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RESUMO

SOARES, Fernanda Aparecida Ferrari, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
maio de 2016. Construgcao de sondas cromossomo-especificas a partir da
microdissecgdo de um cromossomo. Orientador: Carlos Roberto de
Carvalho.

Sondas cromossomo-especificas referem-se a um conjunto de sequéncias de
DNA marcadas com fluorescéncia, especificas de um par cromossdmico,
visualizadas através da hibridizagdo em preparagbes citogenéticas. Tais
sondas possibilitam a visualizagdo altamente sensivel e exclusiva de
cromossomos individuais, ampliando a resolucéo diferencial de cariétipos. Elas
podem ser empregadas em analises de organizagdao do genoma, gendmica
comparativa, estudos evolutivos e filogenéticos, auxiliar na identificacdo de
pares de homologos, comparagao cariotipica e obtengéo de mapas fisicos com
marcas que auxiliem em programas de melhoramento genético. Técnicas de
microdissec¢ao de cromossomos, juntamente com meétodos de isolamento e
amplificagdo do DNA microdissectado, representam ferramentas uteis para
serem aplicadas na construcdo dessas sondas cromossomo-especificas. Um
fator considerado limitante no uso da microdisseccdo € a necessidade de
coletar em torno de 20 cépias de um determinado cromossomo. Isso implica na
necessidade de reconhecimento prévio do alvo e a certeza na identificagdao. A
utilizacdo de um uUnico cromossomo resolve essa questdo e possibilita a
construcdo de sondas sem necessidade de identificacdo prévia, além de
reduzir os esforgos relativos a microdissecgdao. Considerando o potencial
informativo dessas sondas e o desafio de construi-las a partir de um Uunico
cromossomo, o presente trabalho foi realizado com objetivo de padronizar
metodologias para construgdo de sondas cromossomo-especificas a partir de
um cromossomo isolado por microdissec¢do. Para tanto, foram realizadas
adaptagdes das técnicas para obtengdo de cromossomos mitdticos e meidticos
adequados para caracterizacdo cariotipica e aplicacdo das técnicas de
microdissecgao e hibridizagao in situ fluorescente. Foram utilizadas metafases
provenientes de cultura de linfécitos humanos para padronizagdo de (i)
métodos de microdissecgao; (i) enzimas adequadas e condigcbes de
amplificagdo de um cromossomo por DOP-PCR; (iii) enzimas para a marcagao
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fluorescente das sondas por random primer e (iv) condigdes de estringéncia
para a hibridizagao in situ fluorescente (FISH). Apds essas padronizagdes
iniciais, as metodologias foram empregadas em milho (Zea mays) e pimentéo
(Capsicum annuum) para primeiros testes envolvendo espécies vegetais.
Foram obtidas sondas cromossomo-especificas para o par 2 do cariétipo
humano, para o par cromossémico 1 de milho e para piment&o (provavelmente
o par 7 ou 8). Esses resultados demonstraram que, apesar da construcéo de
sondas cromossomo-especificas ser uma metodologia extensa e desafiadora, a
padronizagao de cada etapa possibilitou a marcagdo de um par especifico a
partir da coleta de um unico cromossomo para humano, milho e pimentdo. A
microdissecc¢ao, a transferéncia do material para o microtubo e a comparacéao
de diferentes parametros na amplificagdo por DOP-PCR foram consideradas
como as etapas mais criticas do processo. A qualidade das preparagdes
cromossOmicas foi um fator crucial para aplicacdo das metodologias de
microdissec¢gdo e FISH. Esse trabalho revela estratégias baseadas na
microdissec¢ao de um unico cromossomo que possibilitaram a produgdo de
sondas cromossomo-especificas para diferentes organismos, como humano,
milho e pimentdo. As etapas padronizadas poderdao direcionar o0s
procedimentos de construcdo de sondas cromossomo-especificas para todos
0s cromossomos dos cariotipos das espécies utilizadas nesse trabalho, bem

como poderao ser aplicadas em outras plantas.



ABSTRACT

SOARES, Fernanda Aparecida Ferrari, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
May, 2016. Chromosome specific probe construction from a single
microdissected chromosome. Adviser: Carlos Roberto de Carvalho.

Chromosome-specific probes are DNA sequences, fluorescently labelled
specifically for a chromosome pair. Such probes can be applied for analysis in
evolutionary and phylogenetic studies, for karyotype comparison and to obtain
physical maps that help in plant breeding programs. Techniques of
chromosome microdissection, along with methods of isolation and amplification
of microdissected DNA, represent useful tools to be employed in the
construction of chromosome-specific probes. A considered limiting factor in the
use of microdissection is the necessity to collect around 20 copies of a
particular chromosome. This implies the need of prior recognition of the target
and the conviction in identification. The use of a single chromosome solves this
issue and allows the construction of probes without prior identification, besides
reducing the efforts on microdissection. Considering the potential of these
informative probes, this study aimed to compare and standardize methods of
classical and molecular cytogenetics to build probes. Therefore, technical
adjustments were made to obtain mitotic and meiotic chromosomes suitable for
karyotype characterization and application in microdissection techniques and in
situ hybridization. Metaphases from human Iymphocytes were used to
standardization of (i) microdissection methods; (ii) chromosomes amplification;
(iii) DNA fluorescent labelling and (iv) stringency conditions for fluorescence in
situ hybridization (FISH). After the initial protocol standardization, the
methodologies were used in maize (Zea mays) and sweat peppers (Capsicum
annuum). A chromosome-specific probe for pair 2 of human chromosomes, a
probe to chromosome 1 of corn and a probe for sweat pepper (probably the pair
7 or 8) were obtained. Although chromosome-specific probes construction
involves many steps, the standardization of each process stages allowed, in our
conditions, to obtain a specific probe from a single chromosome for humans,
corn and sweat pepper. The microdissection and the comparison of different

DOP-PCR parameters were considered as the most critical steps of the
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process. Human and plant chromosomes showing preserved morphology and
structure provided a suitable template DNA for probes construction. The quality
of chromosome preparation was a key factor for the microdissection and
application of FISH methodologies. This work reveals strategies based on
microdissection of a single chromosome that made possible the production of
chromosome-specific probes for different organisms, such as human, corn and
pepper. Standardized steps may guide the procedures of chromosome-specific
probes construction for all chromosomes of karyotypes of the species used in

this work, and it may be applied to other plant.
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1 — INTRODUGCAO

