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Resumo

A hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) é uma técnica de citogenética molecular que
se baseia no uso de sondas marcadas com fluorescéncia para a identificagdo de diferentes
regibes no genoma. A partir do aperfeicoamento e desenvolvimento de novas tecnologias,
variagdes da técnica original surgiram tornando possivel aplica-la para diversas questdes,
desde identificar cromossomos através da citogenética descritiva até realizar inferéncias
evolutivas ou conduzir pesquisas aplicadas de biotecnologia e melhoramento genético.
Considerando a grande possibilidade de aplica¢fes da técnica de FISH e suas variacfes, 0
presente trabalho tem como objetivo detalhar os principios metodoldgicos e aplicacdes, com
énfase nas plantas, e investigar seu uso em estudos evolutivos. Para isso, o primeiro capitulo é
um manuscrito de divulgacdo e popularizacdo da ciéncia que tem como objetivo discutir as
diversas possibilidades de uso da técnica FISH, abrangendo desde os seus principios
metodoldgicos até as aplicacGes em diferentes areas. A partir desse estudo foi verificado que a
FISH pode ser aplicada em diferentes materiais bioldgicos e regides do genoma e, apesar de
ser uma técnica desenvolvida ha mais de trés décadas, pode gerar impactos e contribuices
através da sua vasta utilizacdo até os dias de hoje. JaA o segundo capitulo € uma revisdo
sistemética, cujo objetivo principal é sumarizar e analisar de forma critica os dados
disponiveis na literatura sobre as aplicagdes da FISH para o estudo citogenético em plantas,
além de detalhar e discutir as aplicacfes dessa técnica para estudos evolutivos em plantas.
Este estudo foi conduzido utilizando as diretrizes do Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA). A busca foi realizada na base de dados Scopus e as
palavras-chave foram direcionadas para capturar a amplitude da utilizacdo da técnica FISH
voltada para o estudo citogenético das plantas. Com o objetivo de investigar as aplicacdes

dessa técnica, os artigos encontrados foram agrupados em diferentes categorias, denominados



como “Biotecnologia vegetal”, “Estudos evolutivos”, “Descritivo”, “Técnicas/metodologico”
e “Expressao génica”. Foram selecionados 4006 artigos que apresentaram uma tendéncia de
crescimento de numero de publicagcdes entre os anos 1975 — 2020. A China e os EUA
concentraram a maior quantidade de artigos e o Brasil se encontrou na 82 posicdo. A analise
das palavras-chave mais utilizadas nos artigos possibilitou tragar um pequeno historico da
técnica, abrangendo desde o inicio da marcacao indireta em espécies de plantas, perpassando
pelos avancos da FISH e suas variag@es, até a utilizacdo de sondas oligo-sintéticas nos dias
atuais. As categorias “Biotecnologia vegetal” ¢ “Estudos evolutivos” representaram mais de
60% do total de trabalhos, com destaque para o uso das técnicas GISH e FISH com sondas de
DNA repetitivo e da marcacdo indireta. A familia Poaceae se destacou nos estudos de
“Biotecnologia vegetal” e Leguminosae e Asteraceae se encontraram majoritariamente na
categoria de “Estudos evolutivos". Os 1.197 artigos classificados como “Estudos evolutivos”
trataram questdes evolutivas principalmente relacionadas a “Evolugdo do genoma”,
“Citogenética comparativa” e “Sistematica e citotaxonomia”. Sendo assim, 0 entendimento da
técnica, a sintese e mensuracdo de dados e o tracado evolutivo elaborado neste estudo
possibilitaram o embasamento tedrico a cerca da versatilidade da técnica e da sua utilizacao
nos dias atuais. Também permitiu demonstrar as principais contribui¢ces da FISH direcionada
aos estudos com plantas, evidenciando as regides de concentracdo de pesquisa, variacdes da
técnica, principais tipos de estudos e familias botanicas, assim como, contribuiu para

responder a diferentes questdes evolutivas.

Palavras-chave: FISH; citogenética molecular; genética vegetal; revisdo sistematica



Abstract
Fluorescence in situ hybridization (FISH) is a molecular cytogenetic technique that is based
on the use of fluorescence-labeled probes to identify different regions in the genome. From
the improvement and development of new technologies, variations of the original technique
emerged making it possible to apply it to various issues, from identifying chromosomes
through descriptive cytogenetics to making evolutionary inferences or conducting applied
research in biotechnology and genetic improvement. Considering the great possibility of
applications of the FISH technique and its variations, the present work aims to detail the
methodological principles and applications, with emphasis on plants, and to investigate its use
in evolutionary studies. For this, the first chapter is a manuscript for the dissemination and
popularization of science that aims to discuss the various possibilities of using the FISH
technique, ranging from its methodological principles to applications in different areas. From
this study, it was verified that FISH can be applied to different biological materials and
regions of the genome and, despite being a technique developed for more than three decades,
it can generate impacts and contributions through its wide use until today. The second chapter
is a systematic review, whose main objective is to summarize and critically analyze the data
available in the literature on the applications of FISH for the cytogenetic study in plants, in
addition to detailing and discussing the applications of this technique for evolutionary studies
in plants. This study was conducted using the Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines. The search was carried out in the Scopus
database and the keywords were directed to capture the breadth of the use of the FISH
technique aimed at the cytogenetic study of plants. In order to investigate the applications of
this technique, the articles found were grouped into different categories, called “Plant
Biotechnology”, “Evolutionary Studies”, “Descriptive”, “Techniques/Methodological” and

“Gene Expression”. A total of 4006 articles were selected that showed a trend of growth in the
Vi



number of publications between the years 1975 - 2020. China and the USA concentrated the
largest number of articles and Brazil was in 8th position. The analysis of the most used
keywords in the articles made it possible to trace a small history of the technique, ranging
from the beginning of indirect labeling in plant species, passing through the advances of FISH
and its variations, to the use of oligo-synthetic probes today. The categories “Plant
Biotechnology” and “Evolutionary Studies” represented more than 60% of the total works,
with emphasis on the use of GISH and FISH techniques with repetitive DNA probes and
indirect labeling. The Poaceae family stood out in the studies of "Plant Biotechnology” and
Leguminosae and Asteraceae were mostly found in the category of "Evolutionary Studies";
“Comparative analysis” and “Systems and cytotaxonomy.” Thus, the understanding of the
technique, the synthesis and measurement of data and the evolutionary path elaborated in this
study allowed the theoretical basis about the versatility of the technique and its use today.
demonstrate the main contributions of FISH directed to studies with plants, highlighting the
regions of research concentration, variations of the technique, main types of studies and

botanical families, as well as contributing to answering different evolutionary questions.

