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Introducgao

Em muitos géneros, especialmente nos que fazem
parte de um complexo polipléide, como € o caso de
Triticum, as espécies relacionadas fornecem uma
importante reserva de genes. Em Triticeae, a ampla
hibridagao entre espécies relacionadas representa
um potencial pratico no melhoramento genético,
provavelmente muito maior do que em outros
grupos, em fungéo da facilidade de cruzamento e do
grande conhecimento de seus genomas (MUJJEB-
KAZI & KIMBER, 1985). Nos programas de
melhoramento, os hibridos e seus derivados sdo, em
geral, analisados por diferentes formas, a fim de se
conhecer melhor a sua constituicdo tanto fenotipica
quanto genética, visando a disponibilizagao e uso
posterior desses germoplasma.

A hibridizagao in situ fluorescente, comumente
chamada por FISH (Fluorescent In Situ
Hybridization), consiste basicamente no pareamento
de determinado segmento de DNA (acido
desoxirribonucléico) ou RNA (acido ribonucléico)
com uma sequéncia especifica de nucleotideos
complementares. Sua principal finalidade é verificar
se a ceélula possui essa sequéncia e qual a sua
exata localizagdo no cromossomo (GUERRA, 2004).
Baseia-se no fato do DNA ser formado por duas fitas
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complementares, as quais podem ser facilmente
desnaturadas e posteriormente renaturadas, voltando
ao estado de fita dupla. O desenvolvimento da
técnica de FISH tem possibilitado a identificagédo de
sequéncias de DNA em cromossomos mitéticos ou
meidticos, em nucleos interfasicos e em fibras de
cromatina distendidas. Essa técnica envolve a
preparagao de laminas, o isolamento e a marcagao
da sequéncia de DNA que se deseja localizar in situ
e a sua hibridizacdo nos cromossomos. O DNA
marcado funciona como uma sonda para encontrar
as sequéncias do DNA cromossomal complementar a
ela, chamada de DNA alvo. Para visualizar as
regides hibridizadas com a sonda, € preciso associar
um corante fluorescente (fluorocromo) a sonda e
outro ao restante dos cromossomos (BRASILEIRO-
VIDAL & GUERRA, 2002).

A deteccao de sequéncias in situ tem gerado
avangos importantes na citogenética de plantas,
destacando-se a construgdo de mapas fisicos, a
investigacao detalhada da estrutura cromossdmica, o
acompanhamento da quantidade de cromatina
introgredida em cruzamentos interespecificos, a
analise de pareamentos intergendmicos em plantas
hibridas, além da verificagdo da posi¢cao de genes e
de marcadores moleculares, que tem sido muito util
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na integragdo de mapas genéticos e
cromossOmicos.

A técnica de hibridizagdo genémica in
situ (GISH)

Quando se pretende distinguir cromossomos de
diferentes parentais ou de genomas distintos,
oriundos de hibridos interespecificos ou de
alopolipléides, usando sonda de DNA gendmico, a
FISH é denominada hibridizagao genémica in situ
(Genomic In Situ Hybridization — GISH). Neste caso,
utiliza-se como sonda o DNA gendémico total de um
parental envolvido na formacao de uma espécie de
origem hibrida (MUKAY, 2005). Por outro lado, o
DNA do segundo parental deve ser bloqueado, a fim
de evitar hibridizagao de sequéncias comuns a
ambos os genomas. Para isso, devem ser utilizados,
em conjunto na GISH, a sonda do DNA gendmico a
ser localizado in situ e o DNA ndo marcado do
genoma que se deseja bloquear. A proporgao
sonda:DNA bloqueio deve ser suficiente para evitar
a marcagao de cromossomos do segundo parental
(ver Fig. 1).

A marcacgao de sondas pode ser direta ou indireta
(Fig. 1A). Na marcacao direta, os nucleotideos
marcados utilizados no processo estdo associados a
fluorocromos, os quais podem ser visualizados
diretamente em microscopio de fluorescéncia
utilizando um filtro adequado, apés hibridizagéo in
situ. Por outro lado, na marcagao indireta, os
nucleotideos marcados estédo associados a
moléculas marcadoras (Fig. 1A). Estas ndo podem
ser visualizadas em microscopia. Por essa razao,
apos hibridizagao in situ, as sondas marcadas
indiretamente devem passar por uma etapa de
detecgao (Fig. 1H). Nesta etapa, as moléculas
marcadoras sao reconhecidas por anticorpos
conjugados a fluorocromos, permitindo que a sonda
seja entao visualizada (Fig. 1J). Para maiores
detalhes, ver Guerra (2004).

A GISH tem aplicagbes no entendimento da
evolugao, na caracterizagdo de genomas e
cromossomos em hibridos polipléides, alopolipldides
parciais e linhagens recombinantes, bem como na
detecgao e monitoramento da quantidade de
cromatina introgredida na produgao de novas
linhagens (BRASILEIRO-VIDAL et al., 2005; CHEN

et al., 2005; JAHIER et al., 2009). Assim, a GISH tem
contribuido de forma eficiente para a analise da
estabilidade cariotipica dos materiais estudados bem
como para a caracterizagao e escolha dos melhores
genotipos, atuando na selecéo assistida em
diferentes fases do melhoramento genético.

A seguir, serdo descritas as principais etapas
metodolodgicas usadas no processo de GISH,
utilizando, como modelo, hibridos entre trigo comum
(2n = 6x = 42 cromossomos, genomas AABBDD) e
centeio (2n = 2x = 14, RR), triticales octoploides (2n
= 8x = 56, AABBDDRR), hexaploides (2n = 6x = 42,
AABBRR) e seus derivados. Para exemplificar a
analise dos triticales e de seus derivados, o DNA de
centeio sera considerado para marcagao e utilizagao
como sonda e o DNA de trigo sera aquele nao
marcado e usado como bloqueio, em uma proporg¢ao
sonda:bloqueio de 1:10. Variagdes da técnica para
outras Triticeae serdo discutidas.

Principais etapas metodolégicas

1. Extragcao de DNA (sonda e bloqueio)

Em uma GISH, a extragdo do DNA gendmico das
plantas é o primeiro passo para posterior produgao
de sonda e DNA bloqueio, sendo dessa forma uma
etapa muito importante, visto que o DNA deve estar
livre de polissacarideos e o mais integro possivel
para que os objetivos sejam alcangados com
sucesso. Em plantas, varios fatores podem
influenciar a extragao, incluindo desde os
procedimentos para a coleta e armazenamento do
tecido vegetal até o processo de extracéo e de
armazenamento do DNA extraido. O material vegetal
mais comumente utilizado para extrair DNA é o
tecido foliar. Entretanto, é possivel utilizar sementes,
raizes, endosperma e cultura de células em
suspensao.

Método CTAB da Embrapa Trigo, conforme Bonato
(2008):

A) Pesar aproximadamente 300 mg de tecido foliar
fresco e colocar em um tubo de microcentrifuga de
1,5 mL.



B) Pesar aproximadamente 300 mg de tecido foliar
fresco e colocar em um tubo de microcentrifuga de
1,5mL.

C) Macerar em nitrogénio liquido, cuidadosamente
para o tecido ndo descongelar.

D) Adicionar 700 uL de tampéo de extracao CTAB
(Anexo 1) pré-aquecido a 65 °C e misturar bem.

E) Incubar as amostras a 65 °C em banho-maria (ou
hibridizador) por 60 min, invertendo os tubos,
gentilmente, a cada 10 min.

F) Retirar do banho-maria (ou hibridizador) e deixar
esfriar a temperatura ambiente por 5 min.

G) Adicionar um volume (700 uL) de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Inverter
gentilmente por 10 min.

H) Centrifugar a 10.000 rpm por 7 min.

I) Retirar o sobrenadante para novos tubos e
adicionar um volume (700 yL) de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). Inverter gentilmente por 10 min.

J) Centrifugar a 10.000 rpm por 7 min.

K) Retirar o sobrenadante para novos tubos e
adicionar 500 uL de isopropanol mantido a -20 °C.

L) Misturar gentilmente para precipitar o DNA.

M) Incubar a -20 °C por, no minimo, 30 min. Neste
passo, pode-se incubar durante a noite.

Centrifugar a 10.000 rpm por 5 min.

N) Retirar o sobrenadante, cuidadosamente para
nao perder o pellet.

O) Lavar o pellet com aproximadamente 600 L de
etanol 70% gelado (-20 °C).

