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Resumo

Espécies de Urochloa P. Beauv. sdo conhecidas pelo seu potencial forrageiro com destaque
para as espécies do clado ‘brizantha’, Urochloa brizantha (Hoschst. ex A. Rich) R.D. Webster,
Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster e Urochloa ruziziensis (R. Germ. & C.M. Evrard). A
utilizacdo de técnicas citomoleculares, como hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), procuram
esclarecer aspectos relacionados a composicdo de genomas ou de subgenomas, como nas
espécies alopoliploides U. brizantha e U. decumbens. A andlise do DNA repetitivo pode
incrementar os estudos de cariotipagem gendmica e inferir sobre a relacao filogenética entre as
espécies. Devido a sua especificidade, o DNA satélite possibilita a discriminacdo e
caracterizacdo de subgenomas em alopoliploides, permitindo um melhor entendimento da
evolucdo dessas sequéncias. O DNA ribossémico (rDNA) 5S e 35S também se caracterizam
como DNA repetitivo em tandem e podem ser utilizados como controle positivo da FISH, visto
gue sdo genes com sequéncias conservadas. Desse modo, o objetivo deste estudo foi otimizar e
aperfeicoar os procedimentos de preparacbes cromossdmicas para a aplicacdo da FISH em
andlises de cariotipagem por meio do mapeamento de sequéncias de DNA satélite em acessos
do clado ‘brizantha’. Raizes foram coletadas e pré-tratadas com ciclohexamida por 2h para
blogueio do fuso mitdtico e obtencdo de C-metafases. Passado esse tempo, as raizes foram
fixadas em carnoy (3:1) e armazenadas em freezer até momento de uso. As regides
meristematicas foram excisadas e submetidas a digestdo enzimatica com mix contendo celulase
“Onozuka R10” (0,7%), celulase Sigma-Aldrich (0,7%), pectoliase Sigma-Aldrich (1%) e
citohelicase Sigma-Aldrich (1%) por 1h e 30 min a 37°C. As laminas foram preparadas pela
técnica de dissociacdo celular e secagem ao ar e avaliadas em microscopia de luz e
posteriormente testadas para FISH. A avaliacdo buscou analisar a qualidade das C-metéafase
presentes nas laminas, selecionando aquelas que apresentaram cromossomos espalhados e
sem sobreposicdo, ideais para a aplicacdo de técnicas citomoleculares. As laminas de FISH
analisadas foram feitas com a U. brizantha 4x e apresentaram seis sitios rDNA 5S, o0 que
corrobora com estudos anteriores de cariotipagem deste material. Portanto, os resultados obtidos
foram satisfatérios e confirmam o éxito da aplicacdo do protocolo de preparacdo cromossomica,
sendo, entdo, possivel dar inicio a aplicacdo da FISH com o uso de sondas de DNA satélite.
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