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RESUMO 

SATTLER, Mariana Cansian, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2017. Mapeamento físico de rDNA 5S em Eucalyptus dunnii Maiden e Zea 
mays L. pela técnica de PRINS. Orientador: Carlos Roberto de Carvalho. 

A detecção de sequências de DNA in situ por meio de técnicas de citogenética 

molecular consiste em uma das metodologias mais utilizadas para o 

mapeamento físico. Embora seja amplamente aplicada na pesquisa genômica, 

a Hibridização Fluorescente In Situ (FISH � Fluorescent In Situ Hybridization) 

tem sido considerada uma técnica relativamente demorada, uma vez que requer 

a construção de uma sonda marcada. A Reação de Amplificação In Situ (PRINS 

� Primed In situ Labelling), por sua vez, consiste em uma alternativa sensível e 

rápida em relação a FISH. No entanto, a especificidade e sensibilidade da 

técnica de PRINS podem ser influenciadas por fatores espécie-específicos. 

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo adaptar um protocolo de 

PRINS reprodutível para o mapeamento físico de genes de rRNA 5S em duas 

espécies com cromossomos de tamanhos relativamente diferentes: Eucalyptus 

dunnii Maiden e Zea mays L. Inicialmente, meristemas radiculares de ambas as 

espécies foram sincronizados com hidroxiuréia e tratados com o agente anti-

tubulínico amiprofos-metil para o acúmulo de metáfases. Em seguida, os 

meristemas foram submetidos a maceração enzimática e as lâminas 

confeccionadas pelas técnicas de dissociação celular e secagem ao ar. Após o 

pré-tratamento das lâminas, um par de primers específicos para a região 5S de 

E. globulus foi utilizado para a reação de PRINS, que consistiu de um único ciclo. 

A reação foi conduzida em preparações de E. dunnii e Z. mays contendo 

cromossomos metafásicos morfologicamente preservados, sem resíduos de 

citoplasma ou sobreposições. A técnica de FISH foi adicionalmente aplicada na 

espécie Z. mays com o intuito de confirmar os resultados obtidos pela PRINS. O 

mesmo par de primers foi utilizado para a construção de sondas marcadas com 

fluorescência, as quais foram posteriormente hibridizadas com o DNA alvo. Os 

cariótipos de E. dunnii e Z. mays exibiram 2n = 2x = 22 e 2n = 2x = 20 

cromossomos, respectivamente. Em ambas as espécies, o cromossomo 

portador da constrição secundária foi classificado como o número 6. O protocolo 
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de citogenética clássica associado à reação de PRINS resultou em sinais nítidos 

para a sequência de rDNA 5S tanto em núcleos interfásicos quanto em 

cromossomos metafásicos de E. dunnii e Z. mays. Em E. dunnii, os genes de 

rRNA 5S foram mapeados no braço curto do cromossomo 5, em posição 

pericentromérica. Na espécie Z. mays, o sinal foi localizado na região terminal 

do braço longo do cromossomo 2. A técnica de FISH confirmou o resultado 

obtido pela PRINS nessa espécie. Embora o tamanho dos cromossomos possa 

influenciar na resolução de técnicas de citogenética molecular, o protocolo 

descrito resultou em uma elevada razão sinal:background para ambas as 

espécies estudadas, evidenciando sua reprodutibilidade. Esse estudo consiste 

no primeiro relato do mapeamento de sequências específicas em E. dunnii e Z. 

mays pela PRINS, contribuindo para o desenvolvimento e aperfeiçoamento das 

técnicas de mapeamento físico em espécies vegetais. Além disso, a localização 

dos genes de rDNA 5S ainda não se encontra disponível no mapa de ligação ou 

no genoma sequenciado de Eucalyptus. Dentro desse contexto, a localização 

física das sequências de rDNA 5S de E. dunnii pode ser integrada aos dados de 

sequenciamento e auxiliar no alinhamento de sequencias e posicionamento dos 

genes de rDNA 5S no genoma sequenciado. 
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ABSTRACT 

SATTLER, Mariana Cansian, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2017. 
Physical mapping of 5S rDNA in Eucalyptus dunnii Maiden and Zea mays
L. by the PRINS technique. Advisor: Carlos Roberto de Carvalho. 

The in situ detection of DNA sequences by molecular cytogenetic techniques is 

one of the most used methodologies for physical mapping. Although widely 

applied in genomic research, the Fluorescent In situ Hybridization (FISH) has 

been considered a relatively time-consuming technique, due to the need of 

constructing a labeled probe. The Primed In situ Labelling (PRINS), on the other 

hand, is a sensitive and fast alternative to FISH. Nevertheless, the specificity and 

sensitivity of the PRINS technique may be influenced by species-specific factors. 

Therefore, the present study aimed to adapt a reproducible PRINS protocol for 

the physical mapping of 5S rRNA genes in two species with chromosomes of 

relatively different sizes: Eucalyptus dunnii Maiden and Zea mays L. Initially, root 

meristems of both species were synchronized with hydroxyurea (HU) and treated 

with the anti-tubulin agent amiprophos methyl (APM) for metaphase 

accumulation. Then, the meristems were submitted to enzymatic maceration and 

the slides were prepared by the cell dissociation and air drying techniques. After 

pre-treatment of the slides, a pair of primers specific to the 5S region of E. 

globulus was used to the PRINS reaction, which consisted of a single cycle. The 

reaction was conducted on preparations of both E. dunnii and Z. mays containing 

morphologically preserved metaphasic chromosomes, without cytoplasmic debris 

or overlaps. The FISH technique was additionally conducted in the species Z. 

mays with the aim to confirm the results obtained by PRINS. The same pair of 

primers was used for constructing the fluorescently labeled probes, which were 

subsequently hybridized to the target DNA. The karyotypes of E. dunnii and Z. 

mays exhibited 2n = 2x = 22 and 2n = 2x = 20 chromosomes, respectively. In 

both species, the chromosome carrying the secondary constriction was classified 

as number 6. The classical cytogenetics protocol associated with PRINS resulted 

in clear signals for the 5S rDNA sequence in both interphase nucleus and 

metaphase chromosomes of E. dunnii and Z. mays. In E. dunnii, the 5S rRNA 

genes were mapped on the short arm of chromosome 5, in pericentromeric 
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position. In the species Z. mays, the signal was located in the terminal region of 

the chromosome 2 long arm. The FISH technique confirmed the result obtained 

by the PRINS reaction in this species. Although the chromosome size may 

influence the resolution of molecular cytogenetic techniques, the described 

protocol resulted in a high signal:background ratio for both studied species, 

evidencing its reproducibility. This study comprises the first report on the mapping 

of specific sequences in E. dunnii and Z. mays by the PRINS technique, 

contributing to de development and improvement of physical mapping techniques 

in plant species. In addition, the localization of 5S rDNA genes is not yet available 

in the linkage map or in the sequenced genome of Eucalyptus. In this context, 

the physical localization of E. dunnii 5S rDNA may be integrated with sequencing 

data and assist in sequence alignment and positioning of 5S rDNA genes in the 

sequenced genome.  
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1 INTRODUÇÃO 

A localização de sequências específicas de DNA é relevante para o 

entendimento acerca da estrutura, evolução e função do genoma das espécies 

(Harper e Cande, 2000; Wang et al., 2006). Genes de RNA ribossômico, como 

os de rRNA 5S, têm se mostrado marcadores importantes para a identificação e 

caracterização de cromossomos (Hwang et al., 2015), bem como para estudos 

filogenéticos e evolutivos (Krishnan et al., 2001; Scaldaferro et al., 2015). Nos 

eucariotos superiores, os genes de rRNA 5S encontram-se organizados em 

repetições em tandem, podendo estar localizadas em um ou vários 

cromossomos do genoma (Cloix et al., 2000). O mapeamento dessas 

sequências é importante para espécies vegetais que exibem cromossomos 

pequenos e homomórficos, como Glycine max (Singh et al., 2001), Coffea

(Hamon et al., 2009) e Eucalyptus sp. (Ribeiro et al., 2016), uma vez que pode 

auxiliar no correto pareamento dos cromossomos homólogos. 