P) Descartar o etanol 70%.

Q) Lavar o pellet com aproximadamente 600 pL de
etanol 96% gelado (-20 °C).

R) Descartar o etanol 96% e deixar secar a
temperatura ambiente.

S) Ressuspender o pellet em Tris-HCI 10 mM
(Anexo 1) ou agua Milli-Q (50 ou 100 pL).

T) Adicionar 3 puL de RNase (10 mg/mL), misturar e
incubar por 1 h a 37 °C (Anexo 1).

U) Armazenar as amostras a -20 °C ou a -80 °C, até
0 momento de uso.

= Para conservagao do DNA em longo prazo,

sugere-se armazenar o material a -20 °C na forma
de pellet em etanol 70%.

2. Purificagao (limpeza) do material extraido:
precipitacao seletiva de polissacarideos, de
acordo com Michaels et al. (1994)

A) Ao DNA precipitado, adicionar 500 pL da solugéo
de precipitacéo (ver Anexo 1).

B) Dissolver o precipitado com o vortex.

= E importante que o precipitado esteja
completamente dissolvido para que o DNA nao
seja perdido. Amostras de DNA com muito
polissacarideo demoram mais para dissolver.

C) Acrescentar 180 pL de etanol absoluto gelado.
Agitar a solu¢ado com o vortex e colocar
imediatamente no gelo.

D) Deixar na geladeira (10 °C) por 20 min ou no
congelador (0 °C) durante a noite.

E) Centrifugar a 10.400 rpm por 20 min a 4 °C.
F) Separar a fase aquosa para novo tubo.

= Nesta etapa o DNA esta na fase aquosa e ndo
no precipitado, portanto o que interessa ¢é a fase
aquosa.

G) Acrescentar 700 L de isopropanol e misturar
cuidadosamente, invertendo os tubos por cerca de 50
vezes. Deixar 15 min a temperatura ambiente.

H) Centrifugar a 10.400 rpm por 15-20 min a 4 °C.

1) Descartar o sobrenadante e secar o precipitado ao
ar.

J) Acrescentar 500 pL de etanol 70% gelado e
inverter o tubo por cerca de 20 vezes.

K) Centrifugar a 10.400 rpm por 20 min a 4 °C.

L) Descartar o sobrenadante e deixar o precipitado
secar ao ar.

M) Ressuspender o precipitado em 20 a 100 pL de
agua Milli-Q ou Tris-HCI 10 mM pH 8,0 (Anexo 1).

= Importante: O DNA a ser usado nas
marcagdes de sondas deve ser sempre
ressuspendido em agua Milli-Q ou Tris-HCI 10 mM
pH 8,0, pois 0 EDTA pode influenciar na agao das
enzimas utilizadas no processo de marcagao.
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Fig. 1. Principais etapas da hibridizagao genémica in situ (GISH). (A) Marcagéo da sonda via direta ou
indireta. (B) Fragmentacdo do DNA bloqueio. (C) Preparacao das Iaminas. (D) Desnaturacdo do DNA da
sonda e do bloqueio, ambos em uma mistura de hibridizag&o. (E) Adicdo da mistura de hibridizagcédo
contendo sonda e DNA bloqueio a preparagéo. (F) Desnaturagdo do DNA cromossomal. (G) Hibridizagéo in
situ da sonda e do bloqueio nos locais de complementaridade de bases nos cromossomos. (H) Deteccao da
sonda no DNA cromossomal de um dos parentais, caso a marcagao tenha sido indireta. (I) Molécula de
DNA cromossomal do segundo parental associada ao DNA bloqueio ndo marcado. (J) Visualizagdo dos
sinais de hibridizagdo em microscopia de fluorescéncia nos cromossomos associados a sonda (verde). Os
cromossomos ndo marcados sado visualizados com o contra-corante (azul). Quando a marcagéo da sonda é
direta, a etapa de detecgéo na GISH é excluida, pois a sonda hibridizada ja apresenta nucleotideos com
fluorocromos associados. Os fluorocromos sdo denominados moléculas sinalizadoras e podem ser
visualizados diretamente em microscopio de fluorescéncia, usando um filtro apropriado (Fonte: Santelmo
Vasconcelos & Ana Christina Brasileiro-Vidal, adaptado de Guerra, 2004).



3. Quantificagdo do DNA

A) Quantificar os DNAs da sonda e do bloqueio em
gel de agarose 0,8% (Anexo 1, Figs. 2 A e 2 B).

Apés extragdo dos DNAs a serem usados como
sonda e bloqueio, deve-se proceder a quantificagao
dos referidos DNAs. Para tal, corre-se uma aliquota
de cada um dos DNAs extraidos em gel de agarose
0,8%, usando como referéncia aliquotas de DNAs
de pesos moleculares de 50 ng e 100 ng. Apds a
corrida do DNA no gel, comparam-se as bandas dos
DNAs extraidos com os DNAs referéncia. Na
amostra do DNA de centeio (Fig. 2A, amostra 2), por
exemplo, sugere-se que a banda da referida
amostra apresente a mesma intensidade que o
marcador de 100 ng. Como foi aplicada no gel uma
amostra contendo 1 pL de DNA, logo o DNA de
centeio extraido apresenta uma concentragéo de
100 ng/uL. Para o DNA de trigo (Fig. 2A, amostra 1),
observa-se uma banda com intensidade também
semelhante a banda de 100 ng. Contudo, como foi
aplicado apenas 0,5 L, entao pode-se dizer que o
DNA extraido de trigo possui uma concentragao de
200 ng/pL.

50ng 100 ng

Fig. 2. Andlise em gel de agarose a 0,8% do DNA
gendmico de trigo e de centeio a serem usados para
producao do bloqueio e da sonda, respectivamente.
(A) Quantificagdo dos DNAs gendmicos de trigo
(amostra 1; aplicagdo de 0,5 puL de DNA) e centeio
(amostra 2; 1 pL). As duas primeiras aplicacdes
referem-se aos marcadores de peso molecular com
50 ng e 100 ng, com aplicagao de 1 pL/amostra. (B)
Verificagdo da fragmentacado do DNA de trigo a ser
usado como bloqueio, via autoclavagem e (C) do
DNA de centeio ap6s marcagao por nick translation.
Em ambos os casos, os fragmentos deverao
apresentar tamanho inferior a 500 pb, com uma
concentragcao maior em torno dos 300 pb, como

observado nas amostras B2 e C1. A amostra B1
poderia ter sido fragmentada um pouco mais. O
controle utilizado em B e C foi o DNA Ladder
(escada) de 100 pb (Fonte: Embrapa Trigo;
Departamento de Genética, UFPE).

4. Fragmentagao (clivagem) do DNA bloqueio

Em geral, as espécies envolvidas na produgéo de
hibridos sao proximamente relacionadas. Por essa
razdo, ao se realizar uma GISH utilizando-se como
sonda o DNA gendmico de um dos pais, muitas
vezes acontece uma hibridizagdo nédo especifica em
cromossomos da segunda espécie parental, devido a
presenca de DNA repetitivo comum as duas
espécies. A fim de evitar essa hibridizacao
inespecifica, deve-se utilizar o DNA genémico nao
marcado extraido da segunda espécie no momento
da hibridizagao in situ em conjunto com a sonda.

Assim como a sonda, o DNA bloqueio deve
apresentar, no momento da FISH, um tamanho em
torno de 300 pb (Fig. 2B, amostra 2), podendo ser
inferior (50 a 300 pb). No caso especifico do DNA
bloqueio, para se realizar a fragmentagdo do DNA
gendmico extraido, primeiramente deve-se conhecer
a quantidade total desse DNA. Considerando que a
amostra da extragdo do DNA de trigo estivesse
inicialmente com 100 uL, sobraram 99,5 uL apds
retirada de 0,5 pL para a quantificagdo (concentracéao
em ng/uL). Esses 99,5 pL devem ser quantificados
[quantidade de DNA na amostra total em
nanogramas (ng) ou micogramas (pg)] antes da
fragmentagédo em autoclave (ou em agua fervendo,
ou em sonicador, ou por nick translation sem os
nucleotideos marcados). Para a fragmentacdo em
autoclave, veja o procedimento a seguir:

A) Primeiramente, deve-se preparar uma aliquota de
DNA a ser fragmentada contendo 5-50 ug de DNA
(quantificado anteriormente) em 100 pL de agua Milli-
Q. Por exemplo, a amostra 1 da Fig. 2A apresentou
uma concentragado de 200 ng/pL. Dessa forma, para
um volume de 100 pL, temos uma quantidade de
20,0 pg de DNA.

