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RESUMO

A espécie cultivada do amendoim (Arachis hypogaea L.) pertence a familia Fabaceae e
ao género Arachis, composto por quase 100 espécies endémicas da América do Sul. A
secdo Arachis, a qual pertence o amendoim cultivado, é composta por 31 espécies e € a
que mais apresenta caracteres evolutivos recentes. O Brasil se destaca por reunir todas
as secgdes e a maioria das espécies contidas nelas. A utilizacdo de técnicas citogenéticas
classica e molecular nas ultimas décadas tem permitido ao melhoramento o acesso a
informacBes importantes sobre o caridtipo de espécies economicamente importantes,
como é o caso do amendoim. No presente trabalho, foi caracterizado citologicamente
uma variedade hibrida (BRS Pérola Branca) juntamente com seus progenitores (BR1 x
LVIPE-06) por meio de diversas técnicas citogenéticas visando localizar marcas
cromossomo especificas e sua interacdo no cariotipo do hibrido. Os dados obtidos no
presente estudo revelaram uma extensa semelhanca cariotipica entre as variedades
estudadas, que apresentaram complemento diploide com 2n = 40 cromossomos que
variaram de 1,20 a 3,14um, morfologia de meta a submetacéntrica e padrdo de
condensacdo, proximal. As variedades BR1, LviPE-06 e BRS Pérola Branca
apresentaram 20 bandas DAPI® pericentroméricas e 6 bandas de heterocromatina
(CMA™) adjacentes. A hibridizago in situ com sondas de DNA ribossomal evidenciou,
trés pares de DNAr 45S, sempre correspondendo as bandas heterocromaticas CMA”™.
Quatro blocos de DNAr 5S foram observados na regido pericentromérica de dois pares
cromossdmics nos trés acessos estudados. A imunocoloragdo com 0 anticorpo anti-
H4K5ac foi evidenciada na eucromatina descondensada terminal dos cromossomos pro-
e metafésicos e na cromatina difusa dos nucleos interfasicos. A marcacdo com anti-
H3S10f ocorreu nos pericentromeros dos cromossomos e foi sempre ausente na
intérfase. Sabe-se que informacdes citogenéticas sdo valiosas para 0 conhecimento dos
eventos evolutivos entre grupos proximos ou distantemente relacionados, permitindo
uma ampla comparacdo entre e intra espécies de interesse econémico. As informacoes
obtidas com o0 uso dessas técnicas poderdo ser Uteis para estudos futuros de

melhoramento do amendoim e espécies afins.

Palavras-Chave: bandeamento, FISH, imunocoloracéo, hibrido, amendoim.
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ABSTRACT

The species cultivated peanut (Arachis hypogaea L.) belongs to the Fabaceae family,
genus Arachis, composed of nearly 100 endemic species of South America The Arachis
section, to which belongs the cultivated peanut, consists of 31 species that presents
more recent evolutionary characters. Brazil stands out for bringing together all sections
and most species. The use of cytogenetic (banding) and molecular techniques in recent
decades has allowed to improve access to important information about the species
karyotype. With this work aimed to characterize a hybrid variety (BRS White Pearl) and
their parents (BR1 LVIPE x-06) through various cytogenetic techniques aiming to find
specific brands and their interaction chromosome karyotype of the hybrid. The data
obtained in this study reveal a huge karyotypic similarity between the varieties
presented 2n = 40, with small chromosomes and morphology of the target and standard
submetacéntrica proximal condensation. The BR1 LviPE-06 and BRS Pearl White
varieties showed 20 DAPI + bands and 6 bands pericentromeric heterochromatin (CMA
+) adjacent. In situ hybridization with ribosomal DNA probes showed three or four
pairs of 45S rDNA, always corresponding to heterochromatic bands CMA +. Four
blocks of 5S rDNA in the pericentromeric region were observed for all the studied
accessions. Immunostaining with anti-H4K5ac antibody was detected as bands of
metaphase chromosomes terminal euchromatin and decondensed chromatin of
interphase nuclei diffuse. Labeling with anti-H3S10f occurred in pericentromeric region
in the chromosomes and absent in interphase. Jobs like this help to identify small
changes arising through evolutionary events and also the cytogenetic characterization of
varieties of cultivated peanut that have morphological differences, mainly in grains,

which could aid in peanut breeding programs.

Key-Words: Banding, FISH, immunostaining, hybrid, peanuts.
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1. INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma leguminosa pertencente a familia
Fabaceae e género Arachis (L.). Este género € composto por cerca de 80 espécies
endémicas da América do Sul e seu centro de origem Brasileiro-Paraguaio, onde 69
espécies foram descritas por Krapovikas e Gregory (1994) e as demais por Valls e
Simpson (2005), as quais foram divididas em nove se¢des taxondmicas, com base em
caracteres morfoldgicos, viabilidade de cruzamentos e distribuicdo geografica. A se¢édo
Arachis, a qual pertence o amendoim cultivado, é composta por 31 espécies
(KRAPOVICKAS & GREGORY, 1994; VALLS & SIMPSON, 2005), sendo a que
mais apresenta caracteres evolutivos recentes (VALLS, 2005; VALLS & SIMPSON,
2005). O Brasil possui destaque por reunir todas as seccdes e a maioria das espécies
nela contidas.

De acordo com Seijo et al. (2004), Arachis hypogaea, o amendoim, é uma espécie
tetrapldide com 2n=40, originada de duas espécies silvestres: Arachis duranensis
(Krapovickas & Gregory) e A. ipaensis (Krapovickas & Gregory). O amendoim ¢é
considerado uma espécie autdbgama e com uma estrutura reprodutiva que facilita a
autofecundacio. E a Unica espécie do género cultivada em larga escala. Seu ciclo é
anual, seu porte pode ser ereto com aproximadamente 60 cm de altura ou prostrada com
30 cm. Seu fendtipo difere substancialmente das espécies silvestres da secdo Arachis
(BUROW et al., 2008). Suas plantas possuem geralmente maior biomassa, maior porte,
folhas e frutos. As flores sdo sésseis, com corola alaranjada ou amarelada. Os frutos sdo
subterrdneos com 1 a 5 sementes, podendo apresentar-se separadas por istmo. As
sementes sdo lisas, com tegumento variando do vermelho ao preto (SILVA, 2007).

No Brasil, esta espécie vem sendo cultivada ha séculos, porém entre as décadas de
70 e 80 a cultura tornou-se uma das principais economias existentes nas pequenas
propriedades agricolas do pais. Nessa época, 0 Brasil chegou a ser um dos maiores
produtores mundiais com 700.000 ha plantados e uma producdo de grdos de 900.000
toneladas (FREITAS et al.,, 2005). Nesse periodo, o produto era destinado
principalmente ao mercado de Oleo para ser utilizado na industria oleoquimica de
alimentos. Atualmente, com o auxilio do melhoramento, é uma cultura com produgéo
em ascensdo, com um representativo aumento nos ultimos anos, sendo seus produtos
destinados principalmente a industria alimenticia e também ao mercado de 6leo (MELO
FILHO & SANTOS, 2010).
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O melhoramento vegetal do amendoim obteve grandes avangos nas Ultimas décadas
no Brasil. O Banco Ativo de Germoplasma de Amendoim localiza-se na Embrapa
Algodéao (Campina Grande), com 228 acessos, originarios de diversos paises e regides
do Brasil, especialmente da regido Nordeste. A maioria dos acessos esta caracterizada,
incluindo avaliacdo agrondmica e molecular. Diferentemente, dados de caracterizacéo
citologica sdo mais escassos quando comparados com o conjunto de informacdes
disponiveis por outras técnicas (SANTOS et al., 1997; SILVA et al., 2009). Estudos
citogenéticos compreendem a descricdo do numero e morfologia, deteccdo de
polimorfismos e alteragdes numeéricas ou estruturais. S&o estudos de grande importancia
para a caracterizacdo de espécies cultivadas, uma vez que, possibilitam ao melhorista
um manejo mais adequado e mais preciso das plantas para junto com os métodos de
melhoramento executar a selecdo dos melhores caracteres (GUERRA, 1988).