Keywords: FISH; molecular cytogenetics; plant genetics; systematic review
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Introducéo Geral

O estudo dos cromossomos, abrangendo sua estrutura, organizacdo, funcdo e
comportamento patologico, é realizado através da citogenética, ciéncia que relne a citologia e
a genética. A citogenética molecular permitiu superar as limitacdes da citogenética classica,
relacionadas a baixa resolucdo e incluir a possibilidade do estudo do material genético em
diferentes niveis de condensacdo, desde o nivel de fibras de cromatina e interfase até a fase de
metafase (LIEHR, 2021). A Citogenética Molecular aliada aos avancos da bioinformatica,
microscopia, analises de imagens (BHAT; WANI, 2017), aperfeicoamento de técnicas como a
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento de nova geracdo (NGS), como
também através dos avangos no campo do design de sondas e estratégias de marcacgdo, se
tornou mais especifica e capaz de ser aplicada em diversas areas do conhecimento (HUBER,;
VOITH VON VOITHENBERG; KAIGALA, 2018).

A partir do crescente desenvolvimento da citogenética molecular foi desenvolvida a
técnica denominada Hibridizacdo in situ por Fluorescéncia (FISH, sigla em inglés de
Fluorescence In Situ Hybridization), que se baseia no uso de sondas marcadas com
fluorescéncia para a identificacdo de regies especificas (alvos) no genoma, ou seja, essas
sondas, que sdo sequéncias conhecidas de material genético (DNA), sdo ligadas ao alvo, de
forma complementar, a partir da capacidade de desnaturacdo e hibridizacdo do material
genético (LIEHR, 2016). A FISH é aplicada em diversos tipos de materiais bioldgicos
(linfocitos de sangue periférico, tecidos de plantas, células germinativas) e em diferentes
regides do genoma dependendo do tipo de sonda/alvo escolhido. As sondas podem ser de
DNA repetitivo, Locus-especificas, de genoma inteiro, pintura cromossémica (BHAT; WANI,

2017; LIEHR, 2016).



A disponibilidade de técnicas utilizadas para a marcacdo das sondas e o
desenvolvimento de novos softwares que possibilitam novos designs de sondas contribuiu
para 0 aumento da sensibilidade e especificidade da FISH (HUBER; VOITH VON
VOITHENBERG; KAIGALA, 2018). A partir disso, diversas aplicacdes em diferentes tipos
de organismos estdo sendo realizadas. Um dos exemplos sdo 0os mapeamentos citogenéticos
comparativos para estudos evolutivos e a possibilidade de identificacdo de novas sequéncias
em espécies ndao modelo. Permite também obter genes de interesse (ex. de resisténcia a
patdgenos) como contribuicdo para o melhoramento vegetal, assim como é possivel observar
alteracdes estruturais (inversdes, translocacbes, duplicacdes, delecdes) e/ou numeéricas, que
podem estar relacionadas a determinadas alteracdes clinicas (BHAT; WANI, 2017), como
também relacionadas a diferentes estudos, como estudos evolutivos e descritivos, com
animais e vegetais.

A técnica FISH é muito utilizada para gerar informacfes complementares e
substanciais em relacdo aos processos e/ou mecanismos que levam a evolugdo dos conjuntos
cromossémicos das espécies vegetais (RUPRECHT et al., 2017), realizar mapeamentos
citogenéticos comparativos (BIELSKI et al., 2020), contribuir para analise filogenética
(JIANG; GILL, 2006), entre outras atribuicbes. As diferentes aplicacbes na citogenética
vegetal devido a essa técnica teve seu inicio por volta de 1985, em um estudo que utilizou
sondas de DNA marcadas em cromossomos de trigo (RAYBURN; GILL, 1985, 1986). Houve
tambem a hibridizagdo in situ simultanea de duas sondas fluorescentes em Secale cereale L.
cv. Petkus Spring (LEITCH; LEITCH; HESLOP-HARRISON, 1991), de sequéncias de DNA
repetitivo em espécies de Triticcae (ANAMTHAWAT-JONSSON; HESLOP-HARRISON,
1993; JIANG; GILL, 1994) e em Brassicaceae (MALUSZYNSKA, J.; HESLOP-

HARRISON, 1991). Para que fosse possivel detectar cromossomos de plantas hibridizadas,



segmentos do genoma transferidos de uma espécie para outra e determinar a constituicdo
cromossdmica e inferir relages entre gendtipos (CORREA et al., 2020), em 1989, foi
proposta a técnica de Hibridizacdo Gendémica in situ (GISH, sigla em inglés de Genomic In
Situ Hybridization), utilizando o genoma total como sonda (SCHWARZACHER et al., 1989).
Desde seu desenvolvimento, a técnica GISH € uma das mais utilizadas na citogenética
vegetal.