= Usar um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL de
boa qualidade a fim de evitar que este se quebre.



Deve-se vedar muito bem esse tubo em
decorréncia da evaporagéao (vedar com parafilme).

B) Colocar o tubo dentro de um frasco fechado para
evitar que o tubo se abra e, assim, haja evaporagao
e contato do vapor da autoclave com o mesmo.
Inserir o conjunto dentro da autoclave.

C) Ligar a autoclave e quando esta atingir 121 °C,
marcar 5 min e, em seguida, desligar a mesma.

C) Apos retirar o tubo plastico com o DNA da
autoclavagem, esperar esfriar e dar um spin para
baixar o volume no tubo, devido a evaporagao.
Correr uma aliquota em gel de agarose 0,8% junto
com um DNA Ladder (escada) de 100 pb, como
controle (Fig. 2B).

= O DNA deve ficar com fragmentos entre 100 e
300 pb.

= Para GISH em hibridos trigo x centeio, o DNA
blogueio deve ser concentrado a 500 ng/uL (por
causa da proporgao 1:10, sonda:bloqueio), ja que
em geral as sondas apresentam uma
concentragao de 50 ng/uL. Mas, para hibridos
envolvendo outras espécies, a concentragao do
DNA bloqueio muitas vezes devera ser maior, em
fungéo da proporcao sonda:bloqueio a ser
aplicada na GISH. Por exemplo, se a proporgao
necessaria for de 1:20, o DNA bloqueio devera
apresentar uma concentragao de 1 pg/uL.

E) Adicionar dois volumes (v) de etanol absoluto
gelado + 1/10 v de acetato de sodio 3 M, ou 1/20 v
de acetato de sddio 7,5 M, para precipitagao do
DNA.

= O volume é determinado a partir da quantidade
em microlitros existente no microtubo, apés a
clivagem.

F) Misturar gentilmente por inversao.

G) Incubar durante a noite a -20 °C.

H) Centrifugar por 20 min a 14.000 rpm.

1) Lavar o pellet com 1 mL de etanol 70%.
J) Centrifugar por 5 min a 14.000 rpm.

K) Deixar o pellet secar a temperatura ambiente ou
em estufa a 37 °C.

L) Ressuspender o pellet em Tris-HCI 10 mM pH
8,0 ou &gua no volume calculado de acordo com a
concentragcao desejada. No caso descrito
anteriormente, a concentragéo seria de 500 ng/uL.

No momento do calculo do volume apropriado,
lembrar que existe perda de DNA nas etapas de
precipitacao/ ressuspensao.

5. Nick translation

O processo de marcacgao de sondas por nick
translation sempre parte de 1 ug de DNA. Os
componentes da reagao sao: nucleotideos nao
marcados (dNTPs normais — A T C G, sendo o dTTP
em menor concentragdo), nucleotideo marcado
(dUTP) e uma mistura de enzimas composta por
DNase | e DNA polimerase | (Fig. 3A-C). A DNase |
hidrolisa 0 DNA gerando quebras (nicks) em cada
uma das fitas da molécula de DNA aleatoriamente
(um pequeno numero de quebras pode levar a uma
ineficiente incorporagéo de nucleotideos marcados e
gera sondas muito longas; por outro lado, quebras
em excesso, geram sondas muito curtas). A DNA
polimerase | tem trés atividades: (1) uma fungao
exonucleasica que remove bases a partir da quebra
no sentido 5° — 3’; (2) uma fungéo polimerasica que
adiciona novos nucleotideos a partir da extremidade
3’, utilizando a fita oposta como molde; (3) e uma
atividade de reparo 3’ — 5. Assim, nucleotideos
marcados e ndo marcados da mistura de nick
translation sédo incorporados ao novo DNA sintetizado
(ver Fig. 3F; Schwarzacher & Heslop-Harrison, 2000).
Em geral, uma parte das timinas é substituida por
uracilas marcadas. Contudo, apenas uma parte
dessas timinas deve ser substituida, pois se todas as
timinas fossem substituidas por uracilas marcadas, a
conformacéo da molécula de DNA poderia ser
alterada e, por consequéncia, prejudicar o processo
de hibridizagao in situ.

Durante a reagdo, onde ocorre a quebra em uma das
fitas, o DNA fica muito fragil e acaba quebrando a
dupla fita, por isso este processo, além de incorporar
nucleotideos marcados, fragmenta o DNA. Quanto
mais tempo de reagao, menor os fragmentos. O
tamanho ideal para a sonda € em torno de 200-300
pb, pois se for acima de 500 pb pode nao hibridizar
in situ adequadamente e se for menor pode ser
perdida durante os banhos de p6s-hibridizagdo. Uma
fragmentagao apropriada indica uma marcagao
eficiente. O tamanho dos fragmentos deve ser
averiguado em gel de eletroforese antes de parar a
reagéo (Figs. 2C, 3G, 3H).
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Fig. 3. Reacéo de nick translation. (A) DNA gendmico total a ser marcado. (B) Componentes da reagao em
gelo picado. (C) Preparo da mistura de reagcao sem a solugédo enzimatica. (D) Mistura da reagdo em vortex.
(E) Centrifugagao rapida da mistura e adi¢cdo das enzimas. (F) Reagéo de nick translation em termobloco a
15-16 °C, de acordo com recomendacgéo do fabricante. (G) DNA fragmentado e marcado. (H) Gel de
agarose, mostrando DNA com fragmentos de aproximadamente 200-300 pb (Fonte: Santelmo Vasconcelos
& Ana Christina Brasileiro-Vidal).



As reagdes de nick translation sao realizadas
geralmente com kits de marcagao, nas quais devem
ser seguidas as recomendacdes do fabricante. Mas,
de um modo geral, s&o realizadas de acordo com o
procedimento abaixo:

A) Preparar a mistura de nick translation em tubo de
microcentrifuga em gelo picado, sem a solu¢ao
enzimatica conforme recomendacgao do fabricante
(Fig. 3B, 3C).

B) Vortexar a mistura, baixar o volume no tubo em
microcentrifuga e acrescentar rapidamente a mistura
enzimatica, também de acordo com o fabricante
(Fig. 3D, 3E).

C) Em seguida, misturar gentilmente, baixar o
volume no tubo e colocar na temperatura
recomendada em termociclador ou termobloco (Fig.
3F).

= Para saber se o tempo de reagéo
recomendado pelo fabricante foi suficiente para a
obtencao de fragmentos de 200 a 300 pb,
suspende-se temporariamente o processo de
marcagdo, mantendo a reacao da nick em gelo
picado a 4 °C. Em paralelo, migra-se uma
aliquota (4 uL) em gel de agarose a 0,8%. Se o
DNA estiver suficientemente fragmentado (Fig.
3H), acrescenta-se o tampao de parada a reagéo
de nick. Caso contrario, volta-se a mistura para a
temperatura recomendada, a fim de continuar a
reagao pelo tempo que julgar necessario. Repetir
0 processo até obter fragmentos com o tamanho
desejado.

D) Acrescentar o tampéo de parada de acordo com
o fabricante.

E) Acrescentar dois volumes (2 v) de etanol gelado e
1/10 v de acetato de sodio 3 M, visando a
precipitacdo do DNA.

= Ex: Para 50 uL de reagao, acrescentar 100 L
de etanol gelado (2 v) + 5 UL de acetato de sodio
3 M (1/10 v).

F) Misturar gentilmente por inversdo e manter a -20
°C durante a noite.

G) Centrifugar a 14.000 rpm por 20 min.

H) Descartar o sobrenadante e adicionar gentilmente
1 mL de etanol 70%.

1) Centrifugar a 12.000 rpm por 5 min.

J) Descartar o sobrenadante e secar o pellet
naturalmente ou na estufa a 37 °C.

= Tomar cuidado para o pellet ndo secar demais,
pois fica dificil para ressuspendé-lo. Por outro lado,
para uma boa ressuspensao, o pellet nao deve
conter residuo de alcool.

K) Ressuspender o pellet em 15 ou 20 uL de Tris-
HCI 10 mM pH 8,0.

L) Armazenar a -20 °C.