A utilizacdo de técnicas citogenéticas e moleculares e 0 avango destas nas ultimas
décadas tém permitido ao melhoramento o acesso a informagdes importantes para um
estudo mais aprofundado da origem, das alteracGes e melhoramento de espécies como:
algoddo, amendoim, arroz, feijio, mandioca, entre outras (BOREM, 2005). Sobre o
amendoim, os principais trabalhos citologicos foram realizados por Lavia (2001), Seijo
et al. (2004), Robledo e Seijo (2008), Silva et al. (2010). Os dados indicam que seus

cariotipos sdo estaveis e geralmente possuem pouca variagdo citolégica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas Botanicas de Arachis hypogaea L. — 0 amendoim

O amendoim é uma Leguminosae que pertence a ordem Fabales, familia
Fabaceae, subfamilia Papilionidae, género Arachis L. e espécie Arachis hypogaea L.,
com centro de origem Sul-Americano (Brasileiro-Paraguaio) e distribuicdo natural de
espeécies selvagens no Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina e Uruguai (Fig. 1) (VALLS
& SIMPSON, 1994; BUENO et. al., 2006). O género possui cerca de 80 espécies
endémicas da América do Sul, das quais 69 foram descritas por Krapovikas e Gregory
(1994) e as demais por Valls e Simpson (2005), sendo dividida em nove secOes
taxonbmicas com base em caracteres morfoldgicos, viabilidade de cruzamentos e
distribuicdo geografica. A secdo Arachis, a qual pertence o amendoim cultivado, é
composta por 31 espécies (KRAPOVICKAS & GREGORY, 1994; VALLS &
SIMPSON, 2005) e se destaca filogeneticamente por apresentar caracteres evolutivos
recentes, tais como porte da planta e tamanho das sementes (VALLS, 2005; VALLS &
SIMPSON, 2005). O Brasil, por sua vez, possui destaque por reunir todas as sec¢oes e a

maioria das espécies de Arachis.

Figura 1. Mapa indicando a distribuicdo das espécies da se¢do Arachis e seu centro de origem Brasileiro-Paraguaio
(&rea hachurada). Fonte: Krapovickas & Gregory, 1994.
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Arachis hypogaea possui varios nomes populares em diferentes idiomas: amendoim,
amendoi, jinguba, mancarra, mandobi, mandubi, entre outros, e é considerado como
uma espécie autdbgama, com uma estrutura reprodutiva, que facilita a autofecundacéo,
com baixa taxa de alogamia, sendo composta por oito anteras e estigma na mesma altura
ou ligeiramente acima das anteras, sendo que todas as estruturas sdo envoltas por uma
quilha. Possui ciclo anual e suas flores séo sésseis, com corola alaranjada ou amarelada.
A morfologia da flor de Arachis hypogaea L., é tipica das Leguminosae, apresentando
um célice longo e tubo delgado, com corola na base e a inflorescéncia € resultado das
mudangas nos ramos vegetativos podendo ser simples ou compostas com duas a cinco
flores, sésseis, axilares, com flores amarelas. Cada flor possui 10 estames, nove desses
estdo unidos por um filamento, formando um tubo estaminado. O pistilo da flor €
constituido pelo ovario, estilete e estigma. O ovario esta situado na base do tubo do
calice e geralmente, contem de um a quatro évulos. Os insetos sdo 0s principais agentes
polinizadores, quando ocorrem esses tipos de cruzamentos (OLIVEIRA & VALLS,
2003; SANTOS et al., 2005). Os frutos sdo subterraneos com 1 a 5 sementes, podendo
apresentar-se separadas por istmo. As sementes sdo lisas, com tegumento variando do
vermelho ao preto (SILVA, 2007).

Uma das caracteristicas botanicas mais marcantes nas espécies de Arachis, é a
presenca de gindforo dotado de geotropismo positivo o que leva a formacéo dos frutos
sob o solo. Atualmente, sabe-se com clareza que o tamanho do gin6foro esté sob efeito
genético e ambiental (SANTOS & GODOQY, 1999; SANTOS et al., 2005).

2.2. Importancia Econdmica do amendoim

O amendoim vem sendo cultivado ha séculos no Brasil, mas somente entre as
décadas de 70 e 80 tornou-se uma cultura expressiva no pais. Nessa época, o Brasil
chegou a ser um dos maiores produtores mundiais com uma produgdo de grdos de
900.000 toneladas e 700.000 ha plantados (FREITAS et al., 2005). Nesse periodo, 0
produto era destinado principalmente ao mercado de 6leo para ser utilizado na industria
oleoguimica de alimentos. Com os problemas decorrentes da presenca de aflatoxina nos
grdos (substancia toxica produzida pelo fungo Aspergillus flavus), da retracdo de pregos
do produto no mercado e da expansdo da soja no Brasil, a area cultivada com amendoim

teve um grande declinio, principalmente nas regides Sul e Sudeste, 0 que provocou uma
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mudanga no fluxo desse produto que passou a ser destinado ao mercado de graos
(MELO FILHO & SANTOS, 2010).

Do ponto de vista alimentar, os grdos de amendoim possuem alto valor nutritivo e
sdo altamente caloricos. As sementes possuem teores cerca de 48% de 6leo e 33% de
proteina, sendo, portanto, um alimento que pode contribuir significativamente para
melhorar a dieta alimentar de populagdes de baixa renda, especialmente para criangas na
fase escolar, tanto pelo consumo isolado como suplementado com outros produtos
(FREIRE et al., 2005).

A producéo brasileira de amendoim tem se mantido em torno de 360.000 toneladas,
sendo 87,6% deste total oriundo do estado de S&o Paulo e o restante, distribuido entre as
regides Sul, Centro—Oeste e Nordeste (IBGE, 2014). A regido Nordeste é o segundo
maior polo consumidor de amendoim no Brasil, com uma demanda regional superior a
50 mil toneladas de vagens/ano (SANTOS et al., 2005). O Estado da Bahia, principal
produtor regional com 80% da area cultivada no Nordeste (IBGE, 2014), € o maior pélo
consumidor de amendoim, seguido de Pernambuco que, embora produza pouco para
atender sua demanda, concentra o cultivo desta oleaginosa nas regides da Zona da Mata
Norte e no Vale do Sdo Francisco, onde nesta ultima é conduzido sob condicGes
irrigadas (SANTOS et al., 2007).

A farinha do amendoim, geralmente utilizada no fabrico de tortas, pacocas, bolos,
entre outros, € uma excelente fonte de alimento, com médias de 45% a 54% de proteina,
32% a 38% de carboidratos e quase o dobro da quantidade de aminoacidos essenciais a
dieta humana, principalmente arginina, de grande importéancia para lactentes (FREIRE
et al., 2005).

Segundo Melo Filho e Santos (2010), no estado de S&o Paulo, ha décadas os
produtores da zona canavieira vém adotando o manejo do amendoim em consércio com
a cana, nos periodos de entre-safra, conferindo varios beneficios a lavoura principal,
desde a melhoria na fertilidade dos solos, controle de nematdides e agregacdo de renda
adicional, vinda da lavoura do amendoim. Ainda de acordo com Melo Filho e Santos
(2010), em Ribeirdo Preto, cerca de 60.000 ha de cana tem sido utilizado em consorcio
com amendoim, reduzindo o custo de renovacao do canavial em aproximadamente 50%.

