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Os cactos sdo o simbolo natural do semiarido brasileiro e estdo presentes em diversas
expressoes artisticas, notadamente na xilogravura, mas também na musica, nos cordéis, etc.
Além disso, a beleza dessas plantas, de arquitetura singular e flores surpreendentes, faz delas
uma das nossas plantas nativas mais cultivadas como ornamentais, tanto nas grandes cidades,
inclusive nas floriculturas e nas maos de colecionadores, quanto, e principalmente, nos jardins
e quintais dos sertanejos. Ndo é a toa que as cactdceas sdo das poucas familias de plantas que
praticamente qualquer pessoa reconhece, mesmo quando estdo sem flor.

O Instituto Nacional do Semiarido tem muito apropriadamente dado suporte para a
publicacdo de duas obras sobre as cactaceas do Nordeste que merecem destaque entre os
trabalhos sobre a Botanica do Semiarido. Primeiro foi o excelente livro Cactdrio Guimaraes
Duque: Espécies da Colecdo Botanica do INSA, com identificagcdo taxonGmica feita pelo Eng.
Agr. Erton Almeida. Este guia amplamente ilustrado, permite que qualquer pessoa sem
familiaridade com a Botanica conheca a diversidade de cactos da regido, o nome comum € o
nome cientifico das espécies, os locais onde ocorrem, o nivel de ameaca de extincdo, etc,
contribuindo assim para divulgar a beleza da nossa flora e estimulando a sua conservacgao.
Agora, o INSA apresenta um manual de técnicas de citogenética aplicadas as cactaceas,
organizado por uma equipe de especialistas no assunto, que certamente terd papel
importante no desenvolvimento de novos estudos nessa area.

A primeira vista, pode parecer que um manual de técnicas citogenéticas
exclusivamente dedicado as cactaceas seja um trabalho excessivamente especializado, mas na
verdade ndo é. Como destacado no primeiro capitulo do livro, as cactaceas exigem atencdo
especial para coleta das plantas na natureza, cultivo, herborizacdo e identificacdo das espécies
analisadas. Afora isso, a obtencdo de material vegetal para analise citogenética exige alguns
cuidados especificos, que sdo didaticamente explicados no capitulo 2.

Nos capitulos 3 e 4 os autores exploram muito bem as distintas possibilidades de
preparacdo de laminas e de coloracdo dos cromossomos. Aqui eles apresentam tanto os
métodos classicos, que sdo geralmente mais simples e que podem ser aplicados mesmo em
laboratérios pouco equipados, quanto a coloracio CMA/DAPI, que exige microscopia de

fluorescéncia, mas simplifica muito a andlise e uma observacdo mais detalhada da estrutura



dos cromossomos. Embora tenham experiéncia com os métodos cito-moleculares mais
modernos, os autores deixaram de lado essas técnicas, que podem trazer diversas
informacgdes adicionais sobre a organizacdo dos cromossomos, mas sao também mais
dispendiosas, exigem uma aparelhagem mais extensa e tomam muito tempo para produzir
bons resultados.

Nos capitulos 5 e 6 eles detalham como deve ser feita a analise dos dados obtidos,
utilizando recursos digitais que facilitam muito o trabalho e permitem uma melhor
comparacao de dados entre espécies diferentes. O capitulo 7 é dedicado aos cuidados
necessarios ao manuseio correto do microscépio - o equipamento central de um laboratério
de citogenética. O fotomicroscépio é tao importante que até pouco tempo atras, em alguns
laboratodrios, sé o professor responsdvel podia manusear livremente esse equipamento.

Por fim, nos capitulos 8 a 10, os autores apresentam como preparar as principais
solugdes usadas na citogenética, quais os cuidados necessarios ao fazer uso dessas solugdes e
as possiveis causas de eventuais insucessos com o uso desses protocolos.

Um aspecto que merece destaque especial neste trabalho sdo as ilustracdes que
acompanham todos os capitulos. Especialmente no preparo das solugbes, os autores se
esmeraram de tal maneira na qualidade dasilustracdes, que elas quase dispensam explicacdes
adicionais. A partir do capitulo 3 em diante todo o texto tem carater mais geral, se aplicando
ndo apenas as cactdceas mas também a andlise de qualquer outra espécie vegetal. Isso é
particularmente importante, devido a escassez de livros didaticos sobre esse tema no Brasil.

Portanto, estdo de parabéns tanto os autores, pela iniciativa e dedicagdo na elaboracao
deste trabalho, quanto o INSA, por possibilitar essa publicagdo, demonstrando o seu interesse

em investiramplamente no desenvolvimento da pesquisa no Semiarido brasileiro.

Marcelo Guerra

Departamento de Botanica
Universidade Federal de Pernambuco
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1. Coleta e documentagao botanica

Uma das fases mais importantes do
estudo citogenético é a obtencédo de
material vegetal (incluindo sementes ou
frutos) de procedéncia conhecida (local
de coleta) e corretamente identificado.
Esses dados sdo fundamentais para a
posterior publicacdo das informacdes

citogenéticas, bem como para o historico

de registro e referéncias sobre a vege-

tacdo de uma determinada regiso. Figura 1. Coleta em campo de cactos.
Para isso, séo realizadas expedi¢bes organizadas para esse fim (Fig. 1). Além de
mudas e sementes para cultivo, germinacao e analise citogenética posterior, devem
ser coletadas espécimes para a confeccéo de exsicatas que serdo tombadas e
depositadas em herbario.

E de fundamental importancia
que os materiais de coleta, a saber,
caderno de campo, prensas de
madeira, tesouras de poda, podao,
facado, sacos plasticos, fita crepe,
luvas protetoras, jornais em

quantidade suficiente, aparelho de

GPS e maquina fotografica ou ce-

Figura 2. Material de coleta em campo.

lular com camera de alta qualidade,

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas




sejam previamente organizados
para o processamento e docu-
mentacdo do material no campo
(Fig. 2).

Todo material vegetal a ser
analisado citogeneticamente ne-
cessita de identificacdo botéanica
correta, que deve ser feita por um
taxonomista, especialista no grupo
em estudo. Nomes vernaculares
(populares) nao sédo aceitos em
publicacdes cientificas, por serem
extremamente variaveis de uma

regido para outra e, em muitos

e Mo cssomenes | CQS0S, até dentro de uma mesma

._.ﬂ.l‘.Jl'Pf:: W"-“W_ —

e  regido.

e ey TS L

ey 2 0 Antes de iniciar qualquer
e — , »

s e e o | trabalho de citogenética com repre-
[ 357 = = A

o o —  sentantes da familia Cactaceae no
Figura 3. Exemplar de exsicata de Melocactus sp. o i

Brasil, é recomendavel estabelecer
um contato prévio com um taxonomista que tenha experiéncia nesse grupo de plantas.
Essa recomendacéo se estende ndo apenas aos cactos, mas a qualquer outro taxon.
O site da Flora e Funga do Brasil - Reflora (https://floradobrasil.jbrj.gov.br/consulta/)
fornece diversas informacdes taxondmicas e indica especialistas para uma variedade

de familias de plantas, incluindo Cactaceae.
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Para que seja realizada uma identificagéo correta das plantas, é fundamental
que determinadas caracteristicas uteis ao reconhecimento da espécie pelo
taxonomista permane¢cam na exsicata. Particularmente para a familia Cactaceae,
onde as plantas sao bastante volumosas e, portanto, impossiveis de serem inseridas
na sua totalidade, é fundamental que determinadas partes das plantas sejam
incluidas. Para o género Melocactus, por exemplo, é fundamental que a base, a
porcao mediana e o cefalio (estrutura encontrada no apice de individuos adultos,
onde surgem as flores e alta concentragéo de tricomas) sejam inseridos na exsicata
(Fig. 3). Alem disso, informagdes sobre o ambiente, altura da planta, cor das flores e
dos frutos também devem ser incluidas nas anota¢des do caderno de campo.

As exsicatas constituem o material testemunho da identificacdo boténica;
portanto, aumentam consideravelmente a credibilidade dos resultados citogenéticos.
Além disso, as experiéncias vivenciadas durante as excursdes de coleta em campo
possibilitam, ao mesmo tempo, a obtencdo de material vegetal e uma melhor
compreensao sobre os aspectos ecologicos e diversificados das espécies

analisadas.

2. Obtencao e processamento de raizes para citogenética

2.1 Coleta de raizes

Para obtencéo de bons resultados, a escolha e processamento das raizes
sao etapas importantes na analise citogenética vegetal, independente da técnica
que se deseja aplicar. As raizes ideais para esse tipo de procedimento sao raizes
jovens (Fig. 4), pois possuem tecido com intensa atividade mitética (tecido

meristematico). Ao retirar a planta do vaso, essas raizes podem ser faciimente

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas
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identificadas por terem cor mais
intensamente esbranquicada na
sua extremidade ou ponta (ver deta-
Ihe Fig. 4) e pela facilidade de se
desprender da planta. As raizes
sdo retiradas com o auxilio de uma
pinga de aco inoxidavel, lavadas
em agua destilada, secas rapida-
mente em papel absorvente e,

entdo, colocadas em tubo de 2 mL

Figura 4. Raizes jovens - detalhe da ponta da raiz.

contendo solug¢ao antimitotica sufi-
ciente para cobri-las. Ao chegar ao laborat6rio, o antimitotico deve sertrocado.

Para obtencéo de raizes jovens de cactos, alguns cuidados especiais sdo neces-
sarios, tais como:

e Manter as espécies terricolas ou saxicolas que se deseja analisar em vasos
com substrato composto por areia lavada grossa (pedrisco) e pouca matéria
organica (Fig. 5);

e Antes da coleta, produzir estresse hidrico de 8 a 10 dias e, ap6s esse periodo,
regar as plantas ao entardecer para coletar as raizes no dia seguinte pela
manha;

e Remover a planta do vaso com cuidado, preferencialmente usando luvas
protetoras (Fig. 6). Isso evita ndo apenas acidentes com os espinhos ou
irritacéo da pele por gloquidios, mas também danos ao vegetal.

¢ No momento da coleta, usar pulverizador de agua (se possivel com pressao)
para remocéao da areia (Fig. 6) e facilitagdo do acesso as raizes, garantindo,
com isso, que as raizes coletadas sejam, de fato, material apropriado ao
interesse do estudo, ao invés de plantas invasoras, que frequentemente
crescem junto no mesmo vaso.

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas



Figura 6: Remocé&o da areia com o auxilio de um pulverizador de agua e luvas.



2.2 Pré-tratamento

Nas células meristematicas de raizes nao pré-tratadas, ou seja, sem o uso de
agentes antimitéticos (Fig. 7A-B), observamos, por meio da analise microscoépica, as
fases completas do ciclo celular: interfase, préfase, metafase, anafase e teléfase (ver
Fig. 8A). Durante a metafase, os cromossomos se alinham no plano equatorial da
célula devido a acdo do fuso mitotico, composto por microtubulos ligados aos
centrdbmeros, os quais 0s mantém unidos. Isso torna desafiadora a definicdo da
morfologia cromossémica. Por outro lado, nas raizes pré-tratadas com agentes
antimitéticos, observa-se, nas células meristematicas radiculares, apenas a fase de
interfase e duas subfases da mitose: profase e metafase (Fig. 8B). Essa auséncia das
demais subfases €& resultado da agdo dos agentes antimitdticos, os quais
despolimerizam as fibras do fuso, bloqueando o ciclo mitético na metafase e

ocasionando uma maior contragéo e espalhamento dos cromossomos.

L4
+
. o TS
Dnizaling 5uM
BR800 6 LiFa

Figura 7. Agentes antimitéticos utilizados na citogenética vegetal. A. Reagentes antimitéticos que
estao na forma de po; B. Solugdes de uso e estoque. O detalhe em "B" mostra as informagdes
importantes a ter no rétulo.



Assim, com a configuracao altamente condensada e isolada dos cromossomos
metafasicos (Fig. 8B), torna-se mais viavel a contagem e a analise detalhada de sua
morfologia, assim como dos padrdes de organiza¢ao dos blocos de heterocromatina
constitutiva (HC). Os antimitéticos rotineiramente utilizados sao: 8-hidroxiquinoleina
(8HQ) 0,002M e colchicina 0,2%. Além desses, outros antimitoticos também sé&o
usados na citogenética vegetal, como a-bromonaftaleno, trifuralina e orizalina. Em
cactaceas, o pré-tratamento tem sido realizado com sucesso com 8HQ a 4 °C por 24
horas. Contudo, colchicina 0,2% e orizalina a 4 °C por 4 horas também produzem bons
resultados. Atencao: nessa etapa, deve-se evitar o contato do 8HQ com o acido
acético, uma vez que este Ultimo altera as propriedades antimitéticas do 8HQ. E

importante lembrar que as raizes devem ficar mergulhadas no antimitético (Fig. 9).

Células sem pré-tratamento

Células com pré-tratamento

Figura 8. Fases do ciclo mitotico de Allium cepa (Cebola). A. Fases observadas em raizes sem
pré-tratamento. B. Fases observadas em raizes pré-tratadas com antimitéticos.

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas
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Figura 9.Raizes em 8HQ (solug&o de pré-tratamento).

2.3 Fixacdo e armazenamento

A fixagdo é uma das etapas mais criticas na analise citogenética. Se feita
corretamente, garante a estabilidade da morfologia e estrutura dos componentes
bioquimicos intra e extracelulares, sem causar distor¢cbes na estrutura dos
cromossomos. O fixador, além de conservar as raizes por longos periodos, prepara a
célula para a entrada dos corantes, entre outras substancias importantes para o
sucesso das etapas subsequentes afixacao.

Mesmo existindo varios fixadores (Carnoy, metanol, alcool isopropilico 80%,
etanol 50%, Liquido de Bouin), o Carnoy é o mais utilizado em citogenética vegetal.
Jean Baptiste Carnoy (1836 — 1899), um padre belga e um dos pioneiros da biologia
celular, desenvolveu fixadores altamente eficazes para a preservagao de tecidos
vegetais, incluindo a solugéo 3:1, conhecida como Carnoy em sua homenagem. Essa
solugéo € composta por uma mistura de trés partes de alcool absoluto e uma parte de

acido acético glacial (Fig. 10).

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas



O Alcool absoluto (etanol ou metanol) é essencial na solugdo de Carnoy;, reali-
zando a fixagao por desidratacéo e coagulagao de proteinas, prevenindo a autdlise e a
putrefacao dos tecidos. O metanol é considerado um fixador superior ao etanol devido
a sua capacidade de penetrar nas células de forma mais rapida, conferindo-lhe maior
agilidade na fixagao. Apesar de ambos serem eficazes, o etanol € mais comumente
utilizado em laboratorios de citogenética vegetal devido a menor toxicidade. O acido
acético, embora nao fixe diretamente, desempenha um papel crucial na mitigagao de
efeitos adversos causados pelo alcool, evitando o enrugamento celular, amolecendo
os tecidos, destruindo proteinas, e
tornando o DNA acessivel a
corantes ou sondas, além de faci-
litar a aderéncia dos cromosso-
mos a superficie da lamina de

vidro. T =
i - = E“éi‘?&&f'mgw”ii-

As raizes de cactaceas sao Etnanol e §
fixadas em Carnoy por 2 horas em poe @ \

temperatura ambiente (TA), e a

cada meia hora, os tubos de fixa-

¢do sao agitados por 30 segun-
dos, manualmente, ou, por meio Figura 10. Reagentes usados no preparo do Carnoy:
de homogeneizador de amostra  etanol ou metanol absoluto e &cido acético
(Fig. 11). glacial.

Atencdo: (1) Esse fixador deve ser preparado e utilizado logo em seguida; (2)
Raizes muito grossas devem ser perfuradas com a ponta da seringa ou cortadas ao
meio; (3) O volume do fixador deve ser de 10 a 20 vezes maior que o material a ser
fixado; (4) Os tecidos tendem a liberar agua durante a fixagao, sendo recomendada a
troca da solugao fixadora por outra, apds 2 horas de fixagao.

Importante: todas as fixagcdes devem estar devidamente identificadas (nome
da espécie e data) com etiqueta marcada com grafite e colocada junto ao material

fixado (Fig. 11, ver detalhe).

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas
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Correto

Figura 11. Raizes sendo misturadas com auxilio de um homogeneizador de amostra: Detalhe
destaca como identificar corretamente os microtubos.

Decorrido o tempo de fixagdo na temperatura ambiente, as raizes de
cactaceas podem ser estocadas em freezer, a -20°C, no préprio fixador por um

longo periodo de tempo (Fig. 12).

Figura 12. Fixagbes armazenadas em freezer (-20°C).

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas



3. Preparacdao cromossOmica

Na citogenética vegetal, sao utilizadas diversas técnicas, com variagoes,
para a confecgao de laminas, podendo ou n&o envolver o uso de nitrogénio
liquido (Anexo 1). Trés desses procedimentos serédo aqui descritos e ilustrados:

1. Técnica de esmagamento seguida de coloragao, conforme descrito
por Guerra e Souza (2002) — consiste no esmagamento do material vegetal,
seguido pelo congelamento em nitrogénio liquido para a remog¢éo das laminulas.
Esta técnica € amplamente utilizada, tanto com o uso de corantes convencionais
quanto fluorescentes. Contudo, ela pode ser dispendiosa devido ao custo e a
disponibilidade limitada do nitrogénio liquido no laboratério.

2. Técnica de coloragao seguida por esmagamento (Guerra e Souza,
2002) — utilizada na confecgéo de laminas temporarias, esta técnica dispensa o
uso de nitrogénio liquido. Apresenta a vantagem de ser de baixo custo, tornando-
se acessivel a qualquer Ilaboratério equipado com uma lupa
(estereomicroscépio) e um microscopio 6ptico comum. Inicialmente, é realizada
uma hidrélise em acido cloridrico (HCI) 5N (Ié-se: cinco normal) a temperatura
ambiente ou a 1N (lé-se: um normal) sob fervura, seguida de coloragédo com
hematoxilina acética 1% ou orceina acética 2%.

3. Dissociacao de células meristematicas por sonicagao (DCMS): um
novo protocolo para a preparacdao de Ilaminas de cromossomos
metafasicos em plantas - este método, além de combinar algumas das
vantagens das técnicas mencionadas anteriormente, proporciona maior
praticidade, eficiéncia no tempo de preparagdo e otimizacdo do numero de
laminas necessarias para preparagdes cromossémicas. Isso se deve a
capacidade de armazenamento de suspensdes de células metafasicas mitbticas,
sem comprometer a qualidade celular e permitindo uma repetibilidade facil do

processo.

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas
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Para uma compreensao mais aprofundada de cada etapa das técnicas de
preparagcao cromossdmica mencionadas anteriormente e descritas
detalhadamente abaixo, foram criados esquemas ilustrativos que podem ser

encontrados nos Anexos 2, 3 e 4.
3.1 Técnica de esmagamento seguida por coloragao (ver Anexo 2):

1. Retire as raizes do fixador e lave-as duas vezes em agua destilada (5
minutos cada lavagem), utilizando microtubos de 2,0 mL para esta e
demais etapas.