6. Germinagao das sementes, coleta, pré-
tratamento e fixagao das raizes

A) Lavar as sementes em agua sanitaria 4% por 5
min (Fig. 4A).

B) Lavar as sementes trés vezes com agua destilada
por 5 min cada (Fig. 4A).

C) Colocar as sementes em placas de Petri com
algodao e papel filtro umedecidos com agua
destilada, no escuro por 24 h a 25 °C.

D) Transferir as placas para 4 °C por 48 h.

E) Colocar as placas novamente a 25 °C por mais 24
h.

= O frio auxilia na sincronizagéo celular. Quando
as células sao recolocadas a 25 °C, elas retomam
0 processo de divisdo de modo sincronizado,
aumentando assim o niumero de metafases por
[&mina.
F) No dia seguinte, coletar as raizes com
comprimento de 1 a 1,5 vezes o tamanho da
semente (Fig. 4B).

= Coletar pela parte da manha, porque é neste
periodo que ha um maior numero de células em
mitose. Contudo, se algumas raizes ainda
estiverem pequenas, pode-se deixar crescer um
pouco mais para posterior coleta.

G) Pré-tratar as raizes. Colocar as raizes em tubo de
microcentrifuga com agua ultra pura (tipo Milli-Q) no
gelo por 24 h a 4 °C (Fig. 4C). Adicionar no maximo
seis raizes por tubo.

= Nessa etapa, os tubos plasticos devem ficar no
gelo e abertos, porque as raizes ainda estao vivas
e precisam de oxigénio.

= O pré-tratamento a frio visa aumentar o nimero
de células em metafase. Se for detectado muitas



anéafases e telofases por lamina significa que o
pré-tratamento ndo funcionou adequadamente.

H) Fixar as raizes em Carnoy [etanol absoluto:acido
acético glacial (3:1, v/v)] por 24 h a temperatura
ambiente (Fig. 4D).

= E necessario usar produtos de marca de
excelente qualidade. Na primeira hora e meia de

fixagdo manter os tubos sob agitagdo. A fixagéo
além de fixar o material, deixa o citoplasma mais
claro. Uma boa fixagao facilita a penetragao da
sonda nas células e nos cromossomos.

1) Estocar as raizes a -20 °C até o momento do uso.
De preferéncia, usar raizes recém-fixadas.

Fig. 4. Lavagem e germinagao das sementes (A, B), pré-tratamento e fixagao das raizes (C, D). (A)
Lavagem das sementes em agua sanitaria 4%. (B) Raizes com comprimento de 1 a 1,5 vezes o tamanho da
semente, adequadas para coleta. (C) Pré-tratamento das raizes a frio. (D) Fixagdo das raizes em alcool
etilico absoluto:acido acético glacial (3:1, v/v) (Fonte: Embrapa Trigo; Departamento de Genética, UFPE).

7. Preparagdo das laminas

= Antes de iniciar esta etapa, € importante tratar
as laminas por pelo menos 6 h em HCI 6 N (Anexo
1). Em seguida, lavar em agua corrente por 15
min, passar em agua destilada e transferi-las para
alcool absoluto onde devem permanecer até
serem usadas.

A) Lavar as raizes fixadas duas vezes em agua
destilada por 5 min cada.

= Para essa etapa, lavar as raizes em placa de
Petri pequena com o auxilio de uma pipeta
Pasteur.

B) Digerir as raizes em solugao enzimatica de

celulase 2% (p/v) e pectinase 20% (v/v) a 37 °C por
30 min a 1,5 h (Fig. 5B-C), a depender da atividade
da solugdo enzimatica (ver Guerra & Souza, 2002).

= Digerir uma raiz por lamina, usando enzimas
de boa qualidade. Nesta etapa, usa-se uma lupa e

retira-se a coifa e o resto da raiz, deixando apenas
o meristema. Adicionar uma gota da solugéo
enzimatica com tamanho suficiente para cobrir o
material. Transferir o conjunto lamina/raiz para uma
camara umida e manter em estufa a 37 °C. A
digestao enzimatica auxilia no espalhamento do
material sobre a lamina.

C) Lavar os meristemas em agua destilada duas
vezes por 5 min cada. Para cada lavagem seca-se a
raiz com auxilio de um papel filtro sem encostar na
raiz para nao danifica-la (Fig. 5D). Adicionar uma
gota de agua cuidadosamente com uma pipeta
Pasteur.

D) Adicionar uma gota de acido acético 45% no
minimo por 20 min (Fig. 5E).

= Quando se tem muitas laminas, comecar a
contar o tempo a partir da primeira em que foi
colocado o acido acético, pois quando chegar a
Ultima o tempo da primeira ja tera concluido.



(
» ( { \

/

Fig. 5. Preparacao de laminas para hibridizagdo gendmica in situ. (A) Raizes inteiras apos lavagem em
agua destilada. (B) Regido meristematica a ser digerida. (C) Digestdo enzimatica. (D) Retirada da solugao
enzimatica. (E) Adigcdo de acido acético 45%. (F) Dilaceragao do meristema radicular, com auxilio de lupa e
agulhas histologicas ou agulhas usadas para injegéo de insulina. (G) Adi¢do de laminula 18 x 18 mm. (H)
Batidas delicadas com auxilio de agulha de ponta rombuda para auxiliar no espalhamento do material e na
retirada de bolhas de ar. (I) Aquecimento rapido da preparagdo em lamparina. (J) Esmagamento do
conjunto lamina-laminula em papel de filtro. (K) Imerséo do conjunto Iamina-laminula em nitrogénio liquido.
(L) Rapida retirada da laminula (Fonte: Embrapa Trigo; Departamento de Genética, UFPE).



& ApoOs esse passo, deve-se retirar o acido
acético, adicionar uma gota de agua destilada e
manter as laminas em camara Umida na geladeira
por, no minimo, 20 minutos ou durante a noite. No
dia seguinte, secar a raiz com papel de filtro,
adicionar uma gota de acido acético 45% em
todas as laminas, mantendo sempre o material em
camara umida até o momento da preparagao.
Seguir a partir do passo E para cada lamina
individualmente.

E) Secar a lamina e colocar uma nova gota de acido
acético 45%.

F) Com auxilio de uma lupa, dilacerar o meristema
com duas seringas ou agulhas histoldgicas, por
completo ou totalmente, até que nado se observem
porcoes visiveis (Fig. 5F).

@ Muito cuidado para o material ndo secar. Se
isso comegar a acontecer colocar mais acido
acético 45%. A quantidade de acido acético &
muito importante, pois se adicionar demais, parte
do material podera ser perdida no momento da
colocagédo da laminula, e se for de menos, uma
parte da area da preparacgao ficara com ar, o que
prejudicara a qualidade da preparagao.

G) Colocar sobre o material uma laminula de vidro
18 x 18 mm e bater delicadamente com uma agulha
de ponta rombuda (Figs. 5G, 5H).

@ Depois de colocar a laminula sobre a lamina,
com o auxilio de um papel filtro dobrado, prender
a laminula com o dedo em um canto da laminula e
com uma agulha de ponta rombuda dar batidinhas
de leve em todo o material para retirar as bolhas e
espalhar melhor as células e os cromossomos.
Bater sempre no mesmo sentido. E muito
importante ndo mover a laminula, pois caso
contrario as células “enrolam”. Com o auxilio do
microscopio, SEMPRE observar a distribuigéo do
material antes e depois de cada batida. Essa
observacao é muito importante para se determinar
a forca colocada nas batidas. Se bater forte
demais, podera romper drasticamente as células
de modo a n&o se encontrar mais conjuntos de
cromossomos completos. Nesse caso, deve-se
bater como menor intensidade. Por outro lado, se
bater fraco demais, o material ndo se espalhara
adequadamente, devendo-se aumentar a
intensidade da batida. A condigéo ideal € a

obtencao de células rompidas, com bom
espalhamento e completas. Repetir esse processo
até que o espalhamento do material esteja bom.

H) Aquecer a preparagdo em lamparina cerca de trés
vezes, cuidadosamente para nao ferver (Fig. 5I).
Sentir a temperatura na méo.

1) Em seguida, esmagar fortemente o material.
Colocar o conjunto lamina-laminula dentro de duas
folhas de papel filtro dobrado e, com um dos dedos
polegares, apoiar a laminula em uma ponta e, com o
outro dedo, apertar o material (Fig. 5J). Virar a lamina
e repetir o processo, sempre com cuidado para nao
mover o material.