Dados atuais da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2014) indicam
que, Séo Paulo é o maior produtor de amendoim primeira safra, responsavel por 96,67%

da producéo do pais na safra 2012/13. Segundo informacdes obtidas junto a Cooperativa
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Coplana de Jaboticabal, o amendoim poderia ter sua area aumentada nesta safra,
entretanto, por falta de areas disponiveis estd limitada. Mesmo assim o levantamento
aponta um aumento entre 2,0 a 6,0%. Os produtores estdo considerando atrativos os
precos atuais, tanto internos como externamente. Grande parte do amendoim plantado
(80%) é o Ranner, altamente produtivo, o qual tem sua producdo destinada aos
mercados europeus. Este amendoim esta sendo vendido ao mercado interno em torno de
R$ 28,00 sc/25kg e ao mercado externo entre US$ 1.500/1.700, considerado
remunerador em funcao do dolar elevado. Estima-se que a producdo nacional podera ser
de 304,3 a 316,7 mil toneladas.

O amendoim também pode ser utilizado como alternativa para produgdo de
biodiesel no Nordeste. Todos os Oleos vegetais considerados Oleos fixos ou
trigliceridicos podem ser empregados na producéo de biodiesel, entretanto, dependendo
da oleaginosa em questdo, o rendimento em dleo e consequentemente, em biodiesel é
variavel. No caso do amendoim, a variedade com maior importancia para a producéo de
biodiesel é a BRS Pérola Branca. Entre as culturas temporarias empregadas para essa
finalidade, destaque é dado para a soja, amendoim e o girassol (PARENTE, 2003). O
primeiro e 0 segundo sdo amplamente empregados na alimentacdo humana, o que por si
s0, estabeleceria competicdo entre mercados. O amendoim, que no passado foi excluido
pela soja na alimentacdo humana, pode voltar a cena como grande fonte de 6leo para a
producdo de biodiesel (PARENTE, 2003).

O amendoim vem sendo utilizado na Zona da Mata de Pernambuco, que abrange
cerca de 12 mil Km? de cana cultivada, cuja lavoura tem sido mantida em regime de
monocultivo pelos produtores hd quase cinco séculos (FUNDAJ, 2010). Nos Gltimos
anos, acles governamentais tém estimulado o cultivo de outras lavouras na area
canavieira, entre elas, a do amendoim, como forma de garantir a subsisténcia de grande
parte dos agricultores que habitam a regido e principalmente agregar renda ao
agronegocio familiar. Nesse aspecto, areas destinadas a renovacao do canavial seriam
passiveis de serem cultivadas com esta oleaginosa, o que contribuiria para melhorar as
condig@es fisico—quimicas do solo intermitentemente explorado pela cana (FUNDAJ,
2010).

2.3. Melhoramento do amendoim no Brasil
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No melhoramento vegetal, trés recursos basicos devem ser explorados para a
obtencdo de maior variabilidade genética (FARIAS, 1996). O primeiro é 0
conhecimento das diferencas hereditarias entre os gendtipos da espécie cultivada, o
segundo, faz referéncia as diferencas que podem ser criadas artificialmente pelo uso de
mutacdes e o terceiro sdo as diferencas que ocorrem entre as espécies selvagens e as
espécies cultivadas (FARIAS, 1996).

No Brasil, hd um Banco Ativo de Germoplasma de Amendoim localizado na
Embrapa Algodao (Campina Grande, PB). Este banco possui 228 acessos, oriundos de
diversos paises e regiGes do Brasil, especialmente da regido Nordeste e tem 0 objetivo
de enriquecer, caracterizar, multiplicar, documentar e divulgar 0s acessos de
germoplasma de amendoim (Arachis hypogaea). A maioria dos acessos esta
caracterizada, incluindo avaliacdo agronémica (SANTOS et al., 1997).

Nos Ultimos anos, a perda do poder germinativo das sementes foi constatada em
mais de 70% dos acessos (SUASSUNA et al., 2005), comprometendo tanto a
conservacao quanto o intercambio de acessos de amendoim. A regeneracdo dos acessos
do banco com sementes inviaveis se faz necessaria, uma vez que o0 baixo poder
germinativo prejudica a avaliagdo dos acessos e a variabilidade. A impossibilidade de
avaliar a maioria dos acessos do BAG, devido ao baixo poder germinativo das
sementes, também restringe em muito a variabilidade disponivel para ser explorada pelo
programa de melhoramento. H& demandas pela introducdo de cultivares mais
produtivas, resistentes as doencas e com caracteristicas tecnoldégicas que atendam a
indUstria de alimentos e ao mercado externo (GODOY et al., 1999 e GODOY 2001).

A caracterizacdo dos acessos do BAG Amendoim é fundamental para identificar
gendtipos adaptados a regido Nordeste, que foram utilizados no programa de
melhoramento, resultando no lancamento das cultivares BR-1, BRS 151L-7 e BRS
Havana (SANTOS et al., 2005; ALVES et al., 2006). Segundo a Embrapa (2014), a
expectativa é que a caracterizacdo agrondmica e tecnoldgica dos acessos recuperados e
das novas introducBes, além de restaurar a conservacao e intercdmbio, permita
identificar genotipos com potencial para serem utilizados pelo Programa de
Melhoramento de Amendoim, atendendo as novas demandas da cadeia produtiva do
amendoim no Brasil. Uma nova colec¢do serd incorporada ao BAG Amendoim com
acessos que estdo sendo mantidos e caracterizados pela Embrapa Clima Temperado
(EMBRAPA, 2014).
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2.4. Caracteristicas agronémicas das variedades de amendoim da regido Nordeste

Todas as cultivares de amendoim desenvolvidas pela Embrapa Algodao, séo
recomendadas para manejo na regido Nordeste do Brasil. Entre elas, trés sdo de porte
ereto, com ciclo entre 85 e 90 dias e destinadas para os mercados de consumo in natura
ou confeitaria, representadas pelas cultivares BR 1, BR 151 L7 e BRS Havana
(SANTOS et al., 2005). A mais recente cultivar desenvolvida pela empresa, em 2010, é
a BRS Pérola Branca, uma rasteira precoce destinada ao mercado de 6leo. A cultivar BR
1 (A. hypogaea subsp. fastigiata) é precoce e a linhagem LVIiPE- 06 (A. hypogaea
subsp. hypogaea) é tardia, e 0 cruzamento entre estas revelam descendentes de elevada
variabilidade genética para varios descritores agronémicos de interesse para o
melhoramento (ALVES, 2013).

As cultivares de amendoim que tem porte ereto, possuem elevada tolerancia a
condicBes de estresse hidrico, configurado pelos constantes veranicos que ocorrem,
especialmente nas regides agreste e sertdo nordestinos (NOGUEIRA & SANTOS, 2000;
SANTOS et al.,, 2005). A cultivar BR1 tem sementes com pelicula vermelha,
arredondadas, tamanho médio e teor de 6leo bruto nas sementes 45%. A linhagem
LVIPE-06 tem pelicula bege, sementes de tamanho extragrande arredondadas e teor de
6leo na faixa de 51%. J4 a BRS Pérola Branca, possui sementes grandes, arredondadas
com pelicula branca e teor de 6leo entre 50 e 52%, sendo especialmente desenvolvida
para atender os mercados de 6leo comestivel ou combustivel. A top line LVIPE-06 e a
cultivar BRS Pérola Branca sdo indicadas ao mercado de 6leos por serem 0s materiais
mais produtivos com médias de 3,04 t ha’ de vagens e 2,13 t ha™ de sementes,
correspondendo a uma elevacdo na ordem de 6,5 e 9%, respectivamente, sobre a média
geral dos genotipos rasteiros. No entanto, o rendimento em sementes foi maior na BRS
Pérola Branca (71%), embora a produtividade de 6leo dos dois gendtipos tenha se
situado em 1,1 t ha™* (SANTOS et al., 2012).