Enxugue as raizes rapidamente com papel filtro.

Nesta etapa, dependendo do tipo de coloragéo aplicada, as raizes podem
ser hidrolisadas ou digeridas antes de prosseguir para a etapa 4. Para
coloracdo convencional, siga as instrucbes em A. Para coloracéao
diferencial, siga as instru¢ées em B:

e A. Hidrdlise: mergulhe as raizes em uma solugdo de HCI 5N a
temperatura ambiente (TA) por 20 a 30 minutos.

e B. Digestdo enzimatica: mergulhe as raizes em uma solugao
enzimatica (celulase 2% / pectinase 20%) e deixe por 60 minutos na
estufaa 37 °C em camara umida. Atencao: Adigestdo enzimatica pode
ser realizada com o conjunto de enzimas celulase 2% / pectinase 20%
ou com celulase 3% / pectoliase 1%, sendo este ultimo mais eficiente,
pois a pectoliase ataca ndo apenas a pectina, mas também outras
estruturas de carboidratos nas paredes celulares das plantas, sendo
considerada uma superenzima. No entanto, a pectoliase € mais cara
em comparag¢ao com a pectinase.

4. Lave as raizes novamente em agua destilada por trés vezes (5 minutos

cada lavagem).
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Com o auxilio de um estereomicroscopio (lupa), transfira uma raiz para a
ldmina e adicione uma gota de acido acético 45%. Remova a coifa e as
capas mais externas da raiz, deixando apenas o meristema, e corte o
tecido meristematico em pedacos pequenos (maceragao).

Cubra com uma laminula e bata cuidadosamente com uma agulha de
ponta rombuda diretamente sobre os fragmentos de meristema. Verifique
o espalhamento ao microscépio e esmague o material colocando o
conjunto lamina-laminula em um papel filtro dobrado, pressionando-o com
cuidado para evitar que a laminula deslize.

Congele o conjunto Idamina-laminula em nitrogénio liquido por 2 minutos
e, com o auxilio de um bisturi ou lamina de barbear, retire rapidamente a

laminula.

Seque a lamina a temperatura ambiente (a [amina pode ser disposta em
suporte de madeira ou outra superficie que permita a secagem do material
a ser corado para posterior coloragdo convencional ou diferencial (ver item
4.1 e 4.2, respectivamente). Atencao: é indicado realizar a coloragéo
diferencial apenas apos trés dias de envelhecimento da lamina, pois
observacdes indicam que a desidratagcdo das células parece melhorar a
estabilidade dos corantes fluorescentes, e, portanto, ajuda na melhor
definicdo das bandas.

3.2 Técnica de coloragado seguida por esmagamento (ver Anexo 3):

A hematoxilina acética solu¢ado 1% e Orceina acética solugéo 2% sao os

corantes utilizados nessa técnica. No entanto, sera descrito apenas o

procedimento de coloracdo com hematoxilina, por ser mais pratico. Com o

auxilio de uma pinga e seringas:

1.

Retire as raizes do fixador.
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10.

11.

Lave as raizes duas vezes em agua destilada por cinco minutos; enxugue-
as rapidamente com papel absorvente.

Hidrolise as raizes em HCI 5N por 20 minutos.

Lave as raizes trés vezes em agua destilada por cinco minutos e seque-
as rapidamente.

Transfira as raizes para um microtubo de 1,5 mL e adicione duas ou trés
gotas de hematoxilina solu¢do 1%. Mantenha o microtubo fechado por 20
minutos.

Para o preparo da lamina, coloque uma raiz na lamina e adicione uma
gota de acido acético solugéo 45%.

Retire a coifa e as camadas de células do tecido diferenciado, procurando
manter apenas o tecido meristematico.

Fragmente esse tecido o maximo possivel e cubra-o com uma laminula.
Bata ligeiramente com uma seringa com agulha de ponta rombuda,
procurando espalhar em uma unica camada todo o tecido meristematico
fragmentado.

Controle a qualidade da lamina no microscépio. Caso visualize que o
material meristematico ainda esta muito aglomerado, dé mais algumas
leves batidas com a seringa de ponta rombuda. Em seguida, pressione
firmemente o conjunto Iamina/laminula/tecido meristematico esmagado
entre o papel filtro dobrado.

Atencdo: essa etapa do esmagamento é critica, pois mantém os
cromossomos e nucleos interfasicos em um mesmo plano, além de
proporcionar o espalhamento final dos cromossomos. O esmagamento
deve ser feito com bastante cuidado para evitar o deslizamento da
laminula sobre a ldmina, o que pode provocar o “enrolamento” das células

com consequente amontoamento dos cromossomos.
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12. Selecione as melhores |laminas ao microscoépio, selando-as com esmalte
incolor e fotografando-as em seguida. Com o uso dessa técnica, os
cromossomos e nucleos interfasicos coram de marrom e a lamina
permanece em condigdes de ser fotografada por um periodo de um a dois

dias.

3.3 Técnica de dissociacao de células meristematicas por sonicagao-
DCMS (ver Anexo 4):

Esse procedimento tem respondido muito bem ao preparo de laminas
permanentes de cactos e de outras espécies.
1. Retire as raizes do fixador Carnoy armazenadas no freezer com a
ajuda de uma pinga.
2. Lavagem:

e Coloque as raizes selecionadas em um microtubo de 1,5mL e
adicione agua destilada ou Milli- Q (agua ultrapura).

e Lave as raizes por duas vezes, cinco minutos cada.

e Para a troca de agua, utilize uma seringa de 5mL.

3. Corte das pontas das raizes:

e Transfira as raizes lavadas para uma lamina e, com o auxilio de
uma lupa, corte as pontas das raizes com um estilete (tecido
meristematico).

e Remova o excesso de agua das pontas das raizes usando papel
filtro e transfira-as para outro microtubo de 0,5 mL.

4. Digestao enzimatica:
e Adicione 10 pL de enzima (celulase 3% /pectoliase 1%) nas pontas

de raizes presentes no microtubo, usando a micropipeta de 10 pL.
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e Incube por 60 minutos na estufa a 37°C.

e Para essa etapa, deixe o microtubo em uma espécie de camara
umida para incubagéo.

5. Preparacéo do fixador: 3:1 (metanol: acido acético)

e Faltando 15 minutos para completar o tempo da digestéo
enzimatica, prepare o fixador e guarde-o no freezer a -20 °C até
aplicagao.

e Paraaquantidade de raizes mencionada (2-3 raizes), prepare 100
ML do fixador (50 pL para lavagem e 50 pyL para embeber as
raizes).

6. Lavagem com fixador:

e Apds completar o tempo da digestdo enzimatica, remova a enzima
com a ajuda de papel filtro cortado em tiras finas.

e Adicione 50 uL do fixador (metanol: acido acético) no microtubo.
Em seguida, remova o fixador usando a seringa de 1 mL e
acrescente os 50 pL restantes de fixador, embebendo as raizes
nessa solucgao (utilize uma micropipeta de 200 pL).

7. Sonicagao:

e Leve o microtubo contendo as pontas de raizes para o banho
ultrassonico.

e Realize a sonicagdo por 40- 60 segundos.

e Observe se houve completa dissociagdo celular, ou seja, a
obtencéo da suspensao celular.
8. Armazenamento da suspensao celular:

e Apds o processo de sonicagao e obtencao da suspensao celular,
o0s microtubos contendo a suspenséo podem ser armazenados no

freezer por até 6 meses ou usados para confecgcdo imediata da
lamina.
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9. Preparacgao imediata da lamina:

e Aplique 10 pyL da suspensédo de células por |lamina e deixe secar ao
ar livre.

10. Fixac&o da suspenséo celular na lamina:

e Apds a secagem completa, mergulhe rapidamente as laminas em
acido acético a 60%, mantenha em frasco Borel de 25mL.

e Coloque as laminas em uma placa de ferro e incube por 20-30
minutos em uma estufa a 37 °C.

11. Coloracao da lamina (ver detalhes no item 4.0):

e Ao final desse tempo, as laminas com a preparagdo cromossémica
(uma vez secas) podem ser coradas com coloragéo convencional
ou diferencial (ver 4.1 Coloragao convencional).

e Atencao: se for utilizar coloracdo convencional, antes de corar com
Giemsa ou hematoxilina, hidrolise as laminas com HCI 5N por 20 minutos.

Para coloragao diferencial, ndo é necessario essa etapa.

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas

24



25

4. Coloracgao das laminas

A escolha do corante dependera do objetivo e material a ser analisado,
bem como da disponibilidade de recursos do laboratério. Alguns corantes coram
os cromossomos indistintamente (Ex.: Giemsa, hematoxilina, orceina acética e
carmim aceético), sem nenhuma preferéncia por determinado tipo de cromatina,
composi¢ao do DNA ou de proteinas, conhecida como coloragdo convencional.
Outros corantes coram distintivamente (Ex.: cromomicina A 3 e 4',6'-diamino-2-
fenil-indol), ou exclusivamente, um determinado tipo de cromatina por meio de
fluoréforos ou fluorocromos, coloragdo conhecida como coloragéo diferencial.

Em nossa andlise cromossbmica de cactaceas, usamos mais
frequentemente a dupla coloracdo com os fluorocromos CMA e DAPI, que
revelam nao apenas o numero, mas também a morfologia e a localizagcéo da
heterocromatina constitutiva. CMA (cromomicina A3) destaca regides ricas em
GC (guanina-citosina), enquanto DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol) destaca
regides ricas em AT (adenina-timina), servindo como contracorante em técnicas
de bandeamento cromossémico, FISH e GISH. Embora a coloragdo com
fluorocromos ofereca detalhes precisos, € importante notar que a coloragao
convencional com Giemsa ou hematoxilina € uma alternativa acessivel, eficiente
e facil quando nao se dispde de um microscopio de fluorescéncia.

A seguir, sera detalhadamente descrita a coloragédo convencional com

Giemsa e hematoxilina, bem como a coloragao diferencial com CMA/DAPI.
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4.1 Coloragao convencional

Coloragcao com Giemsa — Coloque 1 mL de solucéo estoque Giemsa em
um frasco plastico porta-laminas com ranhuras de 40 mL, complete com agua
destilada e, em seguida, mergulhe as laminas previamente preparadas com
hidrélise em HCI SN como descrito no item 3.1. Atencao: o tempo de coloragao
varia de acordo com o tamanho dos cromossomos e com a concentragéo e
qualidade do corante. Espécies com cromossomos pequenos podem precisar de
10 a 20 minutos, como no caso das cactaceas, enquanto espécies com
cromossomos grandes, como cebola (Allium cepa), coram bem com 5 minutos
ou menos (ver Guerra e Souza, 2002). Ao retirar as ldminas da solugéo corante,
lave-as com um jato de agua destilada para retirar o excesso de corante, e
seque em seguida com uma bomba de ar.

Coloragcao com hematoxilina acética 1% - é realizada em laminas
previamente preparadas com hidrélise em HCI 5N (ver item 3.1), que apods secas,
deve-se colocar uma gota de hematoxilina acética 1% e cobrir com uma laminula
20 X 20 mm. Cheque as laminas ao microscopio, retire a laminula com um jato
de agua destilada e seque com uma bomba de ar.

Montagem da lamina permanente - Apds secagem das laminas coradas
com Giemsa ou hematoxilina, adicione uma gota de meio de montagem
(Entellan®), cubra o material com laminula 22 X 22 mm, deixando, em seguida
0 meio endurecer. As laminas assim preparadas podem ser estocadas por
longos periodos.

Na figura 13, no exemplo que se segue, podemos observar células de
representantes de cactaceas obtidas por meio da técnica de esmagamento,

seguida de coloragao com Giemsa.
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Figura 13. Células de espécies de Cactaceae coradas com Giemsa. A. Nucleo interfasico
semireticulado (Arrojadoa rhodantha), B. A. rhodantha (2n = 22), C. Tacinga inamoena (2n = 44).
(Fotos: Lania Alves).

4.2 Dupla coloracao CMA/DAPI

Para a coloragao CMA/DAPI, utilize as laminas previamente selecionadas
e armazenadas por trés dias a temperatura ambiente. Para a selecéo, seque as
laminas (se necessario), corando-as com DAPI/glicerol (1 pg/mL). ApOs escolher
as melhores laminas, remova a coloragdo com Carnoy 3:1 (etanol: acido acético)
por 30 minutos, seguido de etanol 100% por 2 horas ou de um dia para o outro.
Atencao: testes realizados nos laboratérios de citogenética da UFPE e

UFPB com varios grupos de plantas mostraram que a descoloragcdo nao é
necessaria (Jéssica Aguiar e Angeline Santos, com. Pess., 18 de agosto de

2022).

Portanto, apds o envelhecimento por trés dias, a lamina pode ser corada com
CMA e montada com meio de montagem tampao Mcllvaine/glicerol (1:1) contendo
DAPI. Atencdo: O meio de montagem tampé&o Mcllvaine/glicerol (1:1) apresenta na
sua composicéo MgCl, para garantir a estabilidade do CMA na lamina.

Nesse caso, a dupla coloragdo com CMA/DAPI pode ser simplificada, pois o
meio de montagem ja contém esse fluorocromo. No entanto, em caso de duvida, siga
o protocolo padrdo depois da etapa de envelhecimento das |aminas por trés dias,

conforme descrito a seguir:
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Coloracao com CMA (0,5 mg/mL) — Aplique 10 pL de CMA nas células
na lamina. Cubra com uma laminula 22 x 22 mm. Incube as laminas em camara
Umida, em local escuro, a temperatura ambiente por 60 minutos. Retire a
laminula e o excesso de corante com um jato de agua destilada. Seque a lamina
rapidamente com uma bomba de ar.

Coloragcao com DAPI (1 ug/mL) — Aplique 10 pL de DAPI nas células na
ldmina. Cubra com uma laminula 22 x 22 mm. Incube as laminas em camara
Umida, em local escuro, a temperatura ambiente por 30 minutos. Retire a
laminula e o excesso de corante com um jato de agua destilada e seque
rapidamente com bomba de ar.

Montagem de laminas semipermanentes —Apds coradas e secas, coloque
uma gota de meio de montagem Mcllvaine/glicerol (1:1), cubra com uma laminula 22
X 22 mm e comprima ligeiramente entre duas folhas de papel de filtro para remover o
excesso de meio. Passe base (esmalte incolor) nas bordas da laminula. Guarde em
caixa escura por, pelo menos, trés dias antes de analisa-la ao microscopio.

Descoloragao de lamina — As |aminas para descorar devem ser colocadas
em um frasco plastico porta-laminas com ranhuras ou jarro de Coplin contendo
fixador Carnoy 3:1 por 30 minutos. Ap6s o tempo transcorrido, troque o fixador por
etanol absoluto, deixando por 2 horas ou overnight (de um dia para outro). Depois de
seca, alamina deve ser corada normalmente.

Na Figura 14 podemos observar células de cactaceas coradas com
CMA/DAPI (visualizados em amarelo e azul, respectivamente), para exemplificar o
método de coloragdo com fluorocromos. Observa-se que, nas figuras com regides
mais fortemente coradas com CMA, no DAPI, forma-se gap (lacuna) (ver inserto Fig.
14 F). Ou seja, ndo ha a marcagéo do DAPI nas regides terminais (ver Fig. 14 D, E),

assim como essa marcacao também nado esta presente nas regides
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pericentroméricas (Fig. 14 G, H) quando marcadas mais fortemente com o CMA (ou
simplesmente CMAY; ver Quadro 1). Embora n&o tenha sido ilustrado aqui, o contrario
também ocorre, ou seja, regides fortemente coradas com DAPI formam gaps no CMA
(para ter uma ideia dos diversos tipos de padrdes de bandeamento encontrados em

vegetais, consulte: Guerra, 2000; Barros - Silva e Guerra, 2010).

Figura 14. Células coradas com dupla coloracao CMA/DAPI: A, D, G, células coradas com DAPI; B, E, H,
células coradas com ; C, F, |, sobreposicéo de /DAPI. A-C. Nucleo interfasico semireticulado
(Pilosocereus catingicola subsp. salvadorensis). D-I. Espécies de Cactaceae com 2n = 22 e 44,
respectivamente, os numeros mais frequentemente observados na familia. D-F. Epiphyllum phyllanthus
(2n = 22); G-1. Pilosocereus catingicola subsp. salvadorensis (2n = 44). Insertos em "F" e "|" destacam um
cromossomo com banda no CMAe gap no DAPI. (Fotos: LaniaAlves).
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5. Caracterizagao citogenética

Na citotaxonomia classica, a evolugdo e a diversificagdo cariotipica de
Cactaceae sao investigadas com o auxilio de técnicas de coloragado convencional por
microscopia de campo claro, bem como por meio de técnicas de coloragao diferencial
por microscopia de fluorescéncia. NoAnexo 5, encontram-se registros detalhados dos
numeros cromossdémicos (2n) e padrdes de bandas heterocromaticas em Cactaceae,
0s quais representam uma contribuigcéo significativa para a compreensao da evolug¢ao
cariotipica desse grupo de plantas a nivel do Brasil, abrangendo cerca de 54% dos
géneros e 24% das espécies.

O uso de corantes convencionais e fluorescentes possibilita determinar a
variabilidade cromossémica numérica, a formula cariotipica, 0 niumero e a posigéo de
satélites, a estrutura e a organizagao heterocromatica em cromossomos mitoticos e

meidticos, permitindo o reconhecimento de possiveis hibridos e seus parentais.

5.1 Determina¢ao do numero, tamanho cromossémico e padrées de bandas

a) Numero cromossémico (2n) - para a determinagcdo segura do numero
cromossOmico, é preciso realizar a contagem cromossémica em pelo menos 5 a 10
metafases, anotando os nimeros encontrados em cada um dos individuos. Estas
devem estar bem espalhadas e visualizadas em aumento de 100x no microscépio de
campo claro e, posteriormente, confirmada por meio de uma imagem fotografica da
metafase em softwares que podem ser usados para contagem e medicdo de
cromossomos, além de edicao de imagens, como o ImageJ®, ferramenta de dominio
publico (https://imagej.nih.gov/ij/download.html), destinado a processamento de

imagens, ou qualquer outra vers&o mais atualizada de programas similares.

