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Desenvolvimento de protocolo diferenciado para mapeamento cromossémico de alta
definicdo em plantas de café

RESUMO

O género Coffea L. possui somente duas espécies comercialmente importantes, C. arabica e
C. canephora. Ambas apresentam cromossomos mitdticos de tamanho reduzido (1-3 pm) e de
morfologia similar, o que dificulta a caracteriza¢do de cada um dos cromossomos. Em café, os
cromossomos em fase de paquiteno da préfase I da meiose, sdo cerca de 30 vezes maiores em
comprimento, quando comparados aos cromossomos mitdticos em metafase. Os
cromossomos paquiténicos de C. arabica possuem um cariograma e um idiograma elaborados
através da identificacio dos cromossomos pelo padrdo cromomérico, localizagdo do
centromero e das regides organizadoras do nucléolo (NORs). O uso desse caridtipo torna
possivel o mapeamento dos cromossomos paquiténicos de café através da técnica de
hibridagao in situ fluorescente (FISH). Em pesquisas exploratorias em que foi usada a técnica
de FISH em cromossomos meidticos de café com sondas repetitivas ndo foram observados
sinais de hibridagdo com regularidade. Vérios fatores foram sugeridos como possiveis causas.
A constitui¢ao do citoplasma das células mae de pdlen (CMPs) ou a camada de calose que
normalmente circundam estas células foram consideradas como as possiveis barreiras. Esta
pesquisa teve como objetivo desenvolver e aperfeicoar um protocolo de FISH especificamente
para cromossomos meioticos de café visando a sua utilizagdo para fins de mapeamento. Para
os experimentos foram usadas plantas hibridas (C. arabica cv. Bourbon Vermelho x C.
canephora cv. Robusta), denominadas hibridos arabusta. Para os testes de permeabilizagido
das células foram testados tempos de hidrolises usando-se diferentes tipos e concentragdes de
enzimas para a maceragdo das anteras. Para a técnica FISH, devido a maior facilidade de
obtencdo e visualizagdo dos sinais de hibridagdo, foi utilizada como sonda a sequéncia
altamente repetitiva de DNA ribossdmico (rDNA) correspondente a regido 45S, de 900 pb,
denominada pTa71. Também foram testados diferentes tempos de incubacao de hibridagao da
sonda com os cromossomos. Foi comparada a frequéncia de CMPs com sinais de hibridagao a
cada modifica¢do no protocolo. O grau de eficiéncia do protocolo foi mensurado através da
contabilizacdo da frequéncia dos sinais evidentes nos cromossomos das CMPs dentro da
mesma lamina. Também foi observada a freqiiéncia de laminas que continham CMPs com
sinais. O maior grau de eficiéncia foi de 98% de CMPs na fase de paquiteno com sinais de
hibridagdo dentro da mesma lamina. E a maior freqiiéncia de laminas contendo CMPs com

sinais de hibridagdo em diversas fases da profase I foi de 72%. Os resultados obtidos sdo
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inéditos e demonstram que o protocolo da técnica FISH desenvolvido para cromossomos
meioticos de café, na fase de paquiteno, apresenta grau de eficiéncia suficiente para ser
utilizado no mapeamento de alta definicdo com sequéncias repetitivas semelhantes a

sequéncia de rDNA 45S.

Palavras-Chave: Café, hibridagao in situ fluorescente, paquiteno, rDNA (pTa71), glucanase.



Development of differentiated protocol for chromosomal high definition mapping in
plants of coffee.

ABSTRACT

The genus Coffea L. has only two commercially important species, C. arabica and C.
canephora. Both have mitotic chromosomes of small size (1-3 um) and similar morphology,
making it almost impossible to characterize them individually. In coffee, the meiotic
chromosomes observed in pachytene stage of prophase I are about 30 times longer than the
mitotic chromosomes at metaphase. The pachytene chromosomes of C. arabica have a
cariograma and an ideogram, based on chromomeric patterns, location of the centromere and
the nucleolus organizer regions (NORs). The use of this karyotype makes possible the
cytogenetic mapping of pachytene chromosomes of coffee plants using the FISH technique. In
exploratory studies which used the technique of FISH in meiotic chromosomes of coffee with
repetitive probes were not regularly observed signals of hybridization. Several factors have
been suggested as possible causes. The constitution of the cytoplasm of pollen mother cells
(CMPs) or the layer of callose that surrounds these cells was generally regarded as possible
barriers. This research aimed to develop and optimize a protocol for FISH technique
specifically for meiotic chromosomes of coffee with the goal of using them for mapping. For
the experiments was used the hybrid plants (C. arabica cv. Bourbon Vermelho x C.
canephora cv. Robusta), called hybrid arabusta. For to increase the permeabilization of cells
hydrolysis times have been tested with, different kinds and concentrations of enzymes for
maceration of the anthers. For the FISH technique, as it is easier the acquisition and
visualization of the hybridization signals was used as probe a highly repetitive sequence of
ribosomal DNA (rDNA) of the 45S region of 900 pb, named pTa71. Different incubation
times of hybridization of the probe with the chromosomes were also tested. It was compared
the frequency of CMPs with hybridization signals for each modification of protocol. The
efficiency of the protocol was measured by counting the frequency of overt signals in
chromosomes of CMPs within the same slide. It was also observed the frequency of slides
that contain CMPs with signals. The greater degree of efficiency was 98% of CMPs in
pachytene phase with hybridization signals in the same slide. And the higher frequency of
slides containing CMPs with hybridization signals in various phases of the prophase I was of
72%. The results are inedited and demonstrate that the FISH protocol developed for coffee
meiotic chromosomes at pachytene phase have sufficient degree of efficiency to be used in

high resolution mapping with repetitive sequences similar to the sequence of 45S rDNA.

XI



Key Words: Coffee, fluorescent in situ hybridization, pachytene, rDNA (pTa71), glucanase.

XII



1 INTRODUCAO

O género Coffea L. possui nimero cromossomico basico x = 11, todas as espécies
sdo diploides (2n=2x=22), havendo somente uma espécie poliploide, C. arabica L.
(2n=4x=44).

Os cromossomos mitoticos das espécies de café sao de tamanho pequeno com cerca
de 1 a 3 um de comprimento e com morfologia uniforme (KRUG, 1934), o que dificulta a
identificacdo de cada um dos cromossomos dentro de um complemento.

Cromossomos meioticos, observados na divisdo meidtica de células mae de pdlen
(CMPs), sao cromossomos homologos duplicados e parecados que se apresentam mais
distendidos especialmente na fase de paquiteno da profase I, quando comparados aos
cromossomos mitdticos em metafase com maior grau de condensagdo. Os cromossomos
meidticos em paquiteno de café sdo em média 30 vezes maiores em comprimento quando
comparados aos cromossomos mitdticos metafasicos (PINTO-MAGLIO & CRUZ, 1987;
1998).

Os cromossomos paquiténicos de C. arabica, por possuirem caracteristicas
morfoldgicas evidentes e especificas como, padrdes cromoméricos, localizagdo do centrdmero
e das NORs, foram individualmente identificados, tornando possivel a elaboragdao de
cariotipo, cariograma e idiograma (PINTO-MAGLIO & CRUZ, 1998).

Devido a estes fatores o mapeamento cromossomico em café, de sequéncias
contendo genes de interesse, ¢ mais propicio se realizado nos cromossomos paquiténicos pelo
fato desses cromossomos apresentarem-se totalmente pareados, e bem mais distendidos do
que seus correspondentes mitoticos. Além disto ha possibilidade de se identificar
individualmente cada cromossomo através da comparagdo com o cariograma estabelecido por
PINTO-MAGLIO & CRUZ (1998).

Mediante a técnica de hibridagdo in situ fluorescente (Fluorescent in situ
hybridization - FISH), sondas constituidas por sequéncias altamente repetitivas, pouco
repetitivas ou mesmo Unicas sdo hibridizadas no cromossomo, ou seja, por
complementaridade sdo pareadas com o DNA alvo diretamente nos cromossomos. Através de
sucessivos posicionamentos dos pontos de hibridagdo dessas sequéncias nos cromossomos
obtém-se mapas cromossomicos, que podem fornecer informagdes sobre o posicionamento de
genes, além de outros aspectos, estruturais, evolutivos e morfologicos.

A técnica FISH vem sendo utilizada em cromossomos somaticos de algumas

espécies de café, onde foi possivel hibridizar sequéncias altamente repetitivas ¢ BACs ligados



a genes de resisténcia (PINTO-MAGLIO et al., 2000; 2001; BARBOSA et al., 2001;
LOMBELLO & PINTO-MAGLIO 2004 a, b, c; HERRERA et al., 2007).

Todavia, aplicagdes anteriores da técnica FISH em cromossomos meidticos de café
apresentaram sinais de hibridacdo com irregularidade. As CMPs sao normalmente envolvidas
por uma camada de calose, cuja espessura varia, de forma crescente, conforme o
desenvolvimento da meiose. Baseado nessas observagdes supde-se que a calose seja um fator
que dificulta a penetracdo das sondas e a observacao dos sinais de hibridacao.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e estabelecer um protocolo de FISH
especificamente elaborado para cromossomos paquiténicos de café utilizando como sonda

uma sequéncia altamente repetitiva de rDNA 458S.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes sobre o género Coffea L.

O café encontra-se classificado na familia Rubiaceae, dentro da tribo Coffeae que ¢
composta por dois géneros: Coffea L. e Psilanthus Hook f.; juntos estes dois géneros contém
aproximadamente 100 espécies descritas, sendo que 80 delas pertencem ao género Coffea L.
(CHARRIER & BERTHAUD, 1985; WRIGLEY, 1988; MAURIN et al., 2007).

Somente duas espécies do género Coffea L. possuem interesse comercial, C. arabica
L. e C. canephora Pierre ex Froehner. Espécies selvagens, como C. congensis, C.
eugenioides, C. dewevrei, C. racemosa, C. stenophylla e C. salvatrix tém sido fontes
importantes de variabilidade genética em programas de melhoramento genético para a
introducao de genes de interesse agronomico (FAZUOLI et al., 1999).

Dentro dos programas de melhoramento genético, caracteristicas como altura da
planta e resisténcia a pragas e patogenos foram utilizados para a produg@o de novas cultivares.
Pode-se citar as cultivares Catuai Vermelho e Catuai amarelo, cujo porte menor da planta foi
obtido através da introducdo do gene caturra (Ct) em C. arabica var. Mundo Novo
(CARVALHO & MONACO, 1972).

A cafeicultura tem grande importancia econdmica no Brasil e em diversos outros
paises produtores, principalmente pertencentes a América Latina (TALBOT, 2011). Sendo a
espécie C. arabica L. com maior consumo e area de produgdo no Brasil, seguido por C.
canephora (CONAB, 2011).

O conhecimento da localizacdo geografica do centro de origem das espécies de café é

importante informagdo utilizada em estudos filogenéticos (MAURIN et al., 2007). C.



canephora, tem o centro de origem, principalmente no lado oeste da regido equatorial do
continente africano (CHARRIER & BERTHAUD, 1985).

Os cafezais de C. canephora tém uma participagdo menor em area de producdo nos
cafeeiros brasileiros em comparagdo a C. arabica (CONAB, 2011). O sabor amargo
geralmente encontrado na bebida desta espécie € pouco apreciado pelos consumidores. A
industria alimenticia utiliza os graos moidos como matéria prima para a produgdo de café
soluvel (TEIXEIRA et al., 1979).

C. canephora ¢ utilizado em programas de melhoramento genético para transferéncia
de genes de resisténcia a pragas e doengas ndo encontradas em C. arabica (LEROY et al.,
2005). As espécies diploides, dentre elas C. canephora, possuem flores predominantemente
autoincompativeis (Berthaud, 1980 citado por CHARRIER & BERTHAUD, 1985).

C. arabica L. tem o centro de origem localizado no lado leste da regido equatorial da
Africa, precisamente, nas regides do sudoeste da Etiopia e sudeste do Sudio (CHARRIER &
BERTHAUD, 1985).

Esta espécie possui algumas particularidades unicas dentro do género, como a
autocompatibilidade e o genoma tetrapldéide (2n = 4x = 44). Observagdes realizadas em
cromossomos meiodticos revelaram que os genomas diploides constituintes dessa espécie
possuem altos indices de pareamento normal (GRASSIAS & KAMMACHER, 1975) e grande
semelhanca morfoldgica entre os cromossomos (PINTO-MAGLIO & CRUZ, 1998), sendo,
portanto considerado como um alotetrapléide de segmento.

Polipléides derivados de dois ou mais genomas distintos, ou seja, de espécies
diferentes, sdo denominados alopoliploides. Assim como o café que foi originado de dois
progenitores diploides, outras espécies também sao alotetrapléides como o tabaco (2n = 4x =
48) (VOLKOV etal., 1999) e o algoddo (2n = 4x = 52) (WANG et al., 2007).