Duas abordagens têm sido utilizadas para o mapeamento de sequências 

específicas de DNA: o mapeamento genético e o físico. No mapeamento 

genético, as posições relativas dos genes são identificadas com base nas suas 

frequências de recombinação (Hass-Jacobus e Jackson, 2005). Embora os 

mapas genéticos sejam relevantes para estudos genômicos, as distâncias 

obtidas pelas frequências de recombinação nem sempre refletem a distância real 

entre os loci (Sun et al., 2013). O mapeamento físico, por outro lado, revela a 

localização real (física) das sequências de DNA (Harper e Cande, 2000). A 

detecção in situ de sequências de DNA em preparações citológicas obtidas por 

meio de técnicas de citogenética molecular, como a Hibridização In Situ 
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Fluorescente (FISH � Fluorescent In situ Hybridization) (Leitch e Heslop-

Harrison, 1992; Harper e Cande, 2000) e a Reação de Amplificação In Situ 

(PRINS � Primed In situ Labelling) (Kaczmarek e Naganowska, 2007), consiste 

em uma das metodologias mais empregadas para o mapeamento físico. 

A FISH foi descoberta em 1969 por Gall e Pardue (1969). Desde então, 

sua aplicação na citogenética molecular se expandiu consideravelmente e os 

protocolos foram finamente ajustados para diferentes objetivos. Embora seja 

amplamente utilizada na citogenética molecular, a técnica de FISH apresenta 

algumas desvantagens, como a baixa sensibilidade para sequências alvo 

menores do que 10 kb (Jiang e Gill, 2006) e a necessidade de construção de 

uma sonda marcada (Menke et al., 1998; Jiang e Gill, 2006). O processo de 

marcação e avaliação da qualidade da sonda, embora simples, torna a técnica 

de FISH relativamente demorada (Menke et al., 1998; Pellestor, 2007).  

A PRINS consiste de uma técnica rápida e sensível que tem sido aplicada 

como uma alternativa ao FISH para a detecção de sequências de DNA 

(Kubaláková e Dole�el, 1998). A metodologia da PRINS combina a alta 

sensibilidade da PCR (Polymerase Chain Reaction) com a localização in situ de 

sequências de DNA. Quando comparado com a técnica de FISH, a PRINS 

apresenta algumas vantagens, como: a) os primers necessários para a reação 

são pequenos oligonucleotídeos (20 a 35 pb) e podem ser sintetizados com o 

mínimo de informações prévias acerca da sequência-alvo; b) em virtude de seu 

pequeno tamanho, os primers de oligonucleotídeos (18 a 30 pares de bases - 

pb) se hibridizam mais rápida e facilmente aos cromossomos compactados do 

que as sondas (400 a 800 pb) empregadas no FISH; c) não é necessário marcar 

os primers com fluorescência e nem expor o material a longos períodos de 
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hibridização, tornando a técnica consideravelmente mais rápida (Menke et al., 

1998). Enquanto o procedimento padrão da FISH envolve cerca de dois dias 

para ser realizado, a técnica de PRINS pode ser finalizada em 2 a 3 horas (Hirai, 

2011); d) uma vez que os primers não são marcados, é possível utilizá-los em 

elevadas concentrações, possibilitando aumentar a sensibilidade sem promover 

o aumento do background (Kubaláková et al., 2001). 

A aplicação de técnicas de citogenética molecular em cromossomos 

vegetais tem sido considerada uma tarefa árdua em virtude da presença de 

parede celular e cromossomos altamente condensados (Zhang e Friebe, 2009; 

Kirov et al., 2014). Tais características podem afetar negativamente a 

acessibilidade da sonda/primer ao DNA alvo, interferindo na sensibilidade e 

eficiência de detecção (Zhang e Friebe, 2009). Por esse motivo, a utilização de 

preparações citogenéticas de boa qualidade, com cromossomos preservados, 

bem definidos, sem sobreposições ou resíduos de citoplasma, é fundamental 

para obter sinais de fluorescência nítidos após a aplicação de técnicas de 

citogenética molecular (Andres e Kuraparthy, 2013).

Em paralelo ao avanço da citogenética clássica, o aprimoramento dos 

protocolos de citogenética molecular tem proporcionado resultados cada vez 

mais satisfatórios para o mapeamento físico em cromossomos vegetais (Jiang e 

Gill, 2006). Embora seja uma alternativa atrativa ao FISH, diferentes autores têm 

demonstrado que o PRINS ainda apresenta baixa reprodutibilidade entre 

espécies diferentes. Kubaláková et al. (2001) evidenciaram que a sensibilidade 

e especificidade das reações de PRINS podem ser influenciadas por fatores 

espécie-específicos, exigindo que o protocolo seja finamente ajustado para cada 

espécie em particular. Dentro desse contexto, a adaptação de um protocolo de 
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PRINS aplicável para diferentes espécies de plantas, desde aquelas com 

cromossomos pequenos (ex: Eucalyptus spp. L'Hér.) até espécies com 

cromossomos relativamente grandes (ex: Zea mays L.), pode representar um 

avanço significativo no desenvolvimento da citogenética molecular vegetal. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Citogenética molecular 

2.1.1 FISH 

A citogenética molecular consiste na análise de genomas por meio de 

tecnologias baseadas, principalmente, na Hibridização In situ (In situ 

Hybridization - ISH). A ISH foi descrita pela primeira vez no ano de 1969 por dois 

grupos de pesquisa independentes, Gall e Pardue (1969) e John et al. (1969). O 

desenvolvimento da técnica se baseou na descoberta de que uma sonda de RNA 

ou DNA marcado com radiação era capaz de se anelar (hibridizar) a moléculas 

de DNA alvo presentes em células ou cromossomos imobilizados em uma 

preparação citológica. Após a hibridização, uma autorradiografia possibilitaria 

revelar a posição dos híbridos de RNA-DNA ou DNA-DNA (Pardue e Gall, 1968; 

Gall e Pardue, 1969; John et al., 1969). 

 Sondas marcadas com radioisótopos foram amplamente empregadas em 

estudos de citogenética molecular após a descoberta da ISH. No entanto, alguns 

inconvenientes como a baixa sensibilidade, baixa resolução e ameaça à saúde 

em decorrência da manipulação de elementos radioativos levaram ao 

desenvolvimento da técnica de FISH (Langer et al., 1982; Kjeldsen e Kolvraa, 

2002; Riegel, 2014). 

O uso da técnica de FISH revolucionou a citogenética molecular, 

promovendo uma melhoria notável na sensibilidade da técnica e na qualidade 
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dos dados obtidos (Martins et al., 2010). A técnica de FISH é um tipo de ISH que 

envolve a utilização de substâncias fluorescentes (fluoróforos) para a detecção 

das sequências de interesse (Riegel, 2014). Dois elementos básicos são 

necessários para a condução do FISH: uma sonda de DNA específica para a 

sequência de interesse e uma molécula alvo de DNA imobilizada em uma 

preparação citológica (Speicher e Carter, 2005). A metodologia geral se baseia 

no mesmo princípio de qualquer método de hibridização que utilize a habilidade 

de fitas simples de DNA se anelarem a fitas de DNA complementares. No caso 

do FISH, o DNA alvo, que pode ser um cromossomo metafásico ou paquitênico, 

um núcleo interfásico ou uma fibra de cromatina estendida, se encontra 

imobilizado sobre a superfície de uma lâmina de microscopia (Bridger e Volpi, 

2010). 

A marcação da sonda utilizada no FISH pode ser realizada de duas 

formas: direta ou indireta. A marcação é denominada direta quando o fluoróforo 

está conjugado diretamente ao nucleotídeo incorporado na sonda. Por outro 

lado, quando o nucleotídeo se encontra conjugado a um hapteno não 

fluorescente, como a biotina, a marcação é chamada indireta (Riegel, 2014). A 

detecção de sondas marcadas indiretamente requer uma etapa adicional, que 

envolve, por exemplo, o reconhecimento das moléculas de dNTP biotiniladas por 

moléculas de avidina ou estreptavidina marcadas com fluorescência (Langer et 

al., 1982; Riegel, 2014). 

Embora apresente numerosas vantagens, a FISH também apresenta 

limitações. A localização de sequências alvo de DNA menores do que 10 kb por 

meio da FISH ainda é limitada, especialmente em plantas (Jiang e Gill, 2006). 

Essa dificuldade técnica pode ser contornada pelo uso de sondas obtidas a partir 
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de clones de grande inserto, como BACs (Bacterial Artificial Chromosomes), 

dando origem ao BAC-FISH (Lee et al., 2003). Todavia, a obtenção de 

bibliotecas genômicas e identificação dos clones de BACs mais adequados para 

utilização como sonda é uma tarefa árdua (Talia et al., 2011). Outra 

desvantagem está associada à necessidade de obtenção de uma sonda 

marcada, uma vez que o processo de marcação e avaliação da qualidade das 

sondas é relativamente demorado (Menke et al., 1998; Pellestor, 2007). 