Para a contagem cromossémica, abra a figura da célula fotografada na objetiva

**- , localizado na barra de ferramentas

de 100x; em seguida, clique em 'Multi-point’
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do ImageJ®. Com isso, € possivel contar os cromossomos clicando em cima de cada

um deles. Veja abaixo na Figura 15.

| £ Imagel
File Edit Image Process Analyze Plugns Window Help

Ojo|g|o| 4«8 N Ao | d| | fe|~

Figura 15. Contagem cromossOmica de Tacinga braunii com o software Imaged (2n = 22).

b) Tamanho cromossémico (um) — Determina-se inicialmente a localizagdo do
centrdmero, a partir do qual s&o realizadas medi¢gbes do brago curto (c) e do brago
longo (/) dados em micrémetros (um). O programa ImageJ® também pode ser usado,
desde que corretamente calibrado a partir de imagem de escala fotografada em
objetiva de 100x (ideal para visualizagdo dos cromossomos). Esta escala é
proveniente da lamina micrométrica do microscopio, item que normalmente
acompanha o equipamento em questdo, e é dividida em partes de 0,01 mm,
correspondente a 10 ym entre extremidades (ver Figura 16A e 16B). Como

procedimento padrao, apds abrir a figura da escala 100x pelo programa, medir os
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espacamentos entre as barras (=10 ym) da escala usando a ferramenta “Straight” —C
(ver Figura 16). Em seguida, realizar a calibracdo através da barra do Menu por
intermédio da aba Analyze — Set Scale. Ao digitar o numero 10 (equivale a 10 ym)
em known distance — “Global” (V) — OK, a calibragcao estara completa. O préximo

passo € abrir a imagem desejada para fazer as medigdes cromossémicas em 'um',

usando a ferramenta = (Straight). Em seguida, pressionar “Ctrl + M” ou selecionar

Analyze — Measure. Vocé obtera as medi¢des listadas no Results (ver Figura 18).

1DV =0,01 mm

o | || | |

Figura 16. Modelo ilustrativo da Iamina micrométrica do microscopio (A); Escala da lamina
micrométrica fotografada em objetiva de 10x (B); Ampliacdo da escala com uma objetiva de
100x (C).

‘njnwwlh | pr
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Figura 18. Célula metafasica de
Epiphyllum phyllanthus usada na
Representagdo dos ultimos
passos para medigcao dos
cromossomos em pum. Seta
vermelha aponta a fungéo
“Measure” ou “Ctrl+M” que
calcula o} tamanho do
cromossomo mensurado em pm.
Os valores resultantes aparecem
ao lado na caixa "Results"
(circulados em vermelho).

Distriution
Labed
Clear Resuls

Sel Weamurmments. .
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Figura 17. Imagem da escala
fotografada na objetiva de 100x
aberta pelo Imaged para
calibragdo. Seta vermelha aponta
na barra a ferramenta Straight
usada para medir. Setas
vermelha da caixa “Set Scale”
apontam para Known distance e
Unit of length indicando o valor de
calibragdo inserido (= 10) e
unidade desejada (micra = pm),
respectivamente. A barra branca
mede a distancia de fora para
dentro entre as barras pretas,
correspondendo a 10 pm.




c) Padroes de bandas heterocromaticas (CMA/DAPI) — As regides
heterocromaticas podem ser visualizadas in situ, ou seja, diretamente nos
cromossomos, por formarem blocos fortemente corados com Giemsa apés o uso da
técnica de bandeamento C (bandas C) ou com os fluorocromos CMA e DAPI (bandas
CMA/DAPI). Alocalizagao dessas regides, diferencialmente coradas, auxilia em uma
melhor compreensao de como 0s genomas estdo organizados e, muitas vezes,
contribuem para esclarecer os limites taxondmicos entre espécies e géneros.
Regibes da cromatina coradas mais fortemente com DAPI, regides DAPI+,
apresentam sequéncias repetidas em tandem ricas em adenina e timina (AT). Por
outro lado, regides coradas, preferencialmente, com CMA (ou CMA+) sao sequéncias
repetidas em tandem, ricas em guanina e citosina (GC) (ver Fig. 19; Quadro 1).
Adicionalmente, outras regides, podem ser mapeadas fisicamente no cromossomo, a
exemplo dos sitios de DNA ribossomais, através da hibridizacao in situ fluorescente
(FISH) utilizando sondas marcadas com fluorocromos (Ex.: FITC, Cy3 e Rodamina),

que permitem sua visualizagao e localizagao.

A i ! I A
o A6 £ I
il | L8 il -8

Sequéncia ricaem CG

Figura 19. Bandas heterocromaticas diferencialmente coradas (Neomarica-
Iridaceae). A. Cromossomos homélogos destacando-se nas regides fortemente
coradas com CMA (amarelo) e DAPI (azul). B. Representacdo esquematica das
sequéncias ricas em AT (adenina-timina) e sequéncias ricas em CG (citosina-
guanina). (Fonte: LaniaAlves).
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Quadro 1. Possiveis padrdes de bandas heterocromaticas observados nos cariétipos

de plantas.

Tipos de bandas
heterocromaticas

Significado

Banda mais (+) fortemente corada com
CMA (rica em GC), e néo corada (-)
para essa mesma posi¢cao com DAPI.

Banda mais (+) fortemente corada com
DAPI (rica em AT), e ndo corada (-)
para essa mesma posi¢cdo com CMA.

Banda mais (+) fortemente corada com
CMA (rica em GC), e neutra (0) para
essamesma posigao com DAPI.

Banda mais (+) fortemente corada com
DAPI (rica em AT), e neutra (0) para
essa mesma posigdo com CMA.

Banda neutra (0), regido dos
cromossomos coradas uniformemente
com DAPle CMA.

Banda neutra (0) com CMA, e néo
corada (-) para essa mesma posicéo
com DAPI.

Banda neutra (0) com DAPI, e néo
corada (-) para essa mesma posicéo
com CMA.

Banda mais (+) fortemente corada com
CMA (rica em GC), mas observadas
ap6s bandeamento C, seguida da
dupla coloragado CMA/DAPI.
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Quadro 1. Continua...

Tipos de bandas . Ocorréncia nos
. Significado cra-
heterocromaticas cariotipos
Banda mais (+) fortemente corada com Comumente
DAPI (rica em AT), mas observadas visualizada apds
apo6s bandeamento C, seguida da dupla bandeamento - C

coloragdo CMA/DAPI.

Banda mais fortemente corada com Comumente
DAPI, considerada falsa banda DAPI (F- visualizada apos
DAPI), pois s6 é observada apos FISH. FISH

Nota: Para mais detalhes, consulte Barros-Silva e Guerra (2010); Barros-Silva e Guerra (2023).

5.2 Tipos e partes funcionais do cromossomo

Para as descri¢bes dos cari6tipos analisados, é importante conhecer os tipos
cromossOmicos e as partes funcionais dos cromossomos, independentemente
da técnica ou coloragéao utilizada.

a) Tipos cromossomicos e formula cariotipica (FC) - Os tipos cromossdémicos, de
acordo com a nomenclatura proposta por Guerra (1986), podem ser definidos de
acordo com a posicao do centrdbmero, no qual os valores de r (razéo entre os bragos
cromossOmico) e ic (indice centromérico) indicam os limites de variacéo para cada
tipo. M = Metacéntrico (centrbmero em posicdo mediana); SM = Submetacéntrico
(centrémero pouco deslocado da regidao mediana); A = Acrocéntrico (centrébmero
proximo de um dos extremos do cromossomo, bragos cromossémicos visivelmente de
tamanho distintos); T = Telocéntrico (centrdmero situado na extremidade, resultando
em um unico brago). Logo, a férmula cariotipica (FC) é dada a partir da determinacao
dos tipos cromossOmicos: FC = M+SM+A+T. Observe através da Figura 19, que
quanto maior o valor de r ou menor o ic dos cromossomos do cariétipo, maior sera o

numero de tipos acrocéntricos e/ou telocéntricos na férmula cariotipica.
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Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico Telocéntrico

r 1,00a1,49|1,50a2,99| 3,00a |«

ic (50,0 a 40,1/40,0 a 25,1(25,0 a 0,01(0

FC=M+SM+A+T

Figura 20. Tipos cromossémicos (M = metacéntrico, SM = submetacéntrico, A = acrocéntrico e T =
telocéntrico) obtidos a partir da raz&o entre os bragos cromossémicos ( r) ou do indice centromérico
(ic). FC = Férmula cariotipica, determinada pelos tipos cromossémicos (Fonte: Guerra, 1988).

b) Partes funcionais do cromossomo - cada cromossomo metafasico do cari6tipo é
sempre formado por duas cromatides-irmas, cada uma das quais constituidas por uma

unica molécula de DNA, associada a proteinas e RNA:

As cromatides-irmas séo copias idénticas de um mesmo cromossomo, unidas
através do centrbmero (constricdo primaria), que é visualizado como uma regido
delgada e fracamente corada. O centrémero, que tem a funcdo de assegurar a
segregacao ordenada durante a divisao celular, divide o cromossomo em dois bragos
cromossémicos de tamanhos distintos, denominados bragos curtos (c) e longos (l).
Em alguns cromossomos do cariétipo, € possivel observar uma segunda regiao
cromossémica mais fracamente corada, chamada constricdo secundaria (Cs), onde
ocorrem RONSs (Regides Organizadoras de Nucléolos) contendo genes para os RNAr
(RNA ribossomal). Ligada a essa regido, pode-se observar uma pequena porgéo
cromossémica conhecida como a regido do satélite (sat). Nos terminais
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cromossomicos fica a regido denominada de telémero (t), que desempenha um papel
fundamental na estabilidade cromossdmica ao protegé-los contra a perda progressiva

de material genético durante areplicacao celular.

Além dessas regides funcionais mencionadas anteriormente, existem outras
regides cromossomicamente importantes para a descrigdo cariotipica, como a regiao
pericentromérica (pe) - em torno do centrémero; regido proximal (p) - proxima ao
centrbmero; a regiao intercalar ou intersticial (i) - porgao intermediaria dos bragos
cromossdmicos; e a regiao terminal ou telomérica (t) - porgéo terminal dos bragos

cromossdmicos (Fig. 21).

—— telébmero
Cs ---—----mmoee-
—
PR brago curto
L |7 centrémero
p ------------

bracgo longo

telomero
cromatides irmas

Figura 21. Partes funcionais do cromossomo. Visao geral (a direita): cromatides irmas, brago curto,
braco longo, telémero e centrémero. Visdo detalhada (a esquerda): Sat = satélite, Cs = constricdo
secundaria, i = regido intercalar ou intersticial, pe = regiao pericentromérica, p = proximal e t = terminal
ou telomérica.
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5.3 Como descrever o carioétipo

De modo geral, o cariétipo deve ser descrito a partir das informacdes das
anadlises citogenéticas aplicadas, através das quais serdo apontadas todas as
caracteristicas visualizadas, desde o tipo de nucleo interfasico, a presenca ou
auséncia de regides ricas em GC ou AT, ou ainda sitios de DNA ribossomais. A
descrigdo cariotipica pode-se iniciar, por exemplo, com simples informacdes de
numero, tamanho cromossémico, férmula cariotipica (FC), padrbes de bandas
heterocromaticas e regides peculiares. Outras informacdes podem ser obtidas por
meio de técnicas mais refinadas e sensiveis, como a FISH e suas variantes, permitindo
a obtencao de dados sobre o0 mapeamento fisico de genes ribossomais, sequéncias
teloméricas, centroméricas e demais sequéncias de DNA repetitivo ou sequéncias de

copia unica.
Exemplo meramente ilustrativo:

O cariétipo com 2n = 6 apresenta
cromossomos com tamanho
variando de 4 a 6 pym, com formula
cariotipica consistindo de 4M+28M, duas
bandas CMA+ intersticiais e
duas bandas DAPI+ terminais.
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6. Apresentacao de dados e softwares uteis na citogenética

Os resultados obtidos por quaisquer técnicas aqui citadas sdo geralmente

apresentados sob a forma de figuras, cariogramas, ideogramas e tabelas,

permitindo assim uma melhor visualizagdo e organizagdo das principais
caracteristicas cariotipicas. Além do Imaged®, que possui recursos uteis para
contagem e medigbes cromossdmicas, anteriormente apresentado, recomenda-se o
uso de outros softwares de edi¢cdo de imagens, como Adobe Photoshop® e Drawid®,
para aprimoramento de cores, contrastes de imagens e criacado de representacdes
gréaficas, buscando uma visualizagdo mais clara do cariétipo. Esses programas sao

interessantes para a construgédo de pranchas graficas e fotograficas, cariogramas e
ideogramas.

6.1 Prancha de figuras

O primeiro passo para analisar os dados cromossémicos, provenientes das
técnicas descritas nos topicos anteriores, € a preparacao de pranchas normalmente
salvas em formato comum de JPG/TIFF em qualidade de resolugdo de no minimo
300dpi, caracteristicas padrao para publicagbes em periddicos. As pranchas sao feitas
no intuito de ajudar na visualizagao cariotipica individual onde podem ser apontados
individualidades de cada taxon analisado, como mencionado: numero cromossdmico,
presenca de RON'’s (regides organizadoras do nucléolo) e bandas heterocromaticas.

Entre os softwares comumente utilizados para a montagem de pranchas, o
Adobe Photoshop® tem sido o mais frequente devido a simplicidade de uso
e interface amigavel. Esse software possui algumas versdes gratuitas faciimente
acessiveis, mesmo para pessoas que nunca o utilizaram. Os passos iniciais para a
montagem e confecc¢ado de pranchas, resumidamente, sdo os seguintes:

1. Abra o programa e em uma nova pagina e configure o tamanho da pagina (25

cm de largura x 35,37 cm de altura e resolugdo = 300dpi). Insira as fotos de
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DAPI, CMA e sobreposicdo (CMA/DAPI) nesse documento com resolugdes
menores (resolucdo=150 pixels). A sobreposicao do DAPI e CMA pode ser feita
juntas no documento ou separadamente, visando otimizar a confecgdo da
prancha. Para isso, basta colocar as duas fotos sobrepostas, sem alterar o
tamanho original de ambas, selecione uma delas, e na caixa de fungbes a
direita, escolha a funcao Layers — Lighten, na barra de tarefas, que fara com
que a imagem selecionada fique translucida. Depois, posicione corretamente
as imagens para que os cromossomos de ambas as fotos fiquem alinhados;
Recorte as figuras inseridas em tamanho adequado para montagem
harmoniosa da prancha (Fig. 22). Use as guias para auxiliar tanto no
posicionamento das imagens, como também para recorta-las nas mesmas
dimensdes, para isso, na barra de tarefas selecione View — Show — Guides.
Atencao:espécies com cromossomos pequenos, visando melhorar a visualizag&o
das células, € necessario recortar as fotos originais de modo a reduzir ao maximo a
area sem cromossomos e amplid-las em conjunto ap6s selecdo, evitando a
distorcao das imagens. Importante destacar que, tanto para aumentar ou reduzir,

todas as fotos devem estar na mesma ampliagéo (resolugédo=150pixels).

Faca os ajustes de brilho/contraste dentre outros recursos disponiveis no
programa, melhora a qualidade e visualizagdo dos cromossomos, assim como
evidencia os detalhes importantes. Para tanto, deve-se na barra de tarefas
selecionar: Image — Adjustments — Brightness/Contrast; para este intuito.
Atencao: Cada uma das figuras sobrepostas poderéo ter seus contrastes e brilhos
regulados.

A prancha estara pronta quando as imagens estiverem devidamente

identificadas de acordo com as espécies e munidas de escala que estimem o
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tamanho cromossémico, além de setas e insertos destacando e apontando
caracteristicas intrinsecas de cada cariétipo, quando houver (Fig. 22).
Atencao: a barra branca (= 10 ym) da prancha, é obtida através da calibragdo

em escala laminar micrométrica fotografada na objetiva de 100x (ver Figura

16).

& Adobe Photoshop €53 - [Figura para o livre com cariograma.psd @ 25% (RGB/8)]
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Figura 22. Metafase de Tacinga palmadora utilizada na representacédo dos ultimos passos para a
confecgdo da prancha. Linhas azuis na horizontal e vertical sdo as linhas de guia.

Concluida a prancha, recomenda-se salvar tanto em formato editavel (formato
PSD do Photoshop) quanto em formato JPG ou TIFF. Mantenha a melhor qualidade

parauma organizagdo mais eficiente e precisa dos dados.
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6.2 Cariograma

O cariograma é a representacao grafica do cariétipo, utilizando imagens reais
dos cromossomos de uma metafase. Nesta representacdo, os cromossomos sao
organizados em pares de acordo com a posi¢cao centromérica e forma, buscando
evidenciar detalhes como a disposigdo dos homologos, tamanho, alteragbes
cromossOmicas e classificagéo posicional centromérica (ver exemplo, Fig. 23d). Para
criar um cariograma, utiliza-se fotografias dos cariotipos das espécies analisadas,
onde as metafases estdo visualmente espalhadas e a forma cromossémica é nitida.
Munidos de um software e suas ferramentas, cada cromossomo é recortado e
posteriormente organizado em ordem decrescente de tamanho, independentemente
da forma.

A preparagédo adequada para a obtencéo de metafases é crucial, pois imagens
cariotipicas com predominancia de sobreposigdes cromossémicas podem impossibilitar
a montagem de cariogramas. As recomendacdes para a confec¢cdo de um cariograma
sdo as mesmas especificadas na sec¢éo 6.1. Além disso, ao trabalhar com coloragao
diferencial € recomendavel que o background (fundo) selecionado seja preto, para
manter caracteristicas similares as originais da imagem. Utilizando a foto do cariétipo
da espécie analisada no Adobe Photoshop®, os passos iniciais para comecgar a

montagem e confecgéo de seu cariograma serao estes:

1. Sele¢do de todo o cromossomo, usando a ferramenta quick selection ou
lasso presente na barra vertical a esquerda, recortando através do Ctrl+X e
colando no mesmo espaco com o Ctrl+V para, dessa forma, facilitar o
movimento do fragmento de imagem conforme a necessidade. Esta agdo deve
ser repetida para todos os cromossomos até entdo identificados, onde o
alinhamento por tamanho e em ordem decrescente deve ser buscado (Fig.

23d);
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2. Apo6s o recorte e o alinhamento decrescente por tamanho com centrémeros
alinhados em uma mesma altura, uma minuciosa analise deve ser feita para
identificar os possiveis pares de homoélogos, de acordo com caracteristicas ja
mencionadas como: tamanho, posicao centromérica e dos padrbes de

bandeamento, ou qualquer outra caracteristica visualizavel (caracteristicas
conspicuas);

3. Por fim, a devida identificagédo da figura, por letras, nome cientifico da espécie,
numero e a colocacéo de barras de tamanho devidamente calibradas (5 ou 10

Mm) para estimar o tamanho cromossémico devem ser inseridas (Fig. 23).

J1 5t g il
ViV VI X

Figura 23. Metafase de Tacinga palmadora utilizada na representagao dos ultimos
passos para a confec¢éo do cariograma. Barras em "c" e "d" correspondem a 10 ym.

Como na sec¢édo anterior, ao término da confec¢cdo do cariograma considere
salvar primeiramente em formato PSD editavel assim como em formato JPG ou TIFF,

buscando sempre a manutencéo da qualidade visual da imagem.
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6.3 Ideograma

Outra forma de representacédo cariotipica detalhada, € a confeccédo de
ideogramas (ideo = ideia + gramma = carater de algo desenhado), caracterizado por
esquemas graficos dos cariotipos, idealizados a partir das medi¢cées cromossémicas,
que possam destacar pontos importantes, como o0s centrébmeros, constricdes
secundarias, resultados de coloragdes e impregnacdes. Atualmente, os ideogramas
podem ser feitos em programas comuns como o CoreDRAW®, Adobe Photoshop® e
DRAWID®.