A citogenética envolve estudos sobre os aspectos celulares da
hereditariedade, especialmente a descricdo da estrutura dos cromossomos € a
identificacdo de alteragdes gendmicas. A partir dos anos 80 a incorporagao de
técnicas de hibridizacdo in situ vem aumentando a resolugcdo das analises
cromossOmicas, atenuando a distingéo tradicional entre citogenética e biologia
molecular (Speicher e Carter, 2005). O advento da citogenética molecular
aumentou a resolucido das analises por meio da localizagcdo de sequéncias de
DNA especificas nos cromossomos de interesse (Yang et al.,, 2009). Os
avangos tém proporcionado desde a identificacdo de cromossomos
independentemente de sua morfologia (Gribble et al. 2004), até a elucidacao da
historia evolutiva dos cromossomos e o aumento do conhecimento a respeito
da diferenciagcdo de genomas (D’Hont 2005, Cai et al. 2006). Com o surgimento
da gendmica funcional, o desenvolvimento de mapas fisicos, com a localizagéo
de genes ou sequéncias de interesse, vem recebendo grande destaque, uma
vez que possibilitam compreender a organizagdo cromossémica e a evolugao
cariotipica de uma espécie e auxiliam na reunido de sequéncias durante o
sequenciamento genémico e no isolamento de genes mapeados (Harper e
Cande 2000, Guerra 2004, Stephens et al. 2004, Lukaszewski et al. 2005,
Wang e Chen 2005, Yamamoto e Mukai 2005, Hamon et al. 2009, Ohmido et
al. 2010).

Sondas cromossomo-especificas sao colegcoes de sequéncias de DNA
marcadas obtidas a partir de um tipo especifico de cromossomo. Essas sondas

podem ser obtidas tanto por microdisseccdo cromossémica quanto por



cromossomos flow sorted (Yang et al., 2009). Um fator limitante na aplicagéo
dessas ferramentas é a necessidade de coleta de muitas cdpias de um
determinado cromossomo (Gribble et al., 2004). Sondas construidas a partir de
microdissecg¢ao necessitam, em média, de cerca de 20 cromossomos (Deng et
al. 1992). No entanto, modificagdes em protocolos tém sido realizadas para
reduzir esse numero (por volta de 1 a 5 cromossomos), tornando o
procedimento de micromanipulagdo menos oneroso e de mais rapida
execugao. (Guan et al., 1994; Christian et al., 1999; Henning et al., 2008; Capal
et al., 2015). As sondas construidas a partir de cromossomos flow sorted além
de utilizarem muitas copias do alvo, cerca de 500, cromossomos com conteudo
de DNA e relacao de pares de bases muito semelhantes nao sdo separados
(Gribble et al., 2004).

A técnica de microdisseccao foi primeiramente desenvolvida para isolar
fragmentos de DNA a partir de uma regido definida do cromossomo, aplicada
com éxito em cromossomos politénicos de Drosophila (Sclaenghe et al., 1981)
e posteriormente em cromossomos de camundongos (Rohme et al., 1986). A
pintura cromossdmica tornou-se ferramenta indispensavel em estudos de
citogenética comparativa, clinica e cancer (Yang et al.,, 2009). No entanto, a
realizacao de procedimentos de microdisseccdo em plantas apresenta maiores
dificuldades do que em animais em virtude da dificuldade de obtencédo de
cromossomos metafasicos isolados (Zhou et al., 2007).

Para a utilizagdo dos cromossomos inteiros ou segmentos
cromossOmicos como sondas sdo necessarias etapas de amplificagcdo desse
DNA molde. Essa amplificacdo pode ser realizada por meio da técnica DOP-

PCR (degenerate oligonucleotide-primed PCR) gerando uma biblioteca de



sequéncias cromossomo-especificas (Hobza et al., 2004). Essa metodologia de
amplificagdo utiliza primers parcialmente degenerados que se ligam
aleatoriamente ao genoma durante ciclos iniciais de baixa estringéncia (Zhou et
al., 2007). Apenas em ciclos subsequentes, sob altas temperaturas, o
anelamento mais especifico entre os produtos do primeiro PCR e os primers é
realizado, explorando a maior especificidade da regiao 5’ do primer degenerado
(Barbaux e Poirier 2001).

Essa amplificagdo por PCR com primer degenerado foi desenvolvida por
Telenius et al. (1992) e pode ser utilizada para a amplificagdo de cromossomos
de qualquer espécie. Essa ferramenta tem sido amplamente empregada para
gerar sondas cromossémicas de qualidade, sendo sequéncias de tamanhos
entre 200 e 600 pares de bases que representem todo o cromossomo, para
posterior uso na metodologia de FISH (fluorescence in situ hybridization)
(Christian et al., 1999; Barbaux e Poirier, 2001; Zhou et al., 2001; Capal et al.,
2015). Além disso, o DOP-PCR é empregado em anadlises comparativas da
estrutura gendmica (Kuukasjarvi et al., 1997), genotipagem de amostras com
baixa concentracdo de DNA (Barbaux e Poirier, 2001), programas de
melhoramento (Liu et al., 2004; Zhou et al., 2007), projetos de sequenciamento
e mapeamento genético (Gribble et al., 2004; Lo et al., 2009).

A hibridizacdo in situ € um método util para visualizar a localizagéo de
sequéncias de nucleotideos em cromossomos, nucleos interfasicos e tecidos.
Essa técnica baseia-se na complementaridade das bases nitrogenadas e no
fato da sonda ser antisenso em relacdo a sequéncia-alvo, propriedades que

possibilitam a renaturacéo, sob condi¢des especificas (estringéncia), da sonda



a sequéncia de interesse apds um evento de desnaturacdo (Morel e Cavalier,
2001).

O interesse crescente nas técnicas de hibridizagao in situ (hibridizagao in
situ fluorescente - FISH e a hibridizagao in situ genémica - GISH) reside no fato
dessas metodologias ampliarem consideravelmente o nivel de analise e o
campo de atuacdo da biotecnologia. Essas ferramentas podem ser
empregadas para auxiliar na identificagdo de pares de cromossomos
homologos nas espécies que apresentam cromossomos de tamanho e
morfologia semelhantes (Leitch et al., 1994; Hamon et al., 2009); localizar sitios
especificos ou marcar de forma diferencial um par de cromossomos (Leitch et
al., 1994; Hamon et al., 2009); verificar a presenca de sequéncias de DNA e
possiveis rearranjos cromossOmicos estruturais, auxiliando na comparag¢ao dos
caridtipos em estudos de citotaxonomia e nas investigagbes da estrutura,
funcdo e evolugao dos cromossomos e genomas (Leitch et al., 1994; Cheng et
al., 2002; Lim et al., 2008; Qi et al., 2008; Lou et al., 2010).