2.1.2 PRINS 

 A técnica de PRINS, desenvolvida por Koch et al. (1989), tem sido 

considerada uma abordagem alternativa a FISH para a detecção in situ de 

sequências de DNA (Kubaláková e Dolezel, 1998). A metodologia envolve o 

anelamento de um primer específico de oligonucleotídeos não-marcados à uma 

sequência alvo de DNA, a qual se encontra localizada em uma preparação 

citológica. O primer não marcado serve como um iniciador para o alongamento 

in situ da sequência de DNA na presença de nucleotídeos livres, dos quais ao 

menos um dos tipos é marcado (Kubaláková e Dolezel, 1998; Pellestor, 2006). 

 Assim como no FISH, a marcação pode ser direta ou indireta, a depender 

do tipo de molécula à qual os nucleotídeos encontram-se conjugados. Na maioria 

das vezes, os nucleotídeos encontram-se conjugados a fluorocromos, 

possibilitando a visualização direta das sequências marcadas em microscópio 

de fluorescência (Liehr e Pellestor, 2009). Diversos tipos de sequências podem 

ser detectados pela técnica de PRINS. A localização de sequências de DNA 



8 

repetitivo pode ser conduzida por meio da utilização de um único primer e um 

único ciclo de reação (Kubaláková et al., 1997). Por outro lado, a localização de 

sequências de uma ou poucas cópias requer um maior número de ciclos, os 

quais possibilitam que várias cópias marcadas se acumulem no sítio de sua 

síntese. Nesse caso, a técnica passa a ser denominada PRINS cíclico (Cycling-

PRINS ou C-PRINS) (Terkelsen et al., 1993). 

 A PRINS apresenta algumas vantagens quando comparado a FISH. 

Como os primers necessários para a reação de PRINS são pequenos 

oligonucleotídeos, eles são capazes de hibridizarem mais facilmente à 

sequencias alvo contidas em segmentos de cromatina compactados. Por esse 

motivo, a PRINS tem se mostrado uma técnica altamente sensível, 

principalmente para a detecção de sequências repetitivas de DNA (Menke et al. 

1998; Hirai, 2001). A utilização de primers não marcados faz com que o PRINS 

possa ser realizado em um curto período de tempo, sendo relativamente mais 

rápido e simples do que a FISH (Menke et al., 1998). Essa característica contribui 

para que os danos à morfologia dos cromossomos sejam minimizados, uma vez 

que o material não permanece exposto a condições desnaturantes por longos 

períodos de tempo (Hindkær et al., 1996). Além disso, uma grande quantidade 

de primer pode ser adicionada à reação sem que haja aumento significativo do 

background (sinais de fluorescência inespecíficos), contribuindo para uma maior 

sensibilidade (Hindkær et al., 1996; Kubaláková et al., 2001).  

2.2 Mapeamento de sequências de DNA 
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O mapeamento genético foi a primeira metodologia a ser desenvolvida 

para investigar a organização linear dos genes ao longo dos cromossomos 

(Stutervant, 1913). Mapas genéticos se baseiam na utilização de taxas de 

recombinação entre loci para determinar a ordem e estimar a distância entre os 

mesmos (Hass-Jacobus e Jackson, 2005). Apesar de sua relevância e ampla 

aplicação na ciência, os mapas de ligação possuem algumas limitações. O 

mapeamento de ligação parte do pressuposto de que os crossing-overs ocorrem 

de maneira aleatória ao longo dos cromossomos. No entanto, sabe-se que em 

algumas regiões, denominadas hotspots, os crossing-overs ocorrem com maior 

frequência do que em outras (Oliver et al., 1992; Brown, 2002). Por esse motivo, 

a acurácia dos mapas de ligação é limitada e a distância genética estimada nos 

mesmos não reflete, necessariamente, a distância física (em pb) (Hass-Jacobus 

e Jackson, 2005). Assim, loci que estão fisicamente distantes entre si no 

cromossomo podem estar proximamente ligados no mapa de ligação, e vice-

versa (Sun et al., 2013). 

Desde a descoberta de que os cromossomos são os portadores da 

informação genética (Bridges, 1916), os pesquisadores têm manifestado um 

interesse crescente em relacionar a localização física de sequências de DNA nos 

cromossomos com suas posições nos mapas de ligação (Harper e Cande, 2000). 

A integração entre mapas genéticos e mapas físicos tem sido considerada 

fundamental para análises genômicas em espécies vegetais, uma vez que provê 

novas perspectivas acerca da estrutura e organização do genoma (Cheng et al., 

2001; Kirov et al., 2014; Cui et al., 2015). 

Em contraste com os mapas genéticos, os mapas físicos revelam as 

posições dos loci no genoma por meio de distâncias físicas. Essas distâncias 
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são geralmente expressas em pares de bases (pb), ou em valores múltiplos, 

como kilobases (kb; 1 kb = 1000 pb) (Deonier et al., 2005). Dois tipos de mapas 

físicos são comumente empregados em análises genômicas, os mapas obtidos 

por técnicas de biologia molecular (enzimas de restrição, clonagem, 

sequenciamento de DNA, etc.), e os mapas gerados pela aplicação de técnicas 

citogenéticas (mapas citogenéticos) (Brown, 2002). 

Os mapas citogenéticos podem ser obtidos de duas maneiras. Uma delas 

consiste na determinação da posição de marcadores genéticos em relação a 

pontos de quebra cromossômica, envolvendo estoques genéticos com diferentes 

tipos de alterações cromossômicas (Harper e Cande, 2000). A segunda 

abordagem, mais popular desde os anos 70, é a detecção de sequências 

genéticas de forma direta em preparações citológicas por meio da FISH (Leitch 

e Heslop-Harrison, 1992; Harper e Cande, 2000) ou da PRINS (Kaczmarek e 

Naganowska, 2007).  

O mapeamento físico de sequências por meio da citogenética molecular 

tem sido realizado com sucesso em diferentes espécies vegetais, como trigo 

(Triticum L.), milho (Zea mays L.), arroz (Oryza sativa L.) e algodão (Gossypium 

L.) (Chahota et al., 2011). No melhoramento de plantas, o conhecimento acerca 

da localização de sequências de DNA associadas a características de relevância 

agronômica é fundamental para entender a herança e expressão dessas 

características, contribuindo para aumentar a eficiência dos programas de 

melhoramento (Kole et al., 2015). Além de sua aplicação prática no 

melhoramento, o mapeamento de sequências também é fundamental para 

pesquisas evolutivas, fornecendo informações sobre a estrutura, organização, 
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evolução e função dos genomas (Maluszynska e Heslop-Harrison, 1993; 

Scaldaferro et al., 2015). 

2.2.1 Mapeamento de genes de rDNA 

Dois tipos de sequências de rDNA estão presentes no genoma dos 

organismos eucariotos. As sequencias de rDNA 45S estão associadas à região 

organizadora do nucléolo (NOR) e consistem de arranjos repetitivos em tandem. 

Cada unidade do arranjo é constituída por um espaçador intergênico (IGS) e 

pelos genes ribossômicos 18S, 5.8S e 28S, separados por espaçadores internos 

transcritos (ITS) (Sumner, 2003). Nas angiospermas, cada uma dessas unidades 

apresenta cerca de 6 a 13 kb e se repetem centenas a milhares de vezes em 

cada locus (Bellarosa et al., 1990). O rRNA 5S, por ouro lado, é codificado por 

genes que se encontram em sítios distintos da NOR. Assim como o rDNA 45S, 

os genes de rDNA 5S estão agrupados em centenas a milhares de cópias em 

cada locus e podem estar presentes em um ou mais pares de cromossomos 

(Sumner, 2003). 

Genes de RNA ribossômico têm se mostrado marcadores valiosos para 

estudos genômicos por serem sequencias altamente conservadas e repetitivas, 

facilitando sua detecção em uma ampla variedade de espécies (Hwang et al. 