A revisdo sistematica € uma ferramenta de estudo que envolve um plano detalhado
para reunir todas as evidéncias empiricas que se encaixam em critérios determinados para
responder a uma questdo de pesquisa especifica, buscando uma sistematizacdo dos meétodos,
abordagens, areas etc. (UMAN, 2011). Em consequéncia da vasta aplicacdo da FISH, a
revisao sistematica permite mensurar e sintetizar a imensiddo de dados que sdo gerados
constantemente, podendo assim, direcionar novas pesquisas, tecnologias e investimentos em
areas ainda pouco estudadas. As etapas essenciais para o desenvolvimento das revisGes
sistematicas sdo: formular a pergunta, desenvolver estratégias de busca, definir critérios de
inclusdo e exclusdo dos artigos, avaliacdo, analise dos dados, interpretacdo e divulgacdo
(UMAN, 2011). Uma das plataformas mais utilizadas para direcionar as etapas a serem
realizadas é a Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA), que apresenta um conjunto de itens, baseado em evidéncias, para relato em
revisdes sistematicas e meta-analises (MOHER et al., 2009). O PRISMA busca reportar 0s
efeitos das intervencdes adotadas em cada etapa empregada para a realizagcdo do estudo, como
por exemplo, nimero de artigos filtrados a partir de palavras-chave e duplicatas.

Diante disso, 0s objetivos deste estudo foram: permitir o amplo entendimento da FISH
e discutir as diversas possibilidades de uso dessa técnica, abrangendo desde 0s seus principios

metodologicos até as aplicagdes em diferentes areas; Sumarizar e analisar de forma critica 0s
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dados disponiveis na literatura sobre as aplicagdes da técnica FISH para o estudo citogenético
em plantas, além de detalhar e discutir quais sdo os tipos de perguntas/questdes evolutivas que

podem ser respondidas pelo uso da FISH em plantas.
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Resumo

O estudo dos cromossomos, abrangendo sua funcéo, estrutura e comportamento patologico, é
realizado através da citogenética, ciéncia que reune a citologia e a genética. A hibridizacéo in
situ por fluorescéncia (FISH) € uma técnica da citogenética molecular que tem como principio
basico a identificacdo de sequéncias-alvo do genoma a partir da hibridizacdo com sondas
especificas. O avanco das técnicas de biologia molecular que permitem o acesso do DNA de
diferentes tipos de material bioldgico, aliado aos avangos da gendmica, proporcionou o
surgimento de novas variagfes da técnica original. Sendo assim, é possivel localizar genes,
regides repetitivas do genoma, alteracbes cromossdmicas estruturais e numericas e mapear
genes. A partir dessas aplicacGes € possivel realizar inferéncias evolutivas, atrelar com a
biotecnologia e melhoramento genético e ainda, contribuir para os avancos nos diagnosticos
na area da satde. O presente trabalho discute as diversas possibilidades de uso dessa técnica,
abrangendo desde os seus principios metodoldgicos até as aplicagdes da FISH em diferentes

areas.
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Cromossomos, DNA e a FISH

Os cromossomos (chroma: cor; soma: corpo) sdo estruturas organizadas de uma célula
que contém o material genético (DNA) de forma condensada. Em procariotos, esse material
genético esta organizado em uma unica molécula circular chamada de cromossomo
bacteriano, localizado no nucledide da célula que néo é delimitado por um envoltoério nuclear.
Ja nos eucariotos, a maior parte do DNA do genoma é encontrada no nucleo das células de
forma linear e que é possivel de ser observado durante as etapas do ciclo celular em que 0s
cromossomos estdo mais condensados. Neste caso, 0s cromossomos séo formados durante 0s
processos de divisdo celular, meiose ou mitose, que ocorrem nas células gaméticas e nas
células somaticas, respectivamente.

Durante a divisédo celular, a subdivisdo de maior grau de condensacdo cromossémica é
denominada metafase, na qual os cromossomos sdo mais facilmente visualizados em
microscopio. E nessa etapa que normalmente ocorrem o estudo dos cromossomos, abrangendo
sua organizacdo, morfologia, funcdo e comportamento patoldgico, ciéncia definida como
citogenética. As analises citogenéticas classicas se baseiam em técnicas de coloracdo que
atuam no destaque de regides especificas dos cromossomos dependendo da escolha do corante
e da associacdo com outros reagentes, podendo formar padrdes de bandas distintas,
promovendo assim analises estruturais e numéricas dos cromossomos metafasicos. Entretanto,
h& uma limitagdo quanto a resolucdo da andlise, sendo possivel a observacdo no nivel de
banda cromossdmica que contém cerca de 5-10 megabases (0 que equivale a 5-10.000.000
pares de bases) de DNA, dificultando analises mais detalhadas.

Para refinar essas analises a citogenética molecular se apresentou como uma
complementacdo da citogenética cléssica e possibilitou analisar diferentes amostras bioldgicas

e diferentes regides do genoma e, a partir disso, foi possivel identificar de forma molecular
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genes, pontos de quebra, duplicacdes e delecBes, dentre outras regides que demandam maior
especificidade. Também foi possivel analisar o material genético durante a intérfase, além de
apenas na metafase, conforme os protocolos classicos. Nesse contexto, em meados da década
de 1970 foi desenvolvida a técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH), que se
baseia no uso de sondas para a identificacdo de regides especificas (alvos) no genoma e na
visualizacdo desses alvos pelo uso de rotulos de fluorocromos com espectros de deteccéo
luminosa distintos para cada sonda.

A técnica de FISH se desenvolveu a partir de duas propriedades basicas do DNA que
sdo: a capacidade de desnaturacdo e de hibridizacdo (Figura 1). O processo de desnaturacdo
da fita dupla do DNA consiste na separacdo das duas fitas da molécula, por meio da
dissociacdo da ligacdo de hidrogénio entre as bases nitrogenadas (A::T; C:::G). A partir disto,
é possivel a hibridizacdo de um fragmento de DNA (sonda) contendo uma sequéncia
complementar a regido alvo do DNA em estudo. A hibridizacdo ocorre devido a propriedade
que o material genético tem de se renaturar, ou seja, realizar 0 pareamento entre as bases da
regido alvo e da sonda, que faz com que a estrutura da molécula de dupla fita seja
restabelecida.