Sdo controversos quais foram os genitores de C. arabica L. RAINA et al. (1998),
através das técnicas de hibridagdo in situ gendmica (GISH) e hibridagao in situ fluorescente
(FISH) com sondas de rDNA, efetuaram a compara¢do do genoma de C. arabica ¢ mais
quatro espécies de café. Estes autores sugeriram as espécies C. congensis e C. eugenioides
como os progenitores.

Segundo estudo de LASHERMES et al. (1999) utilizando a técnica citomolecular de
GISH e o marcador molecular do tipo polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restrigdo (RFLP) foi observado que o genoma de C. arabica tem similaridade com as espécies

C. canephora e C. eugenioides. Os genomas dessas espécies possuem pouca divergéncia



genética o que levantou a hipotese de que a especiagdo de C. arabica tenha ocorrido ha pouco
tempo.

Atualmente o trabalho de LASHERMES et al. (1999) tem sido o mais aceito na
identificagdo dos parentais de C. arabica. Como descrito por MAURIN et al. (2007) que
utilizando sequéncias especificas do DNA nuclear e do plastidio também determinaram C.
canephora e C. eugenioides como possiveis parentais.

Programas de melhoramento genético de café também se utilizam de cruzamentos
entre as diversas espécies selvagens com as espécies comerciais C. arabica e C. canephora,
além das hibridagdes entre essas duas espécies (HERRERA, 2007). Os interesses na formagao
desses hibridos estdo na aquisicdo de conhecimento da constitui¢do genética, estudos de
heterose e transferéncias de caracteristicas genéticas, como resisténcia a pragas, doengas e
qualidade da bebida (KRUG & CARVALHO, 1952).

Os hibridos originados do cruzamento de C. arabica com C. canephora sao
denominados hibridos arabustas. Esse cruzamento teve como objetivo aumentar a qualidade
da bebida do C. canephora através da hibridizacdo com C. arabica, espécie reconhecidamente
superior na qualidade de bebida (Capot et al., 1968 citado por OWUOR, 1985). A bebida do
café hibrido arabusta apresentou uma qualidade de bebida superior proxima ao C. arabica
(CARVALHO et al., 1990, 1991; LEROY et al., 20006).

Hibridos em geral apresentam irregularidades meidticas e particularmente no caso
dos hibridos arabusta de café, irregularidades meidticas tém sido registradas em estudos de
comportamento meiodtico tanto em progénies F; como F, (KRUG & MENDES, 1940;
GRASSIAS, 1977, OWUOR, 1985; BOAVENTURA & CRUZ, 1987; GRANATO, et al
2009; GRANATO, 2010)

2.2 Citogenética do género Coffea L.

Conforme consta em uma revisao publicada por PINTO-MAGLIO (2006), os estudos
citogenéticos em café tiveram inicio com a contagem dos cromossomos mitoticos metafasicos
de algumas espécies do género Coffea L. (KRUG et al., 1938). Os autores observaram o
nimero basico cromossomico do género de x=11 e que as espécies dipldides continham 22
cromossomos (2n=2x=22). Também foi observado que somente C. arabica era poliploide,
com 44 cromossomos (2n=4x=44).

Os cromossomos mitoticos das espécies de Coffea sdo de tamanho reduzido, o que

dificulta a elaboracdo de caridtipos que identifiquem individualmente cada um dos



cromossomos do complemento (KRUG, 1934). Os cromossomos das espécies dipldides sao
maiores que os cromossomos do poliploide C. arabica (MENDES, 1956).

Estudos de comportamento meiodtico, realizados por MENDES (1950 a,b),
mostraram que espécies diploides e poliploides de Coffea L. possuem microsporogénese
normal.

MENDES (1950 b) observou que todos os cromossomos em fase de paquiteno de C.
canephora possuem o centromero bem definido e delimitado entre duas regides ricas em
heterocromatina e que a regido terminal do cromossomo era dificil de ser observada e
definida. Também foi observado que pelo menos um dos cromossomos apresentava-se ligado
ao nucléolo.

Do mesmo modo, os cromossomos paquiténicos de C. arabica foram estudados por
MENDES (1950 a), onde foi observado que todos eles apresentavam sec¢des heterocromaticas,
separadas por regides finas de eucromatina, um centrdmero definido e rodeado por regides
altamente heterocromaticas, sendo as extremidades pouco definidas. Quanto aos
cromossomos nucleolares, o autor ndo pode definir ao certo, sendo provavel pela observacao
que fossem de 1 a 4 cromossomos.

PINTO-MAGLIO & CRUZ (1987) identificaram e caracterizaram oS cromossomos
nucleolares de 10 espécies do género, sendo nove delas diploides ¢ o tetraploide C. arabica,
mediante a comparagao dos padroes cromoméricos dos cromossomos em fase de paquiteno e
do nimero e localizagio das NORs. Baseado na comparacdo da morfologia destes
cromossomos as autoras indicaram que C. liberica, C. canephora, C. congensis ¢ C.
eugenioides provavelmente sdo os parentais de C. arabica.

Utilizando ainda os padroes cromoméricos de cromossomos paquiténicos, a
localizag@o dos centromeros e das NORs, PINTO-MAGLIO & CRUZ (1998) identificaram os
22 bivalentes do complemento cromossdmico de C. arabica e estabeleceram o caridtipo,
cariograma e o idiograma desta espécie. Os cromossomos foram assim identificados: 4
metacéntricos (1, 8, 11 e 18); 14 submetacéntricos (2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 12, 15, 16, 17, 19,
20); 4 acrocéntricos (13, 14, 21 ¢ 22) e 3 nucleolares (14, 20 ¢ 21).

Metodologias de citogenética classica foram aplicadas nos cromossomos mitdticos
de algumas espécies de café. A técnica convencional de esmagamento com orceina acética,
que possibilita estudar a morfologia cromossdmica e a técnica de bandamento C, que destaca
regides heterocromaticas, foram utilizadas nos cromossomos de C. canephora ¢ C. dewevrei
permitindo a diferenciagdo dos cromossomos de ambas as espécies através dos padrdes

heterocromaticos (PIEROZZI et al., 1999).



Outras sete espécies diploides de café ¢ uma espécie do género proximo Psilanthus
bengalensis também foram estudadas visando a caracterizagdo cromossomica. Foram
utilizadas as técnicas de orceina acética, o bandamento C e a impregnagdo por prata (Ag-
NOR), que identifica regides organizadoras do nucléolo que estdo ativas. Através da orceina
acética, foi possivel observar uma diferenga gradativa no tamanho dos cromossomos e dois
pares com constricdo secundaria. O bandamento C evidenciou, em todos os cromossomos,
regides ricas em heterocromatina centromérica e pericentromérica € o bandamento com
impregna¢do com prata destacou um par de cromossomos com a NOR ativa (PIEROZZI et
al., 2003).

Em uma série de trabalhos visando a caracterizacdo citogenética de 16 taxa do
género Coffea, entre as quais espécies diploides silvestres; variedades e cultivares de C.
arabica e trés espécies do género Psilanthus; PINTO-MAGLIO et al., 2000; 2001;
BARBOSA et al., 2001; LOMBELLO & PINTO-MAGLIO 2004 a,b,c; ARTERO et al.,
2005; ARTERO, 2007; aplicaram em cromossomos mitdticos técnicas citomoleculares como
o bandamento com DAPI (4',6 diamino-2-fenilindol) que evidencia regides heterocromaticas
ricas em AT e o bandamento com CMA; (Cromomicina Aj) que evidencia regides ricas em
GC. Esses autores também utilizaram a técnica de FISH para complementar a caracterizagao
dos cromossomos mitdticos desses taxa de café, através da quantificacdao e localizagdo dos
sitios de sequéncias de rDNA das regides 45S e 5S.

Mais recentemente HAMON et al. (2009) efetuaram também a caracterizagdo
cromossomica de 15 espécies selvagens diploides de café e do alotetraploide C. arabica
através das mesmas técnicas de bandamento CMAj3; ¢ DAPI e FISH para localizagdo de

sequéncias de rDNA das regides 18S e 5S.

2.3 Mapeamento cromossdmico atraves da técnica de hibridacao in situ fluorescente
(FISH)

Mapeamentos cromossdmicos com o intuito de localizar fisicamente sequéncias de
acidos nucléicos, DNA e ou RNA, diretamente no complemento cromossdmico tiveram inicio
na década de 60, com a aplicacdo da técnica de hibridagao in situ (ISH) (GALL & PARDUE,
1969, JOHN et al., 1969). Essa técnica utiliza a propriedade de complementaridade das fitas
de DNA. Fragmentos de DNA (sondas) sdo marcados com is6topos radioativos e observados
através de radiografias apds a hibridagdo com o cromossomo (HASS-JACOBUS &
JACKSON, 2005; JIANG & GILL, 2006).



GALL & PARDUE (1969) estabeleceram a técnica de mapeamento cromossdmico
através da técnica ISH usando como sonda uma sequéncia de RNA ribossomal marcada com
tritio e hibridizada nas sequéncias complementares nos cromossomos de células ovarianas de
uma espécie de rd do género Xenopus.

O mapeamento cromossdmico com a técnica ISH foi usado inicialmente em células
animais, principalmente em células humanas, sendo intensivamente aplicado na localizagao
de sondas de copias simples. Porém a ISH mostrou-se uma técnica trabalhosa, necessitando-se
de varios dias ou até semanas para se obter as radiografias, além da baixa resolucdo espacial
do sinal de hibridagdo (SCHWARZACHER, 2003).

Na década de 90 iniciou-se a aplicacdo da técnica ISH em células vegetais para
mapeamento cromossomico de sequéncias altamente repetitivas. Diferentemente do que
ocorre nas células animais, foram encontradas muitas dificuldades por causa da composi¢ao
do citoplasma e da parede celular, havendo necessidade de limpeza através da hidrélise desses
componentes especificos das células vegetais (GUSTAFSON et al., 1990).

Os mapeamentos cromossomicos tém relevante importancia na cobertura dos
genomas de plantas e animais. GUSTAFSON & DILLE (1992) compararam a abrangéncia
dos mapeamentos genéticos e cromossdmicos. O mapeamento genético utilizando a técnica de
localizagdo de RFLP alcangou 50% de cobertura do cromossomo 2 do arroz (Oryza sativa).
Diferentemente, houve 80% de cobertura no mesmo cromossomo utilizando a técnica ISH
para 0 mapa cromossomico.

No final da década de 90, as sondas utilizadas nos mapeamentos cromossomicos
passaram a ndo ser mais marcadas com elementos radioativos iniciando-se assim o uso de
fluorescéncia como ponto referencial dos sitios de hibrida¢dao. As técnicas empregando a
fluorescéncia sdo denominadas hibridagdo in situ fluorescente (FISH) e hibridagdo in situ
genomica (GISH) (SCHWARZACHER, 2003). Estas técnicas de hibridagcdo utilizando
fluorocromos sdo similares a ISH, diferenciando desta nas etapas de detecg¢do (anticorpos) e
de observacao da técnica (fluorescéncia).

A técnica FISH ¢ mais vantajosa, comparada a ISH, pela répida detec¢do, aumento
na sensibilidade e precisdo na localizagcdo das seqiiéncias e menor quantidade de sinais de
hibridagdes inespecificos, além da possibilidade de utilizarem-se diferentes sondas marcadas
com diversos tipos de anticorpos na mesma lamina (HASS-JACOBUS & JACKSON, 2005).

As técnicas de FISH e GISH diferem quanto a origem e o tamanho da sonda
utilizada. Na técnica FISH sdo utilizadas sequéncias unicas ou altamente repetitivas de DNA

ou RNA, geralmente com cerca de 200 a 1000 pares de bases. Ja na técnica GISH utiliza-se o



DNA total de um genoma como sonda. A GISH ¢ utilizada para identificar genomas em
espécies hibridas alopoliploides e também cromossomos ou segmentos cromossdmicos em
linhas recombinantes (SCHWARZACHER, 2003).

Para a detec¢@o da sonda ¢ necessario que antes seja feita a sua marcagao utilizando-
se moléculas reporteres, sendo comumente utilizada biotina ou digoxigenina através de
reagoes (Nick translation e outras) que substituem os nucleotideos da fita de DNA sonda, por
nucleotideos marcados com essas moléculas que podem estar ligadas ou ndo com
fluorocromos.

A deteccdo da sonda ocorre quando a sonda marcada com as moléculas repérteres, a
biotina ou digoxigenina (antigenos) passa por uma reagdo imunoldgica onde um anticorpo
(anti-digoxigenina ou anti-biotina) contendo um fluorocromo detecta as moléculas reporteres
(antigenos) inseridas na sonda. Esse tipo de detec¢do permite que mais de uma sonda seja
hibridizada e observada, cada qual, usando uma combinagdo diferente de antigeno/anticorpo.
Outra forma de deteccao ¢ a direta onde a sonda ¢ marcada com uma molécula repérter que
esté ligada diretamente ao fluorocromo (LEITCH et al. 1994).