J) Mergulhar o conjunto lamina-laminula em
nitrogénio liquido por 3 min, aproximadamente.
Cuidado para nao perder a lamina dentro do
nitrogénio e para ndo mergulhar totalmente a Idmina,
pois esta podera quebrar (Fig. 5K).

K) Retirar rapidamente a laminula com auxilio de
uma lamina inoxidavel ou bisturi (Fig. 5L).

< O nitrogénio liquido congela o conjunto Iamina-
laminula. A lamina, por ser mais grossa, demora
mais a esquentar. Por essa razéo, a laminula deve
ser retirada rapidamente, assim que sair do
nitrogénio liquido. Dessa forma, os cromossomos
ficardo bem aderidos a lamina (parte mais gelada).
Se houver um atraso na retirada da laminula, os
cromossomos poderao ficar aderidos a laminula,
podendo ser perdidos da preparagao, ou ficar em
dois planos na lamina.

L) Secar as laminas ao ar, de modo inclinado.

M) Manter as mesmas a -20 °C (ou, se possivel, a
-80 °C) por tempo indeterminado, até o momento da
hibridizacado. O resultado da GISH sera tdo melhor
quanto menor o intervalo de tempo entre a
preparagao das laminas e a hibridizagao.

8. Hibridizagdo Gendmica in situ
» Primeiro dia:
Tratamento das laminas:

& Antes de iniciar a hibridizacao, identificar a
I&mina e marcar a area da preparagao com caneta
de ponta de diamante, sempre no sentido do
comprimento da lamina e da periferia para o centro
(Fig. 6A). Nunca marcar transversalmente, a fim de
evitar possiveis quebras durante os processos de
secagem



Fig. 6. Hibridizacdo gendmica in situ: tratamento das laminas. (A) Identificagdo da area na lamina contendo
material a ser hibridizado. (B) Imers&o das Idminas em alcool etilico absoluto:acido acético glacial (3:1, v/v),
seguido de etanol 70% e 100%. (C) Secagem das laminas de modo inclinado em estufa 50-60 °C. (D)
Laminas em temperatura ambiente. (E) Tratamento das laminas com RNase. (F) Incubagao das Iaminas em
camara umida a 37 °C. (G) Imersao das laminas em 2x SSC para retirada da RNase. (H) Adigdo de HCI 10
mM para preparagao das laminas para tratamento com pepsina. (I) Tratamento com pepsina. (J) Incubagao
das laminas em camara Umida a 37 °C. (K) Lavagem das laminas em 2x SSC. (L) Tratamento das laminas
em paraformaldeido e lavagem em 2x SSC. (M) Retirada do excesso de 2x SSC em papel absorvente. (N)
Desidratagdo do material em série etilica (70% e 100%). (O) Secagem das laminas de modo inclinado
(Fonte: Embrapa Trigo; Departamento de Genética, UFPE).



da lamina no decorrer da FISH. Evitar anotacbes
com caneta ou o0 uso de etiquetas.

& As laminas guardadas por muito tempo no
freezer devem passar pelo fixador Carnoy por 15
min, seguido de uma série alcodlica 70% e 100%
por 5 min cada (Fig. 6B). O Carnoy ajuda a fixar
melhor a estrutura dos cromossomos. Contudo, se
as laminas sao novas, essa etapa nao é
necessaria.

A) Secar as laminas de modo inclinado (para ndo
manchar o material) por 30 min a temperatura entre
50 e 60 °C (Fig. 6C). Esta secagem & importante
para melhor aderéncia dos cromossomos a lamina.

< Durante essa etapa, preencher uma ficha com
os dados da hibridizagdo. Para sugestéo, ver
Anexo 2 — Quadro 1. Os quadros 1, 2 e 3 podem
ser colocados em uma mesma ficha para controle
€ arquivo no laboratério.

@ O paraformaldeido a ser utilizado na etapa |
pode ser preparado durante os intervalos das
etapas B-G (Anexo 1).

B) Esfriar as [aminas por 5 a 10 min a temperatura
ambiente (Fig. 6D). Caso necessario, essa etapa
pode ser mais demorada.

C) Tratamento com RNAse: adicionar 50 pL por
[&mina de RNAse 100 pg/mL [diluigdo 1:100 a partir
do estoque (10 mg/mL, Anexo 1) em 2x SSC], cobrir
com laminula plastica e manter em camara umida a
37 °C por 1 h (Figs. 6E, 6F).

D) Lavar as l&minas trés vezes em 2x SSC, por 5
min cada (Anexo 1, Fig. 6G).

& Em geral, para as Triticeae, as etapas C e D
podem ser excluidas sem prejuizo para o
processo.

E) Realizar o tratamento com pepsina:

& Antes de fazer este tratamento, deve-se
preparar a pepsina. Para tal, conta-se o total de
I&minas e multiplica-se por 50 pL (quantidade
necessaria por lamina).

F) Adicionar 50 pL por lamina de HCI 10 mM (Anexo
1), cobrir com laminula plastica e manter por 5 min
(diluir 1:100 a partir do HCI 1N ou 0,5:100 a partir do
HCI 2 N) (Fig. 6H).

G) Adicionar 50 pL por Iamina de pepsina 10-15
pg/mL [diluicdo de 1-1,5 pL:100 pL a partir do

estoque (1 mg/mL, Anexo 1) em HCI 10 mM], cobrir
com laminula plastica e manter em cdmara Umida a
37 °C por 20 min (Fig. 61, J).

< Manter a pepsina e o HCI 10 mM no gelo
(descongelar a pepsina lentamente). Colocar as
gotas bem no centro do material, cobrir com
laminulas plasticas com o auxilio de uma pinga. Ao
cobrir com a laminula, deslizar a mesma sobre o
material delicadamente até que o liquido fique
espalhado uniformemente.

< Apds os 5 min no HCI, retirar a laminula de
plastico e o excesso de HCI (para nao diluir a
enzima) “batendo” lateralmente a ldmina em cima
de papel absorvente (semelhante ao observado na
Fig. 6M). Em seguida, aplicar a pepsina e cobrir
novamente com outra laminula plastica. Manter o
material em camara umida em estufa 37 °C por 20
min.

H) Lavar as laminas trés vezes em 2x SSC por 5 min

cada (Fig. 6K).

@ Lavar em jarro de Coplin, colocar as laminas
todas no mesmo sentido com a anotagao para
frente e para cima, com cuidado para n&o colocar
duas laminas em uma s ranhura. Porém, a ultima
lamina deve ser colocada de frente para a
penultima, a fim de nao “arranhar” o material na
parede do jarro (deve-se tomar cuidado para néo
esquecer que esta lamina esta ao contrario,
principalmente na hora de secar o material com o
papel).

< As lavagens podem ser feitas no mesmo jarro.
Contudo, ao colocar o liquido da nova lavagem,
cuidado para n&o adicionar diretamente no
material.

1) Fixar a preparagédo em paraformaldeido 4% por 10
min (Fig. 6L).

« Adicionar 7,5 mL de 10x PBS (Anexo 1), completar

para 75 mL de agua destilada, e adicionar 3 g de
paraformaldeido. Aquecer a solugdo em agitacgéo,

quando atingir 60 °C acrescentar 750 uL de NaOH

1N (Anexo 1) até dissolver por completo. Ndo deixar
ultrapassar 80 °C (nunca ferver). Preparar o
paraformaldeido sempre no dia do procedimento.

& Tomar muito cuidado com o paraformaldeido,
pois este é toxico e cancerigeno. Realizar esta
etapa na capela, usar luvas e, principalmente,



mascara, pois o vapor liberado é altamente toxico.
Nesta etapa, é necessario um jarro exclusivo e
identificado para paraformaldeido (usar sempre o
mesmo, para evitar contaminacgao).

@ O paraformaldeido ajuda a manter a estrutura
do cromossomo, principalmente apds a adi¢gao da
pepsina. Se ndo usar RNase nem pepsina ou
proteinase K ndo precisa usar o paraformaldeido.

J) Lavar trés vezes em 2x SSC, por 5 min cada (Fig.
6L).

& Usar o mesmo jarro das lavagens anteriores em
2x SSC.

K) Secar rapidamente as Iaminas em papel
absorvente e desidratar as Idaminas, mergulhando-as
3 min em etanol 70%, seguido por 3 min em etanol
absoluto (Fig. 6M, N).