2015; Scaldaferro et al., 2015). Em muitos casos, o mapeamento de genes de 

rRNA consiste de um ponto de partida para a construção de mapas citogenéticos 

em espécies vegetais (Kwon e Kim, 2009; Hizume et al., 2013, Scaldaferro et al., 

2015). Youn-kyu et al. (1999), por exemplo, aplicaram a FISH para localizar 
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sequências de rDNA 5S e 18S-26S em cinco espécies cultivadas do gênero 

Capsicum. O padrão de distribuição dessas sequências ao longo do cariótipo de 

cada espécie possibilitou a identificação dos cromossomos. Para a sequência de 

rDNA 5S, o estudo consistiu no primeiro relato acerca de sua posição no genoma 

de Capsicum, uma vez que sua localização ainda não era conhecida nos mapas 

de ligação disponíveis. Além disso, os autores evidenciaram uma grande 

variação no número e posição dos loci de rDNA entre as espécies estudadas, o 

que torna essas sequências interessantes para estudos evolutivos.  

A variação no número e na localização dos genes de rDNA consiste de 

uma ferramenta potencial para estudos evolutivos e filogenéticos, fornecendo 

evidências sobre as mudanças evolutivas que ocorreram ao longo da evolução 

do genoma, como hibridação, poliploidização e a diploidização. As espécies 

diploides da tribo Triticeae, por exemplo, apresentam ampla variação no número 

de loci de rDNA, indo de um único par em centeio (Secale cereale L.) a cinco 

pares em cevada (Hordeum vulgare L.) (Leitch e Heslop-Harrison, 1992). O 

mapeamento de genes de rDNA tem contribuído para elucidar as relações 

filogenéticas em diversas espécies de plantas, tais como trigo (Triticum L. � 

Leitch e Heslop-Harrison, 1992), Brassica L. (Maluszynska e Heslop-Harrison, 

1993), peônias (Paeonia L. � Zhang e Sang, 1999), Fetusca (Thomas et al., 

1997) e aveia (Avena L. � Röser et al., 2001). 

2.3 Eucalyptus L�Hér 
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 O gênero Eucalyptus L�Hér (Myrtaceae) compreende mais de 700 

espécies, arbóreas e arbustivas, nativas da Austrália e de Ilhas do Pacífico 

localizadas ao norte da mesma (Grattapaglia e Kirst, 2008). Desde a sua 

descoberta no século XVIII pelos europeus, as espécies de Eucalyptus foram 

rapidamente adotadas para plantios florestais em todo o mundo (Moore e Ming, 

2013). No ano de 2014, Eucalyptus e Pinus L. consistiram dos táxons arbóreos 

cultivados de maior relevância econômica no mundo (OECD, 2014). Cerca de 

26% de toda a área mundial de floresta plantada (54,3 milhões de hectares - ha) 

consistem de Eucalyptus, sendo o Brasil e a Índia os detentores das maiores 

áreas de plantio (Indufor, 2012). Dentre as espécies do gênero, Eucalyptus 

dunnii Maiden tem se destacado no Brasil devido ao seu crescimento rápido e 

uniforme, boa forma das árvores e resistência à geada, sendo indicada para 

plantio nos Estados de Santa Catarina e Paraná (Higa et al., 2000; Floriani et al. 

2011). 

 O elevado nível de produtividade das florestas de Eucalyptus se deve, em 

grande parte, aos programas de melhoramento florestal. O melhoramento do 

eucalipto teve início por volta das décadas de 1960 e 1970, e se desenvolveu 

rapidamente em países como o Brasil, África do Sul, Portugal e Chile (Eldridge 

et al., 1994). No Brasil, os programas de melhoramento florestal possibilitaram 

um desenvolvimento notável da produtividade de eucalipto (5,7% ao ano de 1970 

a 2008) (IBÁ, 2015). 

 A pesquisa citogenética em Eucalyptus ainda é incipiente. Grande parte 

dos trabalhos conduzidos no gênero permanecem limitados, principalmente, a 

contagens cromossômicas (Ruggeri, 1961; Haque, 1984; Oudjehih e Abdellah, 

2006). A despeito da grande diversidade morfológica e ecológica entre as 
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espécies de Eucalyptus, quase todos os exemplares avaliados exibem 2n = 2x 

= 22 cromossomos. Variações em relação a esse número provavelmente se 

devem a erros de contagem. Desse modo, é possível afirmar que o número 

básico de cromossomos do gênero é de x = 11 (Oudjehih e Abdellah, 2006). 

 A morfologia dos cromossomos das espécies de eucalipto ainda é pouco 

conhecida. Isso se deve, principalmente, ao pequeno tamanho dos 

cromossomos, o que dificulta a distinção entre os pares homólogos e a condução 

de análises cariomorfológicas (Haque, 1984; Matsumoto et al., 2000; Oudjehih e 

Abdellah, 2006). Cromossomos metafásicos bem definidos e com elevada 

resolução longitudinal são fundamentais para o correto pareamento e 

classificação dos cromossomos, bem como para a realização de análises de 

citogenética molecular (Andres e Kuraparthy, 2013). Carvalho e Carvalho (2016) 

adaptaram um protocolo citogenético para a montagem de cariogramas de 

Eucalyptus citriodora Hook. Por meio deste, os autores obtiveram metáfases 

mitóticas que possibilitaram a construção de três cariogramas com diferentes 

níveis de compactação da cromatina. O número cromossômico observado nos 

três cariogramas foi de 2n = 22, com tamanhos variando de 0,99 a 2,03 �m para 

o cariograma mais condensado, e de 1,80 a 4,13 �m para o cariograma com 

cromatina menos condensada. A classificação dos cromossomos quanto à 

posição do centrômero também variou entre os diferentes níveis de 

condensação. A metáfase mais compactada exibiu nove cromossomos 

metacêntricos e dois submetacêntricos. Por outro lado, o cariograma menos 

condensado apresentou seis cromossomos metacêntricos e cinco 

submetacêntricos. 
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O primeiro estudo de citogenética molecular em Eucalyptus foi conduzido 

por Ribeiro et al. (2016). Seis espécies foram avaliadas quanto à localização de 

genes de rDNA 35S e 5S, de genes relacionados à síntese de lignina e de 

regiões de heterocromatina constitutiva. As seis espécies exibiram um único 

padrão para os genes de RNA ribossômico, que consistiu de um cluster de rDNA 

35S pericentromérico no cromossomo 1 e um cluster de rDNA 5S 

pericentromérico no cromossomo 3. A despeito do posicionamento comum, a 

organização dos loci de rDNA 35S apresentou variações entre as espécies. A 

localização do gene CCR1, associado à síntese de lignina, divergiu em relação 

ao mapa genético. Embora seja atribuído ao grupo de ligação 10 (LG10 � 

scaffold J) de E. grandis, a técnica de hibridização in situ possibilitou detectar o 

gene CCR1 na porção terminal do braço longo do cromossomo 9, evidenciando 

uma ausência de correlação entre o mapa físico e o mapa de ligação. 

  

2.4 Zea mays L. 

  

Zea mays L. (Poaceae), comumente conhecida como milho, é uma das 

espécies de maior importância agronômica e econômica em todo o mundo 

(NCGA, 2017). Além de sua relevância para o agronegócio, Z. mays consiste de 

uma espécie modelo para estudos citogenéticos por apresentar cromossomos 

relativamente longos. Os primeiros estudos citogenéticos em Z. mays foram 

conduzidos por Bárbara McClintock há cerca de 90 anos (McClintock, 1929). A 

espécie apresenta 2n = 2x = 20 cromossomos, com um número básico de x = 

10. Em seu trabalho, McClintock (1929) representou as características dos 
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cromossomos de Z. mays em um idiograma, o qual evidenciou as contrições 

primárias de cada cromossomo e um satélite no cromossomo 6. 

  A classificação dos cromossomos de Z. mays quanto a posição do 

centrômero tem sido realizada tanto em cromossomos mitóticos quanto 

meióticos. Caixeta et al. (2001) desenvolveram um protocolo otimizado para a 

obtenção de cromossomos paquitênicos de Z. mays, o qual possibilitou 

individualizar cada bivalente e estuda-las quanto a relação de braços, posição 

de knobs, presença de NOR e comprimento total. Os cromossomos paquitênicos 

incluem três cromossomos metacêntricos (1, 2 e 5), seis submetacêntricos (3, 4, 

6, 7, 9 e 10) e um acrocêntrico (8). O cromossomo 6 é o único do cariótipo que 

apresenta uma constrição secundária. A análise dos cromossomos mitóticos em 

diferentes estudos evidenciou a mesma classificação (Rosado et al., 2009). 

Variações em relação a essa classificação podem ser observadas na literatura, 

principalmente para cromossomo número 6 (Rhoades, 1950; Chen et al., 2000; 

Mondin et al., 2014). 