A titulo de demonstracdo e por possuir interface intuitiva e dindmica o
DRAWID® possibilita produgéo instantanea de ideogramas dos cari6tipos analisados,
incluindo posigdes elucidativas como bandas heterocromaticas e sinais fluorescentes
de hibridacao in situ (FISH) (veja figura 24).

Figura 24. Figura 24. Cariotipo de Epiphyllum phyllanthus fornecedo uma visdo geral do DRAWID®.
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Semelhante ao ImageJ®, o DRAWID® (DRAWing Ideogram — Desenhando
Ideograma) possui escala conhecida, porém com calibragéo realizada ao fim das
medigbes cromossOmicas de cada caridtipo. Para isso o programa dispde de uma
barra de escala de tamanho conhecido — geralmente 10 um — inserida na imagem
analisada. O processo de analise dos cariotipos pelo DRAWID® é pratico e esta
sumarizado na Tabela 1. Observe que os comandos 2, 4, 5 e 9, mais o comando S no
software, devem ser feitos entre o inicio e o fim (comando 3) da medigédo de cada
Cromossomo.

Ao concluir as medigdes, o préximo passo é armazenar os dados e, para isso,
€ necessario salvar o progresso, basta clicar na aba Data — Show Chromosome Table
— Save xslx, escolher pasta e o nome do arquivo desejado. Tanto 0s cromossomos
como seus respectivos metadados serdo salvos em uma planilha de Excel. Os
metadados consistem em dados numéricos que contém o indice centromeérico,
tamanho cromossémico, tamanho cromossdmico relativo, razdo entre os bragos e
comprimento do brago curto e longo e podem ser revisados ao selecionar "Show
Metadata Table" O ideograma produzido apo6s as medi¢des de todos os
cromossomos do cariétipo pode também ser salvo, para isso basta clicar em File —
Save Figure, escolher pasta e nome do arquivo desejado, onde ao lado do nome deve
ser colocado a extens&o do formato do arquivo a ser armazenado (ver exemplo, Fig.
25).

Tabela 1. Principais fungdes do DRAWID® em sequéncia de uso.

Etapas Comando Tecla de atalho Fungao

Abrir a imagem JPEG que sera analisada.
1 - Uma nova janela para as medidas
cromossOmicas serd exibida.
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Tabela 1. Continua...

Etapas

Comando
F-— -8

Tecla de atalho

Fungao

Marcar a posi¢do do centromero.

Determinar o fim da medicdo de cada
Cromossomo.

Marcar inicio e fim de uma banda
heterocromdtica com, por exemplo,
CMA*/DAPI.

Marcar sinais como pontos Unicos. Exemplo
sinais de hibridizacdo in situ fluorescente
(FISH) ou genes unicos.

Desfazer qualquer agdo na medi¢do.

Remover todas as medicdes e marcagoes.

Remover medicGes de qualquer um dos
cromossomos ja mensurados.
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Tabela 1. Continua...

Etapas Comando Tecla de atalho Fungao
0 Unir  cromossomos  distendidos ou
fragmentados. A primeira medicdo deve ser
9 (f Q; o do fragmento contendo o centrémero; em
; seguida, meca o segundo fragmento sem o

N7 centromero.

Calibrar as medicGes realizadas para "pm"
10 e ) ou outra unidade, utilizando a barra
inserida na imagem previamente, cujo

comprimento é conhecido.

Medir as regides dos satélites dos

cromossomos. Sao necessarios dois cliques,
11 - S 0 primeiro para iniciar e o segundo para

finalizar a medicao da regido do satélite.

Clique no botdo para visualizar o ideograma

_ gerado apds as medicdes. Para salvar a

12 imagem do Idiograma, clique em Arquivo -
Salvar Figura.

Fonte: https://docplayer.net/94047787 -Drawid-v0-26-manual.htmL

@ 1 W 3 4 W 8 T 2 N B

‘ 2 3 ] ® 7 1 & 8

wr gL

Figura 25. A. Célula metafasica de Epiphyllum phyllanthus corada com CMA/DAPI. B. Ideograma de
E. phyllanthus produzido DRAWID. Linha pontilhada em "a" e tracejada em "b" apontam a distens&o da
banda CMA-+ (ou RONs) do cromossomo 22.
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6.4 Tabela

A apresentacao dos resultados em forma de tabela permite a sumarizagéo e
exposicédo dos dados de maneira facil e de rapida leitura. Geralmente, a tabela deve
conter dados de coleta, como o nome cientifico da planta, numero do coletor (ou
coletores), local de coleta, além dos dados citogenéticos. Os dados de coleta
presentes na tabela sao informagdes imprescindiveis, pois permitem localizar o
herbario onde se encontra o material testemunho (voucher), bem como onde foi
coletada a amostra analisada. Os resultados apresentados na tabela podem conter
dados cariolégicos e/ou cariomorfométricos. Dados cariolégicos, como numero
cromossOmico (2n), formula cariotipica (FC), tamanho cromossdémico (comprimento
total do conjunto cromossémico haploide), padrées de bandas, sitios de DNA
ribossomal e conteudo de DNA nuclear (2C DNA). Contagens prévias de numeros
cromossOmicos encontrados na literatura também podem ser inseridas na mesma
tabela, de forma que as colunas fiquem individualizadas, conforme mostra os
exemplos 1 e 2 de tabelas apresentadas abaixo:

Exemplo 1.

Tabela 1. Dados cariolégicos das espécies analisadas de ...

Tamanho = P
Taxon voucher Localdecoleta 2n FC cromossémico —badréesde Bandas —DNAr_ 2CDNA Referéncia
(pm) CMAY/DAPI" CMA/DAPI* 58 35S (Pg)

No exemplo 2, além dos dados de coleta, foram incluidas informacdes
cariomorfométricas, como a média do comprimento cromossémico (C), a relagédo
entre 0 cromossomo maior e 0 menor no complemento (R) e a média da relagéo entre

os bragos cromossomicos (r). Essas medidas sao pré-requisitos para a determinagao
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dos indices de assimetria intracromossémica (A,) e intercromossémica (A,). Os
indices (A, e A,) revelam a assimetria cariotipica total (valores de indices = 1) ou
assimetria cariotipica relativa (valores de indices = 0), identificando a variacdo na
morfologia (A,) e no tamanho cromossdmico (A,) presentes no cariétipo (para mais
informacgdes sobre esses indices consulte Zarco 1986; e para explorar esses e outros
indices de assimetria usados para analises cariomorfométricas ver Medeiros Neto et
al, 2017).

Exemplo 2.

Tabela 2. Dados cariomorfométricos das espécies analisadas de ...

Tamanho
Taxon voucher Local de coleta 2n FC crom?psr?\c))mlco A, A,

7. Componentes, cuidados e limpeza do fotomicroscopio

Nos laboratérios de citogenética, o uso de microscopios dpticos de campo claro
e/ou de fluorescéncia na avaliagdo e analise de dados é imprescindivel. Os
fotomicroscopios epifluorescentes sdo equipados com sistemas de cameras de alta

qualidade para a produc¢ao de imagens com melhor resolugao.
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Geralmente, esses microscopios estéo interligados a computadores equipados
com softwares de captura e edicdo de imagens com interface interativa. Através
desse sistema, a captura de fotografias por cameras digitais pode ser realizada de
forma eficiente, simples e rapida. Microscépios de epifluorecéncia permitem nao
apenas a analise, mas também a documentacéo dos resultados para reproducéo e
publicagao.

O microscopio € um dos equipamentos essenciais e mais utilizados em um
laborat6rio de citogenética. Devido ao seu custo elevado, € crucial adotar cuidados de
manuseio rotineiro para manter seu perfeito funcionamento e garantir sua
durabilidade. O conhecimento basico sobre os componentes, funcionamento e
limpeza & fundamental para assegurar a longevidade do equipamento e seu
funcionamento adequado. No entanto, € importante ressaltar que esses cuidados néo
substituem a manutencgao periodica realizada por técnicos qualificados. A frequéncia
dessa manutencgdo € inversamente proporcional a ado¢ao de medidas preventivas

para evitar danos.

7.1 Componentes basicos

Apesar das inumeras mudancas ao longo dos anos para atender as mais
diversas utilidades, o microscépio, de modo geral, é subdividido em partes Opticas
(oculares, objetivas, diafragma, fonte de luz e filtros), e partes mecanicas (base,
braco, platina ou mesa, revolver, canhdo, parafuso macrométrico e parafuso
micrométrico). A figura 26 ilustra bem estes componentes. A diferengca entre um
microscopio 6ptico comum e um fotomicroscopio baseia-se no sistema de captura de
imagens composto, tdo somente, de cameras digitais acopladas e integradas a um

software de captura.
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Camera digital

(Preto/Branco)
Camera digital
(colorida) D Filtros de Software de
w fluorescéncia captura de
imagens
Oculares
Fonte de luz
Revolver de fluorescéncia
Objetivas
Platina Condensador/
Diafragma
Micrométrico
Macromeétrico Charriot
Fonte de luz

Figura 26. Visdo geral do microscdpio de fluorescéncia: Partes dpticas, mecanicas e software.

7.2 Cuidados e limpeza

O cuidado permanente com a limpeza e a conservagéo do microscopio, tanto
previamente a utilizacdo, quanto durante o trabalho, é indispensavel para a visualiza-
¢éo do objeto e obtencéo de imagens de boa qualidade, respectivamente. A maximi-
zacao técnica do desempenho do equipamento, uma vez que é um instrumento labo-
ratorial de precisao, sensibilidade e de alto custo de aquisi¢do e manutencéao técnica,
deve ser sempre a prioridade.

Quando nao estiver em uso, é crucial proteger o microscopio de forma fisica
para evitar o acumulo de poeira e outros elementos nas partes Opticas e mecanicas.
Essa deposigcao de material indesejado frequentemente resulta em danos fisicos,
como arranhdes e manchas, além de danos biolégicos, como o surgimento de fungos.
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Tais danos podem inutilizar partes importantes, como ocula-
res, objetivas, condensadores e filtros, especialmente em
fotomicroscopios de fluorescéncia.

Para manutencéo periédica, a disposicéo de instru-

mentos de limpeza especificos pode ser bastante util na
remoc¢ao residual, como é o caso da bomba de ar do
tipo pera de borracha (Fig. 27), vendida em farma-
cia como ducha ginecolégica (nome comercial).
As lentes oculares e objetivas merecem destaque Figura 27. Bomba de ar, tipo pera.
especial quanto aos cuidados, pois sao consideradas uma das partes 6pticas mais
sensiveis entre os componentes. A manutengdo equivocada, ou até mesmo a falta
dela, pode acarretar grandes prejuizos técnico-analiticos nos resultados buscados.

e Das oculares

Evite tocar na superficie das lentes oculares, bem como nos condensadores,
buscando evitar marcas de impressdes digitais e riscos.

A oleosidade natural dérmica
e ciliar depositada sobre as lentes
podem danificar o equipamento e
devem ser eliminadas com algodé&o
ou lengco de papel fino e macio,
ligeiramente umedecido (Fig. 28), de

preferéncia com uma mistura de

alcool-éter na proporgao de 1:1.

Figura 28. Limpeza das oculares.

e Das objetivas
As lentes objetivas 5x, 10x, 20x e 40x possuem necessidades distintas de

limpeza em relacédo as objetivas de imersdo (60x e 100x), salvo manutencdes
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periddicas de rotina e/ou por toque acidental no 6leo de imersdo. Entretanto, as lentes
objetivas de 60x e 100x, como mencionado, necessitam, além de manutencéo
preventiva periddica, de atencao redobrada e zelo por parte do microscopista, ja que
estdo constantemente em contato com o 6leo de imersdo, o que é costume para

melhorar a nitidez das imagens (Fig. 29). Nesses casos, a remog¢ao do 6leo de imersao
dessas objetivas ao final do dia deve ser priorizada, evitando o acumulo de poeira e

outras sujeiras que possam ficar presas ao 6leo de imerséo e danifica-las. Para isso,
utilize lengos de papel macio e seco para retirar 0 excesso e, em seguida, um novo
lengco umedecido com a solucao de alcool-éter (1:1). Atencao: se acidentalmente a
objetiva de 40x tocar no 6leo de imersao, limpe imediatamente, a fim de evitar o
prejuizo de perder essa objetiva. Utilize 6leo de imersdo de qualidade ou
recomendado pelo fabricante do microscopio, pois alguns 6leos sintéticos muito

densos (ndo recomendados) podem danificar as lentes das obijetivas.

Figura 29. Viséo do revélver: sistema de lentes e objetivas.
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® Dos filtros de fluorescéncia

Em equipamentos munidos de filtros de fluorescéncia, primeiramente para
selecao correta dos filtros (Fig. 30B), o usuario deve conhecer a curva espectral de
emissao da fonte de luz usada, além do nivel de excitagdo e comprimento de onda
emitida pelo corante. Quando se usa, por exemplo, o DAPI, para visualizagéo de
cromossomos ou bandas, a excitacdo maxima deve ser em torno de 358 nm, e a
emissdo maxima deve ser capturada em torno de 461 nm. Do mesmo modo,
para visualizacao dos blocos de CMA, deve-se usar filtro de comprimento de onda

de excitagcao de 440 nm e de emiss&o 475 nm (Tabela 2).

4

Figura 30. Filtro de fluorescéncia.

Tabela 2. Filtros necessérios para detecgao de bandas ou sitios com corantes fluorescentes.

Corantes Filtros necessarios para visualizagao Cor da fluorescéncia
DAPI 358/461 nm Azul
440/475 nm Amarelo
FITC 495/523 nm Verde
Cy3 550/570 nm Vermelho
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8. Preparo de solugées

A preparacado de solugdes requer alguns cuidados que estdo diretamente
relacionados com a toxicidade, volatilidade, calculos, pesagem, solubilidade, homo-
geneidade e armazenamento. Todas as solugbes devem ser preparadas em capela
para exaustdo de gases (ver Fig. 31A), pois oferece protegdo aos usuarios e ao
ambiente contra a exposi¢cédo de gases nocivos, toxicos, derramamento de produtos
quimicos e fogo. As solugbes preparadas devem ser transferidas e guardadas em
frascos apropriados e corretamente rotuladas com nome e concentracao da solucgao,
data do preparo e iniciais do nome da pessoa que preparou (ver exemplo na Fig. 31B e
C).

A seguir serao descritos por categoria o preparo de algumas das solugdes
usadas na citogenética com ilustracdes para facilitar o entendimento. E importante
ressaltar que o uso de reagentes de alta qualidade, obtidos de fornecedores
confiaveis, € indispensavel para a qualidade e sucesso de todas as etapas da analise
citogenética. Assim, como sugestao, informamos os codigos de referéncia desses
reagentes amplamente utilizados, em virtude da qualidade comprovada pelo
fabricante.

Por ultimo, & importante destacar que todos os calculos para alcangar as
concentracdes desejadas neste guia foram realizados por meio das equagdes de
concentragdo comum (m/v), concentragdo molar (mol/L) e concentracédo percentual
simples. Para preparar outras solugbes em diferentes concentragdes, ou mesmo

revisar as fornecidas pelo guia, consulte o Anexo 6.
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MODELO DE ETIQUETA

Nome da solugdo, concentragio
Iniciais do{s) autor {es)

Cata

B-Hidroxiquinoleina ( 0024
LAEMIA
26032021

Figura 31. Capela para exaustao de gases (A), modelo de etiqueta sugerido (B) e ilustragdo de

uma solucgao corretamente rotulada (C).

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas




8.1 Agentes antimitéticos
a) Colchicina 0,2%

MODO DE PREPARAR

1. Use um béquer de 100 mL. 4. Divida a solugdo em aliquotas de
10 mL.

2. Pese 0,1 g de Colchicina e dissolva
em 50 mL de agua Milli-Q ou agua
destilada.

5. Armazene a solugdo no freezer a
-20°C.

3. Para isso, utilize um agitador
magnético em uma capela de
exaustao.

ILUSTRACAO - Volume preparado: 50 mL

Colchicina 0,2%
Colchicina

L ) e
i o 1~

Pesar AdICIon Agitador Aliquotar
de agua magnetlco

il
Eul /
%Iml

=o
3
=

gu'l
P

Atencao: N3o é conhecida nenhuma interferéncia do dcido acético nas propriedades antimitéticas
da colchicina quando ambos sdo guardados no mesmo local de refrigeragdo. Etiquetar todos os
frascos com o nome da solugdo, concentragao, data de preparagdo e iniciais do nome da pessoa que
preparou. Cddigo de referéncia: Colchicina - C9754-500MG (Sigma-Aldrich).
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b) 8-Hidroxiquinoleina 0,002M

1.

3.

Atencdo: 0 8HQ é um antimitético de dificil solubilidade. A solubilidade e a qualidade antimitética po-dem ser
melhoradas com o uso do DMSO e da agua Milli-Q, respectivamente. Caso o laboratério ndo disponha de DMSO, o
8HQ pode ser diluido apenas em agua, porém levara mais tempo para a solubilizagdo completa. O 8HQ e o acido
acético devem ser armazenados em geladeiras separadas, pois o acido acético pode degradar o 8HQ. Etiquetar o
frasco com as seguintes informagdes: nome da solugdo, concentragdo, data de preparagdo e iniciais do nome da
pessoa que preparou. Mantendo os cuidados necessarios de armazenamento do 8-HQ, é seguro utiliza- lo por até

MODO DE PREPARAR

Use um béquer de 25 mL e um
béquer de 500 mL.

Dissolva 0,087 g de 8HQ (8-
hidroxiquinoleina) em 2 mL de
DMSO (dimetilsulf éxido ou
sulfoxido de dimetilo) em um
béquer de 25 mL.

Transfira o 8HQ dissolvido no
DMSO para o béquer maior (500
mL) e adicione 298 mL de agua
Milli-Q ou agua destilada e leve
para agitagao constante por 4-5
horas.

4.

Para isso, utilize um agitador
magnético em uma capela de
exaustdo ou em um ambiente
ventilado.

Armazene a solugdo em frasco
ambar hermeticamente fechado
na geladeira a 4°C.

ILUSTRACAO - Volume preparado: 300 mL

8HQ

.}
—
o DiluagHq  Adicione 298 mL ®®® +  Antimitético
Pesar eB1NfSr8L I\(/elilallg-léla Agitador
magnetico

umano apods o preparo. Cédigo de referéncia: 8-Hidroxiquinoleina - 252565-50G (Sigma- Aldrich).
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8.2 Fixadores

a) Fixador Carnoy 3:1 (alcool etilico: acido acético)

PARA FIXACAO DE RAIZES

MODO DE PREPARAR

1. Use um microtubo de 2 mL. 4. Misture bem os dois reagentes
com o auxilio de um agitador

4 vortex ou manualmente.
2. Coloque 1,5 mL de Alcool

etilico absoluto.