A habilidade de criar sondas a partir de um Unico cromossomo apresenta
consideravel utilidade em uma variedade de areas, desde citogenética médica
até estudos envolvendo recombinagdo cromossémica (Christian et al., 1999).
Segundo Hozier et al. (1996), o desenvolvimento de sondas cromossomo-
especificas pode contribuir para estudos gendmicos ampliando o conhecimento
disponivel a respeito da origem e evolugdo dos genomas das diferentes
espécies. A possibilidade de amplificar o DNA de apenas um molde
cromossOmico possibilita a produ¢gdo de sondas mesmo para espécies cujos
cromossomos ndo podem ser discriminados (Simkova et al., 2008). De acordo

com Dolezel et al. (2014), genomas grandes consistem principalmente de



varias classes de sequéncias de DNA repetitivas e sdo caracterizados por uma
enorme redundancia de sequéncias, o que dificuta o mapeamento e
sequenciamento do genoma, bem como a clonagem para posicionamento de
genes. Através do isolamento cromossémico pode-se obter amostras
individuais de DNA derivado de cada um dos cromossomos, cobrindo assim

todo o genoma.

Justificativa

A construcdo de sondas cromossomo-especificas envolve etapas que
precisam ser cuidadosamente controladas para se obter sucesso. Para cada
uma delas existem diferentes metodologias na literatura, além de protocolos
que nao sao bem detalhados ou que ndo se aplicam em organismos diferentes
do utilizado. A quantidade de cromossomos utilizada, a forma de coleta, as
condicbes e o tipo de amplificacdo do DNA molde, a marcacgao fluorescente
das sequéncias de DNA que serao utilizadas como sondas e as condi¢des da
hibridizagao in situ sdo passos que precisam ser definidos e padronizados um a
um. Por mais que seja possivel acompanhar o avang¢o de cada etapa citada, a
auséncia de um protocolo realmente reprodutivel dificulta a identificacdo do
possivel motivo de ndo se obter uma marcacéo especifica conforme esperado.
E necessario ainda o estabelecimento de protocolos que possibilitem
preparag¢des mitdticas com elevada qualidade citogenética, cromossomos bem
individualizados e alongados para aplicagao tanto na microdissec¢ao quanto na
hibridizagao in situ. Considerando esse panorama de diferentes metodologias

para a constru¢cao de sondas cromossomo-especificas, necessita-se comparar



e avaliar cada etapa a fim de se adequar o procedimento as condi¢cdes

especificas para cada situacao.
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2 - OBJETIVOS

21 -

Objetivo Geral

Construgcdo de sondas cromossomo-especificas a partir de um

cromossomo isolado por microdissecgdo, visando aplicabilidade na

identificacdo de pares homadlogos e montagem de cariograma molecular.

2.2 - Objetivos especificos

VI.

VII.

Obtencao de cromossomos metafasicos e prometafasicos adequados
para aplicagao das técnicas de microdissec¢ao e FISH.

Padronizacdo da técnica de microdissecgdo cromossémica, a fim de
estabelecer a forma de coleta mais adequada de cromossomos

individuais e/ou fragmentos.

Adaptacao de metodologias de amplificagdo cromossdmica, adequando a
construcédo de sondas cromossomo-especificas.

Comparacao de diferentes enzimas quanto a eficiéncia de amplificacéo do
molde de DNA cromossémico.

Avaliacao de diferentes enzimas e diferentes fluorocromos para marcacgao

fluorescente das sondas.

Utilizagdo de protocolo de hibridizagédo in situ (FISH) em cromossomos
mitéticos e meidticos para localizagado das sondas.
Andlise, interpretacdo das imagens a fim de avaliar o potencial de

resolucao das sondas construidas.
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3 — MATERIAL E METODOS

3.1 - Material Biolégico

Cromossomos humanos, utilizados como modelo citogenético para a
construcdo de sondas, foram obtidos a partir de culturas de linfocitos
armazenadas em metanol a -20 °C. Esse banco de células é mantido no
Laboratdrio de Citogenética e Citometria do Departamento de Biologia Geral ha
pelo menos 5 anos.

As sementes de milho (Zea mays) e pimentao (Capsicum annuum) foram
obtidas comercialmente. As anteras foram coletadas a partir de botdes florais

de pimentdo cultivado em casa de vegetagao.

3.2 - Preparagao de cromossomos metafasicos provenientes do banco de

metafases humanas

O fixador metanol absoluto foi substituido por fixador metanol:acido
acético (3:1) nas culturas de linfocitos. As laminas foram preparadas pela
técnica de gotejamento e secagem ao ar conforme descrito por Barch et al.
(1997). As metafases foram avaliadas quanto a preservacdo e morfologia dos
cromossomos. Para microdisseccdo foram comparadas laminas com e sem
espalhamento dos cromossomos por movimentos manuais de secagem ao ar.
As laminas foram lavadas em agua ultrapura ou solugédo PBS por 1 min para
avaliagao do efeito desses na hidratagdo dos cromossomos. Para a técnica de
FISH as laminas foram normalmente submetidas a secagem ao ar para

espalhamento dos cromossomos.
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3.3 - Obtengao de cromossomos mitéticos provenientes de meristemas

radiculares de milho e de pimentao

Cromossomos mitéticos

As sementes foram germinadas em placas de Petri em estufa a
temperatura de 32 °C. O procedimento citogenético para obtencdo de
cromossomos metafasicos foi realizado conforme descrito por Abreu et al.
(2008) e Carvalho et al. (2008). Meristemas radiculares das amostras foram
incubados em solugédo contendo agentes bloqueadores do ciclo celular
(colchicina, trifluralina, orizalina ou amiprofos-metil — APM) para obtencao de
metafases. O bloqueador mais efetivo e sua concentragdo, assim como os
melhores tempos foram determinados para cada espécie vegetal.

Em seguida, as raizes tratadas foram fixadas em solugdo de
metanol:acido acético (3:1) e estocadas a -20 °C. A maceracao das raizes foi
realizada com solugao enzimatica de Pectinase (Sigma), Hemicelulase (Sigma)
e Macerozyme (Sigma). A concentracdo adequada das enzimas e o tempo de
reacao foram adaptados para cada espécie vegetal. Apds esse procedimento,
o material foi fixado em metanol:acido acético (3:1) e armazenado a -20°C,

permanecendo até o preparo da lamina.