2.5. Citogenética do género Arachis L.

As primeiras analises citogenéticas convencionais no género Arachis foram
realizadas por Husted (1933, 1936), que determinou 2n=2x=20 (diplbide) para espécies
selvagens e 2n=4x=40 (tetrapldide) para a especie cultivada Arachis hypogaea. Com

base nessas andlises, um conjunto de critérios foi proposto e desenvolvido para
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enquadrar os grupos gendomicos presentes no género Arachis. Este autor observou a
forte simetria do cariotipo classificando os cromossomos de metacéntricos a levemente
submetacéntricos e a presenca de constricdes secundarias formando satélites.

A espécie cultivada do amendoim, Arachis hypogaea L., cuja configuracédo
citologica é (AABB; 2n=4x=40), tem sua possivel origem pela domesticacdo da espécie
tetraploide A. monticola (AABB) e esta, pelo cruzamento entre duas espécies silvestres
da secdo Arachis, uma de genoma “A” (com o par de cromossomos “A”), e outra de
genoma “B” (sem o par de cromossomos “A”) (GREGORY & GREGORY 1976,
1979). Arachis monticola e A. hypogaea sdo as Unicas espécies tetraploides da secdo
Arachis e formam hibridos férteis quando cruzados entre si. Com base em evidéncias
citogenéticas, aliadas ou ndo a dados moleculares e de cruzamentos interespecificos, a
hipotese mais aceita € de que A. duranensis teria sido a doadora do genoma “A”
(FERNANDES & KRAPOVICKAS, 1994; SINGH, 1986) e A. ipaensis, do genoma
“B” (SEIJO et al., 2007). De acordo com Seijo et al. (2007), em um estudo de GISH
(Hibridizacdo Gendmica in situ), o DNA genémico de A. duranensis hibridiza
preferencialmente os 20 cromossomos de A. hypogaea, todos com bandas de
heterocromatina (genoma A) , enquanto que o DNA gendmico de A. ipaensis hibridiza
preferencialmente os 20 cromossomos restantes, todos sem bandas heterocrométicas
(genoma B). Este resultado é congruente com as caracteristicas do cariétipo das
espécies dipldides, A. duranensis com bandas centroméricas em todos 0s cromossomos
e A. ipaensis sem elas.

Estudos citogenéticos de Fernandéz e Krapovickas (1994), Lavia (1998) e Pefialoza
e Valls (2005) identificaram trés genomas distintos para o género Arachis. O primeiro,
genoma “A”, assim chamado por apresentar um par cromossomico (par A) com
coloracdo diferenciada e tamanho reduzido quando comparado aos demais. Este € o
genoma da maioria das espécies diploides do género. As espécies que ndo apresentam o
par A, sdo consideradas genoma “B”, como exemplo temos A. ipaensis e A. magna. A
espécie A. glandulifera representa o genoma “D”, que tem como caracteristica seis pares
de cromossomos acrocéntricos, diferindo dos outros tipos de genoma (MILLA et al.,
2005; SEIJO et al., 2004).

O emprego de diversas técnicas de citogenética tem possibilitado a caracterizacdo
cromossdmica do género Arachis. Seijo et al. (2004); realizaram estudos com técnicas

de bandeamento em diversas espécies de Arachis incluindo A. hypogaea afim de
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identificar regides ricas em GC (CMA) e AT (DAPI) e FISH constatando que metade
do caridtipo possui bandas DAPI®, para o amendoim cultivado e que as espécies
silvestres sdo ricas em CMA", com destaque para A. pusilla, que possui estas bandas em
todos os cromossomos. Trabalhos como os de Silva et al. (2010) e Martins (2010),
corroboram com o de Seijo et al. (2004), confirmando a estabilidade do cari6tipo. Por
outro lado, estudos com técnicas mais recentes como a imunocolora¢do ainda sao
escassos e tem sido realizado no amendoim no presente trabalho e de forma inédita.
Dados de imunocoloracdo com uso de proteinas modificadas tem sido de especial
importdncia na caracterizacdo citoldégica porque permite predizer regides
potencialmente ativas ou silenciadas, como no caso de alguns radicais de histonas
acetiladas (H4K5ac) ou metiladas (H3K4), ou ainda pelas histonas metiladas H3K9me2,
respectivamente revisado por Houben et al. (2006). Este tipo de estudo em conjunto
com as demais técnicas em citogenética molecular permite a associacao da atividade das
proteinas e sua interagdo com o DNA, fornecendo um panorama da estruturacdo

gendmica, numa visao citoldgica, da espécie em questao.

2.6. Importancia da Citogenética na caracterizagdo de plantas cultivadas

O melhoramento genético de plantas pode ser definido como a arte e ciéncia que
visa a modificacdo genética das plantas para torna-las Uteis ao homem, animais e
ambiente (BOREM, 2012). No entanto, a arte de melhorar depende da observacio de
caracteristicas fenotipicas desejaveis em cada individuo e, para tanto, se faz necessaria a
utilizacdo de vérias areas de conhecimento como a boténica, genética, fisiologia,
estatistica, entre outras. Dependendo do objetivo do programa de melhoramento, outras
ciéncias como a citogenética e as ciéncias do solo sdo fundamentais (BOREM, 2013).

A citogenética compreende todo e qualquer estudo relativo ao cromossomo isolado
ou em conjunto, condensado ou distendido, no que diz respeito a morfologia,
organizacdo, funcdo e replicacdo, bem como na sua variacdo e evolucdo (GUERRA,
1988). Estes estudos compreendem a descricdo do numero e morfologia cromossémica
através de coloragdo convencional, técnicas de bandeamento e citogenética molecular
envolvendo mapeamento génico e sdo de grande importancia para a caracterizacao de
espécies cultivadas, uma vez que, possibilitam ao melhorista um manejo mais adequado
e mais preciso das plantas para junto com os métodos de melhoramento executar a

selecdo dos melhores caracteres.
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Para os programas de melhoramento genético de plantas, a citogenética torna-se
fundamental, uma vez que esta auxilia 0 melhorista na selecdo de materiais adequados e
no monitoramento de possiveis alteracdes cromossémicas sejam elas numéricas e/ou
estruturais, na analise de hibridos e seus progenitores ou descendentes, na realizacdo de
estudos relacionados a transferéncia de genes entre espécies nativas e cultivadas, na
andlise das origens e reconstruc@es de poliploides, entre outros (GUERRA, 2004).