A FISH é uma técnica da citogenética molecular aplicada diretamente ao DNA, sendo
assim, diversos tipos de materiais biologicos podem ser utilizados para a sua aplicagéo, tais
como linfdcitos colhidos por meio de sangue periférico, tecidos de plantas com alto indice
mitotico, células germinativas, entre outras partes dos organismos que apresentam células
com alta frequéncia de divisdo celular. Além disso, a FISH pode ser aplicada em diferentes
regides do genoma, a depender do tipo de sonda/alvo escolhido. Nesse sentido, podem ser
realizados estudos com deteccdo de sequéncias codificantes e/ou ndo-codificantes, como

genes e sequéncias de baixa coOpia em locus-especificos, DNA repetitivo (familias
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multigénicas; repeticbes em tandem, como DNAs satélite (satDNA), minissatélites e
microssatélites; sequéncias que apresentam repeticdes dispersas ao longo do genoma, como
transposons e retrotransposons), assim como regides maiores ou até mesmo um cromossomo
inteiro utilizando um conjunto de sondas. Diante deste fato, € possivel observar que o que
promove essa versatilidade da FISH é a possibilidade de se trabalhar diretamente com 0 DNA,

independente do organismo.
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Figura 1. Processo de desnaturacdo e posterior hibridizacdo do DNA alvo e da sonda marcada com
fluorocromo.

Quiais tipos de materiais biologicos podem ser utilizados para FISH?

Para a realizacdo da FISH sdo necessarios alguns itens como o material biologico,
sondas, reagentes e equipamentos. Resumidamente, o material biologico precisa ser fixado em
laminas e as sondas precisam ser marcadas e serem complementares a regido desse material
que se deseja estudar. Reagentes e equipamentos, que S40 necessarios para o tratamento e

fixacdo do material biolégico na lamina de microscopia, precisam ser ajustados para
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desnaturacdo e hibridizacdo e para lavagens pos-hibridizacdo e também para as analises em
microscopio fluorescente.

Como a FISH possibilita a analise do genoma de diferentes organismos, para
responder a diferentes objetivos, ha a necessidade de acessar o material genético a partir de
diferentes abordagens. Para estudos em humanos, é possivel acessar células para o
diagnostico pré-natal, como amniocitos e células de vilosidades coridnicas, células para
exames de rotina de sangue periférico como linfocitos e células para diagnéstico de doencas
como o cancer como linfdcitos de medula dssea e células de tumores solidos.

Sabe-se também que a FISH possibilita a visualizacdo de células interfasicas e, assim,
permite a avaliacdo de nucleos interfasicos de preparacdes ndo cultivadas, culminando em
uma triagem rapida para o diagndstico pré-natal, estudos de recém-nascidos ou para estudos
de cancer. Pode-se também analisar células meioticas, como espermatozdides para estudos de
infertilidade, aneuploidias, padrdes de segregacdo de rearranjos cromossOmicos, como
também odcitos para analise de alteracdes cromossémicas de origem materna.

Em estudos com diferentes organismos animais, 0 acesso aos cromossomos é possivel
a partir de diferentes tecidos. Para peixes, por exemplo, 0s cromossomos mitéticos podem ser
obtidos a partir de tecidos de diferentes érgdos, como rim, baco e branquias, € cromossomos
meiodticos a partir de tecidos gonadais. Ha também a possibilidade de se analisar
cromossomos gigantes lampbrush (LBCs), conhecidos também como plumosos. Esses
cromossomos séo encontrados nos oocitos em desenvolvimento, tipicos do estagio diploteno
da profase | da meiose de alguns grupos de animais, como anfibios e aves, e possibilitam uma
investigacdo dos processos nucleares celulares (como transcricdo e regulacdo génica) e
mapeamento fisico de alta resolucdo. Ja cromossomos politénicos podem ser obtidos de

glandulas salivares de Drosophila melanogaster.
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Na citogenética vegetal, tratamentos de tecidos com alto indice mitético sao
comumente realizados para obter cromossomos em diferentes subdivisfes da fase de mitose
do ciclo celular, possibilitando a analise de células metafasicas que séo prioridade nos
estudos, mesmo apresentando limitacfes quanto a obtencdo de cromossomos integros para
uma boa anélise. Desta forma, analises de células interfasicas também sdo realizadas. Sabendo
disso, as analises de FISH sdo realizadas em preparacGes de pontas de raizes mitoticas de
plantas jovens e células-mde dos grdos de pdlen na meiose, como também podem ser
utilizados cromossomos mitéticos de brotos, botdes e espigas jovens. As raizes também
podem ser retiradas de plantas adultas, desde que seja estimulado a producéo de raizes jovens

com regides meristematicas claras.

Obtencao das sondas de FISH

A escolha da sonda reflete diretamente em quais perguntas o pesquisador tem o intuito
de responder. Para acessar a regido ou regides genbmicas de interesse, € necessario a
confeccdo de sondas complementares as mesmas. Porém, as estratégias de desenvolvimento
das sondas véo variar conforme a disponibilidade de informacgdes sobre 0o genoma da espécie
de interesse e da disponibilidade do material. Dentre as opg¢des é possivel realizar técnicas de
microdissec¢do cromossdémica que possibilita o isolamento de cromossomos ou regifes de
interesse diretamente de placas metafasicas por meio da micromanipulacéo. Pode-se realizar o
isolamento da regido de interesse por meio de clonagem utilizando diferentes vetores. A
escolha do vetor depende do tamanho da regido de interesse podendo ser desde plasmideos
(transportam de 5 a 25 kb) até vetores maiores como cromossomos artificiais de leveduras
(YAC, transportam de 150-350 kb), cromossomos artificiais bacterianos (BAC, transportam

de 80 kb a 1 Mb), bacteriofago P-1 (PAC, transportam de 100-300 kb).
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Para espécies que tenham o genoma total ou parcial sequenciado é possivel identificar
regides alvo e desenvolver sondas a partir do desenho de primers (iniciadores) e amplificacdo
das sondas de interesse por Reacdo em cadeia da polimerase (do inglés Polymerase Chain
Reaction - PCR). Por ultimo, existem também as sondas comerciais, para as quais a maioria
disponivel se concentra no estudo em humanos e sdo voltadas tanto para pesquisa basica
quanto para diversas aplicacfes na medicina.