 Os cromossomos morfologicamente longos de Z. mays também tornam 

essa espécie um alvo para estudos de citogenética molecular. Desde a 

descoberta da FISH, uma coleção de sondas para sequências repetitivas foi 

desenvolvida para Z. mays (Wang e Chen, 2005). Essa coleção de sondas inclui 

genes de rRNA 18S e 5S, a unidade centromérica CentC, a repetição Cent4 

próxima ao centrômero do cromossomo 4, sequências específicas para 

determinados knobs e repetições subteloméricas (Bennetzen e Hake, 2009). A 

hibridização de uma mistura dessas sondas em cromossomos mitóticos ou 

paquitênicos de Z. mays tem possibilitado identificar, inequivocamente, cada um 
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dos cromossomos em várias linhagens dessa espécie (Chen et al., 2000; Sadder 

e Weber, 2001; Kato et al., 2004; Mondin et al., 2014).  

Embora a detecção de sequências de cópia única pela técnica de FISH 

seja mais desafiadora, alguns autores obtiveram sucesso no mapeamento de 

genes de cópia única em Z. mays. Wang et al. (2006), por exemplo, localizaram 

nove genes de cópia única no cromossomo 9 da espécie e montaram um mapa 

físico de alta resolução para esse cromossomo. A integração do mapa físico com 

o mapa de ligação disponível no banco de dados revelou discrepâncias entre as 

distâncias físicas e genéticas, principalmente nas regiões de heterocromatina 

pericentromérica. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

O presente estudo teve como objetivo a padronização de um protocolo de 

PRINS para o mapeamento físico de sequências de rDNA 5S em cromossomos 

metafásicos das espécies Eucalyptus dunnii Maiden e Zea mays L. 

3.2 Objetivos específicos 

1- Adaptar os protocolos de citogenética clássica descritos por Carvalho e 

Carvalho (2016) e Silva (2016) para a obtenção de metáfases de E. dunnii e Z. 

mays com cromossomos adequados para as análises de citogenética molecular. 

 2- Adaptar um protocolo de PRINS para a localização física de sequências de 

rDNA 5S em cromossomos metafásicos das espécies E. dunnii e Z. mays. 

3- Confirmar a localização da sequência alvo por meio da técnica de FISH em Z. 

mays. 

4- Montar os cariogramas e alocar as marcas de rDNA 5S nos cromossomos de 

E. dunnii e Z. mays. 

5- Comparar os resultados obtidos no presente estudo com mapas genéticos e 

físicos disponíveis na literatura.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Obtenção de cromossomos metafásicos de E. dunnii e Z. mays

4.1.1 Material biológico 

Sementes de E. dunnii e Z. mays �Al Bandeirante� foram germinadas em 

placas de Petri contendo papel filtro umedecido com água destilada. As 

sementes foram mantidas em estufa a 30°C até que as raízes atingissem 

tamanho de aproximadamente 0,5 cm (E. dunnii) ou 1 cm (Z. mays). 

4.1.2 Sincronização e bloqueio do ciclo celular 

Os protocolos de citogenética clássica aplicados em E. dunnii e Z. mays 

foram adaptados de Carvalho e Carvalho (2016) e Silva (2016), respectivamente. 

Meristemas radiculares de E. dunnii foram submetidos a sincronização do ciclo 

celular por meio de tratamento com 1,5, 1,75 ou 2 mM de hidroxiuréia (HU - 

Sigma®) por 18 h a 30°C. Para Z. mays, a concentração utilizada foi 1,75 mM 

(Silva, 2016). Após a sincronização, as raízes foram lavadas durante 1 h em 

água destilada, com trocas a cada 10 min.  

Os meristemas radiculares foram tratados em solução contendo 2,0, 3,0 

ou 4,0 µM do agente anti-tubulínico amiprofos-metil (APM - Sigma®) e 0,3% de 

dimetilsulfóxido (DMSO - Sigma®) durante 4 h. Após o tratamento com APM, o 
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material biológico foi fixado em solução de metanol:ácido acético na proporção 

de 3:1, com três trocas de 10 min. Após a última troca, o material foi armazenado 

a -20°C (Carvalho et al., 2007). 

4.1.3 Maceração enzimática de meristemas radiculares e preparo das lâminas 

Para a maceração enzimática da parede celular, os meristemas 

radiculares das espécies foram lavados em água destilada e, posteriormente, 

incubados a 35°C durante 2 h em uma solução enzimática. Tal solução foi 

constituída de um pool enzimático (0,5% Celulase Yakult + 2% Celulase Sigma®, 

C1184 + 0,5% Hemicelulase Sigma®, H0771 + 0,5% Macerozyme orozuka R10 

Yakult) diluído em tampão citrato (10 mM de ácido cítrico e 10 mM de citrato de 

sódio tribásico) e acrescido de Pectinase (Sigma®, P2736). As proporções de 

tampão:pool:pectinase testadas para E. dunnii foram 40:10:1,5, 50:10:1,5 ou 

60:10:1,5. Para Z. mays, a proporção utilizada foi de 50:100:1 (Silva, 2016). Após 

a maceração, os meristemas radiculares foram lavados em água destilada e 

fixados em solução de metanol:ácido acético (3:1). As lâminas de E. dunnii e Z. 

mays foram confeccionadas por meio das técnicas de dissociação celular e 

secagem ao ar (Carvalho e Saraiva, 1993). 

4.2 Padronização do protocolo de PRINS 

Os protocolos de PRINS foram modificados de Kubaláková e Dolezel 

(1998), Menke (1998), Macas et al. (2006), Kaczmarek et al. (2007). 
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4.2.1 Seleção dos primers 

A reação de amplificação in situ (PRINS) em cromossomos metafásicos 

de E. dunnii e Z. mays foi conduzida com primers específicos para a sequência 

de rDNA 5S de Eucalyptus globulus Labill. (Foward: 

CCTGGGAAGTCCTCGTGTTG; Reverse: CTTCGGAGTTCTGATGGGAT). A 

sequência dos primers foi obtida com base em Ribeiro et al. (2016) e construída 

pela empresa Sigma-Aldrich®. 

4.2.2 Pré-tratamento das lâminas 

Lâminas contendo cromossomos metafásicos de E. dunnii e Z. mays

foram envelhecidas por dois a três dias em estufa a 37°C. Após o 

envelhecimento, as lâminas foram submetidas às seguintes lavagens: a) tampão 

fosfato salino 1x (PBS, pH = 7,4) por 5 min; b) formalina 3% (3% de formaldeído 

diluído em PBS 1x) durante 15 min; c) PBS por 5 min; e d) série alcoólica gelada 

(70%, 85% e 100%, 5 min cada). Após a série alcoólica as lâminas foram 

mantidas em temperatura ambiente até a secagem. 

4.2.3 Reação de PCR in situ e lavagens pós-PRINS 



22 

Para a reação de PRINS, 35 �L de uma mistura de reação foram aplicados 

sobre a superfície das lâminas tratadas. Tal mistura foi constituída por: 15 U de 

ThermoSequenase DNA Polymerase, 1x do tampão de reação da enzima (GE 

Healthcare®), 200 �M de cada dNTP (Promega), 50 �M de ChromaTide® Alexa 

Fluor® 488-5-dUTP e 2 �M de cada primer. As lâminas contendo a mistura de 

reação foram cobertas com uma lamínula de plástico com dimensão de 22 x 60 

mm e o conjunto foi vedado com cola Rubber Cement. A reação de PRINS foi 

conduzida em termociclador específico para PCR in situ (Biometra® T1 

Thermocycler in situ). O programa de amplificação consistiu de um único ciclo 

com 3 min de desnaturação a 90°C, 20 min de anelamento a 60°C e 30 min de 

extensão a 72°C. 

Ao término da reação de PRINS, as lâminas foram lavadas duas vezes 

em solução de SSC 2x (pH = 7,0) por 5 min e contra-coradas com 50 �L de DAPI 

(4',6-diamidino-2-phenylindole) a 5 �M por pelo menos 15 min. 

4.3 FISH em Z. mays

 Os procedimentos de FISH foram adaptados dos protocolos descritos por 

Zhang e Friebe (2009). 