5. Apds a completa homogeneizagdo do

3. Coloque 0,5 mL de Acido fixador, ele esta pronto para uso.
acético glacial.

ILUSTRACAO - Volume preparado: 2 mL

Carnoy (3:1)
——x—) E’
o
o
- % 0,5 mL gE
- 2
Alco, oo° ) 0,5 mL ) )
48:01(/‘:2 :(i“co 3
'4' > Z 0,5mL
5 'y
w
1,5mL 0,5 mL 0;5/mE [ ]
Microtubo de 2 mL Vortex Fixador

Atencdo: O volume de fixador sugerido para fixagdo de 7 a 10 raizes é de 2 mL por microtubo, na
proporc¢do de 3:1 (3 partes de etanol absoluto para 1 parte de acido acético). O volume do fixador deve
serde 10 a 20 vezes maior que o material a ser fixado. Sempre facga isso, preferencialmente, em capela
de exaustdo para proteger-se dos vapores corrosivos. O fixador deve ser preparado alguns minutos, ou
até 30 minutos, antes de ser utilizado. Cédigo de referéncia: Alcool etilico (etanol) absoluto -
1060351000-1L (Sigma-Aldrich). Acido acético glacial - 1.00063-1L (Sigma-Aldrich).
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b) Fixador Carnoy 3:1 (alcool metilico: acido acético)

PARA SUSPENSAO CELULAR
MODO DE PREPARAR

1. Use microtubo de 0,5 mL ou 1,5mL 4. Misture bem os dois reagentes
(a depender da quantidade). com o auxilio de um agitador

3 - vortex ou manualmente.
2. Coloque 225uL de dalcool metilico

absoluto em um microtubo. 5. Guarde no freezer a -20 °C até o

momento de ser utilizado.
3. Adicione 75pL de acido acético

glacial.
ILUSTRAGAO - Volume preparado: 300 pL
Carnoy (3:1)
5 e
(o]
y 3
O Q'
o e ) WEELS ) »
v‘hA g u
E 75 pL
L
225uL 754l =\U”H
Microtubo de 0,5 mL Vortex Fixador

Atencdo: O volume final do fixador dependera da quantidade de pontas de raizes a serem fixadas. A
proporc¢do de metanol absoluto para dcido acético deve ser de 3:1 (3 partes de metanol absoluto para 1
parte de acido acético). Como parametro, use 300 pL de fixador para cada trés pontas de raizes. O
fixador deve ser feito poucos minutos antes de ser utilizado. Sempre faga isso, preferencialmente, em
capela de exaustdo usando luvas para proteger-se dos vapores corrosivos, sobretudo quando se trata de
alcool metilico (metanol). Codigo de referéncia: Alcool metilico (metanol) absoluto - 1060351000-1L
(Sigma- Aldrich). Acido acético glacial - 1.00063-1L (Sigma-Aldrich).
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8.3 Acidos e mix de enzimas
a) HCI 1N e 5N

MODO DE PREPARAR

1. HCl 1N: Coloque, primeiramente, 3. Guarde em frasco de vidro ambar
183,44 mL de agua destilada em uma hermeticamente fechado.
proveta de vidro e acrescente 16,56
mL de HCI (Acido cloridrico). 4. Armazene a solucdo a temperatura
ambiente.

2. HCI 5N: Coloque, primeiramente,
117,20 mL de dgua destilada em uma
proveta de vidro e acrescente 82,8 mL

de HCI.
ILUSTRACAO - Volume preparado: 200 mL
58 HCl 1N
Solugao de uso
— -
: ) : P
3 s
- o
o N
3
Agua destilada HCI 1IN

Atencdo: O 4cido cloridrico é extremamente corrosivo e téxico. E necessario muito cuidado ao
manipuld-lo. Sempre faga isso em capela de exaustdo para proteger-se dos vapores corrosivos.
Etiquetar o frasco com o nome da solugdo, concentra¢do, data de preparacdo e iniciais do nome da
pessoa que preparou.
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b) Solugao de celulase 2% - pectinase 20%

MODO DE PREPARAR

1. Prepare a solugdo enzimatica em 4. Divida os 20 mL da solucdo
um béquer de 25 mL. enzimatica final em 10 aliquotas
de 2 mL.

2. Pese 0,4 g de celulase e dissolva
em 4 mL de pectinase. 5. Armazene as aliquotas no freezer
a-20°C.

3. Adicione 16mL de tampao
citrato-fosfato com pH 4,8.

ILUSTRACAO - Volume preparado: 20 mL

Pectinase Tampao citrato-
20% fosfato
W 7 -
Celulase S;\\ \ ! Ty Solugdo de uso
mL 16 mL

ULy
Vv

4 mL 7
Pectinase 20% Aliquotar

Pesar

Atencao: O uso de pectinases e celulases de boa qualidade garante uma digestdo rapida e eficiente.
Etiquetar todos os microtubos com o nome da solugdo, concentracdo, data de preparagao e iniciais
do nome da pessoa que preparou. Codigo de referéncia: Celulase - C1184-25KU (Sigma-Aldrich).
Pectinase - P4716-25KU (Sigma-Aldrich).
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c) Solugéao de celulase 3% - pectoliase 1%
MODO DE PREPARAR

1. Prepare a solu¢do enzimatica em 4. Divida os 20mL da solugdo enzimatica
um béquer de 25 mL. final em 10 aliquotas de 2 mL.

5. Armazene as aliquotas no freezer a

2. Pese 0,6 g de celulase e 0,2g de
-20 °C.

pectoliase.

3. Dissolva em 20mL de tampao
citrato 0,01 M (pH 4,8).

ILUSTRAGAO - Volume preparado: 20 mL

Pectoliase .
Celulase Pectoliase .
Solugdo de uso
Celulase "\ //////,,/
}),6 g 0,2g

mm
T~

TVIwy
w JVImy

20 mL Aliquotar

~

L

PESAR

Atencao: O uso de pectoliases e celulases de boa qualidade garante uma digestdo rdpida e eficiente.
Etiquetar todos os microtubos com o nome da solugdo, concentragdo, data de preparacao e iniciais do
nome da pessoa que preparou. Codigo de referéncia: Celulase - C1184-25KU (Sigma-Aldrich).
Pectoliase -P3026-100MG (Sigma-Aldrich).
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8.4 Corantes acéticos e fluorescentes
a) Hematoxilina acética 1%

MODO DE PREPARAR

1. Use um béquer de 200 mL. 3. Coloque a mistura em um vidro
escuro com tampa e frasco revestidos
2. Dissolva 1 g de hematoxilina e 0,25 g por _papel aluminio, em ambiente
de alimen férrico em 100 mL de acido ventilado. De preferéncia, use capela
acético 45%, usando um bastdo de de exaustdo.
vidro.

4. Apdés uma semana, filtre a solugdo e
armazene em frasco escuro a
temperatura ambiente.

ILUSTRAGAO - Volume preparado: 100 mL

0,25 g Alumen férrico jamatoxilina Alumen

1gH toxili \)\ / feérrico |:'iali.PeI
g Hematoxilina \ / ro x
@ @ \& Solugdo de uso
= Revestir

» % °§|T.‘n?§,?§'» N ﬁ

L, . repouso Hematoxilina
Acido acético Acética 1%
100 mL

B
_#

o
m
d
>
-

Atenc¢ao: A hematoxilina e o alumen férrico podem causar manchas na pele e nas roupas. Evite o
uso de pipeta Pasteur que teve contato com HCI, pois ele neutraliza a colora¢do da hematoxilina.
Etiquetar o frasco com o nome da solu¢do, concentragdo, data de preparacao e iniciais do nome da
pessoa que preparou. Cédigo de referéncia: Hematoxilina - H3136-25G (Sigma-Aldrich).
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b) Carmim acético 2%

MODO DE PREPARAR
1. Use um béquer de 200 mL. 5. Retire o sobrenadante efiltre.

2. Dissolva 2 g de carmim em uma
solugdo de 55 mL de dgua destilada e
45 mL de acido acético glacial.

6. Coloque em frasco fechado e escuro.

7. Armazene a solugdo a temperatura

, ambiente.
3. Aqueca até ferver em um con-

densador de refluxo por2 a3 horas.

4. Apos a solugdo esfriar, distribua a
solug¢do em tubos falcon de
centrifuga e centrifugue a solucdo a
14.000 rpm por 10 minutos.

ILUSTRACAO - Volume preparado: 100 mL

H20

destilada Acido
acético EEEm

2 g Carmim W\ /' Papel Solugio
> & TR

/ Tubo Falcon de 50 mL =

» » -~ Lo

(0 M @R 0 mm

Carmim
acético 2%

B«
—f

Atencao: Na falta de uma centrifuga, apds a solucdo esfriar, apenas filtre e mantenha em vidro escuro
a temperatura ambiente. Evite o uso de pipeta Pasteur que teve contato com HCI, pois ele neutraliza a
coloragdo do carmim. Etiquetar o frasco com o nome da solugdo, concentragdo, data de preparagao e
iniciais do nome da pessoa que preparou. Codigo de referéncia: Carmim - C1022-25G (Sigma-Aldrich).
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c) Giemsa - Solugao estoque

MODO DE PREPARAR

1. Use um béquer de 200 mL. 4. Distribua a solugdo em tubos
falcon de centrifuga e centrifugue
2. Dissolva 0,80 g de corante de a solugdo a 14.000 rpm por 10
Giemsa em pd em 50 mL de minutos.
glicerina a 60 °C em agitador
magnético com aquecimento por 2 5. Retire o sobrenadante, que é o
horas, com agitacao constante. corante liquido, e coloque em

frasco escuro.
3. Apods a solugdo esfriar, adicione 50
mL de dlcool metilico e 6. Armazene a solugdo centrifugada
homogeneize novamente. na geladeira a 4°C.

ILUSTRACGAO - Volume preparado: 100 mL

Alcool /"
metilico M W m m
0,82 g Giemsa Papel Solugdo
= / l ' ' l filtro de uso
= 1= = Tubo Falcon de 50 mL -
EN . __»»f» v » L)
m Glicerol Agitador ::::: m Giemsa
50 mL magnético com 66 mL solucio

Aquecimento 60 °C estoque
pEsaR ok

Atencdo: Na falta de uma centrifuga, apds a solugdo esfriar, guarde em vidro escuro bem fechado por uma
semana para que a solugdo decante. Filtre e mantenhaem vidro escuro. Evite o uso de pipeta Pasteur que
tenha tido contato com acido acético. Etiquetar o frasco com o nome da solugdo, concentragdo, data de
preparagdo e iniciais do nome da pessoa que preparou. Cédigo de referéncia: Giemsa - G4507-5G (Sigma-
Aldrich).
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d) Giemsa a 2% - Solu¢ao de uso

MODO DE PREPARAR

1. Use um frasco porta-lamina de 3. Homogenize com cuidado.
40 mL.

2. Adicione 39,2 mL de 3gua
destilada e 0,8 mL (corresponde
a 2% de 40 mlL) da solucdo
estoque de Giemsa.

ILUSTRAGAO - Volume preparado: 40 mL

0,8 mL 33{,2 il
B \ l H20 Solugdo de uso
Giemsa
solugao
estoque
40 mL Giemsa 2%

Atencao: Para uso rotineiro, use agua destilada para diluicdo. Evite recipientes que tenham
tido contato com 4cido acético.
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e) CMA (Cromomicina Asz) 0,5 mg/mL - Solugdo estoque

MODO DE PREPARAR

1. Prepare uma mistura 1:1 de 4. Agite o frasco para garantir
tampdo Mcllvaine pH 7,0 e agua completa solubilidade das 5 mg
Milli-Q ou destilada. de CMA.

2. Acrescente 10 pL de MgCl, 5M. 5. Divida os 10 mL da solugdo

preparada em aliquotas de 1 mL.
3. Use uma seringa para aplicar a
mistura final (5 mL de Tampé&o + 5 6. Armazene a solugdo na geladeira
mL de H,O + 10 pL de MgCl; 5M) a 4°C.
no frasco contendo 5 mg de CMA.

ILUSTRAGAO - Volume preparado: 10 mL

CMA Solugdo Estoque
0,5 mg/mL

/_5 5mL de Tamp3o
= 5mL Hzo
~~ 10pL de MgCl, 5M

CMA Aliquotar
5mg

Atencao: O corante deve ser preparado pelo menos uma semana antes de ser utilizado. Como se trata
de um reagente em quantidade muito pequena e genotdxico, use uma seringa estéril para aplicar o
solvente (tamp do Mcllvaine + agua Milli-Q ou destilada) no frasco original (C2659-5MG) que contém o
reagente. Os microtubos devem ser envoltos em papel aluminio para proteger a solugdo da degradagao
causada pela luz. Etiquetar todos os microtubos com o nome da solugdo, concentragdo, data de
preparacado e iniciais do nome da pessoa que preparou. Codigo de referéncia: Cromomicina As (CMA) -
C2659-5MG (Sigma-Aldrich).
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f) CMA (Cromomicina As) 0,1 mg/mL - Solu¢éao de uso
MODO DE PREPARAR

1. Use um béquer de 25mL envolto 3. Divida os 10 mL da solu¢do de uso
em papel aluminio para evitar luz direta. em aliquotas de 1 mL ou 1,5 mL.

2. Dilua 2 mL de solugdo estoque (0,5mg/mL) 4. Armazene a solugdo na geladeira
em 8mL de tamp do Mcllvaine pH 7,0. ad’C.

ILUSTRAGAO - Volume preparado: 10 mL

2mL /////////

Solucao uso
8 mL s

VUTUY
wn VUUUTY

Aliquotar

Tampao

||||||||| —~—

CMA
0,5 mg/mL

Atencado: Os microtubos devem ser envoltos em papel aluminio para proteger a solugdo da degradagdo
causada pela luz. Etiquetar todos os microtubos com o nome da solugdo, concentragdo, data de
preparagao e iniciais do nome da pessoa que preparou.
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d) DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) 0,2 mg/mL — Solu¢do estoque

MODO DE PREPARAR

1. Use uma seringa para aplicar 10 mL
de agua Milli-Q ou destilada no frasco
contendo 5 mg de DAPI.

2. Homogenize a mistura de DAPI e dgua
manualmente

3. Transfira o conteddo homogeneizado
para um béquer e acrescente mais 15

4. Homogenize a mistura com cuidado,
usando um bastonete de vidro,
evitando a exposicdo a luz.

5. Divida os 25 mL da solucdo estoque
em aliquotas de 1 mL ou 1,5 mL.

6. Armazene as aliquotas no freezer a
-20 °C.

mL de agua Milli-Q ou destilada para
que o DAPI figue na concentragdo
final (solugdo estoque) de 0,2 mg/mL.

ILUSTRACAO - Volume preparado: 25 mL

10 mL 15mL
o iy )
10mL H,0 . 5 | Solugdo estoque
S R YTV
o = = 7YYV
m | L RV YYYTY
DAPI Misture DAPI + H,0 Misturez Aliquotar

10 mg

Atencdo: Como se trata de um reagente em quantidade muito pequena e genotdxico, use uma seringa
estéril para aplicar o solvente (dgua Milli-Q) no frasco original que contém o reagente (D9542-5MG). Os
microtubos devem ser envoltos em papel aluminio para proteger a solugdo da degradac¢do causada pela luz.
Etiquetar todos os microtubos com o nome da solugdo, concentrac¢do, data de preparagdo e iniciais do nome
da pessoa que preparou. Coddigo de referéncia: 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) - D9542-5MG (Sigma-
Aldrich).
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h) DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) 1 ug/mL — Solugéo uso

MODO DE PREPARAR

1. Use um béquer de 25mL envolto em 3. Divida os 20 mL da solugdo
papel aluminio para evitar luz direta. preparada em aliquotas de 1 mL
ou 1,5 mL.

2. Dilua 100 pL da solugdo de DAPI 0,2 mg/
mL em 20 mL de tamp do Mcllvaine pH 7,0. 4. Armazene as aliquotas no freezer
a-20°C.
ILUSTRAGAO - Volume preparado: 20 mL

100 1L 11 Solugdo de Uso
20m / DAPI 1pg/mL

- SN LLLT!
= e YYYWY

Aliquotar

Tampao

DAPI
0,2 mg/mL

Atencao: DAPI na concentragdo de 1 pg/mL tem respondido bem em cactos, mas caso isso ndo ocorra
aumente a concentragdo para 2 ug/mL. Para obter aliquotas de DAPI a 2 ug/mlL, utiliza-se 100 uL de DAPI a
0,2 mg/mL, diluidos em 10 mL de tamp&o Mcllvaine, pH 7,0. Os microtubos devem ser envoltos em papel
aluminio para proteger a solu¢do da degradagdo causada pela luz. Etiquetar todos os microtubos com o
nome da solugdo, concentragao, data de preparagado e iniciais do nome da pessoa que preparou.
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i) DAPI Glicerol - 1 ug/mL

MODO DE PREPARAR

1. Use um béquer de 25 mL envolto em 4. Divida os 10 mL da mistura em
papel aluminio para evitar luz aliquotas de 1 mL.
ultravioleta.

5. Armazene as aliquotas no freezer
2. Use o DAPI na concentragdo de 2 pug/mL. a-20°C.

3. Dilua 5 mL da solugdo de DAPI 2 pug/mL
em 5 mL de glicerol (glicerina), obtendo
uma proporcao de 1:1.

ILUSTRAGAO - Volume preparado: 10 mL

i O e T

DAPI 2 mL
he/ Aliquotar

Atencdo: Os microtubos devem ser envoltos em papel aluminio para proteger a solucdo da
degradagdo causada pela luz. Etiquetar todos os microtubos com o nome da solugdo, concentragao,
data de preparacao e iniciais do nome da pessoa que preparou.
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8.5 Solugées tampao

a) Tampao citrato-fosfato 0,1 M (pH 4,8)
MODO DE PREPARAR

1. Pese 1,42 g de Fosfato de sddio 4. Complete com 4gua destilada até o
diabasio anidro (Na,HPO4) e 2,10 g menisco atingir a marca de 100 mL.
de acido citrico.

5. Agite bem para homogeneizar a

2. Adicione 50 mL de 4gua destilada a solugdo.
um béquer e misture bem até que
os reagentes estejam completamente
dissolvidos.

6. Use um pHmetro para ajustar o pH
para 4,8.

7. Armazene a solucdo na geladeira a

3. Transfira a solugdo para um baldo s

volumeétrico de 100 mL.