Para a aplicacdo da técnica de FISH, as sondas desenvolvidas devem ser marcadas
com fluoréforos para que seja possivel a visualiza¢do da regido alvo. A marcagdo da sonda
pode ser realizada de forma direta ou indireta. Na marcacdo direta, os fluorocromos estao
ligados diretamente a um dos quatro nucleotideos de DNA da sonda (Figura 2 - primeira
coluna). J& na marcacdo indireta, sdo utilizados nucleotideos acoplados a uma molécula
marcadora denominada hapteno (Figura 2 — segunda coluna). Sendo assim, uma etapa a mais
€ necessaria para que ocorra a deteccdo desse hapteno, normalmente utilizando técnicas de

imuno-histoquimica (Figura 2E) ou por detecgdo enzimatica.
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Figura 2. Marcacdo direta e indireta da FISH. A) Elementos basicos: sonda e DNA alvo. B) Sonda de
DNA é marcada por meio da incorporacéo de um fluorocromo ou hapteno. C) As sondas marcadas e 0
DNA alvo sdo desnaturados para formarem fita simples. D) Hibridizacdo, ou seja, anelamento da
sonda com o DNA alvo de forma complementar. E) Se a sonda foi marcada indiretamente, uma etapa
extra € necessaria para a visualizacdo do hapteno, no qual o anticorpo conjugado com a molécula
fluorescente € ligado a esse hapteno garantindo a sua deteccao.

Uma das técnicas para a marcacdo tanto direta quanto indireta das sondas € a técnica
enzimatica de Nick translation, desenvolvida em 1977 por Peter Rigby e Paul Berg. A técnica
Nick translation (Figura 3) é assim denominada pois 0 DNA a ser processado é tratado com a
enzima de restricdo DNase | para produzir "nicks"”, ou seja, cortes no filamento de DNA.
Desta forma, em sitios aleatdrios sdo gerados uma hidroxila na extremidade 3’ (3°-OH) e um
fosfato na extremidade 5° (5’- P). Em seguida, a enzima DNA polimerase | remove
nucleotideos da regido 5’-P terminal gerada pela clivagem (atividade de exonuclease) (Figura
3C), enquanto substitui por precursores desoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs) marcados e
ndo marcados, ao terminal 3'-OH (atividade de polimerase 5'—3') (Figura 3D e 3E). Na
reacdo, sdo disponibilizados nucleotideos, sendo quatro desoxinucleotideos trifosfatos nédo

marcados (dATP; dCTP;dGTP; dTTP) e mais um marcado (dUTP ou dATP). A
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disponibilidade dos nucleotideos marcados deve ser mais alta do que dos ndo marcados, ou
seja, se o dUTP estiver marcado, sua concentracdo ndo marcada deve ser menor, de modo a

compensar sua menor acessibilidade pela DNA-polimerase.
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Figura 3. Marcacdo por Nick translation. A clivagem do DNA pela DNase I forma ‘Nicks’,
permitindo a remocdo de nucleotideos na extremidade 5’ do Nick e adi¢do em diregdo a extremidade
3’ do DNA, possibilitando a inser¢do de nucleotideos marcados e ndo marcados.

Outra opcao para a marcacdo das sondas € por amplificacdo via PCR. Para essa
amplificacdo sdo necessarios primers que anelam no inicio e no fim da sequéncia alvo e que
permitem que a enzima polimerase incorpore nucleotideos marcados e ndo marcados ao
produto amplificado e produza as sondas. Existe a possibilidade também dos proprios primers
estarem marcados, retirando a necessidade da polimerizacdo com 0s precursores de
nucleotideos marcados. Devido a essas simplificacfes, essa técnica como forma de rotular as

sondas € considerada versatil, rapida, eficiente e é amplamente utilizada nos laboratorios.
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Tipos de sondas e as variacoes da FISH

Sondas locus-especificas

As sondas locus-especificas permitem o mapeamento citogenético de regibes
particulares do genoma. Dessa forma, podem ser utilizadas em estudos comparativos,
determinam pontos de quebra e alteragdes estruturais e localizam genes especificos ja que tém
como alvo sequéncias presentes em apenas uma copia em um cromossomo. Sabe-se que para
o diagnostico de sindromes de microdelecGes conhecidas e mais frequentes existem sondas
comerciais disponiveis.

Dentre os diversos exemplos de aplicacdo das sondas locus-especificas pode-se citar a
Leucemia Miel6ide Cronica que apresenta um cromossomo Philadelphia (Ph) formado a partir
da translocacdo entre os cromossomos 9 e 22, ou seja, parte do braco longo (q) do
cromossomo 9 vai para 0 22 e parte do braco longo (q) do 22 passa para 0 9, dando origem a
um cromossomo 22 que é mais curto que o normal. Este cromossomo mais curto é
denominado como Philadelphia e apresenta a fusdo entre os genes BCR (originado do
cromossomo 22) e ABL (originado do cromossomo 9), formando o oncogene que produz a
proteina BCR-ABL, denominada tirosina quinase, induzindo ao crescimento celular fora do
controle. Utilizando sondas de dupla-fusdo € possivel observar um sinal correspondente ao
ABL (vermelho) e um correspondente ao BCR (verde) que se encontram juntos na fuséo dos
genes BCR-ABL (amarelo) no cromossomo 22, e um outro sinal amarelo no cromossomo 9
devido a sinais extras tanto do 9q quanto do 22q, e por fim, um sinal vermelho e um verde nos

cromossomos sem alteragdo 9 e 22, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Sinal da FISH usando sondas para pontos de interrup¢do 9934.12 (vermelho) e 22q11.21
(verde), mostrando uma fusdo BCR-ABL (amarelo) originado da unido desses pontos, um sinal extra
dos segmentos 9q e 22q (amarelo), e sinais nos cromossomos ndo alterados 9 (vermelho) e 22 (verde),
em células interfasicas (lado esquerdo) e metafasicas (lado direito).