4.3.1 Obtenção da sonda marcada 
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O DNA total de Z. mays foi extraído por meio da utilização do Kit 

GenEluteTM Plant Genomic DNA Miniprep (Sigma®) e sua integridade foi 

avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Após a extração, o DNA foi 

amplificado utilizando os mesmos primers confeccionados para o PRINS 

(específico para rDNA 5S de E. globulus). A mistura de reação foi constituída de: 

2 U de Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen®), 1x do tampão 

de reação da enzima (Invitrogen®), 2 mM de MgSO4 (Invitrogen®), 200 �M de 

cada dNTP (Promega®) e 0,4 �M de cada primer. A amplificação foi conduzida 

no termociclador MJ Research® PTC-200 Thermal Cycler nas seguintes 

condições de amplificação: 94°C, 3 min; seguido de 30 ciclos de 91°C, 1 min; 

60°C, 1 min; rampa: 0,1°C/segundos até 68°C; e 68°C, 2 min. Os produtos da 

amplificação foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado 

com GelRedTM (Uniscience®). 

 A marcação dos fragmentos amplificados foi realizada por meio de PCR 

convencional com nucleotídeos acoplados a um fluoróforo. A mistura de reação 

foi constituída de: 2 U de Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity 

(Invitrogen), 1x do tampão de reação da enzima (Invitrogen®), 2 mM de MgSO4 

(Invitrogen®), 200 �M de cada dNTP (Promega®), 50 �M de ChromaTide® Alexa 

Fluor® 488-5-dUTP, 0,4 �M de cada primer e 200 ng do DNA molde amplificado, 

totalizando um volume final de 50 �L para cada reação. As condições de reação 

de marcação foram as mesmas utilizadas na reação de amplificação.  

4.3.2 Pré-tratamento das lâminas 
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 Inicialmente, as lâminas foram lavadas em tampão PBS por 5 min e 

submetidas à fixação em solução de formalina 3% por 15 min. Após a fixação, 

as lâminas foram novamente lavadas em PBS por 5 min e, então, submetidas à 

série alcoólica gelada (etanol 70%, 85% e 100% - 5 min cada). 

4.3.3 Desnaturação e hibridização in situ 

 A sonda foi desnaturada por 5 min a temperatura de 85°C em 35 �L de 

uma mistura de hibridização contendo 50% de formamida, SSC 2x, 10% de 

dextran sulfato, 1 �g de DNA competidor (Cot-1 � Invitrogen®) e 200 ng da sonda 

marcada. Após a desnaturação, a sonda foi imediatamente colocada no gelo por 

aproximadamente 5 min. Para a hibridização, a mistura contendo a sonda 

desnaturada foi adicionada sobre as lâminas pré-tratadas. O material foi coberto 

com lamínula de plástico (22 x 40 mm) e selado com cola Rubber Cement. As 

lâminas e a sonda foram submetidas a uma nova etapa de desnaturação a 72°C 

por 5 min, seguida pela a etapa de hibridização por 24 h a 37°C no equipamento 

ThermobriteTM. 

Após a hibridização, as lamínulas foram cuidadosamente removidas e as 

lâminas submetidas às lavagens de estringência (ou pós-hibridização), que 

consistiram de três trocas de 5 min em soluções contendo 50% formamida 

diluída em SSC 2x (pH = 7,0) e uma lavagem em solução de SSC 2x por 5 min. 

Todas essas lavagens foram realizadas em banho-maria a temperatura de 45°C, 

resultando em um nível de estringência de aproximadamente 82%. 
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Posteriormente, as lâminas foram lavadas por 5 min em SSC 2x e contra-coradas 

com 50 �L de DAPI a 5�M. 

4.4 Análise e captura das imagens 

A visualização das lâminas foi conduzida em fotomicroscópio OlympusTM, 

modelo BX-60 equipado com acessórios de análise de imagem, iluminação de 

campo claro e de fluorescência, e com objetiva de imersão de 100x. As imagens 

foram capturadas diretamente por uma vídeo-câmera CCD (OlympusTM DP71) 

acoplada ao microscópio e a um computador equipado com placa digitalizadora.
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5 RESULTADOS 

5.1 Citogenética clássica 

 As sementes de ambas as espécies germinaram de forma uniforme após 

cerca de 3 dias de cultivo em estufa a 30°C. O protocolo de sincronização dos 

meristemas radiculares de E. dunnii e Z. mays com 1,75 mM de HU e posterior 

tratamento com 3,0 µM de APM forneceu lâminas com acúmulo de metáfases, 

as quais exibiram cromossomos com diferentes níveis de compactação da 

cromatina. A combinação entre a maceração enzimática (nas proporções de 

50:10:1,5 para E. dunnii e 50:100:1 para Z. mays) e as técnicas de dissociação 

celular e secagem ao ar proveu lâminas com cromossomos morfologicamente 

preservados, com constrições primárias e secundárias bem definidas, sem 

sobreposições e sem resíduos de citoplasma ou parede celular (Figuras 1b, 2b 

e 2d). 

 Todas as imagens de cromossomos metafásicos de E. dunnii observadas 

evidenciaram 2n = 2x = 22 cromossomos. O cromossomo número 6 apresentou 

uma constrição secundária pericentromérica no braço curto, referente à NOR 

(Figura 1b). A espécie Z. mays exibiu o número cromossômico esperado de 2n 

= 2x = 20, sendo o par número 6 portador de uma constrição secundária na 

região terminal do braço curto (Figura 2b e 2d). 

5.2 PRINS em E. dunnii e Z. mays



27 

 O protocolo de PRINS resultou em sinais nítidos para a sequência de 

rDNA 5S nos núcleos interfásicos e nos cromossomos metafásicos de E. dunnii

(Figura 1a e Figuras 1b e 1c, respectivamente) e Z. mays (Figura 2a e 2b, 

respectivamente), com pouco ou nenhum background. Cada núcleo interfásico 

analisado exibiu dois sinais claros em ambas as espécies (Figuras 1a e 2a). No 

cariótipo de E. dunnii, o sinal para a região 5S foi detectado no braço curto do 

cromossomo 5, em posição pericentromérica (Figura 1b e 1c). Em Z. mays, o 

sinal foi localizado na região terminal do braço longo do cromossomo 2 (Figura 

2b). 

5.3 FISH em Z. mays

 A amplificação do DNA de Z. mays pelos primers específicos para a região 

5S de E. globulus gerou fragmentos com tamanho aproximado de 400 pb, bem 

como fragmentos entre 400 e 800 pb em menores quantidades, conforme 

observado no gel de agarose 1,5% (Figura 3a). A marcação do produto de PCR 

sob as mesmas condições de amplificação restringiu os fragmentos a um 

tamanho próximo de 400 pb (Figura 3b), gerando uma sonda marcada específica 

para as sequências de rDNA 5S de Z. mays. 

  A hibridização da sonda marcada em núcleos interfásicos e 

cromossomos metafásicos de Z. mays gerou sinais nítidos (Figura 2c e 2d, 

respectivamente). Nos cromossomos metafásicos, o sinal de fluorescência foi 

detectado na região terminal do braço longo do cromossomo 2 (Figura 2d). O 

nível de estringência aplicado durante o processo de hibridização e nas lavagens 



28 

pós-hibridização resultaram em imagens cromossômicas com pouco ou nenhum 

background. 



29 



30 

Figura 1. Localização de genes de rDNA 5S em E. dunnii pela técnica de PRINS. a) Núcleos interfásicos exibindo spots de 

fluorescência referentes aos genes de rRNA 5S. b) Cromossomos metafásicos de E. dunnii obtidos após a reação de PRINS. O 

cariograma evidencia 2n = 2x = 22 cromossomos, alinhados entre si pela região do centrômero e ordenados com base no seu 

tamanho total. Os genes de rDNA 5S foram detectados no braço curto do par número 5, em região pericentromérica. Nota-se a 

constrição secundária estirada em um dos cromossomos do par número 6. c) Detalhe do par cromossômico número 5 contendo a 

marcação fluorescente gerada por meio do PRINS. Barras: 5 µm. 
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Figura 2. Localização de genes de rDNA 5S em Z. mays. Núcleo interfásico (a) e metáfase mitótica (2n = 2x = 20) (b) evidenciando 

os sinais de fluorescência detectados por meio da técnica de PRINS. Nos cromossomos, a região de rDNA 5S foi mapeada na região 

terminal do braço longo do cromossomo 2. As figuras c) e d) revelam um núcleo interfásico e uma metáfase mitótica, 

respectivamente, contendo sinais de fluorescência obtidos pela hibridização de sondas fluorescentes (FISH) construídas com os 

mesmos primers utilizados no PRINS. As sequências de rDNA 5S também foram detectadas no braço longo do cromossomo 2. Nota-

se que os knobs estão mais evidentes nos cromossomos da figura b), provavelmente devido à exposição dos cromossomos a 

temperaturas mais elevadas no PRINS (desnaturação a 90°C) do que no FISH (desnaturação a 72°C). Barras: 5 µm. 
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Figura 3. Análise da amplificação e marcação do DNA de Z. mays com primers

para região 5S em gel de agarose 1,5%. Em ambas as imagens, a coluna M 

representa o marcador de pares de bases (Low DNA Mass� Ladder, Invitrogen) 

e a coluna 5S representa a amostra analisada. a) Produto de PCR resultante da 

amplificação do DNA genômico de Z. mays com primers específicos para genes 

de rDNA 5S. Foram gerados fragmentos com tamanhos entre 400 a 800 pb, 

sendo uma banda de alta intensidade formada por fragmentos de 

aproximadamente 400 pb. b) Produto de PCR referente a marcação da sonda 

com fluorescência, a qual foi empregada no procedimento de FISH. A reação de 

marcação restringiu o tamanho dos fragmentos e resultou em uma única banda 

com cerca de 400 pb de tamanho. 
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6 DISCUSSÃO 