Cromossomos meiéticos

Os cromossomos meibticos de pimentdo foram obtidos a partir do
tratamento de fixagao e digestdo de anteras de botdes florais recém-coletados.
Apés a coleta, os botdes foram fixados em trés tipos de fixador: metanol acido

acético 3:1, etanol 70% e metanol 100% a -20°C.



As anteras fixadas passaram por dois processos de digestdo enzimatica.
Inicialmente, foram digeridas com a enzima Pectinase por 90 minutos em
banho-maria a 34 °C. Em seguida, as anteras foram lavadas e maceradas em
agua destilada para liberar os meiocitos. O material foi entdo submetido a uma
segunda digestdo com a enzima Pectinase, porém na propor¢ao 4:10, enzima
e agua, respectivamente. Apos a segunda digestdo, o material foi fixado em
metanol: acido acético 3:1 e armazenado em metanol 100% a -20°C até o
momento do preparo das laminas. Estas foram preparadas pela técnica de
gotejamento e secagem ao ar, segundo adaptagéo da técnica desenvolvida por

Carvalho e Saraiva (1993).

3.4 — Microdissec¢ao cromossOmica

As laminas contendo cromossomos metafasicos morfologicamente
preservados foram empregadas para a micromanipulagdo. Foram avaliadas
laminas submetidas e ndo submetidas a secagem por movimentos manuais ao
ar. Foi utilizado um microscopio invertido de contraste de fase IX70 (Olympus
™), com objetiva LUCPlanFLN — UIS 2 60X / 0,70 Ph2 acoplado a um
micromanipulador Eppendorf TransferMan®. Para a remog&o dos cromossomos
foram empregadas microagulhas de vidro Femtotips® (Eppendorf) estéreis de
diametro apropriado. Testes de umidade relativa do ar no ambiente foram
realizados, variando de 40% até 80% (de 10 em 10) para determinagdo da
condicdo ideal para remoc¢ao do cromossomo. As laminas variaram de
totalmente desidratadas até uma condicdo umida para avaliar o efeito no

processo de captura. O cromossomo humano numero 2, considerado de facil



identificacao, foi capturado para uso como padrao. Para milho foi coletado um
cromossomo de tamanho relativo grande e de pimentdo um cromossomo
relativamente médio. Cada cromossomo foi transferido para um microtubo
estéril individual de 0,2 ml contendo 0,1 ul de solugéo de coleta (Tris-HCI 10mM
pH 7,5, NaCl 10mM, EDTA 1mM, SDS 0,1%, Triton X-100 0,1%, Glicerol 30%,
Proteinase-K (Sigma) 1,44 mg/ml) também estéril. Os tubos foram mantidos por
2 horas a 60°C para agéo da Proteinase-K, seguido pela inativagdo a 80°C por
20 minutos. A cabine de microdisseccao foi previamente esterilizada e todos
os passos foram realizados utilizando pipetas estéreis com filtro em cabine de

seguranca bioldgica irradiada com UV.

3.5 — Amplificagao dos cromossomos microdissectados

Apos a desproteinizacdo de cada cromossomo, as amostras foram
submetidas a amplificacdo por PCR utilizando primers degenerados 5
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG 3’ descritos por Telenius et al., (1992). As
enzimas USB® Sequenase Version 2.0 DNA Polymerase (Affymetrix), Thermo
Sequenase DNA Polymerase (GE), Platinum® Tag DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen) foram comparadas quanto a eficiéncia de amplificacéo a
partir de um unico cromossomo. Os programas de amplificagdo do DNA alvo
foram adaptados a partir de Christian et al., (1999) e Yang et al., (2009). Foram
avaliadas as temperaturas de anelamento do primer, tempo de anelamento,
rampa de variagdo entre anelamento e extensdao, numero de ciclos de baixa
estringéncia e tempo de extensdo respeitando as especificagoes
recomendadas para cada enzima avaliada. Todas as etapas de pipetagem dos

reagentes foram realizadas em camara de fluxo estéril irradiada com UV e

Xi



utilizando ponteiras de filtro estéril. Os produtos do DOP-PCR foram avaliados
por eletroforese em gel de agarose 1,5% e quantificados com auxilio dos
equipamentos NanoDrop® (Invitrogen) e Qubit® (Thermo Fisher Scientific).
Todos os passos de pipetagem foram realizados em cédmara de fluxo irradiada

com UV e utilizando pipetas estéreis com filtro.

3.6 - Marcacao da sonda com nucleotideo fluorescente

A marcagao fluorescente do DNA foi realizada empregando o método
random primer. Dez enzimas - Thermo Sequenase DNA Polimerase (GE),
Platinum® Taqg DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), AccuTaq™ LA DNA
Polymerase (Sigma), Unitag DNA Polimerase (Uniscience), Pht Taq DNA
Polimerase (Phoneutria), AmpliTag® DNA Polymerase (ThermoFisher), Klenow
Fragment (Takara), Hemo KlenTaq® (BioLabs) Bst DNA Polymerase (BioLabs),
Platinum® Tfi Exo(-) DNA Polymerase (Invitrogen) - e dois tipos de nucleotideos
acoplados a fluorocromos - Tetramethil-rhodamine 5-dUTP (Roche) e
ChromaTide® Alexa Fluor® 488-5-dUTP (Life Technologies) foram testados
quanto a eficacia de incorporacdo na molécula de DNA. Os produtos da
marcagao foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Quando
a sonda foi marcada com Tetramethil-rhodamine 5-dUTP (Roche), o gel de
agarose foi corado com SYBR® Green (Sigma); quando o DNA foi marcado
utilizando ChromaTide® Alexa Fluor® 488-5-dUTP (Life Technologies), o gel de

agarose foi corado com Gel Red™ (Uniscience) para contraste de fluorescéncia.