Com o desenvolvimento da citogenética molecular, técnicas como a FISH
(Hibridizacdo Fluorescente in situ), GISH (Hibridizacdo Gendmica in situ) e
Imunocoloragdo passaram a ser amplamente utilizadas, por permitirem a identificacéo
de alteragcbes cromossOmicas e possibilitarem o monitoramento da transferéncia de
genes de interesse intra e interespecifico (SYBENGA, 1998). Estas técnicas permitem
um estudo mais aprofundado do caridtipo da espécie possibilitando uma melhor

compreensdo do mesmo para aplicar técnicas de melhoramento.
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CAPITULO 1I

CARACTERIZACAO CITOMOLECULAR DA VARIEDADE BRS
PEROLA BRANCA DE Arachis hypogaea L. (O AMENDOIM
CULTIVADO) E DE SEUS GENITORES
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RESUMO

A espécie cultivada do amendoim (Arachis hypogaea L.) pertence a familia Fabaceae,
género Arachis, composto por quase 100 espécies endémicas da América do Sul. E uma
das oleaginosas mais cultivadas no mundo, com gréos ricos em proteinas e vitaminas do
complexo B, além de carboidratos, fibras, vitamina E, &cido félico e um conjunto de
minerais. A utilizacdo de técnicas citogenéticas (bandeamento) e moleculares nas
ultimas décadas tem permitido o acesso a informac6es importantes sobre o cariétipo da
espécie. Com isto, este trabalho objetivou caracterizar trés variedades do amendoim
cultivado (BRS Pérola Branca, BR1 e LVIPE-06), sendo um hibrido e seus genitores,
por meio de diversas técnicas citogenéticas visando localizar marcas cromossomo
especificos e sua interacdo no cariétipo do hibrido. Os resultados do presente estudo
revelam uma enorme semelhanca cariotipica entre as variedades estudadas apresentando
2n=40, com cromossomos pequenos, morfologia de meta a submetacéntrica e padrao de
condensagdo proximal. As trés variedades apresentaram 20 bandas DAPI”
pericentroméricas e 6 bandas de heterocromatina (CMA™) adjacentes. A hibridizacio in
situ com sondas de DNA ribossomal evidenciou, trés ou quatro pares de DNAr 45S,
sempre correspondendo as bandas heterocromaticas CMA®. Quatro blocos de DNAr 5S
na regido pericentromérica foram observados para todas as variedades. A
imunocoloragdo com o anticorpo anti-H4K5ac foi evidenciada na eucromatina
descondensada terminal dos cromossomos metafasicos e na cromatina difusa dos
nucleos interfasicos. A marcacdo com anti-H3S10f ocorreu nos pericentrdmeros dos
cromossomos e ausente na intérfase. Trabalhos como este contribuem para identificar

as pequenas modificacBes surgidas por eventos evolutivos e também a caracterizacdo
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citogenética de variedades do amendoim cultivado que possuem diferencas
morfologicas, principalmente nos grdos, podendo auxiliar em programas de

melhoramento do amendoim.

PALAVRAS-CHAVE: bandeamento, FISH, histonas, hibrido, amendoim.

ABSTRACT

The species cultivated peanut (Arachis hypogaea L.) belongs to the Fabaceae family,
genus Arachis, composed of nearly 100 endemic species of South America.'s One of the
most cultivated oilseeds in the world, with grains rich in protein and B vitamins, besides
carbohydrates, fiber, vitamin E, folic acid, and a set of minerals. The use of cytogenetic
(banding) and molecular techniques in recent decades has allowed access to important
information about the species karyotype. With this, this study aimed to characterize
three varieties of cultivated peanut (BRS Pearl White, BR1 and LVIiPE-06), being a
hybrid and its parents, through various cytogenetic techniques aimed locate specific
brands and their interaction on chromosome karyotype of the hybrid. The results of this
study reveal a huge karyotypic similarity between the varieties presented 2n = 40 with
small chromosomes, morphology goal submetacéntrica and standard proximal
condensation. The three varieties showed 20 DAPI + bands and 6 bands pericentromeric
heterochromatin (CMA +) adjacent. In situ hybridization with ribosomal DNA probes
showed three or four pairs of 45S rDNA, always corresponding to heterochromatic
bands CMA +. Four blocks in pericentromeric 5S rDNA region were observed for all
varieties. Immunostaining with anti-H4K5ac antibody was detected in the terminal
metaphase chromosomes decondensed euchromatin and diffuse chromatin of interphase
nuclei. Labeling with anti-H3S10f pericentrémeros occurred in the chromosomes and
absent in interphase. Works such as this help to identify small changes arising through
evolutionary events and also cytogenetic characterization of varieties of cultivated
peanut that have morphological differences, mainly in grains, which could aid in peanut

breeding programs.

KEY-WORDS: Banding, FISH, histones, hybrid, peanuts.
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INTRODUCAO

Arachis ¢ um dos géneros de leguminosas mais importantes do mundo e
compreende 80 espécies endémicas da América do Sul tendo como espécie de maior
importancia, Arachis hypogaea (L.), 0 amendoim cultivado, que tornou-se uma cultura
importante para o pais devido ao seu alto teor de proteina e 6leo (SILVA et al., 2010;
MARI et al., 2013). O género foi dividido em nove secfes taxondmicas e a secao
Arachis, a qual pertence o amendoim cultivado, € composta por 31 espécies que
apresentam os caracteres evolutivos mais recentes, tais como o fruto desenvolvido, que
sdo de grande importancia para a obtencdo de novas variedades (KRAPOVICKAS e
GREGORY, 1994; VALLS, 2005; VALLS e SIMPSON, 2005).

Arachis hypogaea € considerada uma espécie autbgama, com uma estrutura
reprodutiva, que facilita a autofecundacdo e uma baixa frequéncia de alogamia
(BOREM, 2013). As cultivares de amendoim de porte ereto, possuem elevada tolerancia
a condicdes de estresse hidrico (NOGUEIRA e SANTOS, 2000; SANTOS et al., 2005).
A cultivar BR 1 tem sementes com pelicula vermelha, arredondadas, tamanho médio e
teor de 6leo bruto nas sementes 45%. A linhagem LVIPE-06 tem pelicula bege,
sementes de tamanho extragrande arredondadas e teor de 6leo na faixa de 51%. A BRS
Pérola Branca, € um hibrido gerado por meio de cruzamento entre a precoce BR 1 e a
top line LVIPE-06 e possui sementes grandes, arredondadas com pelicula branca e teor
de 6leo 52%. A top line LVIPE-06 e a cultivar BRS Pérola Branca sdo indicadas ao
mercado de 6leos (SANTOS et al, 2012).

As primeiras analises citogenéticas no género Arachis foram realizadas por
Husted (1933, 1936), que determinou 2n = 2x = 20 (dipldide) para espécies selvagens e
2n = 4x = 40 (tetrapl6ide) para a espécie cultivada Arachis hypogaea. A espécie

cultivada do amendoim, Arachis hypogaea L., cuja configuracdo citolégica ¢ (AABB;
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2n = 4x = 40), tem sua possivel origem pela domesticacdo da espécie tetraploide A.
monticola (AABB) e esta, pelo cruzamento entre duas espécies silvestres da secao
Arachis, uma de genoma “A” (com o par de cromossomos “A”), ¢ outra de genoma “B”
(sem o par de cromossomos “A”) (GREGORY e GREGORY 1976, 1979). Arachis
monticola e A. hypogaea séo as Unicas espécies tetraploides da se¢do Arachis e formam
hibridos férteis quando cruzados entre si. Atualmente, a hipotese mais aceita é a de que
A. duranensis teria sido a doadora do genoma “A” (FERNANDES e KRAPOVICKAS,
1994) e A. ipaensis, do genoma “B” (SEIJO et al, 2007).

