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Protocolo de Hibridizag&o in situ fluorescente
(modificado de Pedrosa et al., 2002. Genetics 161: 1661-1672)
Verséo 1.0 (09/12/2019)

| — Pré-tratamento das laminas
(Opcional para laminas armazenadas no freezer:
o Fixe as laminas em Carnoy por 15 min
o Desidrate em série alcodlica: 3 min em etanol 70% e 3 min em etanol 100%)
e Incube as laminas a 60 °C por 30 min
Deixe as laminas esfriarem por 5-10 min na bancada

o RNase:

o Incube as laminas com 50 pl de solugdo de RNase por 1h a 37 °C em
camara umida pré-aquecida

v Solucao estoque de RNase (4 °C): 20 mg/ml de RNase (Invitrogen)

v Solucédo de RNase para uso: 100 pg/ml em 2x SSC (diluicdo 1:200) —
0,25ul de RNase + 49,75ul de 2x SSC por lamina

Lave as laminas 3 x 5 min em 2x SSC

Pepsina:

o Incube as laminas com 100 pl de solucéo de pepsina por 20 min a 37 °C em
camara Umida pré-aquecida

v Solucéo estoque de pepsina (-20 °C): 1mg/ml em H20 miliQ

v Solucao de pepsina para uso: 10 pg/ml em 0,01N HCI (diluicdo 1:100)
— 1pl de pepsina + 99ul de 0,01N HCI por lamina

Lave as laminas 3 x 5 min em 2x SSC

Formaldeido:

o Incube as laminas em Koplin com solucao de formaldeido por 10 min a TA
v Solucéo estoque de formaldeido (TA): Formaldeido 37% (Merck)

v Solucdo de formaldeido para uso: 3,7% formaldeido em 1x PBS
(diluicdo 1:10: 56 ml de dH20 + 7 ml 10x PBS + 7 ml de estoque 37%
=70 ml)

v Sugestédo: caso tenha poucas laminas pode-se utilizar 50ul por lamina
(5ul de formaldeido 37% + 5ul de 10x PBS + 40ul de agua dH20),
cobrindo com laminula plastica

e Lave aslaminas 3 x 5 min em 2x SSC
e Desidrate em série alcodlica: 3 min em etanol 70% e 3 min em etanol 100%



Seque as laminas por 1 h (no minimo 30 min)

Il = Hibridizacao

Prepare a mistura de hibridizacédo (76% de estringéncia)mantida no gelo:

Reagentes Concentracdo Volume Concentracdo Concentracao final

inicial final para 40% estringéncia
Formamida 100% 5uL 50% -
Dextrano Sulfato  50% 2uL 10% 10%
SSC 20x 1L 2% 6x
DNA bloqueador  5ug/uL 0-1pL 0-500ng/pL -
Sonda 50ng/uL 1-2uL 5-10ng/uL 5-10ng/uL
dH20 p/ total 10pL

por lamina

Dé um vortex na mistura de hibridizacdo por no minimo 10 s

Aqueca a mistura de hibridizagdo a 75 °C 10 min e transfira para gelo por pelo
menos 5 min

Dé um spin e coloque 10 pl da mistura de hibridizagdo por lamina, cubra com
laminula de vidro

Desnature as laminas com a mistura de hibridizacdo a 75 °C por 5 min (se
necessario, ajuste tempo e temperatura para melhor preservacdo da estrutura
cromossOmica)

Vede com cola plastica e incube em camara umida pré-aquecida a 37 °C de 14h
até 3 dias

lll - Banhos p6s-hibridizacéo

Retire a cola plastica com a pinca e mergulhe as laminas em 2x SSC TA, por pelo
menos 5 min, até cairem as laminulas

Lavagem convencional (72% de estringéncia):
Incube 2 x em 2x SSC, 42°C, por 5 min

Incube 2 x em 0,1x SSC, 42°C, por 5 min

Incube em 2x SSC, 42°C, por 5 min

Transfira para 2x SSC, TA, por 10 min

Lavagem para estringéncia reduzida (40% de estringéncia):



Incube as laminas 6 vezes em 6x SSC a temperatura ambiente por 5 min

p/ marcacao direta: monte em 8 pl de DAPI/Vectashield ou DAPI/Meio de
montagem (para DNAr) e vede com esmalte

p/ marcacdao indireta: continue com o item IVDetecgéao

IV — Deteccéao (para sondas marcadas indiretamente)

Aplique 100 pl 3% BSA/1x PBS por lamina, cubra com parafilme e incube a 37 °C,
30 min

Anticorpos primarios:

0,4 ul de sheepanti-digoxigenin conjugado com FITC (Roche, 1 207 741)
19,6 pl de solucéo blogueadora (BSA 3%/1x PBS)

20 pl total por lamina

Remova o parafilme e excesso de liquido, aplique 20 pl da solucdo de anticorpo
por lamina, cubra com parafilme e incube a 37 °C em camara Umida por 1 h

Remova o parafilme e lave 3 vezes em 1x PBS/0,1% Tween 20 por 5 min cada

Anticorpos secundarios:
0,2 uL de donkeyanti-sheep conjugado com FITC (Serotec Star88F)
19,8 uL de solucao bloqueadora (BSA 3%)

20 pL total por lamina

Aplique 20 pl de anticorpo secundério, cubra com parafilme e incube a 37 °C em
camara umida por 1 h

Remova o parafilme e lave 3 vezes em 1x PBS/0,1% Tween 20 por 5 min cada

Monte em 8 pl de DAPI/Vectashield ou DAPI/Meio de montagem e vede com
esmalte.

V — Rehibridizac&o de laminas

Remova o esmalte e lave a lamina em 4x SSC/0,1% Tween 20 até cair a laminula
Lave a lamina 3 vezes em 4x SSC/0,1% Tween 20 por 30 mina 1 h

Lave as laminas 2 vezes em 2x SSCpor 5 min

Desidrate em série alcoodlica: 5 min em etanol 70% e 5 min em etanol 100%
Seque as laminas por 1 h (no minimo 30 min)

Continue no item Il = Hibridizacao



VI — Deshibridizacdo de laminas para remocao de sondas repetitivas e posterior
rehibridizacéo

Prepare a mistura de hibridizac&o (76% de estringéncia), sem adicionar sondas
Dé um vortex na mistura de hibridizagdo por no minimo 10 s

Dé um spin e coloque 10 pl da mistura de hibridizacdo por lamina, cubra com
laminula de vidro

Desnature as laminas com a mistura de hibridizagcdo a 75 °C por 5 min (se
necessario, ajuste tempo e temperatura para melhor preservacdo da estrutura
cromossOmica)

Lave as laminas 2 vezes em 2x SSCpor 5 min

Desidrate em série alcoolica: 5 min em etanol 70% e 5 min em etanol 100%
Seque as laminas por 1 h (no minimo 30 min)

Continue no item Il = Hibridizacéo
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