A visualizagdo dos sitios de hibridagdo ocorre quando os fluorocromos sob exposi¢ao
de luz que ¢ passada por um filtro, que a transforma em uma luz com comprimento de onda
especifico, elevam o nivel de excitacdo e emitem luz fluorescente que revela a localizagao da
hibridagdo diretamente no complemento cromossémico.

Os fluorocromos mais utilizados sdo a fluoresceina (emite luz com comprimento de
onda na faixa de cor verde) e a rodamina (comprimento de onda na faixa de cor vermelha).
Para observagdo do complemento cromossdmico ¢ necessario também fazer a contra-
coloracao dos cromossomos através da coloragao com um fluorocromo de cor contrastante ao
fluorocromo usado na sonda, sendo os mais utilizados o DAPI (4',6' diamino-2-phenylindole)
de cor azul e o Iodeto de propidio de cor vermelha (de JONG et al, 1999;
SCHWARZACHER, 2003). As imagens dos sinais fluorescentes sao capturadas através de
camera digital que podem ser refrigeradas (CCD). Este tipo de camera retarda o esgotamento
da fluorescéncia.

Os mapeamentos cromossdmicos através da técnica FISH variam na sensibilidade e
resolugdo na localizacdo dos marcadores cromossomicos (sondas de DNA ou RNA) conforme
o nivel de condensagao dos cromossomos.

Cromossomos mitoticos de arroz mapeados com FISH possuem a resolugdo minima
de 2 Mb (2.000.000 pb) entre dois sinais de hibridagdo. J4 os cromossomos meidticos em fase

de paquiteno permitem a hibridacdo de sequéncias mais proximas com cerca de 40 Kb



(40.000 pb) de distancia. Existe também o mapeamento com cromossomos mitoticos
estendidos até tornarem-se fibras. Este tipo mapeamento embora possua uma maior resolugao,
4 Kb (4.000 pb) possuem o inconveniente de perderem a forma do cromossomo nao
permitindo a observagdo de informagdes ligadas a estrutura cromossdmica (CHENG et al.,

2002).

2.3.1 Mapeamento em cromossomos mitéticos com a técnica FISH

O mapeamento cromossomico de sequéncias altamente repetitivas ¢ amplamente
utilizado em nucleos mitdticos vegetais. Cerca de 90% do genoma das plantas superiores ¢
composto por sequéncias que variam de 1 a 1000 pb dispostos repetidamente em tandem por
centenas ou milhares de vezes, compondo as regides teloméricas, centroméricas, elementos
transponiveis, elementos retro-transponiveis e regides organizadoras do nucléolo (NORs)
(SCHWARZACHER, 2003).

Os mapeamentos cromossomicos através da técnica FISH utilizando estas
sequéncias repetitivas fornecem importantes informagdes das relagdes filogenéticas e
evolutivas entre diferentes individuos e/ou grupos. Embora sejam consideradas regides
conservadas do genoma a distribuicao e a quantidade dessas repeticdes pode variar em plantas
e animais (HASS-JACOBUS & JACKSON, 2005).

FERNANDEZ-ROMERO et al. (2001) utilizaram sequéncias altamente repetitivas
de rDNA na elucidagdo da origem polipléide de algumas espécies dipldides, triploides e
tetrapldides do género Rosa L. Foram mapeadas através da FISH sequéncias das regides 18S e
258 provenientes do genoma da soja; também foi observada equivaléncia entre a quantidade
de sinais de hibridacdo e a ploidia do genoma. Aliada a andlises meioticas nas CMPs foi
encontrado, nas espécies analisadas, um autotriploide e um alotetraploide natural.

Sequéncias pouco repetitivas e pequenas também podem ser mapeadas por FISH.
GUZZO et al. (2000) mapearam sequéncias de tamanho pequeno (menores que 2 Kb) em
nucleos isolados de aspargo. Foram observadas diferentes quantidades de sinais de hibridacao
dependendo dos gendtipos em que a FISH foi aplicada.

Os pequenos cromossomos de 15 espécies de arroz, cultivadas e selvagens, foram
mapeados por FISH com sequéncias de rDNA da regido 45S (18S-5.85-268S). Foi observado
polimorfismo no posicionamento, numero de sitios e na quantidade de repeticdes das
sequéncias. O niimero de sitios de rDNA variou de um a oito entre as espécies. Também foi
observado no final do brago curto do cromossomo 9 uma regido conservada em todos os

acessos (CHUNG et al., 2008).



Os cromossomos mitoticos da espécie do género Curcuma L. foram mapeados
através da FISH com sonda de rDNA da regiao 45S (18S-5.85-26S) do genoma do trigo com
a finalidade de identificar relacdes genéticas entre os cultivares e possiveis similaridades.
Foram observados no grupo estudado significante similaridade entre os hibridos e entre as
cultivares. Segundo os autores, estudos citotaxondmicos utilizando a técnica de rDNA-FISH
constituem importantes ferramentas no desenvolvimento de novas cultivares em programas de
melhoramento desta espécie (SOONTORNCHAINAKSAENG & ANAMTHAWAT-
JONSSON, 2011).

O mapeamento cromossdmico através da técnica FISH também pode ser utilizado
para a localizagdo e comparagao de sequéncias originadas de diferentes espécies.

Os genes ligados a cor dos frutos da pimenta foram mapeados através da FISH
utilizando BACs construidos com sequéncias da laranja (Citrus sinensis). As sequéncias
heterdlogas foram observadas na regido terminal de um par de cromossomos confirmando a
presenca e a localizacdo das sequéncias ligadas a essa caracteristica. A localizagdo destes
BACs no mapa cromossdmico correspondia ao encontrado anteriormente nos mapas genéticos
(ANDRADE-SOUZA et al., 2011)

Segundo de JONG et al. (1999) o mapeamento cromossOmico em metafases
mitoticas, de modo geral, possui baixa resolucdo (2-5 Mpb). Mapeamentos em nucleos
interfasicos, embora tenham resolu¢do maior em comparacdo aos mapeamentos em
cromossomos metafasicos ndo permitem a identificagdo das estruturas cromossdmicas nem
reconhecer casos de endopoliploidizacdo, disposi¢des de dominio e padrdes de condensacio
da cromatina, restringindo assim a comparacdo do sinal de hibridagdo com os marcadores

cromossomicos, como centromeros e telomeros.

2.3.1.1 Mapeamento em cromossomos mitoticos de café com a técnica FISH

Mapeamento em cromossomos somaticos em C. arabica e outras espécies silvestres
de café¢ tem sido feito com a finalidade de caracterizagdo de espécies utilizando-se como
sondas sequéncias repetitivas de rDNA 458S e 5S.

O primeiro mapeamento com FISH em espécies de café foi publicado por BARRE et
al. (1998) em um hibrido interespecifico entre as espécies diploides C. pseudozanguebariae e
C. liberica var ‘dewevrei’. Com o intuito de observar a contribui¢do cromossémica de cada
parental na constitui¢do do hibrido, foram utilizadas as técnicas citomoleculares de GISH e de
FISH com a sonda de rDNA pTa71. Através da técnica GISH foi observado que houve a

contribuicdo gendmica de ambos parentais na constituicdo do genoma e através da FISH foi
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constatado que a sonda pTa71 hibridizou em cromossomos de ambos parentais mostrando a
preservacao na quantidade de sinais de hibridagdo entre o hibrido e os parentais.

O hibrido natural C. arabica teve a origem investigada por alguns trabalhos
utilizando a técnica FISH. Com o intuito de comprovar a alopoliploidia desta espécie através
da organizagdo do genoma, RAINA et al. (1998) utilizaram as técnicas de GISH e FISH em
quatro diferentes combinagdes de espécies diploides de café (C. eugenioides, C. congensis, C.
canephora e C. liberica). Observou-se pela GISH que os DNAs gendmicos totais de C.
eugenioides ¢ C. congensis hibridizaram com os cromossomos de C. arabica. Através da
técnica FISH utilizando as duas sondas de rDNA das regides 45S pTa71 e 5S foi observado a
mesma quantidade de sinais da sequéncia 5S nas trés espécies: C. arabica, C. eugenioides e
C. congensis. Portanto, os resultados das técnicas FISH e GISH indicaram que os provaveis
espécies parentais de C. arabica eram C. eugenioides e C. congensis.

Os cromossomos somaticos de variedades e cultivares de C. arabica foram
mapeados utilizando a técnica FISH com sondas de sequéncias repetitivas 45S e 5S.

Inicialmente foram mapeados os cromossomos somaticos de C. arabica do cultivar
Bourbon Vermelho com as sondas 45S (pTa71) e 5S (pSct7) (PINTO-MAGLIO et al., 2000;
2001). Complementando o mapeamento em cromossomos de C. arabica, utilizando as
mesmas sondas, foi efetuado ainda o mapeamento da variedade typica Cramer e na cultivar
Mundo Novo (ARTERO et al., 2005; ARTERO, 2007). Nas cultivares Bourbon Vermelho e
Mundo Novo e na variedade typica Cramer foram observados seis sinais de hibridagdo com a
sonda pTa7l e quatro sinais com a sonda pSct7, todos os sinais nas regides terminais dos
Cromossomos.

Além das cultivares e variedades mais de uma dezena de espécies silvestres do
género Coffea e géneros proximos como Psilanthus também foram mapeados tendo estas
sequéncias de rDNA como sonda.

Nas espécies selvagens diploides como C. liberica e C. canephora Pierre ex Frohner
foram observados dois sinais de hibrida¢do com a sonda pTa7l e na espécie C. eugenioides
foram observados quatro sinais com a mesma sonda. Para a sonda pSct7 foram observados 2
sinais de hibridacao para ambas as espécies (BARBOSA et al., 2001).

Outras 11 espécies silvestres diploides do género Coffea: C. brevipes, C. racemosa,
C. canephora cv Apoata, C. salvatrix, C. sessiflora, C. congensis, C. liberica, C. humilis, C.
kapakata, C. sp. Moloundou e C. stenophylla e duas do género Psilanthus: P. bengalensis, P.
tranvancorensis também foram mapeadas com as sondas de rDNA pTa71 e pSct7. Foi

observado que todas as espécies apresentaram dois sinais de hibridagdo da sonda pSct7 na
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regido intercalar dos cromossomos. Com a sonda pTa71 os sinais de hibridagdo ocorreram na
regido terminal dos cromossomos em todas as espécies, todavia, houve variagdo na
quantidade de sinais desta sonda, onde as espécies C. sp Moloundou e C. racemosa
apresentaram quatro sinais de hibrida¢do e o restante das espécies dois sinais de hibridagao
(LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004 a,b,c).

HERRERA et al. (2007) mapearam a espécie C. arabica e as provaveis espécies
parentais, C. canephora e C. liberica, com uma sonda da sequéncia do gene Sy3 responsavel
pelo fator de resisténcia a doenga de ferrugem do cafeeiro. Através da localizagdo dos sinais
pelo mapeamento cromossomico com a FISH foi observado similaridade do posicionamento
dos sinais com o mapa genético. Embora, a resolu¢do do mapa cromossémico tenha sido

insuficiente devido ao tamanho reduzido dos cromossomos somaticos de café.

2.3.2 Mapeamento em cromossomos meioticos na fase de paquiteno

Mapeamento cromossdmico em cromossomos meioticos na fase de paquiteno ¢é
propicio pelo fato destes cromossomos poderem ser distinguidos individualmente através da
diferencia¢do nos padrdes de eucromatina e heterocromatina e também por apresentarem-se
mais distendidos e pareados. Estas caracteristicas ampliam a possibilidade de saturacao do
cromossomo permitindo a localizagdo de sequéncias bem proximas através da técnica FISH
(ALBINI & SCHWARZACHER, 1992; ZHONG et al., 1996).

Embora a coleta de material meidtico na fase de paquiteno seja geralmente mais
dificil, as caracteristicas morfologicas dos cromossomos paquiténicos os tornam melhores
para a elaboracdo de mapas cromossdmicos em comparagdo aos Cromossomos mitdticos
(ADELEKE et al., 2002).

Estes cromossomos apresentam-se com menor grau de condensa¢do quando
comparados aos correspondentes mitéticos. Segundo revisdo de De JONG et al., (1999) em
centeio 0s cromossomos paquiténicos sdo sete vezes maiores, em milho sdo dez vezes, em
Arabidopsis 20 vezes, em arroz 40 vezes (de JONG et al., 1999). Em tomate sdao 15 vezes
(KOO et al. 2008) e em C. arabica sao 30 vezes maiores (PINTO-MAGLIO & CRUZ, 1998).