ILUSTRACAO - Volume preparado: 100 mL

1,42 g de (Na;HPO) H,0 2,10 g de Acido citrico H,0 pH 4.8
destilada 1,42g de (Na;HPO;) destilada
~N W /i
4 \ 7y " Solugdo de Uso
2,10 g de Acido citrico o'®
v Peagédmetro

~

mm
~
~

g

Tampao

citrato fosfato
PESAR 100 mL [-

|

Atencgao: Com o tempo de uso, sempre verifique antes de usar o tamp do se existe a presenga de
fungo. Etiquetar o frasco com o nome da solugdo, concentracdo, data de preparacdo e iniciais do nome

da pessoa que preparou.
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b) Tampao citrato 0,01 M (pH 4,8)

MODO DE PREPARAR

1. Pese 0,21 g de acido citrico
(CeHsO7H20) e 0,30 g de citrato
de sddio dihidratado
(C5H5N8307H20).

2. Adicione 50 mL de 4agua
destilada a um béquer e
misture bem até que os
reagentes estejam completamente
dissolvidos.

3. Transfira a solugdo para um
baldo volumétrico de 100 mL.

4. Complete com agua destilada até o
menisco atingir a marca de 100 mL.

5. Agite bem para homogeneizar a solugdo.

6. Use um pHmetro para ajustar o pH para
4,8.

7. Armazene a solugdo na geladeira a 4°C.

ILUSTRACAO - Volume preparado: 100 mL

H,0 Acido citrico

0,21 g de Acido citrico )
destilada Citrato de Sédio

v

W ////////
0,30 g de Citrico de sédio & /

S~

~
TS
~

B...c

PESAR

H,0
destilada

pH4.8

/i Solugdo de Uso
Peagametro =

Tampao

[- citrato
100mL

Atencdo: Com o tempo de uso, sempre verifique antes de usar o tamp3o se existe a presenga de
fungo. Etiquetar o frasco com o nome da solugdo, concentra¢do, data de preparag¢do e iniciais do nome
da pessoa que preparou.
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c) Tampao Mcllvaine pH 7,0

MODO DE PREPARAR

1.Solugbes estoque: 2. Solugdio de uso (100 mL):
® Solugao A (0,1 M): Dissolva 2,10 ® Misture 17,6 mL de solugdo A
g de 4acido citrico monohidratado com 82,4 mL de solugdo B.
(CsHgO7.H,0) em 100 mL de agua
destilada.

® Ajuste o pH para 7,0 com NaOH
(hidroxido de sodio) ou HCI

e Solugdo B (0,2 M): Dissolva 2,84 (4cido cloridrico).
g de fosfato de sdédio diabasio
anidro (Na;HPO4) em 100 mL de e Armazene todas as solugdes na
agua destilada. geladeira a 4°C.

ILUSTRACAO - Volume preparado: 100 mL

Solugao de Uso
D Acido citrico o0 Fosfato de Sédi
destilada destilada osfato de Sédio

W\ /L //// / /// W\ ///// "
& -

100 mL

» -

~
~

pH 4.8
100 mL D 100 mL ] ) ) ‘ Peagametro
= - | |
I
A / B =
Solugdo A /—: Solugdo B [-
17,6 mL = 82,4 mL

Atencao: Com o tempo de uso, sempre verifique antes de usar o tamp do se existe a presenca de
fungo. Etiquetar o frasco com o nome da solugdo, concentragdo, data de preparagao e iniciais do nome
da pessoa que preparou.
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d) Cloreto de magnésio - MgCl> 5 M

MODO DE PREPARAR

1. Pese 9,52g de cloreto de magnésio 5. Complete com dgua destilada até o
anidro (MgCl,) em um béquer de menisco atingir a marca de 20 mL.
28 ks 6. Agite bem para homogeneizar a

solugdo.

2. Adicione 10mL de agua destilada ao :
béquer. 7. Armazene a solugdo na geladeira a

4°C.

3. Misture bem até que o MgCl,
esteja completamente dissolvido.

4. Transfira a solucdo para um baldo
volumétrico de 20 mL.

ILUSTRACAO - Volume preparado: 20 mL

H,0
H.0 destilada
9,52 g MgCl, destilada / Solugdo de Uso
~ @‘“\ @ N
y == = MgCl, 5 M

PESAR 20 mL

Atencgao: Com o tempo de uso, sempre verifique antes de usar o tamp 3o se existe a presenca de
fungo. Etiquetar o frasco com o nome da solugdo, concentracao, data de preparagdo e iniciais do nome
da pessoa que preparou.
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8.6 Meio de montagem para fluorocromos

a) Meio de montagem Mcllivaine/glicerol 1:1

MODO DE PREPARAR

3. Adicione 10 uL de MgCl2 5 M (ou
0,012 g de MgClI2 anidro ) e misture
novamente a solug¢do para completa
solubilizagao.

1. Adicione 10 mL de tampdo Mcllvaine
(pH 7.0) com 10 mL de glicerol (Glicerina)
a um béquer de 25 mL.

2. Misture bem até que as duas solugdes 4. Transfira a solugdo para um

estejam completamente misturadas. recipiente fediaie @ pente T
geladeira.

ILUSTRAGAO - Volume preparado: 20 mL

Tamp3ao Glicerol
Mcllvaine comum

@ //@ \ 10 pL Solugdo de Uso
» & @

MgCL 5 M

~

N~

Meio de montagem
Mcllvaine/Glicerol 1:1

Atencao: Etiquetar o frasco com o nome da solugdo, concentracido, data de preparacdo e iniciais do
nome da pessoa que preparou.
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b) Meio de montagem Mcllvaine/glicerol com DAPI
MODO DE PREPARAR

1. Adicione 10 mL do meio de 3. Divida a solugdo preparada em
montagem Mcllvaine/glicerol a um aliquotas de 1 mL.

béquer de 25 mL.

4. Armazene as aliquotas no freezer a
2. Adicione 50 pL de DAPI 0,2 mg/mL -20 °C.

(solucdo estoque) e misture bem
até que as duas solugdes estejam
completamente misturadas.

ILUSTRACAO - Volume preparado:10 mL

/i Meio de montagem
50pL iy / Mcllvaine/ Glicerol/DAPI

= L VYUY
w U S YUUVY

0,2 mg/mL .
g/ Aliquotar

Meio

Atencdo: Os microtubos devem ser envoltos em papel aluminio para proteger a solu¢do da
degradagdo causada pela luz. Etiquetar todos os microtubos com o nome da solugdo, concentragao,
data de preparagdo e iniciais do nome da pessoa que preparou.

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas



9. Potencial de risco quimico das substancias utilizadas

Em laboratérios de citogenética vegetal, diversas substancias quimicas,
fundamentais para a preparacédo e analise de cromossomos de plantas,
apresentam consideravel potencial de risco quimico. Os riscos quimicos podem
incluir exposicao a substancias tdxicas, irritantes, corrosivas ou carcinogénicas
(Tabela 3). E valido lembrar que nenhuma das substancias quimicas utilizadas
deve ser descartada na pia do laborat6rio ou na natureza. Isso se deve ao
potencial de contaminagdo ambiental e aos danos a saude humana e animal
causados por essas substancias.

Para garantir a seguranga no laborat6rio, &€ fundamental que os usuarios
adotem praticas seguras,
incluindo o uso correto de
Equipamento de Protecéao
Individual - EPIs (luvas,
mascaras, o6culos e jalecos) e
a realizacao de atividades em
capelas de exaustédo, quando

necessario. Aconscientizagao

e formagao sobre os perigos

Figura 32. Recipientes de descartes.

de cada substancia séo
essenciais, assim como a estrita conformidade com normas, regulamentacdes e
diretrizes especificas para o manuseio seguro de substancias quimicas em

laboratorios, garantindo um ambiente de trabalho protegido.
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Adicionalmente, a manutencédo de recipientes de descarte (Fig. 32) com
rotulagem precisa para substéncias como 8-HQ, colchicina, fixadores, corantes
fluorescentes, laminas, laminulas e ponteiras usadas, entre outros, juntamente com
a lavagem de vidrarias e a limpeza de bancadas ao final do trabalho, s&o aspectos
cruciais na gestdo do potencial de risco quimico em laboratérios de citogenética

vegetal.

Tabela 3. Risco quimico associado as principais substancias utilizadas no laborato-
rio de citogenética.

Agente quimico Inflamavel Corrosivo Toéxico Genotoxico
§ Colchicina NAO NAO SIm SIm
::a 8-Hidroxiquinoleina NAO NAO SIM SIM
g Orizalina NAO NAO SIM SIM
c p p
< Trifluralina NAO NAO SIM SIM
o Acido acético glacial SiM Sim Sim NAO
B Alcool metilico PA. SIM SIM SIM NAO
E Alcool etilico Absoluto SIM SIM SIM NAO

CMA (corante) NAO NAO SIm SIM
2 DAPI (corante) NAO NAO SIM SImM
= z - - ~ -

S GIEMSA p6 NAO NAO NAO NAO
S Hematoxilina em pé NAO NAO SIM NAO

Carmim em p6 NAO NAO NAO NAO

oE Glicerol SIM NAO NAO NAO
©
o8  Xilol SIM SIM SIM NAO
[ ¥=

o ~ - ~ -
=€  Entellan NAO NAO  NAO NAO

Acido cloridrico P.A. NAO SIM SIM NAO

©

5;,. Hiploclorito de sédio NAO SIM SIM NAO
E  Eteretilico SImM Sim SIM NAO
-~ Formaldeildo SIM SIM SIM SIM

Fonte: Rogatto, 2000.
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10. Obtencgédo de bons resultados: problemas e possiveis solugdes

A obtencao de preparagbes cromossOmicas de qualidade na citogenética
vegetal é desafiadora devido a barreiras técnicas e biolégicas. Questdes como
paredes celulares rigidas, especialmente em alguns grupos de plantas, dificultam a
acao de agentes quimicos ou enzimaticos. Além disso, a presenca de compostos
secundarios, como taninos e Oleos essenciais, pode interferir na fixacdo e
observagdo dos cromossomos. Outros fatores que podem intensificar a
complexidade na padronizacao dos meétodos, exigindo ajustes especificos nos
protocolos sado: (1) selecdo inadequada de tecidos vegetais, (2) caracteristicas
bioldgicas intrinsecas a cada espécie e (3) condigdes ambientais que podem resultar
em algum tipo de estresse.

Obter células em diferentes estagios da mitose ou meiose é desafiador,
especialmente em tecidos vegetais com ciclos celulares complexos, devido ao
comportamento variavel dos cromossomos. Para superar algumas das dificuldades
mais comumente observadas na analise citogenética vegetal, foram listados os

principais problemas e possiveis solu¢des em ordem alfabética na Tabela 4.

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas




83

Tabela 4. Dicas para melhorar a qualidade de preparagcbes cromossémicas.

PROBLEMAS

Auséncia de nitidez nas bandas CMA e DAPI

POSSIVEIS CAUSAS O

Laminas muito velhas podem
estar danificadas ou fungadas.

Problemas técnicos: (1) Uso
de 6leo de imersao impréprio
ou sua aplicacao diretamente
nas lentes pode causar ima-
gens desfocadas; (2) Presenga
de ar entre as células e a lami-
nula; (3) Uso de laminulas
muito espessas dificulta a
passagem adequada da luz.

Envelhecimento inadequado
das laminas pode levar a umi-
dade, e goticulas de agua na
célula podem diluir o fluorocro-
mo, prejudicando a coloragao.

Cromossomos muito conden-
sados podem dificultar a visua-
lizacdo das bandas.
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DICAS .

Recomenda-se armazenar as
laminas de microscopia em um local
fresco e seco para prolongar sua
vida util, evitando assim danos ou
contaminagdes que possam com-
prometer a qualidade das bandas
CMAe DAPI.

Antes de usar o 6leo de imerséo,
limpe as lentes objetivas removendo
poeira com uma lufada suave com
bomba de ar (Fig. 27) e, em seguida,
utilize um lenco de papel especial
em movimentos suaves e circulares.
Mantenha as lentes limpas apés o
uso. Ao montar a lamina, assegure-
se de centralizar bem as células,
evitando ar entre elas e a laminula.
Verifique a diluigdo adequada do
meio de montagem e a pressao cor-
reta do conjunto lamina-laminula.
Use laminulas com a espessura
apropriada.

Controlar cuidadosamente o tempo
de envelhecimento das laminas.
Uma técnica eficaz € mergulhar as
l&minas em etanol 100% por uma
noite e incuba-las a 55 °C por 30
minutos antes de realizar a colo-
ragédo com CMA/DAPI.

E importante ajustar o tempo de pré-
tratamento e o tipo de antimitético.
Isso pode ser feito reduzindo o tem-
po, mudando o antimitético ou com-
binando as duas opc¢bes.



Tabela 4. Continuacdo...

PROBLEMAS

Auséncia de cromossomos
metafasicos

Células “enroladas ou
torcidas”nas laminas

Células
“rachadas”

POSSIVEIS CAUSAS O

Problemas na preparagao
das amostras: (1) Raizes velhas
e condigdes inadequadas de
crescimento; (2) Técnicas ina-
dequadas de esmagamento ou
dissociacao celular; (3) Flutua-
¢bes nas condigbes ambientais,
como temperatura, umidade e
luminosidade, impactando no
ritmo da diviséo celular e a dis-
ponibilidade de células em meta-
fase.

Deslizamento da laminula:
Durante as batidas para espa-
Ihar as células e/ou no momen-
to do esmagamento, a laminula
pode deslizar sobre a lamina,
resultando em células enrola-
das ou danificadas.

Depende da técnica utiliza-
da: (1) Lamina por muito tempo
no nitrogénio liquido'; (2) Expo-
sicdo prolongada na estufa
pode causar o rompimento das
células?z

DICAS = 3

Fixar raizes jovens; revisar qualidade
e tempo do antimitético; manter as
mudas cultivadas para as analises
em condi¢cdes ambientais adequadas
(solo, temperatura e umidade).

Prender a laminula com papel filtro
em uma das extremidades antes de
espalhar as células ou esmagar a
preparacao, evitando que a laminu-
la deslize sobre alamina.

Deixe a lamina no N, liquido por, no
maximo, 3 minutos’. Evitar incuba-
¢ao excessivaZ.
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Tabela 4. Continuacdo...

PROBLEMAS

Citoplasma denso

Cromossomos fracamente corados

POSSIVEIS CAUSAS O

Causas da densidade do cito-
plasma podem incluir: (1) Proces-
sos inadequados de fixacao; (2)
Fixagbes antigas ou em coletas
de campo, causando decomposi-
¢ao, desidratacdo ou oxidagéo,
resultando em concentragéo de
organelas e substancias; (3) Em
certas espécies vegetais, varia-
¢bes naturais de densidade devi-
do a caracteristicas genéticas
especificas podem afetar a rea-
¢ao do citoplasma ao corante.

Confecgao inadequada das
l&minas: (1) Quantidade insufici-
ente de corante aplicado as célu-
las; (2) Uso de corante inadequa-
do para o tipo de célula ou estru-
tura celulara ser corada.
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Considere utilizar novas raizes

e fixa- las em Carnoy, composto por
60% de alcool e 40% de acido
acético. Ao realizar preparacgdes
cromossbmicas, efetue a lavagem
das laminas em &cido acético 60%
por 30 minutos. Além disso,
experimente diferentes corantes
para reduzir o contraste, procurando
um corante que interaja menos com
o citoplasma e, assim, diminua o
contraste na preparacao. O
aquecimento rapido em lamina na
lamparina a alcool, apés a
maceracdo do meristema' ou
pipetagem da suspensdo celular?,
pode auxiliar na redugdo do
citoplasma denso.

Aumente a concentragdo ou o
tempo de exposicdo ao corante
para aprimorar a coloracédo das
células. Escolha o corante apropri-
ado para o tipo de célula ou estru-
tura celular a ser corado. Giemsa e
Hematoxilina sdo os corantes mais
indicados na coloragao convencio-
nal de células vegetais, pois rea-
gem bem aos cromossomos de
todos os tamanhos. Além disso,
sao mais simples, permitindo uma
observacdo rapida e direta dos
cromossomos, com coloragao
mais intensa e melhor contraste.
Alem disso, alguns grupos de plan-
tas, Malvaceae, s&o conhecidos
por corarem fracamente com Giem-
sa ou hematoxilina. Nesses casos,
busque melhorar o contraste atra-
vés da manipulacdo digital das
imagens.



Tabela 4. Continuagao...

PROBLEMAS

Cromossomos sobrepostos ou
pouco espalhados

cdo da

morfologia cromoss6mica

Dificuldades na defini

Emissio insuficiente de raizes
pelas mudas de plantas

POSSIVEIS CAUSAS O

Problemas no pré-tratamento e
fixacdo: Exposi¢do prolongada
das raizes a antimitoticos pode
interferir na separagéo apropriada
dos cromossomos em metafase
mitética. A fixagdo inadequada dos
cromossomos pode resultar em
aglomeracao ou sobreposi¢ao de
Cromossomos.

Cromossomos muito contraidos:
Exposicao prolongada das raizes a
antimitéticos ou exposicdo das
raizes a antimitoéticos mais concen-
trados.

Agua em excesso (parti-
cularmente para Cactos), ma quali-
dade do solo, falta de luz solar,
condigdes ambientais adversas,
ma qualidade das mudas, doengas
e pragas e fatores genéticos.

DICAS =

Evite exposicao prolongada de
raizes a antimitéticos, pois pode cau-
sar contragéo excessiva e aderéncia
cromossOmica. Ajuste o tempo de
pré-tratamento conforme a resposta
fisiologica de cada espécie na andlise
citogenética. Prepare a fixagao minu-
tos antes do uso, utilizando reagentes
de alta qualidade e garantindo com-
pleta homogeneizagcdo na solucéo
fixadora.

Inicialmente, considere realizar
mudangas no tipo de antimitético,
tempo de exposicdo ou concen-
tracdo dessa solucdo. Em seguida,
teste o aumento da concentragéo de
acido acético (de 25% para 40%) no
fixador, pois isso pode auxiliar na
preservacdo da morfologia dos cro-
mossomos, mantendo sua estrutura
durante o processo de fixagdo e
evitando distor¢cbes e contracbes
cromossémicas.

Use solo bem drenado com nutrientes
adequados. Evite excesso de rega,
especialmente em cactos; deixe o
solo secar completamente antes de
regar (estresse hidrico). Fornega luz
solar adequada para o crescimento
das raizes. Evite mudancgas bruscas
de temperatura, ventos fortes e condi-
¢Oes adversas. Verifique doencgas ou
pragas, e cultive mudas saudaveis.
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Tabela 4. Continuacdo...

PROBLEMAS

Imagem
sem nitidez

Lamina
com poucas células

Metafases incompletas ou
cromossomos muito espalhados

POSSIVEIS CAUSAS O

O equipamento de microsco-
pia pode estar com defeito ou mal
calibrado, por exemplo, a lente
objetiva pode estar suja ou desfo-
cada, ou o condensador pode
estar mal ajustado. Além disso,
verifique se as laminulas usadas
sdo adequadas e se o conjunto
[Amina/laminula foi bem pressio-
nado.

Problemas no preparo da lami-
na: (1) Excesso de acido acético
na lamina'; (2) Poucas raizes ou
raizes muito finas; (3) Quantidade
desproporcional entre o nimero
de raizes e fixador (metanol:
acido acético)’.

Excesso de digestao enzimati-
caepressdona laminula’.

Sonicagao excessiva pode
danificar as células e as estrutu-
ras celulares. Por outro lado, se a
pipetagem néo for feita com cui-
dado, as células e os cromosso-
mos podem ser danificados’.