3.7 - FISH
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Laminas contendo preparagdes cromossOmicas com pouco ou nenhum
citoplasma ao redor, sem sobreposicdo e com niveis de compactacao
adequados foram selecionadas para utilizagcdo da técnica de FISH. A mistura
de hibridizagao consistiu de 200 ng de sonda, 1,0 ug de DNA competidor, 50%
de formamida, 10% de dextran sulfato e SSC 2X. As Iaminas foram tratadas em
tampdo PBS, formalina e série alcodlica gelada. A desnaturacdo dos
cromossomos foi realizada em solugcédo de 70% formamida/SSC 2X em banho-
maria a 72 °C. A mistura de hibridizacao foi desnaturada em termociclador a 85
°C por 5 minutos e transferida para gelo imediatamente. Apds 5 minutos foi
colocada sobre a lamina, coberta com laminula de plastico HybriSlip™ (Sigma)
e seladas com Rubber Cement (Elmer’s). O processo de hibridizagdo foi
realizado no ThermoBryte™ (ThermoFisher) a 37°C por 24 horas. Apds esse
periodo foram conduzidas as lavagens de estringéncia em trés solugbes de
formamida 50%/SSC 2X e em uma de SSC 2X a 45 °C por 5 min cada. As
laminas foram contracoradas com DAPI, montadas com glicerol 40%/PBS,
laminula de vidro, seladas com esmalte incolor e analisadas em microscopio de

epifluorescéncia.

3.8 — Anadlise dos dados

As laminas foram observadas em fotomicroscépio Olympus™; modelo
BX60, equipado com epifluorescéncia, acessérios de analise de imagem e com
objetiva de imersao de 100X/AN 1.4. As imagens foram capturadas diretamente
por uma video-camera acoplada ao microscopio e a um computador equipado

com placa digitalizadora. As analises dos cromossomos foram realizadas
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usando os Programas Image ProPlus 6.1 (Media Cybernetics) e Image SXM de

dominio publico.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Preparagbes cromossémicas

As laminas preparadas a partir das culturas de linfécitos armazenadas
apresentaram grande quantidade de metafases contendo cromossomos
espalhados, sem sobreposi¢cdes, com morfologia preservada, em diferentes
niveis de compactacdo e com pouco citoplasma ao redor. Em virtude desses
aspectos, os cromossomos foram considerados adequados para os processos
de microdissecgao e FISH.

Cromossomos mitoticos de milho e pimentdo com morfologia preservada
e compactacdo adequada para microdissec¢ao foram obtidos utilizando 3 yM
de APM por 4 h e 3 yM de APM por 3 h, respectivamente. Usando o
procedimento de dissociacdo celular foram obtidos cromossomos bem
espalhados, com pouco citoplasma ao redor, sem danos ou sobreposicdo na
cromatina.

Cromossomos meidticos de pimentdo nos estagios de dipléteno e
metafase | morfologicamente preservados foram obtidos a partir de botdes
florais com 3,0 cm de didmetro, em média. O método de digestdo e
gotejamento foi adequado para o preparo das laminas, apresentando
cromossomos bem espalhados, sem sobreposi¢cdo e pouco citoplasma ao redor

(Figura 1).

4.2 - Microdissecg¢éo
A eliminagcdo da etapa de secagem ao ar na técnica de preparo das

laminas contribuiu para que os cromossomos nao ficassem fortemente
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aderidos a lamina e fossem facilmente microdissectados. A lavagem das
laminas em tampao PBS e a manuteng¢do da umidade relativa do ar em torno
de 70% possibilitaram a hidratacdo dos cromossomos para remocado dos
mesmos sem perda de fragmentos.

A Figura 1 ilustra o processo de microdisseccdo em cromossomos

meioticos de pimentdo. Os cromossomos foram corados com Giemsa apenas

para essa etapa de documentacéio.

Figura 1. Microdisseccdo cromossOmica de bivalentes no estagio de dipléteno
de C. annuum. Os cromossomos foram corados com Giemsa. a) Cromossomos na
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fase de diploteno. b) Microagulha de vidro se aproximando dos cromossomos.
Observa-se dois planos de foco, o da lamina e o da microagulha. ¢) Microagulha
removendo um bivalente da lamina. d) Cromossomo aderido a extremidade da
microagulha. e) Dipléteno evidenciando a regido correspondente ao cromossomo
removido pela microdissecc¢ao. f) Segunda etapa de remogao cromossémica.

4.3 — Tratamento com Proteinase K e Amplificagdo

As condi¢des de amplificacdo que resultaram em quantidade satisfatéria
de DNA (Figura 2a) foram 95°C por 5 min, 10 ciclos de 94 °C 1 min, 30 °C 2,5
min, rampa de 0,1° C/s até 72 °C, 72 °C por 3min, 30 ciclos de 94 °C 1min, 62
°C 1,5 min, 72 °C, 2,5 min e extensao final de 72 °C 8 min para as enzimas
termoestaveis. Para a enzima Sequenase DNA Polymerase as condi¢cbes de
amplificagdo foram 92 °C 5 min, 8 ciclos de 25 °C 2 min, 34 °C 2 min, 90 °C 1
min seguido da segunda etapa do protocolo citado acima (Figura 2b). Duas
sequéncias de amplificagdes foram suficientes para gerar uma quantidade de
DNA em torno de 300 ng/ul. A primeira reacao foi realizada num volume final
de 6 yl e a segunda em 50 pl, aproveitando o volume da primeira. O DOP-PCR
utilizando a enzima Thermo Sequenase gerou fragmentos que variaram de 100
a 900pb (Figura 2a); utilizando a USB® Sequenase Version 2.0 DNA
Polymerase os fragmentos ficaram entre 100 e 600pb (Figura 2b) conforme

observado no gel de agarose 1,5%.

As enzimas Thermo Sequenase DNA Polimerase (GE) e Platinum® Taq
DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) amplificaram um unico cromossomo
(Figura 2a e b); entretanto, a enzima AccuTaq™ LA DNA Polymerase (Sigma)

nao amplificou.
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Figura 2. Produtos do DOP-PCR analisados em gel de agarose 1,5%. Linha M
representa o marcador de pares de bases e as linhas 1-8 representam a amplificacao
de diferentes cromossomos microdissectados. a. Cromossomos humanos (colunas L1,
2 e 3 no gel) e de milho (colunas 4 e 5 no gel) amplificados com as enzimas Thermo
Sequenase DNA Polimerase (GE) e Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen), respectivamente. O tamanho dos fragmentos amplificados variou de 100-
900pb. b. Cromossomos humanos (colunas L1 e 2) e de milho (colunas 3 e 4)
amplificados com a enzima USB® Sequenase Version 2.0 DNA Polymerase. Os
fragmentos variaram de 100 a 600pb. c. Fragmentos de DNA provenientes de
cromossomos amplificados de humano (colunas 2, 4, 6 e 8) e milho (colunas L1, 3,5¢€
7) marcados com Chroma Tide Alexa Fluor 5-dUTP. Colunas L1 e 2 foram marcados
com a enzima AccuTag™ LA DNA Polymerase (Sigma), colunas 3 e 4 enzima
Platinum® Tfi Exo(-) DNA Polymerase (Invitrogen), colunas 5 e 6 enzima Pht Taq DNA
Polimerase (Phoneutria) e colunas 7 e 8 enzima Thermo Sequenase DNA Polimerase
(GE).