L) Secar as ldminas ao ar por pelo menos 1 h (Fig.
60). Nesta etapa, pode-se deixar as laminas
secando por mais tempo (2-3 h).

< Durante esse intervalo pode-se executar os
passos A-F do proximo item.

Hibridizagao in situ (adaptado de Heslop-
Harrison et al., 1991; Pedrosa et al. 2001):

A) Mistura de hibridizagéo (10 L), preencher
memoria de calculo como sugerido nos Quadros 1 e
2 (Anexo 2).

@ Para a reagdo abaixo, a estringéncia é de 77%.
Estringéncia refere-se ao percentual de
pareamentos corretos no processo de hibridizagao
e é calculada em fungéo da concentracdo de
formamida na solugéo, concentragéo salina (SSC)
e temperatura da reagao (ver Anexo 2 — Quadro
4).

B) Descongelar os componentes e preparar a

mistura em gelo (Fig. 7A).

< Antes de preparar a mistura, contar quantas
I&minas serdo preparadas para fazer a quantidade
certa da mistura. No caso do uso de sonda com
marcacgao direta, a mistura e todas as etapas a
partir dai devem ser feitas no escuro (ndo precisa
ser total).

C) Colocar as gotas dos componentes na parede,
préximas ao fundo do microtubo, dar um spin
(centrifugar por cerca de 15 segundos), misturar

dando pequenas “batidinhas” e dar outro spin.

Componentes adicionados a 10 pL' de mistura de
hibridizagdo (ver Anexo 2 — Quadro 2).

Componente Quantidade Concentracgao final
Formamida 100%? 5uL 50%
Dextran sulfato 50%? 2L 10%

20x SSC 1 uL 2x

Sonda 0,5-1pL ca. 2,5-5 ng/uL
DNA bloqueio* 0,5-1pL ca. 25-50 ng/uL’
Agua Milli-Q gsp* 10 pL -

" Devem ser aplicados de 5 a 10 pL de mistura por lamina. Portanto, deve
ser feito o calculo para o nimero de laminas a serem hibridizadas.

2 Ver Anexo 1.
3Ver Anexo 1.

4 A concentragdo do DNA bloqueio é proporcional a concentragdo da sonda,
que para o caso especifico do triticale é de 1:10 (sonda:bloqueio). Por essa
razao, para esse hibrido, o DNA bloqueio deve estar ao menos 10 vezes
mais concentrado que a sonda. Para outros hibridos, a proporgdo
sonda:bloqueio deve ser testada.

@ A formamida desestabiliza a molécula de DNA,
ou seja, ajuda na desnaturagao. Cuidado ao
manipular, porque também & muito téxica.

& O dextran sulfato ajuda no encaminhamento da
sonda ao alvo. Como ele é muito viscoso, tomar
cuidado na hora de pipetar: soltar o @mbolo da
pipeta bem devagar e esperar um tempo ainda
para a substancia terminar de subir na ponteira, s6
entao retirar a ponteira do dextran.

< O volume maximo de sonda + bloqueio + agua
que pode ser adicionado a 5 uL de mistura é de 1
pL. Quanto melhor a sonda, menor quantidade a
ser usada. A quantidade de agua varia de acordo
com a quantidade de sonda + bloqueio utilizada.

D) Misturar bem em voértex, antes e apés adigao da
sonda.

E) Incubar a mistura a 75 °C por 10 min no banho-
maria para desnaturagéo da sonda (Figs. 1D, 7B).

F) Colocar a mistura por 5 min em gelo, para que as
duas fitas mantenham-se abertas (a mistura pode
permanecer mais tempo nesta fase).

G) Dar um spin antes de adicionar a mistura nas
laminas. Aplicar 5 pL da mistura por lamina, cobrir
com laminulas de vidro 18 x 18 mm e desnaturar a
73 °C por 10 min em banho-maria (Fig. 7C, D) ou
termociclador com suporte para laminas (Fig. 1E, F).
Para laminulas 24 x 24 mm, aplicar 10 pL. Para outro
grupo de espécies, usar 75 °C ou acima.



Fig. 7. Hibridizagdo genbmica in situ. (A) Preparo da mistura de hibridizag&o. (B) Aquecimento da mistura
de hibridizagédo a 75 °C para desnaturagao da sonda. (C) Adigao da mistura de hibridizagdo sobre o material
e colocagéo da laminula. (D) Desnaturagao dos cromossomos em placa de metal em banho-maria a 73 °C.
(E) Vedagéo do conjunto Idmina-laminula com cola de borracha. (F) Hibridizagéo in situ em estufa a 37 °C
(Fonte: Embrapa Trigo; Departamento de Genética, UFPE).

@ Para desnaturagao das laminas em banho-maria
pode ser usado um suporte de metal previamente
aquecido (ver Fig. 7D).

H) Selar o conjunto I[&mina-laminula com cola de
borracha (Fig. 7E).

1) Quando a cola secar, colocar as laminas em
camara umida escura revestida internamente com
papel de filtro umedecido.

J) Hibridizar a 37 °C durante a noite (cerca de 16 h)
ou até 1 dia e meio (Figs. 1G, 7F).

K) Ajustar previamente o banho para 42 °C, pois no
dia seguinte sera necessario aquecer as solugdes
(deve-se manter ligado, nesta temperatura, durante
a noite).

» Segundo dia:
Banhos pés-hibridizacado e detecgao da sonda

A) Lavar as laminas em banho-maria a 42 °C (Fig.
8A).

@ Nesta etapa, os frascos contendo as solugdes
de SSC e o jarro de Coplin (contendo o liquido da
primeira lavagem) devem estar dentro do banho-
maria (Fig. 8A). Deve-se verificar com um
termdmetro a temperatura dentro das solugdes e
nao do banho. Pode ser usado 0 mesmo jarro para

todos os banhos pés-hibridizagao, através do
descarte da solugdo usada e adi¢cdo da seguinte
(Figs. 8B, C). O nivel do banho deve estar igual ao
nivel do jarro e das garrafas contendo as solugoes,
nunca abaixo.

@ Retirar a cola com auxilio de uma pinga sem
mover a laminula do lugar. Colocar as laminas com
laminulas dentro do jarro de Coplin aquecido. Apds
adicdo da ultima lamina, retirar as laminulas com
cuidado para nao arranhar. Sempre retirar a
laminula dentro do liquido. O tempo de lavagem
comega a ser contado a partir da retirada da ultima
laminula.

e Lavar duas vezes em solugdo 2x SSC, por 5 min
cada (Anexo 1).

¢ Duas vezes em solucdo 0,1x SSC, por 5 min cada
(estringéncia de 73%. Notar a auséncia de
formamida, ver Anexo 1).

¢ Duas vezes em solucao 2x SSC, por 5 min cada.
Na segunda lavagem, retirar o jarro com as ldminas
do banho.

¢ Cinco minutos em 2x SSC a temperatura ambiente.

¢ Cinco minutos em 4x SSC + 0,1% Tween 20 a
temperatura ambiente (Anexo 1, Fig. 8D).

< As lavagens retiram o excesso de material da



hibridizacao, principalmente as sondas nao < Durante as lavagens, laminas com marcagao
hibridizadas ou hibridizadas incorretamente. direta devem permanecer no escuro, pois ja estao
com fluorocromos.

Fig. 8. Banhos pos-hibridizagao e detecgao da sonda. (A) Lavagem das laminas em banho-maria a 42 °C.
(B) Descarte de solugéo salina. (C) Adigcao da solugao salina seguinte. (D) Adigcdo de 4x SSC + 0,1% Tween
20 a temperatura ambiente. (E) Adigao de BSA 5% para a etapa de bloqueio. (F) Preparo da solugéo de
anticorpo. (G) Aplicagcéo da solugéo de anticorpo e colocagéo de laminula plastica. (H) Incubagéo das
l&minas na etapa de deteccdo com anticorpos em estufa a 37 °C. (I) Lavagem das laminas em 4x SCC +
0,1% Tween 20 a 42 °C. (J) Adicao de DAPI-Vectashield. (K) Adigao da laminula. (L) Vedacédo do material
com esmalte incolor (Fonte: Embrapa Trigo; Departamento de Genética, UFPE).



OBSERVAGAO: Se a marcagéo for direta o
processo termina nesta etapa, pois a sonda
hibridizada j& possui fluorocromos que podem ser
visualizados em microscépio de fluorescéncia (Fig.
1J). Para tal, basta acrescentar o DAPI-Vectashield
para vedar a lamina-laminula (seguir os passos de
KaN).