A utilizacdo de técnicas citogenéticas e o avanco destas nas Ultimas décadas tém
permitido ao melhoramento genético de plantas o acesso a informacgdes importantes
para um estudo mais aprofundado da origem, das alteracdes cromossémicas e
melhoramento de espécies como: algoddo, amendoim, arroz, feijdo, mandioca, entre
outras (BOREM, 2013). Dentre as técnicas citogenéticas mais utilizadas estdo a
marcacdo com fluorocromos CMA e DAPI e a FISH (Fluorescent in situ Hybridizacao).
Mais recentemente, surgiu a imunocoloracdo de histonas, que em associacdo com as
demais técnicas permite entender melhor a estrutura da cromatina (HOUBEN et al.,
2006). A técnica de bandeamento fluorescente utiliza dois fluorocromos: o DAPI (4,6
diamidino-2-fenilindol) que cora fortemente as regibes do genoma ricas em AT
(Adenina-Timina), e o CMA3; (cromomicina A3z), que marca regides ricas em GC
(Guanina-Citosina), revelando assim a composicdo da cromatina (SUMNER, 2003;
SILVA e GUERRA, 2010). A FISH utiliza sondas de DNA ribossomais 5S e 45S e
permite a localizacdo exata desses e outro genes em Vvarios organismos (GUERRA,
2004) tanto em células metafasicas como nos nucleos interfasicos (ANSARI et al.
1999), possibilitando assim a comparagdo de regides gendmicas homologas e

identificando cromossomos especificos (HERRERA, 2007).
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A técnica de imunocoloragdo em associacdo a coloracdo convencional com
Giemsa, bandeamento com fluorocromosos CMA/DAPI e mesmo com a FISH, entre
outras, proporciona uma melhor compreensao da estrutura da cromatina e seu papel na
organizacdo dos genomas. Em alguns trabalhos, os autores utilizam anticorpos contra
histonas modificadas tipicas da eu- e heterocromatina que mostram diferencas na
composicdo e tipos de organizacdo da cromatina em cromossomos de plantas
(HOUBEN et al., 2003; DHAR et al., 2009; SCHUBELER, 2009; FEITOZA e
GUERRA 2011a, MARQUES et al.,, 2011). As histonas sdo proteinas estruturais
abundantes nos nucleos dos eucariotos e apresentam caudas N-terminais que estdo
sujeitas a uma série de modificacdes pds-sintese incluindo acetilacdo, fosforilacdo e
metilacdo (KOUZARIDES, 2007; LAW e JACOBSEN, 2010) que fornecem marcas
epigenéticas importantes em estudos citoldgicos e moleculares da cromatina.
Dependendo do residuo ou aminoacido modificado, as histonas podem desempenhar
funcBes diversas nas células, como por exemplo, coesdo entre cromatides, condensacdo
cromossdmica, reparo do DNA e expressdo/silenciamento génico através de alteracdes

na estrutura da cromatina e em suas propriedades funcionais (NISHIOKA et al., 2002).

Diante do exposto e levando em consideragdo a importancia econdémica do
amendoim cultivado e a escassez de estudos mais aprofundados do seu caridtipo, este
trabalho objetivou entender melhor a composicdo e estruturacdo da cromatina de trés
variedades de amendoim cultivado utilizadas na regido Nordeste do Brasil através das
técnicas de coloracdo convencional, bandeamento duplo com os fluorocromos
CMA/DAPI, Hibridizagdo Fluorescente in situ (FISH) e com a mais recente técnica em

citogenética, a imunocoloracédo de proteinas histonas.
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MATERIAL E METODOS

A. Material vegetal

Foram utilizadas sementes de trés variedades de A. hypogaea: BR 1, top line
LVIPE-06 e da cultivar BRS Pérola Branca (o hibrido) cedidas pela Embrapa Algodao —
Campina Grande — PB. Todas essas cultivares foram desenvolvidas pela Embrapa
Algoddo especialmente para o cultivo na regido Nordeste. O material vegetal foi
coletado e processado no Laboratdrio de Citogenética Vegetal da Universidade Federal

Rural de Pernambuco (LCV - UFRPE).

B. Pré-tratamento

Pontas de raizes jovens foram tratadas com solucdo de 8-hidroxiquinoleina
(8HQ) a 2 mM por 4,5 horas a 18°C, fixadas em Carnoy (etanol: acido acético/ 3:1v/v) e
estocadas em freezer a -20°C até a posterior utilizacdo. Para a coloracdo convencional as
raizes estocadas foram lavadas e hidrolisadas em HCI 5N, por 20 min. Para o
bandeamento CMA/DAPI e FISH, ap06s as lavagens, as raizes foram digeridas em
solucdo enzimatica (celulase 2%/ pectinase20%) por 20 minutos a 37°C. Para a
imunocoloracdo de histonas modificadas, as raizes foram fixadas por 45 min a
temperatura ambiente em paraformaldeido 4% diluido em PBS e posteriormente,

digeridas em solucdo enzimatica (celulase 2%/ pectinase20%) por 30 minutos a 37°C.

C. Analise convencional

As raizes foram maceradas em acido acético 45% e posteriormente coradas com
Giemsa a 3%, durante 10 min., para definicdo do cariotipo e caracterizacdo

cromossomica seguindo a metodologia de Guerra (1983) com pequenas modificacdes.

D. Coloracdo CMA/DAPI e FISH
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Para a identificacdo das regides ricas em AT e GC, apds a confeccdo das
laminas, estas foram envelhecidas por 3 dias e posteriormente coradas com 8uL de
CMA3 (cromomicina A - 0,5 mg/ml) por 60 min. Em seguida foram contracoradas com
8uL de DAPI (2pg/ml) por 30 minutos e montadas com 10uL de meio de montagem
(GUERRA e SOUZA, 2002).

Para a deteccdo de sitios de DNAr 45S e 5S, as laminas selecionadas foram pre-
tratadas com RNase e pepsina, fixadas em formaldeido e desidratadas em série
alcoolica. A mistura de hibridizacdo contendo 50% de formamida, 10% de sulfato de
dextran, 2 x SSC e 2-5 ng/ul de sonda marcada foi desnaturada previamente por 10 min
a 75° C. As laminas foram desnaturadas por 5 min a 75° C. A hibridizacéo foi realizada
em camara Umida a 37° C por um dia e posteriormente as laminas foram analisadas.

(PEDROSA-HARAND et al. 2002).

E. Imunocoloracéo

Para a imunocoloracdo, seguiu-se o protocolo de Manzanero et al., (2000). As
raizes foram esmagadas em tampéo PBS, a laminula retirada em nitrogénio liquido e
posteriormente incubadas no bloqueador BSA 3%. Em seguida, foram adicionados 15
ul de anticorpo primério anti-H4K5ac ou anti-H3S10f diluidos 1:300 (rabbit polyclonal
IgG — Upstate Biotechnology, USA). Posteriormente, o anticorpo primario foi detectado
usando 15 ul do anticorpo secundario goat anti-rabbit 1gG conjugado com FITC
(Sigma), diluido 1:60. As preparagdes foram montadas em DAPI (2 ng/mL):Vectashield

e analisadas imediatamente.

F. Fotodocumentagéao

Os resultados foram fotografados em microscopio de epifluorescéncia Leica

DM2500 equipado com cémera digital Leica DFC345Fx. As medigdes cromossomicas



MACIEL, V.E.O. Citogenética molecular da variedade BRS Pérola Branca (Arachis hypogaea L.)... 26

foram realizadas no software MicroMeasure3. As imagens foram processadas no Adobe
Photoshop CS5 (Adobe Systems Incorporated) com alteracdo de brilho e contraste,

apenas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As trés variedades de A. hypogaea estudadas (BR1, LVIPE-06 e BRS Pérola