4.4 — Marcacéao fluorescente

Considerando a marcacao fluorescente, das 10 enzimas avaliadas, 4
delas nao incorporaram ChromaTide Alexa Fluor 5-dUTP nas sequéncias de
DNA (Tabela 1) e o FISH n&o apresentou resultado positivo; 6 enzimas

incorporaram o fluorocromo (Tabela 1) durante a marcacdo por PCR e
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apresentaram marcagao especifica no FISH. Os resultados foram semelhantes

para os dois fluorocromos avaliados. A sonda gerada pela Thermo Sequenase

DNA Polimerase (GE) apresentou relativamente maior intensidade fluorescente

tanto no gel quanto na hibridizagao in situ (Figura 2c e Figura 2).

Tabela 1. Enzimas utilizadas para marcacao fluorescente das sequéncias de DNA
obtidas por amplificagdo de um cromossomo.

Enzimas Caracteristica Fluorocromo Incorporagao por
fluorocromo

AmpliTag® DNA .

Polymerase Alta fidelidade g_f;rﬁ_lrpsﬁde Alexa  Fluor -

(ThermokFisher)

Bst DNA Amplificagdo por | ChromaTide Alexa Fluor

Polymerase . -
. deslocamento da fita | 5-dUTP

(BioLabs)

Platinum®  Taq

DNA Polymerase - ChromaTide Alexa Fluor

High  Fidelity | Alta fidelidade 5-dUTP -

(Invitrogen)

Klenow Fragment | Nao apresenta | ChromaTide Alexa Fluor _

(Takara) corregao 5°-3° 5-dUTP

Pht Tagq DNA .

Polimerase Baixa fidelidade ChromaTide Alexa Fluor ++

) 5-dUTP

(Phoneutria)

Hemo KlenTag® | Nao apresenta | ChromaTide Alexa Fluor -+

(BioLabs) corregéo 5°- 3° 5-dUTP

Unitaq DNA .

Polimerase Alta fidelidade ChromaTide Alexa Fluor ++
. 5-dUTP

(Uniscience)

AccuTaq™ LA .

DNA Polymerase | Alta fidelidade ChromaTide Alexa Fluor ++
. 5-dUTP

(Sigma)

Thermo Tetrametilrhodamina 5-

Sequenase DNA | Alta fidelidade dUTP/ ChromaTide Alexa +++/+++

Polimerase (GE) Fluor 5-dUTP

Platinum® Tfi N30 apresenta

Exo(-) DNA corre go 3.5 e ChromaTide Alexa Fluor t

Polymerase ¢ 5-dUTP

(Invitrogen)

nem 5°-3°

- nenhuma intensidade de fluorescéncia relativa no gel e no FISH

++ intensidade da fluorescéncia relativamente média no gel e no FISH
+++ intensidade da fluorescéncia relativamente alta no gel e no FISH
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4.5 - FISH

Uma sonda cromossomo-especifica foi obtida para o par 2 do cariétipo
humano. As condicdes de estringéncia no FISH (em torno de 82%)
possibilitaram observar marcagcéo de um par especifico de forma homogénea e
ao longo de todo o cromossomo, com pouco ou nenhum background (Figura 3a
e b). Cerca de 95% das metafases e nucleos apresentaram marcagéo,

demonstrando a reprodutibilidade e eficiéncia da sonda construida.

Uma sonda cromossomo-especifica foi obtida para pimentao (Capsicum
annuum). O FISH, realizado nas mesmas condi¢des de estringéncia de 82%,
mostrou marcacdo em um par especifico de cromossomos meidticos em
Metafase | e mitéticos (Figuras 5a e b). A hibridizagdo ocorreu provavelmente
no par 7 ou 8. Também foi obtida uma sonda cromossomo-especifica para
milho (Zea mays) para o par de homdlogos 1 (Figura 4a e b). Foram
visualizadas pelo menos dez metafases marcadas por lamina, demonstrando a
reprodutibilidade das sondas. Entretanto, para ambas as plantas foi observada

uma eficiéncia de marcacéo de 65-80% ao longo das laminas.

XX



Figura 3. Hibridizagao in situ fluorescente em cromossomos metafasicos provenientes
de cultura de linfécitos humanos. A sonda cromossomo-especifica foi marcada com
Chroma Tide Alexa Fluor 5-dUTP (verde) e a contracoloragao realizada com DAPI. a.
Metafase de individuo feminino mostrando a marcagcdo em um par de cromossomos.
b. Cariograma de individuo feminino evidenciando o par 2 marcado com a sonda
cromossomo-especifica. Barra = 10um.

Figura 4. Hibridizagdo in situ fluorescente de sonda cromossomo-especifica em
cromossomos de milho (Z. mays). Observar o par marcado em verde (Chroma Tide
Alexa Fluor 5-dUTP). Os cromossomos foram contra corados com DAPI e o padréo de
bandas foi provocado pela desnaturagao térmica e quimica da técnica de FISH. a.
Metafase mostrando um par de cromossomos marcados com a sonda construida. b.
Cariograma evidenciando o par 1 de milho marcado com a sonda cromossomo-
especifica. Barra = 10 ym.
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Figura 5. Hibridizacdo in situ fluorescente de sondas cromossomo-especificas em
cromossomos de pimentao (C. annuum). Observar o par marcado em vermelho
(Tetramethilrhodamine-5-dUTP). Os cromossomos foram contracorados com DAPI. a.
Par de cromossomos meibticos em metafase | marcados por FISH. b. Metafase
mostrando um par de cromossomos mitéticos marcados por FISH. Barra = 5um.
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5 - DISCUSSAO