Esta diferenga de tamanho entre os cromossomos paquiténicos € 0s cromossomos
somaticos nas diferentes espécies tende a variar conforme o tamanho do genoma e os padrdes
de distribuicio da heterocromatina. Mapas em cromossomos paquiténicos vém sendo
desenvolvidos para diversas espécies vegetais, permitindo uma extensa cobertura dos

genomas em geral (de JONG et al., 1999).
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ARMSTRONG et al. (1998) destacaram uma maior definicdo do mapa
cromossdmico elaborado em cromossomos paquiténicos do que em cromossomos somaticos.
Foram mapeadas através da FISH duas sequéncias repetitivas de rDNA das regides 45S e 5S
nos cromossomos somaticos das células do tapete e nos cromossomos em fase de paquiteno
das CMPs de Brassica oleracea var. alboglabra. Ao comparar a quantidade ¢ a localizagdo
dos sitios de hibridacao dessas sondas foi observado que houve diferenga na quantidade de
sinais entre mitose e meiose. Nos cromossomos somaticos foi observado somente um grande
sinal de hibrida¢do com a sonda 5S em um determinado cromossomo. Todavia, no mesmo
cromossomo na fase de paquiteno pode-se observar dois sinais de hibridacdo bem préximos,
sendo um menor ¢ um maior. O cromossomo paquiténico por apresentar-se mais distendido
permitiu diferenciar os dois sitios de hibridagdo aumentando a defini¢do do mapa fisico.

Os mapas cromossomico e genético dos genes (DMI1, DMI2 e DMI3) envolvidos na
nodulagdo da alfafa sob ataque de bactérias possibilitaram a localizacdo exata desses genes no
complemento cromossdmico. O uso de cromossomos em paquiteno possibilitou observar que
esses genes localizam-se somente em regides de eucromatina em trés cromossomos diferentes
e que houve pouca diferenca entre os mapas cromossdmicos e genéticos.

A regido que abrange o gene Sun responsavel pela morfologia redonda ou oval do
fruto do tomate foi mapeada através da técnica FISH em cromossomos na fase de paquiteno.
O formato redondo ¢ uma caracteristica originaria de espécies selvagens e o formato oval de
algumas espécies cultivadas. Este gene foi observado no braco curto do cromossomo 7
flanqueado entre dois contigs (CT52 e LED21J7).

Ainda em cromossomos paquiténicos de tomate, através da técnica FISH, KOO et al.
(2008) mapearam o cromossomo 2 com 37 BACs, sondas de rDNA 45S (pTa7l) e a regiao
telomérica de Arabidopsis (pAtT4). No mapeamento cromossomico os autores obtiveram
ampla cobertura das regides heterocromaticas, principalmente no limite com a regido da
eucromatina. O mapeamento cromossomico complementou as regides onde o mapeamento
genético ndo conseguiu mensurar isto devido a desigualdade na distribuicdo de pontos de
recombinacdo ao longo do cromossomo.

Cinco espécies do género Capsicum foram mapeadas com sequéncias de rDNA das
regides 45S e 5S em cromossomos paquiténicos. Foram observadas variagdes na quantidade
de sitios de hibridacao das sequéncias 45S e nenhuma variagdo da regido 5S. Cromossomos
somaticos e cromossomos paquiténicos foram hibridizados para comparagdo e foi constatado

que os padrdes dos sinais eram iguais. Os autores ressaltaram a importancia de hibridagao de
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sequéncias teloméricas em cromossomos em paquiteno de Capsicum devida a regido final dos
cromossomos corarem fracamente com o DAPI (KWON & KIM, 2009).

A comparagdo da resolugdo dos mapas cromossomicos utilizando cromossomos
somaticos e paquiténicos foi testado no cromossomo 9 do milho, onde foram posicionados
através da FISH, 15 sequéncias construidas em cromossomos artificiais de bactéria (BACs). A
resolucao dos sinais dos BACs no mapa com cromossomos somaticos foi de 12 a 30 vezes
menor em comparaciao ao obtido com cromossomos em paquiteno, principalmente quando a
sequéncia mapeada encontrava-se em regides ricas em heterocromatina (DANILOVA &
BIRCHLER, 2008).

IOVENE et al. (2011) utilizaram 17 BACs para comparacdo da definicdo dos
mapeamentos em cromossomos somaticos de cenoura que sdo pequenos (2 - 4 um) e de
morfologia similar, com os cromossomos paquiténicos que sdo sete vezes maiores. Através da
comparagdo foi estabelecido um padrao entre os cromossomos mitdticos € meioticos e a
elaboragdo de um cariograma dos cromossomos em paquiteno utilizando os BACs como
marcadores cromossomicos.

Outras espécies possuem mapeamento cromossOmico estabelecido na fase de
paquiteno semelhante aos citados, alfafa (KULIKOVA et al, 2001), Arabidopsis
(ZIOLKOWSKI & SADOWSKI, 2002), algodao (JI et al., 2007), milho (AMARILLO &
BASS, 2007), algumas espécies do género Solanum (TANG et al., 2008, 2009; LOU et al.,
2010) e espécies alotetraploides do género Camellia (VIJAYAN et al., 2012).

2.3.2.1 Mapeamento em cromossomos paquiténicos de café

O primeiro mapeamento cromossomico realizado em cromossomos meidticos
paquiténicos de C. arabica foi realizado por PINTO-MAGLIO & CRUZ (1998) e foi baseado
em marcadores cromossdmicos como padrdo de cromdmeros, distribui¢do de
heterocromatina, localizagdo do centromero e das NORs. A partir deste mapeamento foi
possivel constatar que mais de 50% dos bivalentes que compdem o complemento do
alopoliploide C. arabica possuem morfologia semelhante. Esse dado comprovou em nivel
citologico que C. arabica ¢ um alopoliploide de segmento. A partir deste trabalho foi possivel
também verificar que os cromossomos em paquiteno de café apresentam caracteristicas ideais
para o mapeamento cromossomico, pois sdo cerca de 30 vezes maiores que seus

correspondentes somaticos.
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A disponibilidade do cariograma dos cromossomos meidticos em paquiteno de cafg,
proveniente do trabalho de PINTO-MAGLIO & CRUZ (1998), ¢ um dado fundamental para a
elaboragdo do mapa cromossomico usando-se a técnica de FISH.

Como foi mencionado em item (2.3.1.1) o café possui mapeamento cromossdmico
utilizando a técnica FISH somente em cromossomos mitoticos (PINTO-MAGLIO, 2006).

A continuidade dos trabalhos, dentro da linha de pesquisa que visa o mapeamento
dos cromossomos de café no Laboratorio de Citogenética do IAC, tem como meta o
mapeamento de cromossomos meidticos através da técnica FISH.

As primeiras tentativas de aplicagdo da técnica, usando-se as sondas de rDNA 45S e
5S, resultaram na maioria das vezes em preparacdes citologicas com auséncia de sinais, ou
quando presentes eram pouco evidentes ou ainda sem um padrdo de regularidade.

Os cromossomos paquiténicos de café s3o morfologicamente similares aos
cromossomos de tomate pertencente a familia Solanaceae (Figura 1), ambas as espécies
possuem esses cromossomos com morfologia que permite o reconhecimento individualizado
de cada cromossomo dentro do complemento permitindo a utilizagdo em mapeamentos fisicos
através da técnica FISH (Figura 1C) (KOO et al. 2008; LIN et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo da técnica FISH

especificamente elaborado para cromossomos meiodticos de café¢, em fase de paquiteno,

utilizando-se como sonda a sequéncia repetitiva de rDNA 45S (pTa71).

Figura 1 — Cromossomos meidticos em fase de paquiteno. (A) Cariotipo de C. arabica
(PINTO-MAGLIO & CRUZ, 1998). (B) (C) Cariotipo de tomate e respectivo mapeamento
cromossdmico (KOO et al. 2008).

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Material

e C. canephora cv robusta

e C. arabica cv Bourbon Vermelho

e Hibrido arabusta (C. arabica cv. Bourbon Vermelho Co667 x C. canephora cv.
Robusta Co254)

Foram utilizados 17 genotipos que se encontram em cultivo no campo experimental
do Polo Regional Noroeste Paulista pertencente a Agencia Paulista do Agronegdcio (APTA)
da Secretaria da Agricultura do Estado de Sao Paulo, localizado no municipio de Mococa,
estado de Sao Paulo (latitude 21°28S, longitude 47°01W e altitude 665 metros).

Foram coletados materiais nos anos de 2008, 2009 e 2011.

3.2 Métodos

3.2.1 Coleta do material

Foram coletados ramos contendo botdes florais em inicio de desenvolvimento, o0s
quais foram mantidos em camara umida para que houvesse o progresso do desenvolvimento
dos botdes e da divisdo meidtica. Quando os botdes atingiam a fase desejada eram fixados em
Carnoy (etanol e acido acético glacial na propor¢do de 3:1, respectivamente).

Apo6s a fixacdo os botdes florais foram passados por uma bomba de vacuo por 5
minutos, para retirada do ar de dentro dos botdes de forma a promover a penetracao rapida do
fixador e evitar a oxidagdo das anteras. Em seguida os botdes florais foram mantidos por 24
horas a temperatura ambiente. ApoOs este periodo realizou-se a troca do fixador e o
armazenamento dos mesmos em freezer a -20°C até o momento do uso.

Os botoes florais coletados nos anos de 2008 e 2009 que foram conservados em
fixador, contendo metanol (ao invés de etanol) e acido acético glacial, na propor¢ao de 3:1,

respectivamente, apresentaram-se em melhores condigdes para as analises.

3.2.2 Hidrolise das anteras

Para promover a retirada da calose e outros componentes do citoplasma das células
maes de pdlen (CMP), as anteras foram retiradas dos botdes florais e lavadas por trés vezes
em agua bi-destilada e duas vezes em tampao acido citrito-citrato 2 mM pH 4,5 para retirada
do fixador. Cada experimento de hidrélise das anteras (Tabela 1) decorreu em banho-maria a

37 °C.

16



Apo6s o tempo de hidrolise a mistura de enzimas foi retirada com o auxilio de uma
pipeta e as anteras foram lavadas com tampao 4cido citrico-citrato 2mM pH 4,5 gelado por
cinco minutos.

Em seguida as anteras foram re-hidrolisadas, ou seja, foram colocadas em acido
acético 60% durante um tempo minimo de 30 minutos ou até o momento de preparar as

laminas.

Tabela 1 - Testes de hidrélise das anteras com diferentes combinagdes e concentragdes de

enzimas e tempos de hidrolise.

Teste Concentracao das enzimas Hidrdlise (horas)
A 0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase 4
o o) - . o )

B 0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase, 2.3.4.5.6

0,05% glucanase
0,3% celulase, 0,3% citohelicase, 0,3% pectoliase,

C 3e¢4
0,05% glucanase.

D 0,4% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase, 4

0,05% glucanase.

3.2.3 Preparacéo da lamina

Para a preparacdo da lamina foi usada a técnica tradicional de esmagamento. Duas
anteras foram maceradas em duas gotas de acido acético 60% sobre uma lamina e em seguida
foram retirados com auxilio de um bastdo de vidro os restos de tecido somatico da antera
(debris). A lamina com as CMPs foi coberta com uma laminula passadas em silicone, foi
brevemente aquecida em chama de lamparina e em seguida efetuou-se o esmagamento entre
uma folha de papel filtro para promover o espalhamento das CMPs.

A qualidade da lamina foi determinada através de andlises em microscopio Optico
com condensador de contraste de fase. As laminas com CMPs com poucos debris, um bom
espalhamento e que se encontravam nas fases meidticas desejadas, foram selecionadas para
posterior aplicagdo da técnica de FISH.

Ap6s a selegdo, as laminas tiveram as laminulas retiradas apds a imersdao em
nitrogénio liquido.

Visando aumentar a aderéncia das CMPs nas laminas, imediatamente apds o
descolamento da laminula pelo congelamento em nitrogénio liquido as laminas passaram por

uma série alcodlica 70%, 90% e 100% durante dois minutos em cada concentracdo. Apds a
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desidratagdo, as laminas foram deixadas secando a temperatura ambiente por dois dias e em
seguida estocadas a -20 °C até o momento do uso.

Além do procedimento acima descrito também foi testada a técnica de preparacao de
laminas descrito por LYSAK et al. (2001) e KULIKOVA & BISSELING (2001). Essa
metodologia assemelha-se a técnica de esmagamento de anteras hidrolisadas, acima descrita,
porém com algumas etapas adicionais.

Inicialmente, duas anteras ja hidrolisadas sdo esmagadas em 10 pl de 4gua bi-
destilada junto com 10 pl de acido acético 60% com o auxilio de um bastdo de vidro para
soltar as CMPs. Sobre o centro do macerado sdo adicionados mais 10 pl de acido acético
60%. O acido sobre o macerado provoca o deslocamento das CMPs para a borda da gota,
isolando-as dos debris, facilitando com isto a limpeza da 1amina.