Branca) apresentaram genoma tetraploide com 2n = 4x= 40 cromossomos. No geral, as
caracteristicas citologicas foram bastante similares, com cromossomos apresentando
morfologia variando de metacéntricos a submetacéntricos e formula cariotipica
(19m+1sm), confirmando resultados de Husted (1933, 1936). O tamanho foi
considerado de pequeno a médio, com valores variando entre 1,20 a 2,93um para
LVIPE-06, 1,45 a 3,14um para BR1 e 1,39 a 3,03um para o hibrido “BRS Pérola
Branca” (Figs. 1b-c, 2b-c e 3b). Semelhancas de tamanho cromossomico juntamente
com a morfologia e o tipo de nlcleos também tém sido encontradas em outras variedade
de A. hypogaea (SEIJO et al., 2004; 2009) e outras espécies como A. gregoryi, A.
linearifolia e A. schininii, pertencentes a seccdo Arachis (PENALOZA e VALLS,
2005). Nos trés cariotipos foi evidenciado também um par de cromossomos mais
fracamente corado, conhecido como “par A”, que ocorre no genoma de muitas espécies
de Arachis, incluindo aquela doadora do genoma A para a formacdo de A. hypogaea
(FERNANDEZ e KRAPOVICKAS, 1994) (Figs. 1b, 2b, 3c). Os ndcleos interfasicos
foram do tipo semi-reticulado com base na classificacdo de Guerra (1985), com
presenca de cromocentros bem distintos da cromatina difusa do restante do nucleo,
sendo esta ultima praticamente ndo corada, ou apenas fracamente, pela coloragédo
Giemsa e CMA/DAPI (Figs. 1a, 2a e 3a). Adicionalmente, as variedades de Arachis

hypogaea apresentaram satélites do tipo 5, corroborando os dados de Inéz e Fernandez
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(2004). A secao Arachis é bem caracterizada pela presenca de satélites do tipo 3A, 3B,
5 6,7, 8¢9 (SILVA et al., 2010) e a principal caracteristica desse tipo de satélite
encontrado no amendoim é sua ampla distensdo, especialmente em prometéafase, além
da formacdo de satélites relativamente grandes.

Na coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI, foram observadas bandas
DAPI" na regido pericentromérica de 10 pares de cromossomos, sendo seis delas
adjacentes aos blocos de CMA" em 3 pares cromossdmicos (Figs. 1d, 2d e 3c). A
presenca de bandas heterocromaticas DAPI® apenas na metade do complemento
cromossémico de A. hypogaea sugere uma separacdo espacial de genomas distintos
(genoma A e B) e demonstra claramente sua origem hibrida, corroborando dados
prévios (LAVIA e SEIJO, 2005; SEIJO et al., 2004; ROBLEDO e SENJO, 2009). Além
do mais, a presenca de apenas um cromossdmico heteropcnotico (diferencialmente
corado), conhecido como “par A”, também reforca a ideia da formacdo hibrida com
origem nos genomas do tipo A (A. duranensis) e B (A. ipaensis). Bandas
heterocromaticas DAPI™ centroméricas, mas em todos 0s cromossomos, também estdo
presentes noutras espécies diploides que apresentam genoma A, como € 0 caso de A.
correntina, A. duranensis e A.villosa (SEIJO et al., 2004) e em Arachis glandulifera, A.
hoehnei e A. gregoryi (ROBLEDO e SEIJO, 2008; CUSTODIO et al., 2013), além de
outras nove espécies de Arachis que apresentam genoma A (ROBLEDO e SENO,
2009). Esta presente também na espécie Arachis pusilla da seccdo Heterantheae
(SILVA et al., 2010) e em todas as variedades de A. hypogaea relatadas (SEIJO et al.,
2004; 2007; ROBLEDO et al., 2008; ROBLEDO e SEIJO 2008; 2009; 2010;). Dessa
forma, bandas DAPI* centroméricas tem sido um bom marcador citoldgico no género
Arachis, uma vez que uma boa parte das suas espécies geralmente tem todos, ou quase

todos, os cromossomos do complemento com bandas pericentroméricas (espécie com
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genoma A) ou sem bandas (espécie do genoma B) (RAINA e MUKAI, 1999; SEIJO et
al., 2004). Entretanto, uma excecdo € A. batizocoi, que apresenta um Gnico par sem
bandas heterocromaticas (SEIJO et al., 2004).

Na Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH), as trés variedades apresentaram
seis sitios de DNAr 45S (Fig. 1f, 2f e 3e) e dois pares de DNAr 5S (Fig. 1e, 2e e 3d),
sendo um par de 5S no genoma A (que apresenta o “par A” e bandas DAPI
centromeéricas) e outro par no genoma B, ambos os sitios localizados na regido mais
proximal. Na seccdo Arachis, o numero de DNAr 45S variou de dois em A. gregory
para oito sitios em A. glandulifera, enquanto o nimero de DNAr 5S foi mais
conservado e variou de dois na maioria das espécies analisadas para quatro em A.
hoehnei (CUSTODIO et al., 2013). Além do mais, um trabalho anterior mostrou valores
diferentes do observado no presente trabalho para os dois loci em uma variedade de A.
hypogaea, sendo cinco sitios de DNAr 45S e apenas dois sitios de DNAr 5S, (SEIJO et
al., 2004). Deteccdo de genes de RNAr por hibridizacdo in situ fluorescente (FISH)
mostra ser uma ferramenta Gtil em estudos de organizacdo do genoma da planta,
homeologias cromossémicas, citotaxonomia e evolucdo (JIANG e GILL, 1994;
MOSCONE et al., 1999.; LIM et al., 2000.; NAKAMURA et al., 2001; SILVA et al.,
2012; FONSECA et al., 2013; 2014). No estudo dos cromossomos de Arachis como um
todo, a técnica de FISH tem demonstrado que o nimero de loci de DNAr ribossomal é
variavel, como observado por Raina e Mukai (1999), Robledo e Seijo (2008; 2009) e no
presente trabalho, que similar as marcas DAPI* centroméricas, também pode ser um
bom marcador para reconstrucdo e entendimento dos processos evolutivos do grupo
Arachis.

No cariotipo de A. hypogaea, uma das caracteristicas citoldgicas mais curiosas e

que chama a atencdo € a presenga de um par cromossémico menor (vindo do genoma
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A), que apesar de conter uma banda heterocromatica proximal, mostra um baixo nivel
de condensacdo da cromatina (Figs. 1d, 2e, 3d). Com o intuito de caracterizar a
cromatina desse par, noés utilizamos o anticorpo contra a histona H4 acetilada na lisina 5
(anti-H4K5ac), uma marca universal da eucromatina descompactada e por isso
associada a expressao e atividade génica (BRAUNSTEIN et al., 1996; BROWNELL et
al., 1996; SHAHBAZIAN e GRUNSTEIN, 2007), fornecendo dessa forma um
panorama da estrutura e compactacao da cromatina e permitindo um comparativo com
0s demais cromossomos do complemento. Os resultados mostraram que o anticorpo
anti-H4K5ac marcou fortemente nas regides terminais descondensadas de todos o0s
cromossomos das trés variedades (Fig. 1j-I, 2j-1 e 30-q), ndo marcando a cromatina
proximal de condensagdo precoce e nem as bandas heterocroméaticas CMA™ e DAPI*
préximas ao centrdmero, que constituem uma pequena fracdo dessa cromatina proximal.
Uma excecdo foi o “par A”, que foi diferencialmente marcado com H4K5ac e
apresentou hiperacetilacao ao longo de todo o comprimento cromossémico. Nos ndcleos
interfasicos, apenas a cromatina difusa, que corresponde as regides terminais
completamente descondensadas, foi marcada (Figs. 1n e 3n).