Bloqueio e detecgao:

Esta etapa de bloqueio é feita somente quando a
marcagao da sonda é indireta, pois nesse caso é
necessario o uso de anticorpos para a detecgéo e
visualizagédo da sonda.

A) Adicionar 50 pL por Idmina de BSA 5% (albumina
de soro bovino) em 4x SSC + 0,1% Tween 20 por 30
min em camara Umida escura a 37 °C (Anexo 1).

@ Nesta etapa usar laminula de plastico (Fig. 8E).

& Antes de aplicar o bloqueio, secar a lamina em
baixo e dos lados.

< Ap06s aplicagcéo do blogueio, deixar a lamina
sempre na horizontal para a laminula ndo
escorregar e secar o BSA. O BSA NAO pode
secar. Quando isso acontece, forma-se uma
mancha branca em cima do material.

@ O BSA ajuda a reduzir ou eliminar associag¢ao
inespecifica dos anticorpos, reduzindo ou
eliminando o aparecimento de background.

& Durante os 30 min de bloqueio, preparar as
misturas de anticorpos primario e secundario (Fig.
8F).
B) Anticorpos primarios (Anexo 2 — Quadro 3, Fig.
8G).

Exemplo:
Composicao do primeiro conjunto de anticorpos

para uma lamina (20 pL)"

Biotina: 1 pL de ‘mouse anti-biotin’ (Dako N. M
0743) + 19 uL de BSA 1% em 4x SSC + 0,1%
Tween 20 (Anexo 1) (proporgéo 1:20)2.

Digoxigenina: 0,4 uL de ‘sheep anti-digoxigenin’
conjugado com fluoresceina isotiocianato (FITC)

(Roche N. 11 207 741 910) + 19,6 uL de BSA 1%
em 4x SSC + 0,1% Tween 20 (1:50).

1Os anticorpos para as etapas de detecgdo primaria e secundaria devem
ser escolhidos com base na molécula marcadora (biotina ou digoxigenina)
usada no processo de marcacgao indireta da sonda.

2 A proporgao anticorpo:BSA 1% em 4x SSC + 0,1% Tween 20 deve ser
utilizada de acordo com recomendacao do fabricante.

< Alguns anticorpos primarios ja estdo associados
a moléculas fluorescentes. Nesse caso, o restante
do procedimento deve ser feito no escuro.

C) Aplicar o anticorpo primario.
D) Tirar a laminula plastica com a pinga, escorrer o

excesso de BSA e aplicar a primeira mistura de
anticorpos.

E) Incubar por 1 h a 37 °C em camara umida, no
escuro (Fig. 8H).
& Deixar a cAmara Umida na estufa antes de usar
e retirar deste local somente na hora de colocar as
laminas.

F) Lavar trés vezes por 10 min cada em 4x SSC +
0,1% Tween 20 a 42 °C (Fig. 8l).

< Estas trés lavagens sdo necessarias para retirar
0 excesso de anticorpos.

G) Anticorpos secundarios:

Exemplo:

Composigdo do segundo conjunto de anticorpos
para uma lamina (20 pL)

Biotina: 0,7 pL de ‘anti-mouse-TRITC’ (Dako N. R
0270) + 19,3 uL BSA 1% em 4x SSC + 0,1% Tween
20 (1:30).

Digoxigenina: 0,5 pL de ‘anti-sheep-FITC’ (Sigma
N. F 7634) + 19,5 uL BSA 1% em 4x SSC + 0,1%
Tween 20 (1:40).

@ Os anticorpos secundarios amplificam o sinal por
fluorescéncia.

H) Aplicar os anticorpos.

I) Incubar por 1 h a 37 °C em cadmara umida, no
escuro.

J) Lavar trés vezes por 10 min em 4x SSC + 0,1%
Tween 20 a 42 °C.

K) Montar a lamina com DAPI (2 pg/mL) em
Vectashield antifade. A proporgéo para preparar o
DAPI-Vectashield é 1:1 (Anexo 1, Fig. 8J).

L) Adionar 8 pL de DAPI-Vectashield sobre o
material, seguido de uma laminula 20 x 20 mm ou 22
X 22 mm para cobrir bem o material (Fig. 8K).

M) Vedar as laminas-laminulas com esmalte incolor e
secar por pelo menos 1 h, no escuro (Fig. 8L). As
I&minas podem ser armazenadas em geladeira em
um local escuro.



N) Analisar as Idaminas em microscopio de
fluorescéncia com o filtro adequado (Fig. 1J).

Na Fig. 9, pode-se observar a imagem de uma
célula de triticale (2n = 56), com 14 cromossomos
oriundos de centeio. Essa célula foi hibridizada com
DNA bloqueio de trigo e com sonda de centeio
marcada com digoxigenina e detectada com o

fluorocromo fluoresceina (FITC). Seus cromossomos
foram contra-corados com DAPI. A Fig. 9A mostra os
cromossomos capturados no filtro do DAPI (azul); a
Fig. 9B apresenta a captura realizada com o filtro
para o FITC, e, na Fig. 9C, observa-se a

sobreposi¢ao das duas imagens.

Fig. 9. Hibridizacdo gendmica in situ (GISH) em célula de triticale (2n = 56), usando DNA de centeio como
sonda (verde) e de trigo como bloqueio. Os cromossomos foram contra-corados com DAPI (azul). A mesma
célula esta representada em A (DAPI), B (FITC) e C (sobreposi¢ao das imagens A e B). O detalheem A, B
e C mostra o décimo quarto cromossomo de centeio da referida célula (Fonte: Ana Christina Brasileiro-

Vidal).
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ANEXOS

ANEXO 1 - PREPARO DAS SOLUGOES

Tampéao CTAB (50 mL)

Concentracio Final Volume final de 50 mL
Tris-HCI 1M pH 8 100 mM 5,0 mL
NaCl 5M 1,4 M 14,0 mL
EDTA 0,5 M 20 mM 2,0 mL
CTAB 10% 2% 2,0 mL
Agua Milli-Q gsp 50 mL

Tris-HCI 1 M pH 8,0 (100 mL)

Dissolver 12,1 g de Tris base em 80 mL de agua Milli-Q, sob constante agitagao.
Ajustar o pH para 8,0 adicionando HCI concentrado (aproximadamente 4,2 mL).
Resfriar a solugédo até a temperatura ambiente e entéo ajustar pH final para 8,0.

Completar o volume para 100 mL com agua Milli-Q.

Tris-HCI 10 mM pH 8,0 (10 mL)

Fazer diluicao a partir do Tris-HCI 1 M pH 8,0. Adicionar 100 pL de Tris-HCI 1 M pH 8,0 em 9,9 mL de agua
Milli-Q.

CV. =CV,
1.000 MM x V, =10 mM x 10 mL
V,=0,1 mL de Tris-HCI 1 M pH 8,0

Solugédo de RNase 10 mg/mL (1 mL)

Dissolver 10 mg de ribonuclease A (Sigma, cat. N. R-5500, estocado a -20 °C) em 1 mL de Tris-HCI 10 mM
pH 7,5 e NaCl 15 mM. Aquecer a 95 °C por 10 min e colocar imediatamente em gelo por 5 min. Estocar a
-20 °C.



Solugéo para precipitagao seletiva de polissacarideos (500 L)

Concentracao final Volume final de 500 pL
Tris-HCI 1M pH 8,0 10 mM 5 L
NaCl 5M 0,25 M 25 L
Agua Milli-Q 470 pL

Gel de agarose 0,8%

Para 70 mL (quantidade necessaria para cuba de eletroforese pequena):
« 0,56 g de agarose ultra-pura

» 70 mL de TBE 1x

* 1,5 pL de brometo de etideo

Aquecer a solugéo contendo o tampéao e agarose até que a mesma esteja completamente dissolvida (pode
ser em microondas). Deixar esfriar e quando a solugao estiver morna, diluir o brometo de etideo e verter na
cuba de eletroforese.

HCI 1N (300 mL)

Colocar, primeiramente, 275 mL de agua destilada em uma proveta e apds, acrescentar 25 mL de HCL.

HCI 6N (300 mL)

Colocar, primeiramente, 150 mL de agua destilada em uma proveta e apds, acrescentar 150 mL de HCL.