Com as CMPs suspensas no centro da lamina foi novamente pipetado mais 10 pl de
acido acético, o que promove mais uma vez o deslocando das CMPs para as margens,
possibilitando novamente a retirada dos debris. Essa lamina com o liquido foi coberta com
uma laminula passada em silicone e mantida em uma chapa aquecida a 45°C por 4 minutos.
Ap0s esse tempo, ainda quente a lamina foi prensada entre duas folhas de papel filtro para o
espalhamento das células. As melhores laminas passaram pelo mesmo procedimento, ou seja,
tiveram as laminulas removidas, desidratadas na série de alcodis, e em seguida foram
armazenadas em freezer.

Foram também preparadas laminas com anteras sem hidrélise conforme a técnica
classica de esmagamento de anteras em acido acético 45%. Essas laminas sem hidrélise foram
consideradas como controles e foram utilizadas em todas as aplicagdes da técnica FISH
juntamente com as laminas preparadas com anteras hidrolisadas através dos procedimentos
anteriores acima descritos com a finalidade de observar comparativamente como a auséncia

de hidrélise se manifestaria nos resultados da hibridagao.

3.2.4 Sonda rDNA 45S - pTa7l

A sonda utilizada foi a sequéncia de DNA repetitivo (pTa7l) em tandem
correspondente a sequéncia 45S (composto pelas subunidades 26S, 5.8S e 18S) oriunda do
DNA ribossémico (rDNA) do genoma do trigo (Triticum aestivum) de 900 pb clonado no
plasmideo pUC19 (GERLACK & BEDBROOK, 1979). Para amplificagdo da sonda foi
utilizada multiplica¢do de colonias de bactérias (Escherichia coli) transformadas contendo o

inserto e depois foi realizada a extra¢ao do inserto através da técnica de miniprep.
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3.2.5 Marcacao da sonda

A sonda foi marcada através de reagdo com kit Nick Translation (Roche
Diagnostics®) com nucleotideo conjugado a digoxigenina (Dig-11-dUTP) conforme
instrugdes do fabricante, obtendo-se a concentragdo de sonda a 100 ng/pl.

Como controle para a efetividade das reagdes de marcacdo da sonda utilizou-se
preparagdes citologicas com células mitoticas de cebola (Allium cepa).

Raizes de cebola com aproximadamente 1,5 centimetros foram separadas do bulbo e
tratadas com solugdo saturada do anti-mitotico para-dicloribenzeno (PDB) por 6 horas a 15°C.

Apoés o tratamento para acumulo de metafases as raizes foram fixadas em Carnoy
(etanol/acido acético 3:1) submetidas ao vacuo por dois minutos € mantidas em temperatura
ambiente por 24 horas, depois foram transferidas para a geladeira (4 a 5°C) por 24 horas. Em
seguida, armazenadas a -20°C até o momento do uso.

A preparagdo da ladmina procedeu-se pela hidrélise das raizes em acido HCI 1M por
trés minutos. A regido meristematica foi separada sobre uma lamina, foram adicionadas duas
gotas de acido acético 45%, cobriu-se com uma laminula e brevemente aquecido sob a chama
de uma lamparina, foi aplicada pressao entre duas folhas de papel filtro para retirar o excesso
de acido acético e promover o espalhamento das células. A laminula foi descolada por
congelamento em nitrogénio liquido, as laminas foram secas em temperatura ambiente por
dois dias e armazenadas a —20°C até o momento do uso.

Para cada experimento de FISH contendo as laminas de café preparadas com anteras
hidrolisadas e ndo hidrolisadas (controle) era incluida também uma ldmina de cebola como

controle da marcacgao da sonda pTa71.

3.2.6 Protocolo da técnica FISH para cromossomos meidticos (paquiteno) de café

A técnica FISH aplicada nos cromossomos meidticos foi baseada nos protocolos
descritos por PENDAS et al. (1993) e modificado para células mitéticas de café por PINTO-
MAGLIO et al. (2000; 2001).

Para o protocolo desenvolvido neste trabalho, especificamente para os
cromossomos meidticos de café na fase de paquiteno, foram realizados os seguintes
procedimentos:

a) Limpeza da lamina
Foram utilizadas laminas anteriormente preparadas e armazenadas em freezer a -20
°C. Primeiramente foi retirado o RNA das CMPs. Para isto foi aplicado nas laminas 50 pl de

RNAse (0,22 mg/ml), as quais foram mantidas em camara umida por duas horas a 37°C.
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Na sequéncia, foram realizadas lavagens para limpeza da lamina em tampao SSC 2X
(Saline-Sodium Citrate) (solugdo estoque 20X: 3M NaCl ¢ 0,3M Na;C¢HsO7, pH 7), sendo
duas em temperatura ambiente e uma a 37 °C por cinco minutos cada. Em seguida uma
lavagem em pepsina (0,05% pepsina e 1% de HCI 1M), por 10 minutos a 37°C.

Para aumentar o grau de limpeza e a permeabilizagdo celular aplicou-se uma
lavagem extra com uma solucao de proteinase K diluida em tampao composto por 20 mM de
Tris-HCI, 2 mM de CaCl, e pH 7,4. Foram testadas duas concentragdes de proteinase K: 10%
por 7 minutos e 20% por 14 minutos a 37°C.

Na sequéncia mais duas lavagens em tampao PBS 1X (Phosphate buffered saline)
(137 mM NacCl, 2,7 mM KCIl, 4,3 mM Na,HPO,, 1,47 mM KH,PO4 e pH 7) por cinco
minutos cada. As laminas sdo re-fixadas em formaldeido (2,25 ml de formaldeido filtrado,
1,25 MgCl, 3M, 7,5 ml de tampao PBS 10X e 70 ml de 4gua bi-destilada) por 10 minutos,
apos a re-fixagao foi efetuada mais uma lavagem em tampao PBS 1X por 5 minutos.

As laminas foram desidratadas em uma série de etanol nas concentragdes de 70%,

90% e 100% por dois minutos cada e na sequéncia totalmente secas em temperatura ambiente.

b) Desnaturagdo dos cromossomos e da sonda

Para a desnaturacao dos cromossomos foram adicionados nas laminas 50 pul de uma
mistura de desnaturagdo composta de sais, formamida e tampao fosfato. Na sequéncia as
laminas foram aquecidas sobre chapa metalica a 80 °C por dois minutos. Imediatamente apds
a desnaturacdo as laminas foram imersas em outra série de etanol a 70%, 90% e 100% a -20
°C por 2 minutos cada, depois secas em temperatura ambiente.

A sonda pTa71 previamente marcada e na concentragao final de 10 ng/ul foi

desnaturada por 8 minutos a 99 °C e imediatamente resfriada em gelo.

¢) Hibridacéo

Para a reacdo de hibridacao foram adicionados 15 ul de sonda nas preparagdes
citologicas que foram cobertas com laminula e mantidas incubadas em cdmara imida a 37 °C.
Foram testados 3 tempos de incubagdo 16, 18 e 20 horas. Para a incubac¢do de 20 horas foi
necessario selar as bordas da laminula com cola de borracha liquida, (usada em reparos de
pneus de bicicleta) ou esmalte para unhas, isto para impedir a entrada de vapor de agua
(devido ao acimulo de vapor dentro da camara umida) e consequentemente levar a dilui¢ao
da sonda

d) Lavagens apos a hibridacao
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Decorrido o tempo de reagdo de hibridagdo, as laminas foram submetidas
sucessivamente a seis lavagens em tampao SSC 1X, sendo trés a 37 °C e o restante a 60°C.

Depois foram realizadas trés lavagens em tampao TNT (Tris-HCI, NaCl, Tween) (0,1
M Tris-HCI1 pH 7,5, 0,15 M NaCl e 0,5% Tween20) e uma lavagem em tampao 4T (4X SSC e
0,5% Tween20), todas com duragdo de 5 minutos.

Na sequéncia as laminas permaneceram por 20 minutos em tampao 4B (4X SSC e
0,5% Blocking reagent Boehringer Mannheim®) a 37°C. Em seguida as laminas foram
submetidas a trés banhos em tampdo 4T por 10 segundos cada e posteriormente secas em

temperatura ambiente.

¢) Deteccdo dos sinais de hibridacdo

Para a detec¢do dos sinais de hibridagdo nos cromossomos foi utilizado o anticorpo
anti-digoxigenina conjugado com fluorocromo isocianato de fluoreisceina (FITC). Para a
reacdo foram adicionados 50 pl de anti-digoxigenina/FITC na concentragdo de 5 ng/ul. As

laminas foram cobertas com laminula e incubadas em cdmara imida por 45 minutos a 37°C.

f) Lavagens pés-detec¢cao

As laminas foram lavadas duas vezes em tampao TNT, por 5 minutos cada, sob
agitacdo a 30 rpm. Em seguida foram desidratadas em etanol (70%, 90% e 100%) por dois
minutos em cada um dos alcodis. As laminas foram secas em temperatura ambiente e em

seguida mantidas protegidas da luz e a temperatura de —20°C até o momento da visualizagao.

g) Montagem da lamina com DAPI

A contra-coloracdo dos cromossomos foi feita com o meio de montagem
Vectashield® que contém anti-esmaecimento (antifading) combinado com o fluorocromo 4',6
diamino-2-fenilindol (DAPI) (Vector Laboratories).

Para observacao das preparagdes citologicas foram usados: o filtro para DAPI
(excitacdo a 330/385 nm e emissdo a 420 nm) para observagdo dos cromossomos e o filtro
para fluoresceina (excitacdo a 450 nm e emissdo a 570 nm) para observagdo dos sinais de

hibridagao.
h) Captura das imagens e sobreposicéo

A visualizagdo e captura das imagens foram feitas em microscopio de fluorescéncia

Olympus BX50 com camera digital refrigerada Olympus Q-Color3 do tipo CCD. A
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sobreposi¢do e a edicdo das imagens foram realizadas com o software Image-Pro Plus.6

(Media Cybernetics®) e Adobe Photoshop® CSS5.

4 RESULTADOS

4.1 Hidrolise da calose
Os materiais coletados nos anos de 2008 e 2009 apresentaram diferenca na

qualidade das CMPs em comparacao ao material coletado no ano de 2011 (Figura 2).
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Figura 2 - Células mae de pdlen (CMPs) de Coffea com nucleoplasma com ¢ sem
contaminagdo: (A) CMP de café arabusta sem contaminagdo proveniente da coleta do ano de
2009; (B) (C) CMPs de C. canephora contaminadas proveniente da coleta de 2011. Setas
indicam contaminagdo. Imagens em contraste de fase

Os parametros estabelecidos para a defini¢do dos melhores resultados de hidrolise
foram: a) grande quantidade de CMPs/lamina (aproximadamente 700 CMPs) sem debris entre
as células e b) grande quantidade de CMPs sem calose, integras e espalhadas. Laminas
contendo essas caracteristicas foram consideradas como homogéneas e posteriormente
utilizadas para a hibrida¢ao in situ. Porém, laminas que continham poucas CMPs, grande
quantidade de debris, CMPs danificadas (rasgadas) e com a camada de calose foram
consideradas como heterogéneas.

A técnica tradicional de esmagamento para preparo das laminas com anteras inteiras
hidrolisadas resultou em laminas com CMPs espalhadas e sem debris. As laminas preparadas
com a metodologia descrita por LYSAK et al. (2001) e KULIKOVA & BISSELING (2001)
também apresentaram uma limpeza final satisfatoria. Essas técnicas resultaram em laminas
semelhantes as preparadas com a técnica tradicional de esmagamento.

As laminas controle preparadas com anteras sem hidrélise continham, como foi
esperado, todas as CMPs com uma grossa camada de calose ao redor, principalmente apos a

metafase I. Assim as CMPs que ndo passaram por qualquer tempo de hidrolise, quando
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observadas nas primeiras fases da préfase I apresentaram uma camada de calose mais fina
(Figuras 3A), quando comparadas as CMPs nas fases apos a metafase I (Figuras 3B).

J& as laminas que foram preparadas com anteras hidrolisadas conforme os Testes de
hidrolise de anteras (Tabela 1) que foram aplicados visando a dissolucdo da calose
apresentaram os resultados descritos na Tabela 2.

As quatro horas de hidrdlise utilizando a concentragdo de enzimas descrita no Teste
A resultou em CMPs com irregularidades em relagdo a presenca e/ou a espessura da camada
de calose, portanto foi considerado como sendo um resultado heterogéneo.

A aplicacdo da hidrdlise utilizando-se o Teste B com duas horas de hidrodlise
resultou em CMPs heterogéneas, ou seja, numa mesma lamina eram observadas células com
calose e células completamente hidrolisadas e espalhadas como demonstrado nas imagens 3C,
3D e 3E.

Neste Teste B com duas horas de hidrdlise observou-se ainda o seguinte: nas
primeiras fases da meiose mais precisamente no inicio da profase I houve reducdo da
espessura da calose ao redor das CMPs sendo que em algumas delas a calose foi totalmente
removida (Figuras 3C e 3D). Na profase I mais adiantada algumas CMPs ainda apresentavam
um pouco de calose (Figuras 3E); e em fases mais adiantadas, ou seja, partir da metafase I as
CMPs permaneciam com a calose intacta (Figura 3F).