Sondas de DNA repetitivo

Os genomas dos eucariotos contém uma quantidade significativa de DNA repetitivo,
como familias génicas, DNA repetitivos em tandem e DNA repetitivo dispersos no genoma.
Dentre os tipos de DNA repetitivo, 0 DNA satélite (satDNA) é bastante utilizado em estudos
citogenéticos com FISH. O satDNA é normalmente localizado em regides heterocromaticas
(regides centromericas e subteloméricas), ja os microssatélites e minissatélites podem estar
dispostos ao longo do genoma. O DNA alfa-satélite estd presente nos centromeros e pode ser
utilizado como sonda centromérica. Cada centrdmero apresenta uma sequéncia repetida em
tandem que diverge se comparado aos centrdmeros de outros cromossomos, possibilitando

gue seja desenvolvido sondas especificas para cada cromossomo.
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Um exemplo do uso de DNAs satélites é o estudo realizado em 2021 por Ferro e
colaboradores, no qual estudaram citogeneticamente quatro espécies do grupo de anfibios
Physalaemus gracilis: P. carrizorum, P. gracilis, P. lisei, e uma espécie do Uruguai referida
como Physalaemus sp. (aff. gracilis). Neste trabalho, foram realizados bandeamentos Ag-
NORs e bandas C, e a localizacdo cromossomica da sequéncia repetitiva Pcp190 satDNA,
discutindo hipdteses taxonémicas e filogenéticas. O DNA satélite foi encontrado em posicoes
centroméricas e pericentroméricas coincidentes com bandas C, nos pares 2 e 9 em P. gracilis
e Physalaemus sp. (aff. gracilis), par 3 em P. carrizorum e par 7 em P. lisei. A ocorréncia
desta sequéncia repetitiva no par 3 também foi encontrada em 7 das 11 espécies ja estudadas
do género e em 6 das 8 espécies estudadas em Engystomops, e pode ser considerado um
marcador informativo promissor para estabelecer a homeologia entre esses géneros. Esses
dados contribuem com informacdes para a citogenética deste grupo e incentivam mais estudos
sobre essa regido em outros géneros para estabelecer melhores os processos envolvidos na

evolucdo cromossomica desse grupo (Figura 5).
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Figura 5. Adaptada de Ferro et al. (2021). FISH com sonda satDNA Pcpl190 em P. carrizorum, P.
gracilis, P. sp. aff. gracilis e P. lisei. Adaptado de “Icons - Nucleic Acids - DNA”, de BioRender.com
(2020). Recuperado de https://app.biorender.com/illustrations/62d4cc22b05eabfe945ca533. Imagens
dos anfibios recuperados de: https://www.biodiversity4all.org/; https://lwww.ufrgs.br/faunadigitalrs/;
https://amphibiaweb.org/species/3405.

Physalaemus lisei

Sondas de pintura cromossémica

Para esclarecer rearranjos cromossémicos estruturais ou numéricos na metafase séo
utilizadas as sondas de pintura de cromossomos que sdo derivadas de um grande conjunto de
sequéncias génicas ou ndo-génicas localizadas em determinado cromossomo e que, quando
reunidas, conseguem “pintar” o cromossomo ou parte dele (sondas de pintura de
cromossomos parciais) ao longo de seu comprimento. Por essa técnica também é possivel
realizar uma analise comparada entre espécies distintas e visualizar cromossomos no nucleo

interfasico. Existem as sondas de pintura de cromossomos inteiros que utilizam de sondas
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derivadas de um Unico tipo de cromossomo para marcar de forma homogénea todo o
Cromossomo.

As variacOes da técnica de FISH denominadas de Multiplex (M-FISH), SKY e Zoo-
FISH utilizam sondas de pintura cromossomica. Multiplex (M-FISH) e SKY foram
originalmente usadas para detec¢do simultanea dos 24 cromossomos humanos e Zoo-FISH
utiliza de sondas desenvolvidas para uma espécie animal e compara com outras espécies
proximas. Na técnica SKY, a emissdo de cor dos cromossomos é determinada pela
combinacdo de sondas de pintura e corantes fluorescentes, em que novas cores podem ser
desenvolvidas a partir da mistura de duas cores entre cinco tipos de fluorocromos
fluorescentes. Para sua visualizagcdo, um sistema de espectroscopia de imagem bidimensional
€ necessario para processar as imagens espectrais para que possam ser criadas 24 cores
distinguiveis (Figura 6). Essa técnica é de facil interpretagdo visual, é capaz de esclarecer
cromossomos de origem desconhecida, como um cromossomo marcador extra, e pode revelar
se um dos pais é portador de uma anormalidade estrutural equilibrada. No entanto, ndo é
possivel avaliar anormalidades como inversdo, delecdo, insercdo e duplicacdo no mesmo

cromossomo, ja que requer uma analise mais detalhada.
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Figura 6. Técnica SKY para a visualizagdo dos 24 cromossomos humanos a partir de sondas com
combinagdes de fluorocromos espectralmente distintos. Adaptado de “Icons - Nucleic Acids - DNA”,
de BioRender.com (2020). Recuperado de
https://app.biorender.com/illustrations/60edab39e45d2d00a956d75f