DICAS -

Verifique a limpeza da lente objetiva
e certifique-se de que ndo esta des-
focada. Avalie o ajuste do condensa-
dor e assegure-se de que as laminu-
las utilizadas sao apropriadas para o
procedimento, assim como o conjun-
to ldmina/laminula esta corretamen-
te pressionado.

Evite o deslocamento das células
para as bordas da lamina, reduzindo
a quantidade da gota de acido acéti-
co na maceragéo da ponta da raiz'.
Aumente o numero de raizes para
confeccgao da lamina. Utilize a quanti-
dade de raizes proporcional ao volu-
me de fixador ( recomenda-se para o
preparo dalamina o uso de 3 a4 pon-
tas raizes para cada 50 pL de fixa-
dor)’.

Controle o tempo de digestao e a
intensidade das batidas da agulha
no conjunto lamina/laminula, especi-
almente ap6s hidrélise ou digestao
enzimatica prolongada’ .

Reduza o tempo no banho ultrassé-
nico (sonicagao), especialmente
quando as raizes foram submetidas
a uma hidrélise ou digestéo enzima-
tica prolongada’.

Legenda: Sobrescrito, 1 = Aplicado para as técnicas de esmagamento (Guerra e Souza, 2002), 2 =

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas

Aplicado para a técnica de dissociag&o de células meristematicas por sonicagao (DCMS).



11. Principios essenciais para convivéncia no laboratoério

Em um laboratério de
citogenética, assim como em outros
dominios cientificos colaborativos, o
desempenho eficaz vai além da
aplicagdao de habilidades técnicas-
cientificas, tais como curiosidade,
competéncia, persisténcia, leitura,
rigor cientifico, honestidade
intelectual, atualizagdo continua e

inovagdo. Embora essas atribuicbes

sejam essenciais e devam ser incorporadas pelo pesquisador, por si so,

mostram-se insuficientes para garantir o sucesso do grupo de pesquisa e,

consequentemente, a sustentabilidade do laboratério.

A gestdo e manutengcdo bem-sucedidas do laboratério requer a

aplicacao dos principios de boa convivéncia, competéncia comunicativa e ética

profissional. A presenca de cordialidade, empatia, compartilhamento de

conhecimento, valorizagdo da diversidade, respeito mutuo, escolha cuidadosa

de palavras, habilidade de ouvir, conciliacdo trabalho-vida, respeito pelos

direitos, dignidade e integridade profissional sdo essenciais. Esses principios

sdo cruciais para todos os usuarios e membros do grupo de pesquisa, que

compartilham a responsabilidade por um ambiente saudavel e produtivo.

O pensamento coletivo e institucional emerge como a espinha dorsal do

grupo de pesquisa, transcendendo inclina¢des individualistas. Estes principios

nao apenas cultivam um ambiente agradavel ao trabalho, mas também
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impulsionam avancgos significativos nas atividades de pesquisa, estabelecendo
as bases para um laboratério produtivo e gratificante para todos os
participantes, independentemente das divergéncias pessoais.

Ei, vocé pode
passar a
micropipeta?

Nao, isso
ja resolve.
Obrigada!
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13. Anexos

Anexo 1. Livros indicados para o aprofundamento tedrico-pratico em
citogenética vegetal.

COMO OBSERVAR
CROMOSSOMOS

.« CNICAS EM C
TAL ANIMAL IV\‘M\

Marcelo Guerra
Maria Jos¢ do Scuza

CITOGENETICA

: {OFER AL :

AaRCELD G FRREA
¢ 15’

PLANT
CYTOGENETICS

Ram J. Singh
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Anexo 2- Mapa mental das etapas envolvidas no preparo de lamina usando a técnica de

esmagamento seguido por coloragéo (Guerra e
Como preparar lamina?

Retire as raizes
7 do fixador

@ ©
@ Lavagem

(2 vezes por 5 min.)

O ?@

Amolecer a raiz

em N, liquido
A B Keehlo:e o 2
Pectojiss
Hidrélise HCI 5N @ Digestdo Enzimatica 24
por20saTA 4 por 60 s a 37 2C
19

\ Lave as raizes com
7

cuidado duas vezes
por 5 min.

!

@

NOTAS:

A: Para a coloragao convencional, as raizes devem
ser submetidas a hidrolise com HCI 5N por 20 min,
a temperatura ambiente (TA).

Souza, 2002).

Analise ao
Microscopio

R
7 Coloracao
¢ piferencial

@ Deixe as laminas
secar ao ar

1

Congelar o conjunto
Ladmina/Laminula

@ Macere o
. tecido

meristematico

B: Para a coloragédo diferencial, € necessario realizar a
digestao enzimatica das raizes, seguida de incubacao
por 60 min. a 37°C. Durante o tempo de incubacao, deixe
a lamina em uma espécie de camara umida na estufa.
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Anexo 3. Mapa mental das etapas da preparagéo de lamina usando a técnica coloragao
com hematoxilina acética 1% seguida por esmagamento (Guerra e Souza, 2002).

Como preparar lamina? A
Retire as raizes i
7 do fixador .
Analise ao |

@ @ Microscopio
‘< | ?i B
A~
g 7 b d Vedar as \\ . N
ordas da lammul
( A com esmalete ) ( melhores )

incolor laminas
@ Lavagem

(2 vezes por 5 min.) = Prensar

|amina/laminula
?@

2 com papel filtro
@ Amolecer
J araiz

Hidrdlise HCI 5N @ Observe ao
por20saTA Microscépio
=

Lave as raizes com @,
cuidado duas vezes
por 5 min.

$®/
” ®

Coloragdo
Microtubo fechado
por 20 min.

e L—

Macere o tecjg,
merlstemahco

®

o
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Anexo 4. Mapa mental das etapas de preparacao de laminas usando a técnica de
dissociagao de células meristematicas por sonicagéo - DCMS.

Como preparar lamina? ;

Retire as raizes

do fixador Anilise ao )
Mlcroscépio
@ Transfira Adicione &
? paraum 1,5 ml de A ngflrz‘i::r B\
microtubo " é%iTad 7 Coloragdo :
de2ml Sl Coloragdo ' (@ piferencial )

)

onvencional

Envelhecer
por 3 dias

Hidrolizar

((
@ Lavagem ke
—
com HCI 5N

Transfira as por 20 min.
@ raizes para

uma lamina Deixar as laminas

S secar ao ar
™ )
. / J Incubagdo das
=, laminas por 30 min.
a37°c —
J . 7 Coloque as
— Corte as pontas Transfira as laminas em
das raizes com um pontas para um uma placa de Mergulhe @/
estilete (descarte microtubo de £ . rapldAam_ente
o restante) 0,5 ml corrugado @ aslaminas|
Y no &cido acético
Digestdo 60%
enzimatica
4
@ . Fixacdo
@ Adicione 10 pl o m(i:(?rl(;)tiii na g S acetico 60%
J de enzima camara Umida A >
@ Incubaggo por Aquega rapidamente
60 min. a 37°C o fundo da lamina \
7 = em uma lamparina =
@ @ 4
. 7 Deixe as
7 Prepare 100 pl / Pipetar 10 pl laminas
do fixador 3:1 (metanol: da suspenséo secar ao ar
4cido acético) por raiz \ celular por
4 lamina
Remova a enzima
@ / e adicione 50 pl
2 Remova o fixador do fixador por @
e adicione novamente raiz )
Souldo fhadorporratz w @ Deixe por Preparo de Laminas
- ) 40-60s
sonicagd® @ r
@ .
Y4 Armazenamento
7 Leve o microtubo Guarde no
contendo as pontas de raizes freezer (-20°C)
para o banho ultrassénico
NOTAS:
15: Prepare o fixador minutos antes do uso. Utilize 100 pl de fixador por raiz. 21: As suspensdes celulares armazenada no freezer precisam ser ressuspendidas
Para mais de uma raiz, a quantidade de fixador é de 100 pl x N° de raizes. antes do uso.

16: Remova a enzima com cuidado, evitando a remog&o das pontas das raizes A: Antes do procedimento de coloragéo convencional, & necessario submeter as
no processo. Para isso, utilize o papel filtro cortado em tiras ou uma seringa de laminas a hidrélise com HCI 5N por 20 min.
insulina.

B: Para a coloragéo diferencial, ndo é necessario realizar a hidrélise com HCI 5N.
18: Observe se ocorreu a completa dissociagéo celular. Caso ndo tenha
ocorrido, repita o tempo de sonicagéo.
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Anexo 5. Registros de numeros cromossOmicos (2n) e padrées de bandas
heterocromaticas em Cactaceae.

Resumo geral de espécies analisadas

N° de géneros - - - - - - === =mmmmmoo oo 20
N° de espécies --------------“ccooomo- 67
N° de espécies ameacgadas (CR, e ) -------- 14

Tabela 5. Dados cariolégicos de Cactaceae Juss.: Sintese de estudos publicados pelos
autores”.

Taxon Status 2n Bandas®

CNCFlora? CMA*

Arrojadoa Britton & Rose

é\ggol{adoa bahiensis (P.J.Braun & Esteves) N.P.Taylor & EN 29 N/A

Arrojadoa dinae Buining & Brederoo NE 22 1t+1p

Arrojadoa luetzelburgii (Vaupel) N.P.Taylor NE 22 1t+1p

Arrojadoa penicillata (Gurke) Britton & Rose NE 22 1t+1p

Arrojadoa rhodantha (Gurke) Britton & Rose NE 22 1t

Brasilopuntia (K.Schum.) A.Berger

Brasilopuntia brasiliensis (Willd.) A.Berger NE 22 2t + 2i

Cereus Mill.

Cereus jamacaru DC. NE 22 1t
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Tabela 5. Continuagéo...

Taxon Status 2n Bandas?

CNCFlora? CMA*

Coleocephalocereus Backeb.

Coleocephalocereus aureus Ritter NE 22 2t+2pe

Coleocephalocereus decumbens Ritter NE 22 2t+2pe

Coleocephalocereus goebelianus (Vaupel) Buining NE 22 2t+2pe

Coleocephalocereus purpureus (Buining & Brederoo) Ritter EN 22 2t+2pe

Discocactus Pfeiff.

Discocactus bahiensis Britton & Rose 22 2t

Discocactus zehntneri Britton & Rose 22 1t

Epiphyllum Haw.

Epiphyllum phyllanthus (L.) Haw. LC 22 2t

Epiphyllum anguliger (Lem.) G. Don LC 22 1t

Facheiroa Britton & Rose

Facheiroa squamosa (Gurke) P.J.Braun & Esteves NE 22 N/A

Facheiroa ulei (Girke) Werderm. EN 22 N/A

Harrisia Britton

Harrisia adscendens (Gurke) Britton & Rose NE 22 1t +4p

Hylocereus (A.Berger) Britton & Rose

Hylocereus setaceus (Salm-Dyck) R.Bauer LC 44 4t
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Tabela 5. Continuagéo...

Taxon Status 2n Bandas?

CNCFlora? CMA*

Lepismium Pfeiff.

Lepismium cruciforme (Vell.) Miq. LC 22 2t

Leocereus Britton & Rose

Leocereus bahiensis Britton & Rose NE 22 N/A

Melocactus Link & Otto

Melocactus azureus Buining & Brederoo EN 44 2t + 22p

Melocactus bahiensis Luetzelb. NE 44 N/A

Melocactus ernestii Vaupel NE 44 3t+6p

Melocactus lanssensianus P.J.Braun EN 22 1t + 8p

Melocactus levitestatus Buining & Brederoo NE 22 1t +4p

Melocactus oreas Migq. NE 44 2t+7

Melocactus zehntneri (Britton & Rose) Luetzelb. NE 44 2t+ 3p

Micranthocereus Backeb.

Micranthocereus flaviflorus Buining & Brederoo NE 22 2t

Micranthocereus polyanthus (Werderm.) Backeb EN 22 N/A

Nopalea Salm-Dyck

Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck NE 22 2i+2t
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Tabela 5. Continuagéo...

Taxon

Opuntia Mill.

Opuntia dillenii (Ker Gawl.) Haw.
Opuntia ficus-indica (L.) Mill.
Pereskia Mill.

Pereskia aculeata Mill
Pereskia bahiensis Gurke

Pereskia grandifolia Haw.

Pilosocereus Byles & Rowley

Pilosocereus aureispinus (Buining & Brederoo) Ritter
Pilosocereus azulensis N. P. Taylor & Zappi
Pilosocereus brasiliensis (Britton & Rose) Backeb.
Pilosocereus catingicola (Gurke) Byles & Rowley

subsp. catingicola

Pilosocereus catingicola subsp. salvadorensis
(Werderm.) Zappi

Pilosocereus chrysostele (Vaupel) Byles & G.D.Rowley
Pilosocereus floccosus subsp. quadricostatus (Ritter)
Zappi

Pilosocereus glaucochrous (Werderm.) Byles & G. D.
Rowley

Pilosocereus magnificus (Buining & Brederoo) Ritter

Status
CNCFlora?

NE
NE

LC
LC
LC

DD
CR

NE

NE
NE

EN

EN
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22
22
22

22
22
22

44

44

22

22

22
22

Bandas?®
CMA*

2t+6pe
4t+64pe

2t
2t
2t

N/A
N/A
2t

4t

4t
2t

2t

2t

2t
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Tabela 5. Continuagéo...

Taxon Status 2n Bandas?®
CNCFlora? CMA*

Pilosocereus Byles & Rowley
Pilosocereus muilticostatus Ritte EN 22 2t
Pilosocereus pachycladus F.Ritter subsp. pachycladus NE 44 4t
Pilosocereus pachycladus subsp. pernambucoensis NE 44 4t
(Ritter) Zappi
Pilosocereus pentaedrophorus (Cels) Byles & Rowley

NE 22 2t
subsp. pentaedrophorus
Pilosocereus pentaedrophorus subsp. robustus Zappi NE 22 2t
Quiabentia Britton & Rose
Quiabentia zehntneri (Britton & Rose) Britton & Rose LC 22 N/A
Rhipsalis Gaertn.
Rhipsalis baccifera (J.M.Muell.) Stearn subsp.baccifera NE 44 4t
Rhipsalis cereuscula Haw. NE 22 2t
Rhipsalis floccosa Salm-Dyck ex Pfeiff. subsp. floccosa NE 44 N/A
Tacinga Britton & Rose
Tacinga armata J.G.Freitas & E.M.Almeida NE 66 2t+2i
Tacinga braunii Esteves 22 3t+1i
Tacinga funalis Britton & Rose DD 22 2t
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Tabela 5. Continuagéo...

Taxon Status 2n Bandas?®

CNCFlora? CMA*

Tacinga Britton & Rose

Tacinga gladispina J.G.Freitas & E.M.Almeida NE 44 3t+2i

Tacinga inamoena (K.Schum.) N.P.Taylor & Stuppy DD 44 3t+2st

Tacinga mirim M.O.T. Menezes NE 44 2st+2t

Tacinga palmadora (Britton & Rose) N.P.Taylor & Stuppy LC 22 2t

Tacinga subcylindrica M.Machado & N.P.Taylor NE 44 4t

Tacinga werneri (Eggli) N. P.Taylor & Stuppy DD 66 2t+2i

Tacinga x flammea J.G.Freitas & E.M.Almeida NE 55 2t+1i

Xiquexique Lavor, Calvente & Versieux

Xiquexique gounellei (F.A.C.Weber) Lavor & Calvente NE 22 ot

subsp. gounellei

Xiquexique gounellei subsp. zehntneri (Britton & Rose) NE 29 ot

Lavor & Calvente

Xiquexique tuberculatus (Werderm.) Lavor & Calvente NE 29 ot

Kl. Fontes: Menezes & Alves (2024); Freitas et al (2021); Alves et al (2019); Castro et h
(2019); Castro et al (2016); IAPT chromosome data 15/1; IAPT chromosome data 30/10;
IAPT chromosome data 39/2.

2 Status de conservacdo CNCFlora (Flora do Brasil): NE = Nao avaliada, DD = Deficiente
de dados, LC = Menos preocupante, = Quase ameacada, = Vulneravel, EN = Em
perigo; CR = Criticamente em perigo.

3. Bandas CMA™: N/A = N&o analisada, t = terminal, st = subterminal, i = interesticial, pe

k: pericentromérica. /

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas 102



Anexo 6. Exemplos detalhados de calculos necessarios para a preparagao de solugdes
quimicas.

Exemplo 1:Concetragdo comum (m/v)

» Para preparar 10 mL de uma solucao de DAP/I 2 ug/mL a partir de uma solugao de DAPI
0,2 mg/mL, usaremos a equacgdo de dilui¢ao, seguindo alguns passos:

C1x ‘1»"1= ng '9'2

onde: Nota: Ao resolver qualquer

e Ci (concentracéo inicial) = 0,2 mg/mL equagao, € essencial trabalhar

e Vi (volume inicial) = calcular com as mesmas unidades para

« C: (concentracdo desejada) = 2 pug/mL garantir precisdo nos calculos. Se

e V: (volume final) = 10 mL. houver unidades distintas,
converta-as.

Passo 1. Converta 2 pg/ml para mg/ml dividindo por 1000. Portanto, C»=0,002 mg/ml.

Passo 2: Substitua os valores na equacao de diluicdo e determine o V4:

Assim: Portanto:
CixVi=CxV; v' Use 0,1 mL (ou 100 puL) de DAPI 0,2 mg/mL;
0,2xV1=0,002x 10 v' Complete com 9,9 mL de Tampéo;

v No final, tera 10 mL de DAPI 2 pg/mL;

v, = 0:002 @/l x 10 mL

v' Para obter outra concentragdo comum, seja
0.2 ry{;/ryﬁ do mesmo reagente ou de outro, basta utilizar a
equacao: C1 x V1 = Cz x V2, e seguir os passos 1
e 2.

V1=0,1 mL (ou 100 L)

— Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas
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Exemplo 2: Concentracdo Molar (mol/L)

» Para preparar 300 mL de uma soluc¢ao de 8-hidroxiquinolina (8HQ) 0,002 M, usaremos
uma férmula baseada na equacéo de equagdo de concentragao, seguindo alguns

passos:

Qs

V(L) x PM

e M (concentragdo molar desejada) = 0,002 M (mol/L)

e Qs (quantidade de soluto em g necessaria do reagente) = calcular.
eV (volume da solugdo a ser preparada) = 300 mL

e PM (Peso molecular do reagente) = 145.16 g/mol

Passo 1: Converta 300 mL para litros dividindo por 1000: Portanto, V = 0,3 L;

Passo 2: Identifique no rotulo do reagente o peso molecular: PM =145.16 g/mol;

Passo 3: Substitua os valores acima na equagao concentracdo molar dada e determine a

QS:
Assim:
S

M= 0—

V(L) x PM

S
0,002 = =
0,3x 145,16

Qs =0,002 méiY x 03 x 145,16 girgbl

Qs=0,087g¢g

Portanto:

v' Pese 0,087g de 8HQ (145.16 g/mol);
v Dilua em 300 mL de agua destilada;
v" No final, tera 300 mL de 8HQ 0,002 M;
v Para obter outra concentragdo molar,
seja do mesmo reagente ou de outro,

basta utilizar a equagédo: M= Qs /V x PM,
e seguir os passos 1, 2 e 3.
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Exemplo 3: Concentracao percentual simples

» Preparar 20 mL de solugéo de celulase 2% e pectinase 20%. Dado que a celulase € em
po e a pectinase € liquida, e ambas serao diluidas em uma solugao tampao. Usaremos uma
equacgao simples, seguindo alguns passos:

Qr=V(mL) x C

onde:

e Q: (quantidade de reagente) = calcular
e V (volume desejado) = 20 mL
e C (concentracéo desejada em decimal) = 0,02 (2% celulase) e 0,2 (20% pectinase)

Passo unico: Substitua os valores na equacao e determine o Qr. Neste caso especifico,
uma sera dada em gramas e a outra em mL.