No Teste B com trés horas de hidrdlise obteve-se um acréscimo na quantidade de
CMPs totalmente hidrolisadas e espalhadas.

No Teste B com o periodo de quatro horas de hidrolise foi obtida maior
homogeneidade em relagdo a retirada da calose, ou seja, ndo havia calose nas CMPs em toda a
area da lamina, sendo este o resultado mais satisfatorio.

Hidrolises com cinco e seis horas utilizando a concentracdo de enzimas do Teste B
tornaram as anteras frageis o que dificultou a manipulagdo das anteras no preparo da lamina.

De modo geral, todos os testes de hidrdlise aplicados foram pouco eficazes na
quando as CMPs encontravam-se nas fases meidticas apos a profase I como pode ser
observado na Figura 3F, onde nota-se a presenca de calose ao redor da célula.

No Teste C apo6s as trés horas hidrolise as CMPs ainda apresentavam calose, ou seja,
ndo estavam totalmente limpas, sendo este resultado semelhante ao resultado do Teste B com
trés horas de hidrolise.

A acgdo da re-hidrdlise com d&cido acético 60% por 30 minutos nas anteras
hidrolisadas foi fundamental na reducdo da quantidade de debris ao redor das CMPs. Laminas

sem debris continham CMPs bem espalhadas
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Figura 3 — Células mae de polen (CMPs) do hibrido arabusta: (A) (B) sem tratamento com
hidrolise enzimatica, apresentando grossa camada de calose. (C) (D) Com hidrélise de duas
horas com mistura de enzimas (0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase, 0,05%
glucanase), apresentando total remocao da calose. (E) CMP com resquicio de calose (célula a
esquerda); (F) CMP com calose. Imagens em contraste de fase.
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4.2 Protocolo da técnica FISH para os cromossomos paquiténicos de café

Os pardmetros adotados para avaliar a qualidade das ldminas apos a aplicacdo da
técnica FISH foram a presenca de mais 50% das CMPs com sinais de hibridagdo e auséncia
de background na lamina. Laminas com essas caracteristicas foram consideradas
homogéneas. Todavia, laminas com presenca de background e poucas CMPs com sinais
(menos de 50%) foram consideradas heterogéneas.

Durante a pesquisa foram preparadas no total 69 laminas. Destas, 45 apresentaram
sinais de hibridagdo, o que representa 65% do total das preparacdes citologicas com resultado
positivo.

Cada uma destas laminas continha em média 630 CMPs, estimativa realizada dentro
da area de uma laminula com 24x24 mm para cada uma das laminas.

Deste total de CMPs foram capturadas imagens de 80 células, que documentam o
estado das preparacdes citologicas e o padrao dos sinais obtidos.

As melhores imagens dos sinais de hibrida¢do foram observadas em preparacdes
citologicas nas quais a sonda pTa71 havia sido marcada para ser detectada de forma indireta,
ou seja, através da reacdo imunoquimica.

A sonda marcada para ser detectada de forma direta, ou seja, com a molécula
reporter contendo o fluorocromo ja acoplado, resultou em preparacdes citoldogicas com
background por todo o citoplasma das CMPs, nao sendo possivel distinguir se havia sinal de
hibridagao.

A sonda pTa71 por ser altamente repetitiva apresentou sinais fortes de hibridagdo e o
fato de ter localizacdo na regido organizadora do nucléolo (NOR) tornou ainda mais
facilmente identificaveis os sinais de hibridacdo dentro do conjunto cromossomico. Além da
localizacdo tendo o nucléolo como ponto de referéncia, os sinais de hibridagdo desta sonda
possibilitaram a sua distingdo dos sinais inespecificos (backgrounds).

Servindo de comprovacao da correta marcacao da sonda e execugao da técnica FISH
todas as laminas controle com células meristematicas de ponta de raiz de cebola, utilizadas
junto com as laminas contendo as CMPs de caf¢, apresentaram sinais de hibridacao (Figura 4)
confirmando que a marcagdo, desnaturacdo e hibridacdo da sonda haviam sido corretamente

executadas
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Tabela 2 - Teste de hidrolise das anteras e os resultados dos sinais de hibridagdo obtidos através da técnica FISH em células maes de polen
(CMPs) de cafeeiros hibridos arabusta.

Teste Concentracdo de enzimas Hidrélise Totalde Laminas com sinais Numero médio de células com sinais
(horas) laminas de hibridagéo de hibridagéo (%) por lamina
o V) 1 1 V]
A 0,2% celulase, 0,2% Fltohellcase, 0,2% 4 10 6 20%
pectoliase

o
0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% 2 / 4 300A)
B ectoliase, 0,05% glucanase 3 3 ! 30%
P o 4 43 31 80%
C 0,3% celulase, 0,3% citohelicase, 0,3% 3 2 1 50%
pectoliase, 0,05% glucanase 4 2 2 60%

0 V) 1 1 0
D 0,4% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% 4 ’ 0 0

pectoliase, 0,05% glucanase
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Figura 4 — Células mitoticas de ponta de raiz de Allium cepa hibridizada através da técnica
FISH com a sonda pTa71 (sequéncia de rDNA 45S) marcada com digoxigenina/FITC com
cromossomos contracorados com DAPI e com sinais de hibrida¢do da sonda pTa71. Barra = 10
pum.

J& as laminas controle para os testes de hidrélise, preparadas com CMPs das anteras

de café ndo hidrolisadas, ndo apresentaram nenhum sinal de hibridagao (Figura 5).

Figura 5 - Células mae de polen (CMPs) de arabusta sem hidrolise e sem sinais de hibridizagao
apos a aplicagdo da técnica FISH com a sonda de rtDNA (pTa71): (A) CMP com cromossomos
contracorados com DAPI, (B) CMP com presenca de background (imagem em destaque). Barra
=10 um.
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As hibridacdes aplicadas em laminas preparadas com anteras hidrolisadas por duas
horas na mistura de enzimas descrito no Teste B (Tabela 2) apresentaram CMPs com sinais de
hibridagdo que variaram em intensidade. CMPs com auséncia de sinais ou com sinais fracos
de hibridacao foram os resultados mais frequentes. Haviam poucas CMPs com sinais fortes de
hibridagao (Figura 6 A—C). Neste procedimento observou-se também background por toda a

lamina (Figura 6 A-D).

Figura 6 - Células mae de polen (CMPs) de café arabusta hidrolisadas por 2 horas em mistura
de enzimas (0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase, 0,05% glucanase) e
hibridizadas com a técnica FISH com sonda de rDNA (pTa7l) marcada com
digoxigenina/FITC: (A) - (C) Sinal de hibridacao da sonda, (D) CMP sem sinal de hibridacao
e com cromossomos contracorados com DAPI. Barras = 10 pm.
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Laminas preparadas com anteras hidrolisadas com este mesmo Teste B por trés horas
apresentaram pouca diferenca na quantidade de CMPs contendo sinais de hibridagdo quando
comparado as laminas preparadas com anteras submetidas a hidrolise do Teste B por duas
horas.

O Teste B com o periodo de quatro horas de hidrélise apresentou o resultado mais
satisfatorio para obtengdo de sinais de hibrida¢do in Situ por apresentar, em uma mesma
lamina, cerca de 80% das CMPs nas primeiras fases da profase I com sinais de hibridagao
fortes e evidentes. A porcentagem maxima observada de CMPs com sinais de hibridagao
numa mesma lamina foi 98%.

No total foram preparadas 43 laminas com o Teste B com quatro horas de hidrélise;
estas laminas foram submetidas a técnica FISH e 31 delas apresentaram fortes sinais de
hibridacdo. Este numero corresponde a 72% das laminas com resultados positivos
provenientes deste tratamento (Figura 7).

Notou-se que a acdo da enzima glucanase teve papel importante na hidrolise, pois ao
ser aplicado o Teste A, ou seja, a hidrolise de quatro horas com a mistura de enzimas sem a
glucanase foi observado um nimero menor de CMPs com sinais de hibridizag¢do; além da
fraca intensidade dos sinais. Este resultado foi observado proporcionalmente a quantidade de
restos de calose que se mantinham aderidos as CMPs. Das 10 laminas preparadas aplicando-
se o Teste A, seis delas apresentaram este tipo de resultado. (Figura 8).

O Teste C com quatro horas de hidrolise das anteras apresentou uma quantidade de
CMPs com sinais de hibridizacdo semelhante ao resultado observado para o Teste B com
quatro horas de hidrdlise. Nestes dois Testes a quantidade de glucanase na mistura de enzimas
foi a mesma, a diferenca entre eles foi a concentracdo das demais enzimas (Tabela 2).

Laminas preparadas conforme o Teste D aplicado em anteras com CMPs que
estavam em fases a partir da metafase I, portanto células com a camada no ponto mais espesso
e provavelmente ja com formagdo de celulose, ndo apresentaram sinais de hibridagdo mesmo
com aumento da concentracao de celulase na mistura de enzimas (Figura 9 A, B).

Apenas duas CMPs apresentaram sinais de hibridacdo apos a profase I, sendo uma
em metafase I e a outra em andfase I (Figura 9 C - 8F). Ambas as células foram observadas
em laminas cujas anteras haviam sido preparadas conforme o Teste B, ou seja, hidrolise por

quatro horas.
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Figura 7 - (A) - (F) Células mae de polen (CMPs) do hibrido arabusta de café com 4 horas de
hidroélise em mistura de enzimas contendo (0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase,
0,05% glucanase) apresentando sinais de hibrida¢do da sonda rDNA 45S (pTa71) marcada
com digoxigenina e cromossomos contracorados com DAPI. Barras = 10 pm.




Figura 7 - (G) - (L) Células mae de polen (CMPs) do hibrido arabusta de café com 4 horas de
hidrolise em mistura de enzimas contendo (0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase,
0,05% glucanase) apresentando sinais de hibridacdo da sonda rDNA 45S (pTa71) marcada com
digoxigenina e cromossomos contracorados com DAPI. Barras = 10 pm.




Figura 8 - Células mae de poélen (CMPs) do hibrido arabusta de café hidrolisadas por 4 horas
em mistura de enzimas (0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase) e hibridizadas com
sonda de rDNA 45S (pTa71) marcada com digoxigenina, cromossomos contracorados com
DAPI: (A) sinal forte de hibrida¢do, (B) sinal fraco, (C) (D) auséncia de sinal. Barra = 10 pm.

Além dos testes com as diferentes misturas de enzimas e tempos de hidrdlise também
foram testados diferentes periodos de incubagdo das preparagdes citologicas submetidas a
hibridagdo. Partiu-se do principio de que aumentando o tempo de hibridagdao/incubagao
aumentar-se-ia a possibilidade de uma maior penetragao da sonda nas CMPs.

Os diferentes tempos de incubacdo de hibridagdo a que foram submetidas as
diferentes amostras de laminas influenciaram na qualidade dos sinais obtidos.

Quando comparados os sinais de hibridacdo de laminas que permaneceram por 16
horas em incubagao (overnight), com os sinais de laminas que permaneceram por 18 horas,

foi notada uma melhora na qualidade e na quantidade dos sinais obtidos nestas ultimas

laminas (Figura 10A, 10B).
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Figura 9 - Células mae de pélen (CMPs) do hibrido arabusta de café em fases apos a profase
I. Hibrida¢do pela FISH com sonda de rDNA 45S (pTa71) marcada com dixogenina,
cromossomos contra-corados com DAPI. CMP hidrolisadas com 0,4% celulase, 0,2%
citohelicase, 0,2% pectoliase e 0,05% glucanase sem sinal de hibridacdo: (A) (B) metéafase I.
CMPs hidrolisada com 0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase e 0,05% glucanase
com sinais de hibridacdo: (C) (D) metafase I ¢ (E) (F) anafase I Barras = 10 um.

O tempo de 18 horas de incubacdo de hibridacdo aplicado em laminas preparadas
com o Teste B com quatro horas de hidrdlise em CMPs profasicas de arabusta resultou nos

melhores sinais de hibridagdo da sonda pTa71 (Figura 10C, 10D).
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Figura 10 — Células mée de pdlen (CMPs) do hibrido arabusta de café em inicio da profase I
hidrolisadas com misturas de enzimas (0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase,
0,05% glucanase). Diferenca no sinal de hibridagdo na mesma fase da meiose com o aumento
do tempo de incubagdo da sonda de rDNA 45S (pTa71) marcada com digoxigenina,
cromossomos contracorados com DAPI. (A) (B) incubagao de 16 horas, (C) (D) incubagao de
18 horas. Barras = 10 pm.