HCI 10 mM (50 mL)

Colocar, numa proveta, 40 mL de agua destilada, adicionar vagarosamente 0,5 mL de HCI 1 N e completar
para 50 mL.

Solugao 20x SSC (1L)
Dissolver 175,6 g de NaCl e 88,2 g de C;H,Na,0,.2H,0 em 500 mL de agua destilada. Completar para 1 L.

Solugédo 2x SSC (1L)

Diluir 100 mL de 20x SSC em 900 mL de agua destilada e misturar uniformemente.

Pepsina estoque 1 mg/mL (5 mL)

Pesar 5 mg de pepsina e dissolver em 5 mL de HCI 10 mM. Observar sempre o grau de pureza do produto.

Solugao 10x PBS

1L: 1,3 MNaCl (75,8 g NaCl), 70 mM Na,HPO, (12,45 g Na,HPO,.2H,0 ou 9,93 g de Na,HPQO, anidro) e 30
mM NaH,PO, (4,14 g NaH,PO,.H,0) dissolvidos em 1 L de agua destilada e o pH ajustado para 7,0.



300 mL: 1,3 M NaCl (22,74 g NaCl), 70 mM Na,HPO, (3,735 g Na,HPO,.2H,0 ou 2,979 g de Na,HPO,
anidro) e 30 mM NaH,PQO, (1,242 g NaH,PO,.H,0) dissolvidos em 300 mL de agua destilada e o pH

ajustado para 7,0.

Obs. Caso néo se tenha NaH,PO,.H,O, mas somente NaH,PO, (anidro), calcula-se a exclusdo da molécula
de H,0.

NaH,PO,.H,0 - 4,14g - 138 (PM)
NaH,PO, - X e 120 (PM)
x = 3,6 g de NaH,PO,

Solugao 1x PBS (500 mL)

Diluir 50 mL de 10x PBS em 450 mL de agua destilada e misturar uniformemente.

NaOH 1N (10 mL)
Dissolver 0,4 g de NaOH em 10 mL de agua destilada.

Solugao de formamida (pura - Sigma) para estocagem (deionizacao)

Pesar a resina BioRad [Analytical grade mixed bed resin (Ag 501-x8 Resin; 20-50 mesh, ready to use] e
adicionar a formamida liquida, em uma proporgéo de 1:10. Quando a resina passar de uma coloragéo
azulada para dourada, filtrar a solugédo e estocar a -20 °C. Ela devera congelar.

Solugéo de dextran sulfato 50% para estocagem (4 mL)

Pesar 2 g de dextran sulfato (Sigma) e dissolver em 4 mL de agua destilada. Em seguida, filtrar a solugao
em filtro de esterilizagao de 20 um, preparar aliquotas de 1 mL e estocar a - 20 °C.

Solugdo 0,1x SSC (1L)

Diluir 5 mL de 20x SSC em 995 mL de agua destilada e misturar uniformemente.
C,\V,=CV,

20x x V, =0,1x x 1000

V,=5mL

Solugao 4x SSC + 0,1% de Tween 20 (1L)

Diluir 200 mL de 20x SSC em 800 mL de agua destilada e misturar uniformemente. Acrescentar 1 mL de
Tween 20.

C1V1 = CZV2
20x x V, =4x x 1000
V, =200 mL



Solugao de BSA 5% em 4x SSC + 0,1% Tween 20

Pesar 0,25 g de BSA, adicionar em 5 mL de 4x SSC + 0,1% Tween 20 e esperar que o BSA se dissolva
sozinho (cerca de 1 h). Ajudar, se necessario, com um bastao de vidro. Evitar a formagéo de espuma, a fim
de preservar a atividade do produto. Em seguida, filtrar a solugéo, distribuir em aliquotas e estocar a -20 °C.

Solugao de BSA 1% em 4x SSC + 0,1% Tween 20

Pesar 0,05 g de BSA e dissolver em 5 mL de 4x SSC + 0,1% Tween 20 (ver recomendagdes no Anexo 1).
Filtrar a solugdo, distribuir em aliquotas e estocar a -20 °C.

Solugao DAPI-Vectashield

Para 500 pL de solugdo, misturar de modo homogéneo 250 pL de DAPI (previamente preparado, 2 ug/mL) +
250 pL de Vectashield. Esta solugdo deve ser guardada sempre a -20 °C.



ANEXO 2 - EXEMPLOS E QUADROS PARA AS MEMORIAS DE CALCULOS NAS HIBRIDIZAGOES IN

SITU

Quadro 1. Descrigdo do material, tipo de sonda e resultados obtidos.

(Mistura 1 — M1)

02

OCT 97

Centeio/08 - Dig (M2)

03

PF 838197

Centeio/08 - Dig (M2)

Responsavel: Data: _/ /
Laln‘l)na Material Sonda Resultado
. Deve ser informado apods as
01 Acesso 26799 Centeio/01 - FITC hibridizagdes para se ter uma

memoria dos experimentos

Quadro 2. Memoria de calculo para a mistura de hibridizacao.

Responsavel: Data: _/ /
Componente Qua(rcjttcz;ade Total Mistura
1 2

Formamida 100% 2,5 7,5
Dextran sulfato 50% 1 3
20x SSC 0,5 1,5
Subtotal - 12 4 8
Sonda + bloqueio + H,0 1 0,5 Blogueio Blo(leio

0,5 1

Sonda Sonda
Total 5 5 10




Quadro 3. Descrigdo dos anticorpos e antianticorpos caso a marcagao seja indireta.

Quantidade por [amina Numero de Total por conjunto
Conjunto Anticorpo (uL) Laminas' (20 pL)
Anticorpo’ BSA 1% Anticorpo BSA 1%
Mouse anti-biotin 1 19 - - -
10
Sheep ant 0,4 19,6 2 0,8 39,2
igoxigenin
Mouse anti-bio + 1+ ) ) )
Sheep anti-dig 0,4 18,6
Anti-mouse-TRITC 0,7 19,3 - - -
20
Anti-Sheep-FITC 0,5 19,5 2 1 39
Antl-mOUfe-TRITC 07 + ] ] _
Anti-Sheep-FITC 0.5 1838

*A concentracdo dos anticorpos deve seguir a recomendagéo do fabricante. Por exemplo, para reconhecer a biotina, a recomendagéo
do fabricante para diluigdo da antibiotina é de 1:20, ou seja, deve-se adicionar 1 pL de antibiotina em 19 puL de BSA 1% em 4x SSC +
0,1% Tween 20. Para estreptavidina CY3, o fabricante recomenda uma diluigao de 1:100 (para uma solugéo de 20 pL, usar 2,0 pL de
estreptavidina + 19,8 BSA 1% em 4x SSC + 0,1% Tween 20). No caso de avidina FITC, o fabricante recomenda 1:50 (para uma
solugao de 20 pL, usar 0,4 pL de anticorpo + 19,8 BSA 1% em 4x SSC + 0,1% Tween 20).

2Numero de l&minas hibridizadas com sondas de marcagao indireta.

Quadro 4. Percentagem de estringéncia de DNA:DNA para sondas com 43% de contetdo GC e com
aproximadamente 300 pb.

Formamida % (na solugao final)

ssc 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0
(A) 37°C

5 X 76 73 70 67 64 61 58 55 52 49 46 43 40
2 83 80 77 74 71 68 65 62 59 55 52 49 46
1 88 8 82 79 76 73 70 67 64 60 57 54 51
0,75 90 87 84 81 78 75 72 69 66 63 59 56 53
0,5 93 9 87 84 81 78 75 72 69 65 62 59 56
0,2 100 96 93 90 87 84 81 78 75 72 69 66 63
0,1 105 101 98 95 92 89 8 83 80 77 74 71 68
(B) 42°C

5X 81 78 75 72 69 66 63 60 57 54 51 48 45
2 88 8 82 79 76 73 70 67 64 60 57 54 51
1 93 9 87 84 81 78 75 72 69 65 62 59 56
0,75 95 92 89 8 83 80 77 74 71 68 64 61 58
0,5 98 95 92 89 8 83 80 77 74 70 67 64 61
0,2 105 101 98 95 92 89 8 83 80 77 74 71 68
0,1 110 106 103 100 97 94 91 8 85 8 79 76 73

Fonte: Schwarzacher & Heslop-Harrison, 2000 (para maiores detalhes ver Capitulo 7 — Stringency and kinetics).
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