Mesmo utilizando estratégias diferentes para a obtencdo dos
cromossomos humanos e de plantas, os esforgos para padronizagcéo de cada
protocolo proporcionaram metafases morfologicamente adequadas e
preservadas, contendo cromossomos sem sobreposicdo, bem definidos nos
centrbmeros e nas extremidades, individualizados e uma menor condensacao
da cromatina. Tais caracteristicas foram essenciais para o sucesso na
construcado de sondas cromossomo-especificas. As metafases provenientes do
banco de linfécitos humanos sdo oriundas de culturas de células ja
padronizadas e foi avaliado se elas, apesar de armazenadas ha longo periodo,
atendiam aos requisitos de morfologia e preservacdo dos cromossomos. O
tempo de estocagem do material aparentemente ndo interferiu e os
cromossomos foram considerados adequados para microdissec¢cao e FISH,
conforme marcagcdo da sonda. Para milho e pimentao, foi testado o melhor
antitubulinico, sua concentracdo e tempo de acdo. O bloqueador APM foi
efetivo para as duas plantas, em concentragdes e tempo especificos para cada
espécie. Desde sua primeira descricdo por Morejohn e Fosket (1984), o
antitubulinico APM vem sendo utilizado com sucesso por diversos autores.
Dolezel et al. (1992) relataram acumulo de metafases apropriadas para
caracterizagdo morfolégica a partir de meristema radicular em Vicia fabba (L.)
utilizando esse bloqueador. Clarindo and Carvalho (2006) também utilizaram
APM e consideraram adequado para obtencdo de metafases com
condensacgdes variadas na espécie Coffea canephora, cujo cariétipo era

anteriormente considerado homomorfico. De acordo com Planchais et al.
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(2000), para cada espécie vegetal, &€ necessario avaliar rigorosamente e
monitorar a concentragdo e tempo de acdo dos agentes inibidores de
microtubulos para se obter cromossomos metafasicos de qualidade.

O preparo das laminas por meio da técnica de dissociagao celular
enzimatica seguida da secagem ao ar resultou em cromossomos sem
sobreposi¢ao, bem espalhados e com pouco background. Carvalho e Saraiva
(1993) propuseram esse método para milho e obtiveram cromossomos com
morfologia mais bem preservada comparado a técnica de esmagamento. Sabe-
se que os cromossomos obtidos por esmagamento apresentam deformacdes
na morfologia, ndo espalham suficientemente na lamina e pode haver perda de
material na remogéo da laminula, desvantagens para a microdissecgéao e FISH.
A qualidade e morfologia preservada dos cromossomos obtidos dispensou a
necessidade de coloracdo prévia com Giemsa para identificacdo dos
cromossomos. Conforme relatado por Christian et al., (1999) apesar da
coloragdo auxiliar na identificacdo, também pode ser uma fonte de
contaminagao, o que deve ser evitado nos procedimentos de construgdo de
sondas cromossomo-especificas. De acordo com Houben (2012), a qualidade
do DNA microdissectado depende do pré-tratamento, fixagdo do cromossomo e
coloracdo das amostras. Engelen et al., (1998) e Houben et al., (2001)
recomendaram um contato minimo do material com acido acético ja que essa
substancia provoca a depurinacdo do DNA. Esses autores sugerem lavar as
laminas apos o preparo e antes da microdissecgéo. Zhou et al., (1999) fixaram
o material por apenas 10 minutos em metanol:acido acético, transferiram para
etanol 70% por pelo menos um dia e prepararam as laminas utilizando agua

bidestilada ao invés de acido acético 45% para evitar depurinagdo e danos
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mecanicos ao DNA. Entretanto, essa fixacdo em etanol 70% prejudica a
dissociagcdo celular e os cromossomos apresentam aspecto refringente,
condi¢des consideradas inadequadas para microdisseccao e FISH.

As condi¢cdes para uma microdissecgao relativamente adequada, onde
toda a integridade cromossGmica é preservada, foram determinadas
considerando se os cromossomos estavam adequadamente hidratados. Foi
observado que cromossomos muito ressecados se tornam quebradicos e se
esfarelam na tentativa de remocg¢do. Cromossomos muito hidratados
apresentam aspecto gelatinoso e ndo se aderem a microagulha. A lavagem da
ldamina em PBS possibilitou a hidratagdo considerada ideal do material e a
umidade relativa do ar em torno de 60-70% evitou o ressecamento da lamina
durante a microdissecgao. Essas estratégias facilitaram a remog¢do de um
cromossomo inteiro, sem perdas de fragmentos visiveis e asseguraram uma
aderéncia adequada do material na microagulha de coleta, garantindo uma
transferéncia segura para o microtubo, tanto para humano quanto para plantas.
Engelen et al. (1998) utilizaram uma 5 pl de agua ultra pura em cima do
cromossomo alvo para reidrata-lo. Entretanto esse método atrapalha a
visualizagcdo do cromossomo e a remog¢ao do mesmo € prejudicada pela
camada de agua. Christian et al., (1999) lavaram a lamina em solugéo de SSC
4X antes da microdissecgdo. Essa estratégia néo é considerada adequada ja
que o excesso de sal dificulta a visualizacdo e impossibilita a remogao do

cromossomo.

Houve a necessidade de um tratamento enzimatico para remocg¢ao das
proteinas da cromatina antes da amplificacdo por PCR e o melhor resultado foi

utilizando Proteinase K. Foi realizada a transferéncia direta do cromossomo
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para o préprio microtubo de PCR contendo 0,1 pl de solugao de coleta, a fim de
evitar etapas extras de manipulagdo do material e diminuir chances de
contaminagdo com DNA exdgeno. O pouco volume foi a fim de aumentar a
probabilidade de encontro da enzima com o cromossomo e evitar que a
solucdo de coleta interferisse na solugdo de PCR. Meltzer et al., (1992)
transferiram 25-50 cromossomos para 20 ul de solugdo contendo essa enzima.
Segundo Christian et al., (1999), uma vantagem de se capturar um unico
cromossomo esta na reducao de uma potencial contaminagdo, uma vez que o
microtubo necessita ser aberto apenas uma vez. Weimer et al., (1999),
Henning et al., (2008) também utilizaram Proteinase K, mas o tratamento foi
realizado em uma micropipeta coletora contendo 0,3 ul de solugado. Entretanto,
o tempo de acdo da enzima nessas condicdes aumenta as chances de
contaminagdo do material. Guan et al., (1993) utilizaram a enzima
Topoisomerase para remover as torgdes do DNA e Engelen et al., (1998)
relataram que foi possivel solubilizar o DNA apenas com ciclos de
temperaturas alternando 30°C e 50°C por 30 minutos. Entretanto, essas

alternativas nao se repetem na literatura.

A utilizacao de primer degenerado representa um avango na amplificagcao
de um dado cromossomo ja que ndo se necessita conhecer a sequéncia do
alvo. Entretanto, o DOP-PCR para a construcdo de sondas envolve etapas
criticas, tais como temperatura e tempo de anelamento, rampa entre
anelamento e extensdo, numero de ciclos e volume da reacdo, bem como a
enzima utilizada. Segundo Vega et al., (1994), o DOP-PCR é relativamente
simples e ndo necessita de etapas com enzimas de restricdo ou adaptadores.