Durante o tempo de incubacao de 20 horas houve acumulo de vapor de 4gua sobre a
lamina e isto promoveu a entrada de 4gua por debaixo da laminula o que provocou a dilui¢ao
da sonda; havendo assim a necessidade de vedar a laminula. Os dois tipos de vedantes usados
(cola de borracha liquida e esmalte para unhas) ndo foram eficazes, pois também penetraram
pelas laterais da laminula levando a impregnacdo dessas substiancias nas preparagdes
citoldgicas e com isso prejudicando a reagdo de hibridagao.

A aplicagdo da proteinase K nas concentragdes de 10 e 20% para limpeza da lamina
ndo foi eficaz. Constatou-se que ndo houve aumento na permeabilidade das CMPs, pois as
laminas tratadas com essas concentracdes de proteinase K ndo apresentaram um numero

relativamente maior de células com sinais de hibridacao.
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5 DISCUSSAO

A obtencgdo de material para estudos citologicos em determinadas espécies vegetais,
ou seja, CMPs em divisdo a partir de anteras de botdes florais pode ser um processo laborioso
e dificil, necessitando-se de experiéncia para obtencdo de CMPs na fase certa da meiose com
a qual se deseja trabalhar, portanto ¢ necessario o conhecimento especifico do
desenvolvimento da meiose da espécie em estudo (de JONG et al., 1999; YANG et al., 2011).

As coletas de material para estudos de meiose em café, especialmente na fase de
paquiteno, igualmente demandam experiéncia. A técnica de coleta de botdes florais de café
foi desenvolvida para estudos de cromossomos paquiténicos nos trabalhos de PINTO-
MAGLIO & CRUZ (1987; 1998). Nestes trabalhos as autoras relatam que condi¢des de
campo simuladas em laboratorio facilitam o acompanhamento, em tempo real, do
desenvolvimento da divisdo meidtica.

Para esta pesquisa a aplicacdo desses conhecimentos de coleta de botdes florais de
café foi fundamental para a obtencao de CMPs em fase de paquiteno.

Outras espécies, além de café, também requerem especial atengdo na coleta de
material para estudos meioticos. ADELEKE et al. (2002) necessitaram de varios testes para
determinar o tempo exato de fixacdo dos botdes florais de banana na fase de paquiteno.
Igualmente foi necessaria a adequag¢dao do tempo para coletas das inflorescéncias de alfafa
(KULIKOVA & BISSELING, 2001).

Para estudos de mapeamento fisico através da técnica FISH em cromossomos
paquiténicos sdo necessarios procedimentos que assegurem a permeabilidade celular, através
da redugdo da camada de calose que ¢ uma formacao tipica que envolve as CMPs, para
garantir a penetragdo do DNA sonda.

Para preparagdes citologicas com CMPs em fase de paquiteno a serem utilizadas na
técnica FISH ¢ necessario que as anteras sejam hidrolisadas com varios tipos de enzimas,
compondo diferentes misturas de enzimas tornando as células meidticas mais permeaveis a
entrada da sonda no momento da hibridagao (De JONG et al. 1999).

Nas laminas controle (sem hidrélise) preparadas com CMPs de arabusta apenas com
a técnica convencional de esmagamento de anteras foi possivel confirmar a necessidade de
submeter as anteras a hidrolise enzimatica ja que a calose ao redor das CMPs mostrou-se com
desenvolvimento normal, ou seja, tornava-se mais espessa conforme progrediam as fases da

meiose.
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Essas laminas controle de café foram importantes para comparagdo da acdo das
enzimas na dissolucao da calose das CMPs durantes os testes enzimaticos. Nessas laminas
controle submetidas a técnica FISH, ndo foram observados sinais de hibridacdo, o que de
certa forma confirmou os resultados de testes experimentais anteriores obtidos pela equipe do
Laboratorio, A presenga de background nestas laminas preparadas com anteras sem hidrolise
também foi uma constante.

Este procedimento foi uma medida que garantiu, de certa forma, a especificidade da
avaliacdo dos padrdes dos sinais na comparagdo dos diferentes tratamentos, fato este também
mencionado por MORAIS-CECILIO et al. (1997) que da mesma forma, utilizaram ldminas
controle para a observagao dos sinais de hibridacdo de sondas de sequéncias altamente
repetitivas em cromossomos de trigo e centeio.

Do mesmo modo PRIETO et al. (2007) usaram laminas controle nas aplicagdes da
técnica FISH com sondas de rDNA em cortes histoldgicos de anteras de trigo, arroz, centeio,
milho, amendoim, soja e fava. Essas laminas serviram para observar a diferenca entre a
qualidade e quantidade de sinais de hibridacdo entre as laminas preparadas com material
hidrolisado.

Para esta pesquisa com cromossomos de café, além das laminas controle com CMPs
de café sem a hidrolise, a utilizagdo de preparagdes citologicas utilizando-se meristema de
ponta de raiz de cebola como controle positivo foi util para se verificar a efetividade da
marcac¢ao e desnaturacao da sonda, desnaturacdo do DNA alvo e na hibrida¢dao da sonda no
DNA alvo. O controle destes fatores foram determinantes para se comprovar a efetividade do
protocolo aplicado quando da observagao de sinais positivos de hibrida¢do no material de café
em estudo.

De modo geral, testes com diferentes enzimas em variadas concentragdes tornam-se
necessarios mais comumente para obtengdo de células somaticas, e em menor frequéncia para
células meidticas (CMPs), destinadas as preparagdes citologicas, pois estas células diferem
quanto a espessura das paredes, sendo relativamente mais espessas no primeiro tipo.

Para hidrolise de células somaticas de tecido meristematico de pontas de raiz
retiradas de sementes de café em inicio de germinagdo sdo utilizadas rotineiramente a celulase
e a pectinase e resultados satisfatorios tém sido obtidos inclusive em preparagdes citologicas
destinadas para a técnica de FISH (LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004 a,b,c). Todavia, a
utilizacdo destas mesmas enzimas, para hidrolise de anteras para obtencdo de preparagdes
citologicas de CMPs de Coffea racemosa para uso com a técnica FISH (em alguns casos, mais

a adicdo da enzima citohelicase), ndo foi suficiente para uma hidrolise efetiva da camada de

36



calose nestas CMPs de forma a permitir a obteng@o de sinais quando da hibridagao in situ com
sondas de rDNA (LIMA et al., 2007).

A calose ¢ um polissacarideo sob a forma de B-1,3-glucano que envolve as CMPs a
partir de uma determinada fase da meiose. A calose apresenta-se nas CMPs como um
envoltério semi-transparente que com a progressao da meiose vai aumentando gradualmente
em espessura até a fase final de tétrade quando os microsporos se separam e a parede do poélen
¢ formada. No entanto o envoltdrio de calose da CMPs, a partir da metafase I, comeca a ser
substituido pela celulose, ou apresenta maior conteudo deste componente (CHEN & KIM,
2009).

Em outros materiais como batata e berinjela (ZHONG et al., 1996), pimenta (KWON
& KIM, 2009) e tomate (LOU et al., 2010) também foram usadas para a hidrolise de anteras
as enzimas celulase, pectinase, pectoliase e citohelicase.

Quando se comparam os resultados dos testes feitos com as diferentes combinagdes e
concentragdes de enzimas testadas na hidrélise das anteras (Tabela 2) verifica-se que a
glucanase teve papel efetivo na limpeza e permeabilizacdo das CMPs de café. Apos a
hidrolise das anteras em misturas de enzimas que continham glucanase (Teste B e C) houve
acréscimo na quantidade de CMPs com sinais de hibridagdo em comparagao ao teste que nao
continha glucanase (Teste A).

ApoOs a hidrdlise das anteras em misturas de enzimas que continham glucanase
(Teste B e C) houve acréscimo na quantidade de CMPs com sinais de hibridacdo em
comparagdo ao teste que ndo continha glucanase (Teste A). Comparando-se os Testes A ¢ B
em termos de sinais de hibridagdo obtidos verificou-se que com o uso da glucanase na mistura
de enzimas para hidrélise das anteras foram obtidas cerca de 10% a mais de CMPs com sinais
positivos de hibridacdo em comparagdo ao resultado das ldminas nas quais foi aplicado o
Teste A, ou seja, sem a adi¢do da enzima glucanase.

A substituicdo da glucanase pela citohelicase nas anteras de café nao foi efetiva na
obtengdo de CMPs sem calose o que resultou também na heterogeneidade de CMPs
observadas com sinal de hibridagdo como demonstrado no resultado do Teste A.

Poucos sdo os relatos na literatura sobre uso de glucanase para hidrolise de anteras,
dentre os disponiveis ha o de KULIKOVA & BISSELING (2001) onde estes autores usaram
esta enzima na hidrolise das anteras de alfafa e destacaram o uso dessa enzima como solugao
para células meidticas com grossa camada de calose e ressaltaram ainda que a glucanase

possa ser substituida por citohelicase.
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Fatores como tempo de hidrélise também foram igualmente determinantes na total
hidrélise da calose. As laminas preparadas com a concentracao fixa de glucanase conforme
descrito no Teste B, apresentaram diferentes respostas a cada tempo de hidrolise.

Laminas submetidas a duas horas de hidrélise continham uma baixa porcentagem de
CMPs apresentando sinais de hibridagdo quando comparadas as ladminas submetidas aos
demais tempos testados, 3 e 4 horas, ou seja, quanto maior o tempo de hidrélise maior a
porcentagem de CMPs com sinais. Uma caracteristica observada nessas laminas do Teste B
com duas horas de hidrolise foi a constante presenca de background, fator este ligado
provavelmente a deficiéncia na hidrolise da calose e/ou a falta de uma limpeza efetiva dos
debris no momento da preparagdo da lamina.

Assim, aumentando-se o tempo de hidrélise de duas para trés horas e utilizando-se a
concentracdo de enzimas do Teste B foi observado um acréscimo de cerca de 20% na
quantidade de CMPs com sinal de hibridagdo (Tabela 2).

Em anélises microscopicas de contraste de fase as CMPs submetidas a estes
tratamentos apresentaram-se totalmente hidrolisadas e foram observadas em maior frequéncia
quando comparado as CMPs das laminas preparadas com apenas duas horas de hidrolise.

O tempo de hidrélise de quatro horas com o Teste B aumentou a dificuldade de
preparagdo da lamina durante a remogdo dos debris. Este tempo de exposigdo das anteras nas
enzimas do Teste B tornou-as muito frageis a manipulacdo o que tornou o processo de
limpeza mais trabalhoso e demorado. Embora mais laborioso, este tempo de hidrélise foi
eficaz, constatado pela maior quantidade de CMPs sem calose, com citoplasma transparente,
integro e maleavel o que permitiu também um melhor espalhamento das células.

No Teste B com quatro horas foram observadas e registradas as laminas que
continham o maior nimero de CMPs, cerca de 80%, com sinais de hibridacdo (Tabela 2).
Constatou-se assim que o tempo de quatro horas com a composi¢do de enzimas do Teste B ¢
o ideal para hidrélise das CMPs de café arabusta. O periodo de quatro horas de hidrolise teve
como base testes anteriores adotados para a hidrolise das anteras de C. racemosa (LIMA et
al., 2007). A diferenga ¢ que nestes testes com anteras de C. racemosa ndo havia qualquer
quantidade de glucanase na composi¢do das enzimas. Neste caso, mesmo sem a glucanase na
mistura de enzimas, as CMPs, em algumas das laminas, apresentaram-se limpas ¢ sem a
calose, porém nao apresentaram sinais de hibridagdo com regularidade.

Para anteras de arabusta o tempo de hidrolise mostrou-se determinante para o
aumento da quantidade de CMPs com sinais de hibridacdo. A mistura de enzimas do Teste C

que continha 0,1% a mais de algumas enzimas do que a mistura de enzimas do Teste B
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apresentou também, apos trés horas de hidrolise, resultados proximos daqueles obtidos para o
Teste B com o mesmo tempo de 3 horas em relacdo a porcentagem de CMPs com sinal de
hibridacdo por lamina (entre 50 a 60%,Tabela 2).

Como foi mencionado no paragrafo anterior, apesar dessa eficiéncia na hidrolise
apresentada pela mistura de enzimas do Teste C, ou seja, por apresentar na técnica FISH
resultado similar ao obtido com a mistura de enzimas citada no Teste B, a composi¢ao de
enzimas do Teste C ndo foi adotada na hidrolise das anteras de café por medida de economia
de material, j4 que a sua composicao possui, em relacdo as demais composi¢des, uma maior
concentragdo de trés das quatro enzimas usadas na mistura de enzimas.

Para outras culturas a mistura de enzimas composta da mesma forma que a
composicao de enzimas do Teste C, porém sem o uso de glucanase, foi usada na hidrélise de
anteras visando a obtengdo de CMPs para o mapeamento de cromossomos paquiténicos de
tomate (ZHONG et al., 1996) e alfafa (KULIKOVA et al., 2001). Para estes materiais a
mistura de enzimas igual a do Teste C também se mostrou ideal para obtengao de CMPs sem
calose.