Os protocolos de citogenética clássica aplicados em meristemas 

radiculares de Z. mays e E. dunnii forneceram lâminas com cromossomos 

morfologicamente bem preservados, dispersos, sem sobreposições e sem 

resíduos de citoplasma ou parede celular. Tais características têm sido 

consideradas fundamentais para a obtenção de sinais nítidos e background

reduzido após a aplicação de técnicas de citogenética molecular (Mirzaghaderi, 

2010; Andres e Kuraparthy, 2013; Kirov et al., 2014). 

 A adição de uma etapa de sincronização com a substância HU 

(1,75 mM) antes do tratamento com APM foi imperativa para promover o acúmulo 

de metáfases. Tanto para Z. mays quanto para E. dunnii, o pico de atividade 

mitótica foi observado aproximadamente cinco horas após a remoção do HU 

(considerando o tempo de lavagem). A aplicação de 3 µM de APM quatro horas 

antes do pico mitótico em ambas as espécies gerou metáfases bloqueadas com 

nível de condensação da cromatina satisfatório para a identificação dos 

cromossomos e montagem dos cariogramas (Figura 1b, 2b e 2d). A 

sincronização de meristemas radiculares tem se mostrado uma estratégia 

eficiente para o aumento do índice metafásico em Z. mays (Lee 1996; Silva, 

2016). Para Eucalyptus, os tratamentos citogenéticos reportados na literatura 

incluem apenas a aplicação de anti-tubulínicos. Um protocolo desenvolvido para 

Eucalyptus citriodora Hook., por exemplo, envolveu uma única etapa de 

tratamento de meristemas radiculares com 3 µM de APM durante 3 horas, a qual 

possibilitou a obtenção de cromossomos metafásicos em diferentes níveis de 

compactação da cromatina (Carvalho e Carvalho, 2016). 



35 

Diversas substâncias podem ser empregadas para aumentar o índice 

metafásico de meristemas radiculares (Planchais et al., 2000). Agentes anti-

tubulínicos, como o APM, inibem a formação do fuso mitótico e fazem com que 

as células permaneçam estacionadas (bloqueadas) na fase de metáfase 

(Verhoeven et al., 1990; Halfmann et al., 2007). Além dos anti-tubulínicos, certas 

substâncias, como a afidilcolina e a hidroxiuréia (HU), podem ser aplicadas em 

uma etapa anterior com o objetivo de sincronizar as células meristemáticas em 

uma mesma etapa do ciclo celular (Planchais et al., 2000). A HU é um inibidor 

reversível da ribonucleotídeo redutase, uma enzima que catalisa a redução de 

ribonucleosídeos difosfato nos seus desoxirribonucleotídeos trifosfato (dNTPs) 

correspondentes (Alvino et al., 2007). Na presença de uma concentração 

adequada de HU, os níveis reduzidos de dNTPs fazem com que as células 

meristemáticas permaneçam estacionadas na fase G1/S (Planchais et al., 2000). 

Quando a HU é removida por lavagem, as células meristemáticas retomam o 

ciclo celular de forma sincronizada (Dole�el et al., 1999; Winnicki et al., 2013). O 

posterior tratamento desses meristemas sincronizados com um bloqueador 

resulta na obtenção de um grande número de células em metáfase (Dole�el et 

al., 1992; Dole�el et al., 1999; Polit, 2008). 

Cromossomos bem espalhados, sem sobreposições e sem resíduos de 

citoplasma ou parede celular foram gerados por meio da associação entre a 

maceração enzimática da parede celular e as técnicas de dissociação celular e 

secagem ao ar. Tanto no PRINS quanto no FISH, uma elevada razão 

sinal:background foi obtida sem a necessidade de tratamento com substâncias 

permeabilizantes (Figuras 1 e 2). A presença de resíduos de citoplasma sobre 

as preparações cromossômicas pode dificultar o acesso da sonda (FISH) ou 
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primer (PRINS) ao DNA alvo durante a aplicação de técnicas de citogenética 

molecular (Kjeldsen e Kolvraa, 2002; Zhang e Friebe, 2009; Wang et al., 2015). 

Em muitos casos, principalmente quando a técnica de esmagamento é usada 

para a confecção das lâminas, a aplicação de substâncias como pepsina, HCl 

ou ácido acético é necessária para aumentar a permeabilidade do material 

(Kjeldsen e Kolvraa 2002; Karafiátová et al., 2016). No entanto, a utilização 

desses tratamentos nem sempre contribui para o aumento da razão 

sinal:background e podem levar à danos na estrutura da cromatina (Kaczmarek 

et al., 2006; Kirov et al., 2014). 

Diferenças na morfologia dos cromossomos metafásicos entre espécies 

influenciam na resolução das técnicas de citogenética molecular (Danilova e 

Birchler, 2008). Dentro desse contexto, as espécies Z. mays e E. dunnii foram 

escolhidas como modelos não apenas em virtude de sua relevância comercial, 

mas por apresentarem cariótipos com diferenças acentuadas em relação ao 

tamanho relativo dos cromossomos.  Z. mays exibe cromossomos relativamente 

grandes e facilmente distinguíveis, sendo que o maior cromossomo do cariótipo 

exibiu comprimento de 3,94 µm (Figura 2b) ou 4,17 µm (Figura 2d).  Em 

contraste, as espécies do gênero Eucalyptus possuem cromossomos 

relativamente pequenos e sua classificação tem sido considerada laboriosa por 

alguns autores (Matsumoto et al., 2000; Oudjehih et al., 2006). No entanto, 

Carvalho e Carvalho (2016) demonstraram que a identificação e classificação 

dos cromossomos de Eucalyptus spp. é possível, desde que as preparações 

cromossômicas exibam elevada qualidade estrutural da cromatina. O primeiro 

par do cariótipo de E. dunnii exibiu um comprimento total de 2,73 µm (Figura 1b), 

quase a metade em relação a Z. mays. A despeito dessas diferenças, o protocolo 
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de PRINS se mostrou adequado para gerar sinais nítidos tanto nos 

cromossomos metafásicos de Z. mays como nos de E. dunnii, evidenciando a 

reprodutibilidade do mesmo para duas espécies com cromossomos de tamanhos 

relativamente diferentes.  

A região 5S de E. dunnii e Z. mays foram detectadas pela primeira vez por 

meio da técnica de PRINS. Os genes de rDNA 5S em E. dunnii formam um 

cluster pericentromérico no braço curto do par de cromossomos número 5 

(Figura 1b e 1c). Esse consiste no primeiro relato da aplicação técnicas de 

citogenética molecular na espécie E. dunnii. Ribeiro et al. (2016) conduziram um 

estudo pioneiro de citogenética molecular no gênero Eucalyptus. As regiões 45S 

(relacionada a NOR) e 5S foram mapeadas nos cromossomos 1 e 3, 

respectivamente, de todas as seis espécies avaliadas (E. cornuta, E. 

occidentallis, E. camaldulensis, E. grandis, E. globulus e E. pulverulenta), ambas 

no braço curto e em posição pericentromérica. É importante ressaltar que a 

classificação dos cromossomos de E. dunnii no presente estudo foi divergente 

em relação a classificação proposta por Ribeiro (2016) para outras espécies do 

mesmo gênero. Em nossas análises, o cromossomo de E. dunnii contendo a 

NOR foi classificado como o par número 6, conforme Carvalho e Carvalho (2016) 

para E. citriodora, e Carvalho (2016) para E. botryoides, E. baileyana, E. 

microcorys e E. intermedia. Essa divergência em relação a posição do 

cromossomo portador da NOR no cariograma pode ocorrer devido a alguns 

autores considerarem, ou não, a constrição secundária e o satélite nas análises 

morfométricas (Rosado et al., 2009).  No cariótipo da Figura 1b, por exemplo, 

observa-se que apenas um dos cromossomos do par número 6 apresenta a NOR 

estirada, enquanto o outro integrante do par encontra-se compactado. Enquanto 
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o cromossomo que contém a NOR estirada possui um tamanho próximo ao par 

número 1, o seu homólogo compactado é, claramente, menor do que os pares 

de 1 a 5. 