Embora a amplificacédo preferencial de algumas sequéncias ndo possa ser
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descartada, o padrao obtido no FISH fornece evidéncia direta do sucesso da
amplificagdo ao longo de todo o molde de DNA microdissectado. De acordo
com Christian et al.,, (1999), preferéncias sutis no anelamento do primer
durante os ciclos iniciais de baixa estringéncia podem produzir assimetrias
durante a amplificagdo, resultado em cobertura incompleta da sonda. Yang et
al. (2009) consideraram que nem todas as Taq polimerases funcionam bem
para DOP-PCR de cromossomos, sendo necessario adequar desde a enzima
até os componentes criticos do tampao de reacdo. Guan et al.,, (2003)
ressaltaram que para a iniciacdo do PCR, que é a fase mais critica quando se
utiliza DNA dissectado, as enzimas termoestaveis ndo sao tao eficientes ja que

o anelamento ideal do primer degenerado é a 30 °C.

A marcacgao fluorescente direta do tipo random primer, aproveitando o
mesmo iniciador degenerado das amplifica¢des, foi efetiva para as sequéncias
de DNA humano e das plantas utilizadas. Foi observado que seis diferentes
enzimas marcaram adequadamente as sondas, mostrando a versatilidade da
técnica. A possibilidade de se optar por uma dessas enzimas na incorporagao
do fluorocromo permite redu¢ao no custo da técnica e facilita a adaptagao da
metodologia por outros laboratérios. Telenius et al., (1992) propuseram o0 uso
do DOP-PCR para marcagdo das sondas empregando a segunda etapa do
ciclo e encontraram resultados satisfatorios para marcagcao em humanos, rato e
drosdfila. De acordo com Koch (2003), a escolha do fluorocromo e do tipo de
marcacao vai interferir diretamente no nivel de background e na qualidade da
sonda, sendo necessario comparar diferentes métodos a fim de se encontrar
um resultado aceitavel. Morrison et al. (2003) consideraram a marcagao por

PCR apropriada para limitar o tamanho das sondas entre 200-600 pares de
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bases, tamanhos considerados ideais para uma performance adequada no
FISH. Entretanto, Schwarzacher e Heslop-Harrison (2000) ressaltaram que
todos os parametros criticos intrinsecos da técnica de PCR devem ser também
avaliados cuidadosamente na marcacao fluorescente por random primer,

podendo tornar o método exaustivo.

A utilizacdo de um unico cromossomo para construgdo da sonda
representa vantagens quanto a diminui¢do do esfor¢o de micromanipular e a
auséncia da necessidade de classificagdo prévia do cromossomo alvo. Os
primeiros trabalhos envolvendo microdisseccao utilizavam cerca de 100 copias
do cromossomo, tornando o processo laborioso, além da necessidade de
muitas metafases na ldmina e de classificagcdo do cromossomo. Para algumas
espécies vegetais, cujos cariotipos sdo considerados homomorficos, a
utilizacdo de um unico cromossomo representa um enorme avango na
construcao de sondas especificas, diminuindo o esforgo, o custo e as chances
de erro na captura. De acordo Zhou et al., (1999), muitos autores escolhem
plantas contendo cromossomos com caracteristicas  morfoldgicas
proeminentes, como o maior ou 0 menor, a fim de facilitar a identificagao.
Weimer et al.,, (1999) consideraram que utilizar multiplas cépias de
cromossomos aumenta o risco de erros relacionados a identificagdo errbnea
que pode resultar em contaminacao cruzada, comprometendo a qualidade da
sonda. De acordo com Christian et al., (1999), dentre as possiveis razées da
necessidade de coletar multiplos cromossomos para construir uma biblioteca
de sondas suficientemente complexa, uma delas ¢é a dificuldade de
microdissectar um cromossomo inteiro e garantir que toda a cromatina tenha

sido transferida para o tubo.
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A sonda obtida para o cromossomo humano numero 2 apresentou sinal
forte de marcacao e alta reprodutibilidade no FISH. A marcagado do par maior
de milho também foi coerente com a microdissecgdo de um cromossomo
considerado grande. A sonda obtida para pimentdo apresentou marcagéo
especifica, mas o cariétipo muito similar dificultou diferenciarmos entre o par 7
e 8 na marcagdo. Abreu et al.,, (2008) ja havia relatado o alto grau de
similaridade morfolégica entre alguns cromossomos de pimentdo, inclusive os
pares 7 e 8. As sondas cromossomo-especificas obtidas tanto para humano
quanto para plantas mostraram-se complexas, com sinal uniforme sem spots
individuais. De acordo com Christian et al., (2002) a uniformidade na marcacao
€ um parametro adequado para avaliagdo da complexidade da sonda. Nés
identificamos pouco ou nenhuma hibridizagdo cruzada. Guan et al., (1994)
sugerem evitar microdissectar regides contendo sequéncias altamente
repetitivas a fim de se evitar marcacdes inespecificas em cromossomos

indesejados.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que, apesar da construgao de sondas
cromossomo-especificas ser uma metodologia extensa e desafiadora, a
padronizagao de cada etapa possibilitou, dentro das nossas condigbes, a
marcacgao especifica a partir de um unico cromossomo para humano, milho e
pimentdo. A microdisseccao, transferéncia para o tubo e a comparacéo de
diferentes parametros no DOP-PCR foram consideradas como as etapas mais
criticas do processo. A qualidade das preparagbes cromossémicas foi um fator
crucial para aplicacdo das metodologias de microdisseccdo e FISH.
Cromossomos, tanto de humano quanto de plantas, com morfologia e estrutura
preservadas proporcionaram um molde de DNA adequado para a construgao

de sondas.

A eficiéncia das sondas foi relativamente maior em humanos, conforme
esperado para um modelo ja bastante utilizado, principalmente no campo da
citogenética molecular médica. Em plantas, tanto a heterogeneidade das
laminas, inerente da preparacdo, quanto a deficiéncia de metodologia
reprodutivel podem ter sido responsaveis por uma eficiéncia relativamente
menor na hibridizagdo. Embora tenhamos realizado a padronizagdo para as
nossas condi¢cdes considerando nossos equipamentos e reagentes, esperamos
que nossas metodologias sirvam como base para que outros pesquisadores
possam também otimiza-las e aplica-las em espécies vegetais, difundindo a

construcao de sondas cromossomo-especificas em plantas.
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