Sondas de genoma inteiro

Utilizando o genoma total de uma espécie marcado como sonda, a técnica de
Hibridizacdo Gendmica in situ (GISH) é uma das variacdes da FISH mais encontradas em
estudos de citogenética vegetal, aplicada na deteccdo de cromossomos em hibridos artificiais
ou segmentos transferidos de uma espécie para outra, no melhoramento genético e em estudos
de evolugdo gendmica (ver mais detalhes no topico: GISH no estudo de hibridos e poliploides
para o melhoramento vegetal). Ainda utilizando genomas inteiros como sondas, a técnica
Hibridizacdo Gendmica Comparativa em microarranjos (aCGH) é baseada na comparacéo de,
pelo menos, dois genomas diferentes e identifica ganhos e perdas cromossémicas de um

genoma em relacdo ao outro. O DNA do paciente (verde) e de controle (vermelho) sdo
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rotulados, ambas as amostras sao misturadas, co-hibridizados em um microarray e as imagens
sdo tiradas dos fragmentos de DNA fluorescentes ligados. As intensidades de fluorescéncia
sdo calculadas de acordo com a diferenca no nimero de copias de DNA, ou seja, se tanto o
teste quanto o DNA controle tiverem numeros de copias iguais para os alvos de DNA
representados na matriz, as intensidades de sinal serdo iguais (amarelo). Se uma delecédo
(vermelho) ou duplicacéo (verde) estiver presente no DNA de teste, as taxas de intensidade de
fluorescéncia serdo desiguais (ver mais detalhes no tdpico: aCGH como método de

diagnostico em humanos).

Sondas baseadas em oligonucleotideos sintéticos

Atualmente, ha um aumento no uso de sondas de oligonucleotideos (oligos) sintéticos
projetados a partir de DNA repetitivo ou de sequéncias de DNA de copia Unica, trazendo
novas perspectivas para o uso dessa técnica, além da melhoria na qualidade, reducdo de tempo
e custo para a preparacdo das sondas. As sondas oligo sintéticas direcionadas para uma regiao
especifica ou um cromossomo inteiro podem ser sintetizadas e amplificadas em conjunto.
Possibilitando a identificacio de cromossomos contendo essas regides e segmentos
especificos. As sondas baseadas em coOpia Unica permitem a hibridizacdo com alvos bem
estabelecidos, mas que demandam de requisitos para sua eficiéncia, como especificidade, para
que as sondas se liguem somente no alvo pretendido, comprimento do oligonucleotideo e
propriedades termodinadmicas (ex. temperatura de fusdo), assim como requerem um metodo de
amplificacdo de sinal para serem detectadas (devido a resolugcdo do microscopio).

Algumas das ferramentas mais recentes utilizadas para projetar as sondas oligo

sintéticas sdo o software Chorus e a plataforma interativa PaintSHOP. Chorus é preferido para
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plantas e apresenta varias funcdes que possibilitam projetar sondas de oligonucleotideos para
espéecies geneticamente relacionadas e para agquelas que ndo apresentam um genoma de
referéncia. Ja o PaintSHOP fornece um pipeline completo que abrange desde o design de
sonda até a sua sintese e € utilizado para o design de oligonucleotideos em escala gendmica
para experimentos FISH.

O trabalho de 2020 de Liu e colaboradores apresenta um exemplo claro e eficaz de se
utilizar a técnica Oligo-FISH com sondas contendo sequéncias de coOpia Unica para estudar
variacdes cromossdmicas e evolucdo em espécies de arroz (Figura 7). Foram projetados e
desenvolvidos dois conjuntos 25.717 (verde) e 25.215 (vermelho) de 50.932 oligos (cada
oligo com 45 nucleotideos) contendo sequéncias de cdpia Unica localizadas em 26 regides
cromossémicas especificas no genoma do arroz (Oryza sativa). As espécies analisadas
incluiram O. rufipogon (AA), O. longistaminata (AA), O. barthii (AA), O. punctata (BB), O.
officinalis (CC), O. australiensis (EE) e O. brachyantha (FF), no qual as que apresentavam
genomas AA, BB ou CC geraram sinais mais especificos e intensos, o que pode estar
relacionado a uma maior proximidade ao arroz, enquanto que as que geraram sinais menos
especificos, genoma EE, ou ndo geraram sinal, genoma FF, tendem a apresentar uma maior

distancia filogenética se relacionada aos outros.
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Figura 7. Adaptada do artigo de Liu et al., 2019. Cariotipagem comparativa de espécies de Oryza
usando Oligo-FISH. Adaptado de “Icons - Nucleic Acids - DNA”, de BioRender.com (2020).
Recuperado de https://app.biorender.com/illustrations/62d4bbdecfdff5dbe05e9dff. Imagens retiradas
de: https://gydb.org/index.php?title=File:Oryza_australiensis.jpg;
https://efloraofindia.com/2011/03/17/oryza-rufipogon/; https://planetaarroz.com.br/almanaque-do-
arroz/

Impactos da FISH para a saude e a seguranca alimentar

aCGH como método de diagndstico em humanos

A técnica FISH é utilizada como forma de diagndstico de doencas raras dentro do
sistema publico de sadde brasileiro, o Sistema Unico de Satde (SUS). De acordo com o
Ministério da Saude é considerada doenca rara aquela que atinge 1,3 pessoas a cada 2.000
individuos. Do total, 80% decorrem de fatores genéticos e o restante é influenciado por causas
externas, como ambientais, infecciosas e imunolégicas. O atendimento é realizado na Atencao
Basica, porta de entrada ao SUS, e se necessario é encaminhado a um atendimento

especializado.
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As doencas raras apresentam sintomas diversos e variam de pessoa para pessoa,
podem ser degenerativas e proliferativas e muitas ndo apresentam cura. Por isso, o diagndstico
precoce através de metodologias como a FISH assumem a responsabilidade de conceber
melhor qualidade de vida aos pacientes, possibilitando um acompanhamento clinico para
retardar a evolucdo da doenca e aliviar sintomas. Algumas doencas raras tém seus Protocolos
Clinicos e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) para orientar o diagnéstico, tratamento e
reabilitacdo dos pacientes. A FISH em metafase ou nucleo interfasico, por doenga, é realizada
para avaliacdo para diagnostico de doencas raras, eixo | - anomalias congénitas ou de
manifestacdo tardia e eixo Il - deficiéncia intelectual.