O Teste B com cinco e seis horas de hidrolise prejudicou o preparo da lamina, devido
a fragilidade apresentada pelas anteras ap6s o longo periodo de hidrdlise o que impossibilitou
uma limpeza mais apurada da lamina. Foi observado em microscopia de contraste de fase
grande quantidade de debris entre as CMPs. Os restos de calose e tecido somatico da antera
observados nas células provavelmente atuaram como barreiras para a hibridagdo efetiva da
sonda com o0s cromossomos, portanto, as laminas submetidas a estes tratamentos foram
descartadas.

O Teste D com o dobro de celulase reforga a importancia da glucanase para obtengao
de células sem calose, no entanto, quando usada em CMPs em fases mais adiantadas da
meiose onde o deposito de celulose se sobrepde ao deposito da calose, a glucanase passa a nao
ter mais efeito, ¢ mesmo o uso de altas concentragdes de celulase também nao sdo efetivas.

IOVENE et al. (2008) utilizaram a mesma composi¢ao de mistura de enzimas, mas
sem a glucanase, em anteras de tomate e batata. Para essas culturas o uso do dobro da celulase
e a hidrolise por duas horas foram fundamentais na hidrélise das anteras na fase de paquiteno.

A permanéncia da calose ao redor da CMPs de arabusta teve relagdo direta com a
auséncia de sinais de hibridagdo, pois com o aumento do tempo de hidrdlise, maior a
propor¢ao de CMPs que se apresentavam sem a calose. A partir dos resultados observados na
aplicacdo de FISH apods os diferentes periodos de hidrolise, ficou estabelecido como sendo

quatro horas o tempo de hidrolise mais efetivo para as CMPs de arabusta. .

39



GUZZO et al. (2000) e PRIETO et al. (2007) também observaram que o citoplasma
e a parede celular impediam a entrada da sonda em CMPs de diversas espécies vegetais,
aumentando inclusive a quantidade de background nas preparagdes citologicas. Somente
através da total hidrolise do citoplasma foram obtidos ntcleos isolados tornando possivel a
hibrida¢do nos cromossomos desses materiais.

Portanto, provavelmente, para obtencdo de um alto indice de eficiéncia, ou seja,
obtengdo de sinais de pontos de hibrida¢do € necessario que as ldminas utilizadas para a FISH
tenham em conjunto: CMPs isoladas, espalhadas, sem nenhuma calose e principalmente sem
debris entre as células.

O grau de eficiéncia obtido com o desenvolvimento deste protocolo para
cromossomos meidticos de arabusta foi em média de 630 células por lamina, onde a 1amina
com a maior porcentagem de CMPs contendo sinais claros de hibridagao foi de 98%. Além da
auséncia de backgrounds ao longo da lamina.

Embora desenvolvido em material vegetal diferente a eficiéncia aqui obtida pode ser
considerada superior aquela obtida por GUZZO et al. (2000) para aspargo. Estes autores ao
desenvolverem um protocolo com a mesma finalidade em plantas dipldides e tetraploides de
aspargo, usando dois tipos de sonda, observaram 560 nucleos por lamina e nestas havia
apenas 45% a 70% de nucleos hibridizados.

No Teste B, o tempo de hidrdlise de quatro horas e a aplicagdo de 18 horas de
incubacdo para a hibridacdo, promoveram o aumento da eficiéncia do protocolo.
Comparando-se com as laminas controle (Iaminas sem sinal de hibrida¢ao) pode-se constatar
que a adogao deste protocolo levou a um resultado positivo onde foi obtido um indice de 98%
de CMPs com sinais de hibridagdao dentro da mesma lamina.

Como foi ressaltado anteriormente, no processo de formagdo do polen hd uma
substitui¢do da calose pela celulose nas CMPs em fases adiantadas da meiose. Essa
degradacgdo ¢ realizada pela enzima B-1,3-glucanase produzida e secretada pelas células do
tapete (mitoticas) circundantes as CMPs (HELLEBOID et al., 2007). Assim, foi testada para a
limpeza das CMPs de arabusta a associa¢do de glucanase com o dobro da quantidade de
celulase na tentativa de hidrolisar a grossa parede formada nas fases mais adiantadas da
divisdo, ou seja, nas CMPs em fases a partir da metafase I.

Todavia, a acdo da mistura de enzimas com o dobro da concentracao de celulase
(Teste D) em CMPs ap6s a metafase I apresentou resultado insatisfatorio, pois as CMPs apos
o tempo de hidrdlise ndo apresentaram redu¢do da parede. Quando essas mesmas ladminas

foram submetidas a técnica FISH, também nao foram visualizados sinais de hibrida¢do. Isto
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demonstra que nas fases finais da divisdo meidtica ndo ¢ somente a calose que atua como uma
barreira que impede a entrada da sonda nas CMPs para ocorrer a hibridacdo nos
cromossomos, mas provavelmente também outros componentes da parede celular e do
citoplasma, ja que a concentragdo da glucanase da mistura de enzimas foi a mesma usada no
Teste B com quatro horas de hibridacdo, que se mostrou efetivo em algumas CMPs que
estavam em fases adiantadas de divisao.

Portanto, pode-se considerar que para as CMPs de café, a calose ¢ uma barreira que
pode ser quebrada em CMPs que estdo nas fases iniciais da meiose, através do uso de
glucanase, no entanto, esta enzima nao ¢ efetiva em CMPs que estdo em fases mais adiantadas
da meiose, provavelmente a partir da metafase I.

Nos experimentos em arabusta ndo foi possivel distinguir sinais de hibridacao
quando foi usada a sonda de rDNA com marcagdo para deteccio direta, devido a presenga de
sinais inespecificos ou background espalhados nas laminas ¢ CMPs. Desta forma foi utilizada
somente sonda marcada para ser detectada de forma indireta, através de reagdo imunoquimica,
com anti-digoxigenina/FITC. Com este tipo de deteccdo ndo foi observado background
provavelmente devido as lavagens que sdo efetuadas apds a reacdo de deteccdo, as quais
talvez tenham contribuido para uma elimina¢do mais estringente dos sinais inespecificos.

A hibridagdo da sonda pTa71 pela técnica FISH nas laminas com CMPs na fase de
paquiteno do café arabusta foi bem sucedida, embora sondas altamente repetitivas comumente
sejam mais faceis de visualizar. A sonda pTa7l resulta em sinais de hibrida¢cdo mais faceis de
serem visualizados por serem sinais grandes e sempre proximos ao nucléolo.

Dentre os diferentes genétipos das plantas de arabusta usadas para aplicacdo do
protocolo aqui desenvolvido ndo foi observada dependéncia do gendtipo na qualidade dos
sinais observados nas CMPs. Portanto, apesar das CMPs de arabusta serem provenientes de
plantas hibridas segregantes de geragdo F, ndo foi observada a ocorréncia de inconstancia
relacionada a presenga ou auséncia de sinais de hibridacao.

Todavia, GUZZO et al. (2000) observaram que a eficiéncia do protocolo de FISH
para aspargo foi genotipo-dependente. O material sendo plantas macho, fémea, dipléide ou
tetrapldéide bem como o tipo de sonda utilizada influenciaram, aumentando ou diminuindo a
presenca de sinais de hibridacao.

Poucos trabalhos de mapeamento cromossomico disponibilizam dados relativos a
eficiéncia dos protocolos, seja a porcentagem ou a quantidade de células hibridizadas,

impossibilitando a comparag¢do com os resultados aqui obtidos.
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Outras alteragdes no protocolo de FISH foram testadas visando o aumento da
quantidade de CMPs com sinais de hibridacdo ¢ a redugdo na quantidade de debris que
causam os backgrounds. Em laminas meidticas com CMPs de arabusta onde foram utilizadas
as duas concentracdes (10 e 20%) de proteinase K ndo foi observada qualquer diferenga no
resultado da técnica FISH.

Quando foram comparadas as laminas com e sem a lavagem com proteinase K,
observou-se que o uso da proteinase K tornava os cromossomos com aspecto irregular,
alterando sua forma original, dificultando a visualizacdo dos sinais de hibridag¢do. Esse
resultado provavelmente se deve ao efeito da proteinase K na cromatina dos cromossomos.

A proteinase K ¢ rotineiramente aplicada em protocolos de purificagdo de DNA
gendmico ou em FISH em cortes histologicos de tecidos animais e vegetais, ndo sendo
utilizada muito comumente em protocolos de FISH para cromossomos onde ¢ usada
normalmente a pepsina para limpeza de componentes protéicos. Porém, para algumas espécies
de forrageiras como capim-massai (CHEN et al., 2005) e alfafa foi verificado que o uso de
proteinase K durante a FISH melhora a qualidade final da lamina de mitose e meiose,
podendo inclusive substituir-se a pepsina pela proteinase K (KULIKOVA et al., 2001; ANE
et al., 2002).

Em protocolos de fibras estendidas, o isolamento do nticleo mitdtico para estender as
fibras da cromatina geralmente utiliza altas concentragdes de proteinase K, como descrito por
YANG et al. (2011), onde foram testadas varias dosagens até se obter as fibras estendidas. Em
cromossomos mitoticos a proteinase K permite o alongamento em até¢ 100 vezes (VALARIK
et al., 2004).

KOO & JIANG (2009) utilizaram proteinase K com diferentes combinagdes do
fixador Carnoy em cromossomos paquiténicos de milho, para a obten¢do de cromossomos 20
vezes mais distendidos comparados ao tamanho original, visando o aumento da resolu¢ao do
mapa em regides ricas em heterocromatina.

Dentro das vérias etapas usadas para obtengao de um protocolo diferenciado de FISH
especifico para cromossomos paquiténicos de café, o uso da re-hidrélise com &cido acético
60% nas anteras de café arabusta apods a hidrélise com as enzimas também foi importante,
pois promoveu diminui¢do na quantidade de debris durante a preparagdo das laminas com
anteras que permaneceram por um longo periodo na hidrélise.

A re-hidrdlise das anteras provoca a hidrélise dos debris durante a preparacdo da
lamina, auxiliando na limpeza entre as células, facilitando a mobilidade da sonda (De JONG

etal., 1999; ADELEKE et al., 2002).
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A padronizacdo, ou seja, o estabelecimento do tempo exato de incubagdo de
hibridagdo da sonda com o DNA alvo dos cromossomos também foi outra medida que
permitiu que ocorresse um aumento na quantidade de CMPs com sinais de hibridacdo, através
do tempo maior de exposi¢ao da sonda com os cromossomos.

O protocolo aqui descrito, que foi adequado para o uso especificamente em
cromossomos meioticos na fase de paquiteno de café hibrido arabusta, podera abrir novas
oportunidades de mapeamento de sequéncias especificas e outros tipos de sequéncias
altamente repetitivas, inclusive aquelas que apresentam localizagdo proxima.

A localizagdo de genes ortdlogos entre o café e outras espécies através da técnica
FISH com o uso de BACs nos cromossomos paquiténicos ira colaborar na localizagao in situ
destes genes, a constru¢do de mapas fisicos comparativos e detalhados, os quais poderdao por
sua vez, serem usados como referéncia na manipula¢ao genética de inducao da expressao de
genes promotores de caracteristicas de interesse no melhoramento genético de ambas as
espécies.

Ha ainda a possibilidade de se mapear regides com sequéncias altamente repetitivas
especificas, como regides teloméricas, centroméricas, transposons e retrotransposons que
poderao servir como marcadores cromossdmicos adicionais.

A aplicagdo do protocolo de FISH desenvolvido nessa pesquisa, juntamente com o
conhecimento da morfologia dos cromossomos paquiténicos detalhadamente organizados no
cariograma desenvolvido por PINTO-MAGLIO & CRUZ (1978 e 1998), torna possivel
também o mapeamento de alta defini¢do de genes analogos construidos em BACs vindos de
outras espécies (ANDRADE-SOUZA et al., 2011).

Através do protocolo desenvolvido neste trabalho amplia-se principalmente a
possibilidade de mapeamento cromossdmico de alta resolucdo em café, que pode ser aliado ao
mapeamento genético que vem sendo desenvolvido. Juntas essas ferramentas gendmicas,
assim como ja ocorre para outras espécies, poderdo abrir novas perspectivas para a

localizagao de genes que estao sendo identificados em café.
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6 CONCLUSOES

o O protocolo de FISH de alta defini¢do para cromossomos paquiténicos de
café desenvolvido neste trabalho abre a possibilidade de se efetuar mapeamento
nestes cromossomos aplicando-se tipos de sondas repetitivas similares a sonda de
rDNA 45 S (pTa71) e sequéncias ligadas a BAC que possuam caracteristicas

semelhantes a pTa7l.
o Para a obtenc¢ao de sinais de hibridagdo em cromossomos meidticos na fase
de paquiteno de café a hidrdlise da calose e da parede existente ao redor das CMPs ¢

pré-requisito fundamental.

o O protocolo aqui estabelecido para cromossomos paquiténicos de café ndo ¢é

gendtipo dependente para as plantas dos hibridos arabusta usadas nos experimentos.
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