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Resumo

Espécies de Urochloa P. Beauv. são 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
utilização de técnicas citomoleculares, como hibridização in situ fluorescente (FISH), procuram
esclarecer aspectos relacionados à composição de genomas ou de subgenomas, como nas
espécies alopoliploides U. brizantha e U. decumbens. A análise do DNA repetitivo pode
incrementar os estudos de cariotipagem genômica e inferir sobre a relação filogenética entre as
espécies. Devido a sua especificidade, o DNA satélite possibilita a discriminação e
caracterização de subgenomas em alopoliploides, permitindo um melhor entendimento da
evolução dessas sequências. O DNA ribossômico (rDNA) 5S e 35S também se caracterizam
como DNA repetitivo em tandem e podem ser utilizados como controle positivo da FISH, visto
que são genes com sequências conservadas. Desse modo, o objetivo deste estudo foi otimizar e
aperfeiçoar os procedimentos de preparações cromossômicas para a aplicação da FISH em
análises de cariotipagem por meio do mapeamento de sequências de DNA satélite em acessos
do clado ‘brizantha’. Raízes foram coletadas e pré-tratadas com ciclohexamida por 2h para
bloqueio do fuso mitótico e obtenção de C-metáfases. Passado esse tempo, as raízes foram
fixadas em carnoy (3:1) e armazenadas em freezer até momento de uso. As regiões
meristemáticas foram excisadas e submetidas à digestão enzimática 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 lâminas foram preparadas pela
técnica de dissociação celular e secagem ao ar e avaliadas em microscopia de luz e
posteriormente testadas para FISH. A avaliação buscou analisar a qualidade das C-metáfase
presentes nas lâminas, selecionando aquelas que apresentaram cromossomos espalhados e
sem sobreposição, ideais para a aplicação de técnicas citomoleculares. As lâminas de FISH 
analisadas foram feitas com a U. brizantha 4x e apresentaram seis sítios rDNA 5S, o que
corrobora com estudos anteriores de cariotipagem deste material. Portanto, os resultados obtidos
foram satisfatórios e confirmam o êxito da aplicação do protocolo de preparação cromossômica,
sendo, então, possível dar início à aplicação da FISH com o uso de sondas de DNA satélite.
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