setas. G) Tétrade com
trés microandrosporocitos, setas. H) Grdo de polen integro sem cromossomo B evidente. |)
Grdo de polen rompido. A seta evidencia um cromossomo B. Barra = 10 um.
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Figura 2. Comparacéo entre gréos de polen viaveis e inviaveis de C. strigilatum, obtidos apos
a coloracdo com Alexander, FDA e tratados para Microscopia Eletrénica de Varredura. A) O
grdo de polen viavel (direita) possui um aspecto turgido, com citoplasma corado, enquanto o
grdo de polen inviavel (esquerda) aparece murcho, com citoplasma reduzido ou ausente. B)
Coloracdo FDA evidenciando a integridade da ecsina e o formato triporado do gréo. C)
Eletromicrografia de grdo de podlen viavel, apresentando inicio de germinacdo do tubo
polinico. D) Eletromicrografia de grdo de pdlen inviavel. Barra = 10um.
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TABELAS

Tabela 1 - Numero e proporc¢édo de cromossomos B em dois estagios da meiose para 5 plantas
de Cestrum strigilatum (Solanaceae) portadoras desses cromossomos.

Estdgio Plantal Planta2 Planta3 Planta4 Planta5 Total Frequéncia(%o)

MI com Bs 364 378 454 306 153 1655 35,60
MI sem Bs 654 483 555 986 316 2994 64,40
Total 1018 861 1009 1292 469 4649 -
MII com Bs 110 124 104 210 185 733 13,75
MII sem Bs 1067 611 376 1058 1488 4600 86,26
Total 1177 735 480 1268 1673 5333 -

MI = meiose | e MIl = meiose Il

Tabela 2. Frequéncia de descendentes dos individuos portadores e nao portadores de Bs,
contados a partir de células de raizes das sementes originadas dos individuos com
cromossomos B.

Amostras sem B com B Total Frequéncia de Bs

(%0)
Planta 1 50 129 179 72,06
Planta 2 6 28 34 82,35
Planta 3 25 49 74 66,22
Planta 4 12 61 73 83,56

Total 93 267 360 74,16
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