O padrdo de marcacdo da H4K5ac observado no hibrido e nos progenitores de A.
hypogaea foi similar ao observado em outras plantas com cromossomos e genomas
pequenos como Silene (VYSKOT et al.,, 1999), Costus e Eleutherine bulbosa
(FEITOZA e GUERRA, 2011), Phaseolus vulgaris (FONSECA et al., 2013). Nessas
espeécies, a hiperacetilagdo ocorreu exclusivamente nas regides cromossémicas distais
de replicacdo muito inicial e que correspondem a tipica eucromatina descondensada,
que em plantas com cromossomos e genomas pequenos, € aparentemente bem
delimitada das outras fracOes da cromatina.  Aparentemente, a hiperacetilagdo

diferencial nesses trés tipos de cromatina (eucromatina descondensada terminal,
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eucromatina condensada proximal e heterocromatina), sugere que a hiperacetilacdo
esteja sempre associada a regides potencialmente transcriptiveis (HANSEY et al., 2010;
RATNAKUMAR et al., 2011; MILLER e GRANT, 2013). Em Arabidopsis (FRANSZ
et al., 2002; PROBST, 2004), Silene (VYSKOT et al., 1999) e tomate (WANG et al.,
2006), os segmentos cromossdmicos menos condensados e hiperacetilados representem
regides ricas em sequéncias génicas transcripcionalmente competentes. Além do mais,
no tomate, cujo genoma é bastante estudado, as regides terminais de replicacdo precoce
que corresponde a eucromatina terminal sdo mais ricas em genes e hiperacetilada
(WANG et al., 2006; dados de um dos autores). No genoma das trés variedades de A.
hypogaea, além das regiGes terminais fortemente marcadas, foi observada uma
acetilacdo intensa e diferencial no par A. Uma vez que a H4K5ac é uma marca universal
e exclusiva de regibes descompactadas e de replicacdo precoce, sendo por isso
associada as regides transcripcionalmente ativas, n0s sugerimos que o genomas das
espécies aqui analisadas apresentam intensa atividade transcripcional nas regides
cromossémicas terminais dos cromossomos vindos dos genomas A e B, e especialmente
no par A, vindo do genoma A.

Na utilizacdo do anticorpo anti-H3S10f, uma marca associada a condensacao
cromossomica na mitose de plantas, a marcacdo se deu fortemente na regido
pericentromérica de todos os cromossomos das variedades analisadas em mitose (Figs.
1g-i, 2g-i, 3f-k). No geral, a marcacdo iniciou na profase e intensificou-se na metéfase.
Tanto na anafase, quanto na teldéfase e nos ndcleos interfasicos o brilho reduziu
drasticamente e estes ndo foram marcados (Fig. 3h). A forte associacdo temporal entre o
surgimento de H3S10f e a condensagdo cromossémica tem levado a suposicao de que a
fosforilagdo da histona H3 teria um papel importante na condensacdo cromossémica

(HENDZEL et al., 1997; WEI et al., 1998), embora hajam também evidéncias em
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contrario (MANZANERO et al., 2002). No presente trabalho, apesar do “par A” das
trés variedades apresentarem condensagdo tardia quando comparado ao tempo de
condensacdo dos demais cromossomos do complemento, ndo foram observadas
diferencas no tempo de inicio de fosforilacdo entre os cromossomos A e B, tdo pouco
entre 0 “par A” e os demais cromossomos. Similarmente, em E. bulbosa, as extensas
regides precocemente condensadas do par | ndo foram nem precocemente fosforiladas
nem mais extensamente fosforiladas que os bragos curtos e de condensacéo tardia dos
cromossomos pequenos. Isso reforgou a hipotese de que fosforilagcdo de H3S10 pode

ndo ter uma relacdo causal com a condensacdo mitética (FEITOZA e GUERRA, 2011).

CONCLUSAO

Os dados observados no presente trabalho sugerem que algumas caracteristicas
citoldgicas, pelo menos aquelas perceptiveis pelas técnicas aqui empregadas como o
nimero de sitios de DNAr, heterocromatina e padrdo de histonas, foram bastante
uniformes nas trés variedades estudadas.

Ao contrério, os dados citomoleculares obtidos com a FISH indicaram uma forte
discrepancia quando comparado com acessos de outros estudos em A. hypogaea, que
apresentaram dois sitios de DNATr 5S e cinco sitios de DNAr 45S, diferente dos valores
aqui obtidos de quatro e seis sitios, respectivamente, demonstrando a aparente perda da
homogeneidade, reconhecida em Arachis, de ambas familias de DNA ribossomal.

Aparentemente, o padrdo de bandas de heterocromatina CMA™ e DAPI" foi mais
estavel e homogéneo quando comparados com os trabalhos prévios.

As marcas epigenéticas anti-H4K5ac e anti-H3S10f foram estudadas de maneira
inédita e pareceu guardar os mesmos padres estudados antes em outras espécies de

plantas. Uma vez que o padrdo de marcagdo da H4K5ac guarda uma estreita relacdo
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com regides descompactadas e provavelmente mais ricas em genes, acredita-se que o
uso dessa marca de histona associada com outros marcadores citolégicos possa auxiliar
em estudos futuros de mapeamento de genes importantes nas variedades de amendoim,

ou outras plantas, de interesse econdémico.
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Figura 1 — Células mitéticas de Arachis hypogaea L., var. BR 1. A- Ndcleo interfasico do tipo semi-
reticulado; B- Padrdo de condensacdo em prometafase revelado por Giemsa. C- Padrdo de condensagdo
profasico revelado por Giemsa. D- Coloracdo com CMA/DAPI revelando as bandas ricas em AT; Inserto
evidencia banda DAPI. E- FISH mostrando bandas de DNAr 5S. F- FISH mostrando bandas de DNAr
45S. G, H, I- Imunocoloragdo com anti-H3S10f mostrando suas marcagdes na regido pericentromérica. J,
K, L- Imunocoloragdo com o anticorpo H4K5ac evidenciando suas marcagdes terminais. M-N- Nicleo
interfasico em imunocoloracéo revelando cromocentros em vermelho. Inserto em | mostrando marcagao
pericentromérica de anti-H3S10f. Barras = 10 pum.
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Figura 2 — Células mitoticas de Arachis hypogaea L., var. LViPE-06. A- Nucleo interfsico do tipo semi-
reticulado; B-C- Padrdo de condensagdo em prometafase e metafase, em sequéncia, revelado por Giemsa.
D- Coloragdo com CMA/DAPI revelando as bandas ricas em AT. E- FISH mostrando bandas de DNAr
5S. F- FISH mostrando bandas de DNAr 45S. G, H, I- Imunocolora¢do com anti-H3S10f mostrando suas
marcacgdes na regido pericentromérica. J, K, L- Imunocoloragdo com o anticorpo H4K5ac evidenciando
suas marcacOes terminais. Barras =10 pum.
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Figura 3 — Células mitdticas de Arachis hypogaea L., var. BRS Pérola Branca (BRS-Branco). A- Nucleo
interfasico do tipo semi-reticulado; B- Padrdo de condensacdo em metéafase revelado por Giemsa. C-
Coloracdo com CMA/DAPI revelando as bandas ricas em AT. D— FISH mostrando bandas de DNAr 5S.
E- FISH evidenciando bandas de DNAr 45S. F, G, H- Imunocoloracdo com anti-H3S10f em ncleo
interfasico mostrando que nédo existe marcacdo nessa fase. I, J, K- Imunocoloragdo com anti-H3S10f em
metéfase revelando a marcacéo na regido pericentromérica; Inserto evidenciando a marcacao. L, M, N-
Imunocoloracdo com o anticorpo H4K5ac em ndcleo interfasico, mostrando marcagdo. O, P, Q-
Imunocoloracdo com o anticorpo H4K5ac em metafase, evidenciando suas marcagdes terminais. Barras =
10 pm.
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Figura 4 — Idiograma mostrando nGimero e posigdo das bandas. I- Bandas CMA" (amarelo) e DAPI™ (azul
claro) nas variedades BR 1, LVIPE-06 e BRS Pérola Branca. 11- DNAr 45S (vermelho) e DNAr 5S (verde
escuro) em LVIPE-06 e BRS Pérola Branca. I11- DNAr 45S (vermelho) e DNAr 5S (verde escuro) em BR
1. IV- Padréo anti-H3S10f (azul escuro) e anti-H4K5ac (verde claro) nas trés variedades.
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ANEXOS

Regras da revista: Comparative Cytogenetics
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Title: The title should be in a sentence case (only scientific, geographic or person names should be with a first
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