Assim: Portanto:

v' Pese 0,4 g de celulase;

e Solugédo de Celulase 2% (solido): v Pipete 4 mL de pectinase:
Qr=0,02x20 v" Complete com 16 mL de Tampao;
=04
L v No final, terd 20 mL de celulase 2% e
pectinase 20%;
e Pectinase 20% (liquido): v’ Para obter outra concentragdo comum, seja
do mesmo reagente ou de outro, basta utilizar
Qr=0,2x20 a equacgdo: Qr =V x C, e seguir os passos 1 e
5
Qr=4

v" Nao importa se a substancia fornecida em
percentual é sodlida ou liquida, ambas podem
ser calculadas pela mesma equacéo.
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14. Glossario

Adenina (A)

Agua Milli-Q

Antimitotico

Banho ultrassonico

Background

Brago curto (c)

Braco longo (/)

Brago do microscépio

Células
meristematicas

Camara Umida

Base purinica que faz par com a timina.

E agua purificada por um sistema de purificagdo de
laboratério da MilliporeSigma, passando por processos
avancados para remover impurezas e garantir alta
qualidade, atendendo aos padrbes necessarios para
aplicagdes laboratoriais sensiveis.

Sao substancias que interferem na divisdo celular, atuam
impedindo a formagé&o das fibras do fuso (microtubulos),
que sado estruturas que separam 0s Cromossomos nha
anafase, mantendo as células em metafases.

Equipamento composto por trés partes: gerador, transdutor
e tanque, operando com agua, comumente destilada.
Utilizado em citogenética para dissociagao celular durante a
preparagdo de amostras para analises cromossbémicas,
assegurando resultados confiaveis.

E uma palavra em inglés que pode ser traduzida como
"fundo", algo que esta por tras. No contexto da citogenética
€ traduzida como sendo sujeira na lamina que impedem a
visualizagao dos sinais de sondas.

Menor brago cromossémico.
Maior brago cromossdmico.

Também chamado de coluna, & fixo na base do microscépio
e serve de suporte para as demais partes.

Sao células especializadas com alta atividade mitotica
encontradas nas regides de crescimento ativo das plantas,
conhecidas como meristemas.

E um dispositivo usado para criar um ambiente Umido e
controlado durante varias etapas de preparacédo de
amostras para analise citogenética. Isso é especialmente
importante ao lidar com cromossomos, pois eles podem ser
sensiveis a desidratagcéo e danos.
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Caracteristicas
conspicuas

Cariodtipo

Cariograma

Centromero
(constricao primaria)

Charriot

Citogenética

Citotaxonomia

Citosina (C)

CMA
(Cromomicina A3)

Colchicina

Ou carater conspicuo, é toda e qualquer caracteristica
claramente observada no cariétipo das espécies.

O complemento cromossémico inteiro de um organismo
individualizado ou célula, visto durante a metafase mitética.

Construido a partir da imagem real dos cromossomos de
uma metafase, em que todos os cromossomos estdo bem
corados e individualizados. Estes cromossomos sao
recortados e ordenados, esquematicamente, juntando os
pares de cromossomas homologos, possibilitando o estudo
do caridtipo.

Regido especializada do DNA em cada cromossomo
eucaridtico, que age como um sitio para a ligacdo de
proteinas do cinetocoro.

Peca que permite movimentar a lamina sobre a platina,
geralmente localiza-se na lateral direita.

Compreende todo e qualquer estudo relativo ao
cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou
distendido, tanto no que diz respeito a sua morfologia,
organizacao, funcao e replicagdo quanto a sua variagéo e
evolugéo.

Disciplina que busca utilizar caracteristicas do cariétipo,
especialmente o numero, tamanho, morfologia e estrutura
cromossdmica, na classificagéo dos seres vivos.

Base pirimidica do DNA que faz par com a guanina.

Complexo de diversos antibidticos glicosidicos intimamente
relacionados derivados do fungo Streptomyces griseus.
Fluorocromo base especifico para observar regides ricas em
citosina e guanina.

Principal alcaldide extraido da Colchicum autumnale,
utilizado como antimitético para cromossomos grandes na
citogenética.
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DAPI (4',6'-diamino-
2-fenil-indol)

Desnaturagao

Dissociagao celular

Digestao enzimatica

Diploide

DMSO
(Dimetilsulfoxido)

DNA (Acido
desoxirribonucleico)

DNA ribossomal (DNAr)

Corante fluorescente que emite a cor azul brilhante,
fluorocromo base especifico para observar regides ricas em
adenina e timina. Devido a afinidade pelo material genético
gerar pouco background citoplasmatico, é utilizado como
contracorante nuclear classico na microscopia de
fluorescéncia.

Separacao de dois filamentos de uma dupla hélice de DNA

ou grave perturbagdo da estrutura de qualquer molécula
complexa sem quebra das principais ligacdes de suas
cadeias.

E o processo de separar células umas das outras para obter
uma suspensao de células individuais. Essencial em
diversas areas da biologia, biotecnologia e pesquisa
cientifica, a dissociagdo celular pode ser realizada por
métodos fisicos, quimicos ou enzimaticos, dependendo das
caracteristicas celulares e dos objetivos experimentais.

Uso de enzimas ou mix de enzimas em diferentes
concentrac¢des para amolecimento de tecidos.

Uma célula que tem dois conjuntos cromossdmicos, ou um
organismo individual tendo dois conjuntos cromossémicos
em cada uma de suas células.

Composto quimico organico que possui a féormula quimica
(CH;),S0. E um solvente polar aprotico, o que significa que

pode dissolver uma ampla variedade de compostos, tanto
polares quanto apolares.

E um tipo de acido nucleico que armazena e transmite as
informacgdes genéticas da maioria dos seres vivos. O DNA é
formado por duas cadeias de nucleotideos, que se enrolam
uma sobre a outra, formando uma dupla hélice. Cada
nucleotideo é composto por um agucar (desoxirribose), um
grupo fosfato e uma base nitrogenada. Asequéncia de bases
no DNA determina a informacgéo genética que € transmitida
para as proteinas e o RNA.

E uma sequéncia de DNA contida nos cromossomos do
nucléolo que codifica RNA ribossomal. Estas sequéncias
regulam a transcri¢éo e iniciagdo da amplificagdo e contém
segmentos espacadores transcritos e ndo-transcritos.
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DNA repetitivo

DNA satélite

Entellan ®

Esmagamento

Exsicata

Fixador

Fluorocromo
(fluoroforo)

Formula
cariotipica (FC)

Fotomicroscopio

Fonte de luz

DNA redundante; sequéncias de DNA que estao presentes
em muitas copias por conjunto cromossodmico.

Qualquer tipo de DNA altamente repetitivo, antes definido
como DNA formador de bandas satélite apds centrifugacéo
emum gradiente de densidade de cloreto de césio.

E uma resina sintética usada como meio de montagem em
microscopia. Aplicada sobre amostras em Iaminas de vidro,
ela seca formando uma pelicula transparente e dura,
preservando e protegendo permanentemente as amostras
para observagao microscopica.

Tecidos da amostra colocados entre lamina e laminula
esmagados pela presséo do polegar sob alaminula.

Amostra de planta prensada e, em seguida, seca em uma
estufa (herborizada), fixada em uma cartolina de tamanho
padrao acompanhada de uma etiqueta ou rétulo contendo
informacdes sobre a planta, coletor(es) e data, caracteristicas
ecologicas e local de coleta que compdem uma colecao de
plantas secas, conhecidas como herbario.

Solucao composta por reagentes combinados em diferentes
propor¢des, utilizados para a coagulacao e precipitagao das
proteinas, mantendo a forma e a estrutura do contetdo
celular.

E um grupo funcional da molécula que absorvera energia de
um comprimento de onda especifica e posteriormente a
emitira em outro determinado comprimento de onda maior.

Determinacdo dos tipos cromossémicos presentes no
cariétipo, com base a partir da definicdo da posi¢do do
centrdmero por meio da determinacdo da raz&o entre os
bragos cromossémicos (r) ou indice centromérico (ic).

Instrumento que consiste numa combinacdo de um
microscopio e de um aparelho fotografico que se destina a
fazer fotomicrografias.

Nos microscopios modernos é uma ld&mpada, mas em
microscopios mais antigos era um espelho que refletia a luz.

Tecnicas de Citogenética com énfase em Cactaceas



Gap

Genotoxico

Guanina (G)

Gloquidios

Herbario

Heterocromatina

Heterocromatina
constitutiva

Hibrido

Hibridizagao in situ
fluorescente (FISH) —

Hidrolise

Em portugués, o termo "gap" é traduzido como "lacuna" ou
"intervalo”. No contexto utilizado em citogenética, significa
regides cromossdmicas que nao sdo coradas com DAPI ou
CMA.

Substancias que possuem agéo sobre o genoma da célula e,
conforme o tipo celular alterado pela substancia ou agente
genotoxico, ocorrem diferentes efeitos: carcinogénico,
mutagénico ou teratogénico.

Base purinica do DNA que faz par com citosina.

Sao espinhos semelhantes a pelos ou espinhos curtos,
geralmente farpados, encontrados nas aréolas de alguns
cactos.

E uma colegdo dinAmica de espécimes de fungos ou de
plantas, de modo geral, desidratados ou preservados em
meio liquido, destinada a servir como documentacdo da
diversidade vegetal e fungica.

Material nuclear que se mantém condensado em todo o ciclo
celular, ao contrario do resto do cromossomo, que apresenta
um ciclo de condensacao-descondensacao.

Regibes cromossdbmicas de cromatina permanentemente
condensada. Geralmente ocorre em um par de
cromossomos homoélogos, e ndo é transcrito devido a sua
composigao do DNA.

Hibrido — E uma espécie que resulta do cruzamento entre
individuos de espécies diferentes, mas geneticamente
proximas. Geralmente, os hibridos sdo estéreis, pois
possuem um numero diferente de cromossomos dos seus
pais ou devido a incompatibilidades de genes. Porém, em
alguns casos raros, os hibridos podem ser férteis e dar
origem a novas espécies.

E uma técnica de citogenética molecular que utiliza sondas
de DNA marcadas com fluorocromos, utilizada para hibridizar
com o DNA-alvo.

E uma reacéo quimica de quebra de ligagéo quimica de uma
molécula com a adicdo de uma molécula de agua. Em
citogenética, a hidrélise consiste no amolecimento dos
tecidos por meio da agao do acido cloridrico (Hcl).
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Ideograma

Maceragao

Macromeétrico

Meio de montagem
Mcllvaine/glicerol

Menisco

Meristema

Metadados

Microscopio de
campo claro

Microscopio
de fluorescéncia

Micromeétrico

Desenho esquematico do cariotipo, cujos cromossomos sao
organizados aos pares. Esse tipo de esquema permite
mostrar informagées como o tipo de cromossomo
(localizagao do centrdmero), RONs, tamanho dos bragos e
bandeamentos.

Envolve o amolecimento ou desintegracdo dos tecidos,
permitindo um acesso mais facil as células para analises
cromossoémicas.

Parafuso que permite regular a altura da platina. Faz
movimentos amplos para um ajuste grosso.

Solugéo usada como meio de montagem para laminas
semipermanentes coradas com fluorocromos. E preparada a
partir da mistura de tampé&o Mcllvaine (pH 7,0) e glicerol
(glicerina) numa proporcao de 1:1.

Em fisica e quimica, refere-se a curva que se forma na
superficie de um liquido quando ele entra em contato com as
paredes de um recipiente. Isso ocorre devido a tensao
superficial do liquido. O menisco pode ser cdoncavo ou
convexo, dependendo das interacdes entre o liquido e as
paredes do recipiente.

Sao areas de tecido embrionario e indiferenciado, onde
ocorre adivisdo celular e aformagéo de novas células.

Conjunto de informagdes adicionais sobre um determinado
dado em andlise.

Técnica de microscopia 6ptica comumente usada quando a
luz passa através da amostra, fazendo com que a area
observada seja bem iluminada. O feixe de luz passa através
da amostra sendo captado pela objetiva.

Uma molécula com propriedade fluorescente emite luz com
comprimento de onda na faixa visivel quando exposta a uma
fonte ultravioleta (UV). A excitagdo e a emissao de luz das
moléculas fluorescentes sdo reguladas por filtros para
promover cor e contraste.

Parafuso que permite regular a altura da platina. Permite um
ajuste fino do foco.
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Mitose

Numero
cromossoémico (2n)

Objetivas

Oculares

Oleo de imersio

Overnight

Platina

Pipetagem

Regiao intercalar
ou intersticial (i)

Regido
pericentromérica (pe)

Regido proximal (p)

Um tipo de divisao celular em que uma célula (a célula-mae)
se divide para produzir duas novas células (as filhas) que sao
geneticamente idénticas a ela. No contexto do ciclo celular, a
mitose é a parte do processo de divisdo em que o DNA do
nucleo das células é dividido em dois conjuntos iguais de
Cromossomos.

Numero de cromossomos encontrado em células somaticas
com dois conjuntos cromossOmicos.

Geralmente trés ou quatro, sao lentes de maior poder de
ampliagéo.

Dois sistemas de lentes (em microscopios monoculares ha
apenas um). As oculares geralmente tém poder de aumento
de 10x e é por meio delas que observamos a imagem
ampliada.

E um 6éleo especial usado para melhorar a resolugéo das
imagens de microscopia oOptica em objetivas de maior
ampliagdo. Sua principal funcéo é reduzir a perda de luz
causada pela refragdo quando a luz passa do vidro da lente
parao ar e, em seguida, para a amostra.

E uma expressao em inglés que significa, em portugués, que
algo deve ser deixado em processo ou ocorrendo durante
toda a noite.

Também chamada de mesa, é o suporte onde sera colocada
a lamina. A platina pode ser levantada ou baixada para
regular o foco, utilizando-se os parafusos macro e
micromeétrico.

Processo de transferéncia de volumes precisos de liquidos
entre recipientes usando pipetas.

Porcao intermediaria dos bragos cromossémicos.

Regido emtorno do centrémero.

Regido proxima ao centrobmero.
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Regido terminal ou
telomérica (t)

Regides organizadoras

do nucléolo (RONSs)

Repeticao em
tandem

Revolver

Satélite

Suspensao celular

Sonicagao

Tampao Mcllvaine

Taxon

Taxa

Tecido
meristematico

Porcao terminal dos bragos cromossOémicos.

Correspondem segmentos do DNA contendo genes
responsaveis pela transcricao do RNA ribossdmico, de 18S,
5.8S e 28S, situados no nucléolo da célula.

Fragmentos idénticos que se repetem um atras do outro por
centenas a milhares de vezes.

Peca giratéria que comporta as objetivas. Para trocar de
objetiva, sempre manuseie o revolver, nunca force as
objetivas

Seguimento cromossOmico situado entre constricao
secundaria e o teldmero.

Mistura homogénea de células individuais em uma solugao
liquida, obtida por meio de dissociacao celular.

Refere-se ao processo de aplicar ondas sonoras de alta
frequéncia a uma amostra, geralmente em liquido, para
diversos fins, como a dispersao de particulas, a dissolugéo
de substéncias ou a dissociagédo celular. O equipamento
utilizado para realizar a sonicagao € chamado de sonicador
ou banho ultrassénico.

E uma solugdo de &cidos citrico e fosférico usada em
laboratérios para manter um pH constante em experimentos
citomoleculares, especialmente aqueles envolvendo
enzimas. Ele ajuda a estabilizar as condigdes de reagao,
garantindo resultados consistentes. E asim nomeado em
homenagem ao quimico e bioquimico americano William H.
Mcllvaine.

E a denominagao que designa um conjunto de organismos
incluidos em qualquer nivel hierarquico de classificagédo.
Familia Iridaceae, género Alophia, espécie Alophia
drummondii, por exemplo, sdo taxons em diferentes niveis
hierarquicos de uma mesma familia.

Plural de taxon.

Tecido vegetal encontrado nas zonas de crescimento das
plantas. Constituido por células indiferenciadas com grande
capacidade de multiplicagcdo e especializagdo (células
meristematicas).
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Telomero

Timina (T)

Tubo

Vortex

Voucher

Vernacular

Xilol

Estrutura constituida por sequéncias repetitivas de DNA nao
codificante que formam as extremidades dos cromossomos.

Base pirimidica do DNA que faz par com adenina.
Suporte das oculares. Também chamado de canh&o.

Na pratica, s&do movimentos espirais ao redor de um centro
de rotacdo, para tanto equipamento denominados de
agitador vortex, sao utilizados no laboratorio para agitacéo e
homogeneizagéo de liquidos contidos em pequenos tubos
ou frascos.

O termo voucher refere-se ao material testemunho de uma
planta, usualmente prensado, desidratado e incluido no
acervo de um herbario.

Nome popular ou vulgar de um taxon que nao seja o nome
cientifico.

Hidrocarboneto aromatico (C6H4(CH3)2 que produz um
efeito narcotico se for inalado em altas concentragées.
Comumente utilizado para desmontar [aminas permanentes
coradas convencionalmente.
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15. Quiz: Desafie-se com um teste sobre nosso Guia

A gamificacdo é uma abordagem pedagodgica que utiliza os
principios e as mecanicas dos jogos para promover a
aprendizagem significativa, ativa e colaborativa. Essa estratégia se

fundamenta na ideia de que os jogos tém o potencial de gerar

engajamento, motivacdo, desafio, feedback e recompensa,
elementos essenciais para o processo de ensino e aprendizagem.
Uma das plataformas que incorpora a gamificacdo na educacdo é o Quizizz.com,
um sistema online que permite aos professores e alunos criarem e participarem de quizzes
interativos, adaptativos e personalizados. Dessa forma, desenvolvemos um quiz nessa
plataforma para que vocé, leitor, possa testar os
principais conceitos e praticas abordadas em nosso Guia.
Vocé pode acessar nosso quiz pelo link:
https://quizizz.com/admin/quiz/659c7c8e2a5106d2f53c7781

?source=quiz_share; ou através do QR code logo abaixo.

Para se inscrever no Quizizz.com, vocé pode utilizar o

Google, o e-mail, o Classlink, o Clever ou outras opc¢ées.
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