A sequência de rDNA 5S de E. dunnii foi detectada em posição 

pericentromérica em nossas análises, assim como em Ribeiro et al. (2016) para 

outras espécies do mesmo gênero. No entanto, o cromossomo ao qual ela foi 

alocada se mostrou divergente, sendo par número 5 no presente estudo e par 3 

em Ribeiro et al. (2016). Diferentes autores têm relatado a elevada 

homogeneidade apresentada entre os cariótipos de espécies do gênero 

Eucalyptus e, até mesmo, entre Eucalyptus e Corymbia, um gênero 

proximamente relacionado (Matsumoto et al., 2000; Oudjehih e Abdellah, 2006; 

Carvalho, 2016). Desse modo, é provável que as diferenças observadas na 

localização da NOR e das marcas de rDNA 5S entre E. dunnii e as espécies 

avaliadas por Ribeiro et al. (2016) sejam resultantes de variações nas 

metodologias de identificação e classificação dos cromossomos entre os dois 

estudos.  

Em Z. mays, o sinal de fluorescência gerado pela técnica de PRINS foi 

observado na porção terminal do braço longo do cromossomo 2 (Figura 2b), de 

acordo com o reportado pela literatura (Chen et al., 2000; Li e Arumuganathan, 

2001). A técnica de FISH conduzida com o intuito de confirmar os dados obtidos 

na reação de PRINS. A amplificação do DNA de Z. mays por meio do primer 

específico para a região 5S de E. globulus gerou fragmentos de 

aproximadamente 400 pb em elevada quantidade, além de bandas mais fracas 

entre 400 e 800 pb (Figura 3a). Após a reação de marcação da sonda, os 

fragmentos foram restringidos a um tamanho ligeiramente acima de 400 pb 
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(Figura 3b). O tamanho dos segmentos a serem utilizados como sonda no FISH 

é considerado um fator crítico para o processo de hibridização. Fragmentos com 

tamanhos entre 200 e 500 pb são considerados ideais, uma vez que apresentam 

boa estabilidade de ligação e, ao mesmo tempo, uma elevada capacidade de 

acesso ao DNA-alvo (Guerra, 2004). A hibridização entre as sondas 

fluorescentes produzidas nas etapas mencionadas e o DNA alvo gerou sinais 

nítidos na região terminal do braço longo do cromossomo 2 (Figura 2d), assim 

como detectado por meio do PRINS. 

O tempo total necessário para a condução do FISH, considerando o tempo 

gasto para a construção da sonda e para a hibridização, foi de no mínimo quatro 

dias. Por outro lado, todo o procedimento associado ao PRINS, desde o pré-

tratamento das lâminas até a visualização, foi conduzido em aproximadamente 

2 horas. Essa rapidez associada a técnica de PRINS tem sido considerada uma 

das principais vantagens em relação ao FISH (Kubaláková e Dolezel, 1998; 

Menke et al., 1998; Kubaláková et al., 2001; Talia et al., 2011). Talia et al. (2011) 

empregaram as técnicas de BAC-FISH e C-PRINS para a detecção de genes de 

cópia única em cromossomos metafásicos de Helianthus annuus L. Embora a 

técnica de BAC-FISH tenha permitido detectar os sinais de fluorescência, a 

presença de elementos repetitivos nos clones de BAC exigiu a aplicação de DNA 

competidor para redução de background. Por outro lado, o C-PRINS se mostrou 

uma alternativa altamente sensível, rápida e mais específica, uma vez que as 

características intrínsecas da técnica evitaram a detecção de DNA repetitivo. 

Essas características tornam o PRINS uma técnica de elevado potencial para o 

mapeamento físico de sequências em genomas vegetais. 
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A posição dos genes de rDNA 5S não se encontra disponível no mapa de 

ligação de Eucalyptus spp. (�EucaMaps�, disponível em: 

http://w3.pierroton.inra.fr/eucamaps/) e, até a condução do presente trabalho, o 

único relato de seu mapeamento físico havia sido provido por Ribeiro et al. 

(2016). Os genes de rDNA 5S de Z. mays, por outro lado, têm sido mapeados 

por meio de diferentes metodologias. Li e Arumuganathan (2001) utilizaram a 

técnica de FISH para revelar a localização física dos loci de rDNA 5S no genoma 

de Z. mays e integraram as informações obtidas com o mapa de ligação 

disponível. Como esperado, os autores observaram que a posição física do rDNA 

5S foi divergente em relação ao seu sítio genético no mapa de ligação. Essas 

inconsistências ocorrem pelo fato de as taxas de recombinação não serem 

uniformemente distribuídas ao longo do genoma, fazendo com que as distâncias 

obtidas nos mapas de ligação não reflitam, necessariamente, as distâncias 

físicas reais (Sun et al., 2013). Além das distâncias, a ordem das sequências 

também pode se mostrar divergente entre os mapas físico e de ligação (Zhao et 

al., 2002; Koo et al., 2008; Sun et al., 2013), o que consiste em uma dificuldade 

na aplicação dos mapas de ligação para guiar o alinhamento e montagem de 

genomas em programas de sequenciamento (Sun et al., 2013). Por esses 

motivos, a integração dos mapas de ligação com os mapas físicos obtidos por 

técnicas de citogenética molecular mostra-se fundamental para confirmar a 

localização de sequências nos grupos de ligação. 

O mapeamento de sequências repetitivas tem sido considerado um dos 

principais desafios no sequenciamento genômico (Hoskins et al., 2002; 

Treangen e Salzberg, 2012). A presença de sequências repetitivas cria 

ambiguidades no alinhamento dos fragmentos, dificultando a interpretação dos 
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dados e a montagem do genoma (Treangen e Salzberg, 2012).  As técnicas de 

citogenética molecular, por outro lado, têm sido consideradas as ferramentas 

mais eficientes para o mapeamento de sequências repetitivas, uma vez que 

revelam a localização física e inequívoca das mesmas nos cromossomos 

(Hoskins et al., 2007; Larracuente e Ferree, 2015). Dentro desse contexto, a 

integração entre os resultados obtidos para E. dunnii no presente estudo e os 

dados de sequenciamento disponíveis para o genoma de Eucalyptus (Myburg et 

al., 2014) tem o potencial de auxiliar no alinhamento dos fragmentos associados 

aos genes de rDNA 5S e montagem do genoma sequenciado.  
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7 CONCLUSÕES 

Um protocolo de PRINS para a localização de sequências de rDNA 5S foi 

otimizado para duas espécies com cromossomos de tamanhos relativamente 

diferentes: E. dunnii e Z. mays. Pela primeira vez, foi relatada a aplicação de 

técnicas de citogenética molecular na espécie E. dunnii. Para Z. mays, esse 

estudo consiste no primeiro relato do mapeamento de sequências específicas 

por meio da técnica de PRINS. 

Os genes de rDNA 5S em E. dunnii exibiram um padrão de cluster com 

posição pericentromérica no braço curto do cromossomo número 5. Em Z. mays, 

os mesmos genes foram mapeados na região terminal do braço longo do 

cromossomo número 2. A aplicação das técnicas de citogenética clássica 

associadas ao protocolo de PRINS forneceu sinais de fluorescência nítidos e 

background reduzido em ambas as espécies, evidenciando a sua 

reprodutibilidade.  

Os dados obtidos no presente trabalho fornecem informações importantes 

para o desenvolvimento e aperfeiçoamento das técnicas de mapeamento físico 

em E. dunnii e Z. mays. Para E. dunnii, especialmente, o conhecimento da 

localização física dos genes de rDNA 5S pode ser integrado aos dados de 

sequenciamento disponíveis para Eucalyptus e auxiliar no correto 

posicionamento da mesma no genoma sequenciado.  
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