A Sindrome de Angelman (SA) se apresenta dentro do eixo | - anomalias congénitas
ou de manifestacdo tardia, e € um distarbio neuroldgico consequente da delecdo da regido
15911-gq13 do cromossomo de origem materna, com perda da funcdo da proteina UBE3A
(ubiquitina ligase), comprometendo funcdes neurais, como atraso intelectual, limitagcbes na
fala e no andar, além de sorrisos e risadas excessivas. Devido a isso, a técnica aCGH, variacdo
da FISH, é utilizada como método diagndstico, jA que possibilita identificar alteraces
cromossdmicas desbalanceadas atraves da anélise de todo o genoma. Na imagem a seguir, a
coloracdo vermelha esta representando a delecdo caracteristica dessa sindrome, a cor verde
esta caracterizando uma possivel duplicacdo do material genético, se fosse o caso, e a amarela
representa quando tanto o teste quanto o DNA controle estdo com numeros de copias iguais

para os alvos de DNA (Figura 8).
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Figura 8. aCGH no diagndstico da Sindrome de Angelman (SA).

GISH no melhoramento vegetal

O melhoramento interespecifico permite transferir um gene de interesse de espécies
selvagens relacionadas para culturas cultivadas. A GISH distingue 0s genomas parentais e,
assim, permite que a introgressdo do material de interesse seja monitorado no nivel
cromossomico. Em um estudo realizado em 2019 (KHRUSTALEVA et al.,, 2019), a
utilizacdo da GISH foi realizada para monitorar o processo de introgressdo no nivel
cromossdmico do gene de resisténcia Pd; ao mildio no melhoramento interespecifico de
cebola bulbo (Allium cepal.) (Figura 9). O marcador molecular DMR1 que esta
intimamente ligado ao gene de resisténcia foi utilizado e a GISH aplicada ao cultivar
comercial 'Santero’ confirmou a presenca do locus de resisténcia ao mildio no cromossomo 3.

O mildio (Peronospora destructor [Berk.] Casp.) é a doenca fungica mais destrutiva para as
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cebolas. A doenca causa uma diminuicao significativa na producdo de bulbos e uma perda
completa na producdo de sementes sob clima umido e frio.

Para isso, A. roylei Stearn (2n = 2C = 16) foi utilizada como o pai do polen a ser
cruzado com a linhagem citoplasmatica-macho-estéril (T) 'Exhibition’ de A. cepa (2n = 2C =
16), para produzir os hibridos F 1 interespecificos (2n = 2C = 16). O primeiro e segundo
retrocruzamentos seguintes foram realizados através dos cruzamentos F1 X A. cepa 'Hiberna’
= BC; e BC; X A. cepa 'Valensia' = BC,, respectivamente. A prole BC , foi autopolinizada
(S1BC,) e apenas dois genotipos (plantas 7 e 8) apresentaram o gene de resisténcia, sendo
analisadas com GISH. A andlise GISH doacesso S;BC,-8 mostrou a presenca de
cromossomos recombinantes no fundo genético de A. cepa. O cromossomo 3 continha 0s
fragmentos de A. roylei nas regibes distais dos bracos longos de ambos os homologos. O
braco curto do cromossomo 4, incluindo o centrdmero e a parte proximal do brago longo,
originou-se de A. roylei.

Um segundo auto cruzamento da planta 8 foi conduzido (S;BC.). A andlise GISH da
prole S, BC , -8 permitiu selecionar trés plantas que possuiam os fragmentos homozigotos
de A. roylei na regido distal do braco longo do cromossomo 3 apenas em o fundo genético
de A. cepa. Usando GISH, foi demonstrado que seis tipos de cromossomos 3 recombinantes e
trés tipos de cromossomos 4 recombinantes em gametas vidveis produziram a descendéncia
S, BC ,-8. Trés plantas descendentes de S, BC , apresentaram um fragmento homozigoto
de A. roylei na regido distal do braco longo dos cromossomos 3 em um fundo genético de A.
cepa (Figura 9).

Sabe-se que um gene letal recessivo estava ligado ao gene de resisténcia, desta forma,
0s autores levantaram a hipotese de que o fragmento de A. roylei contém o fator letal

recessivo que esta localizado proximamente ao gene de resisténcia ao mildio e localizado no
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cromossomo 3 (Figura 9). O estudo demonstrou o poder da GISH no melhoramento
interespecifico de plantas, permitindo monitorar tanto a introgressdo do gene de interesse
qguanto o material genético indesejado de parentes selvagens. As linhas resistentes ao mildio
foram produzidas em um periodo de tempo curto (7 anos) e o gene letal ligado ao
gene Pd ; foi mapeado no cromossomo 3. Esses resultados irdo influenciar no

desenvolvimento de novos marcadores e na producéo de outras cebolas resistentes ao mildio.

Cromossomo 3 Cromossomo 4
Homélogo 1 Homélogo 2

| | |
Cromossomo 3
. A. cepa recombinante

Fator letal

}pu,

Figura 9. Adaptada de Khrustaleva et al., 2019. Tipos de cromossomos recombinantes na prole
S, BC, e identificacdo do fragmento de A. roylei que contém o fator letal localizado proximamente
ao gene de resisténcia ao mildio no cromossomo 3. Adaptado de “Icons - Nucleic Acids - DNA”, de
BioRender.com (2020). Recuperado de
https://app.biorender.com/illustrations/6331ch33c7828ec5e9de2e89.

Santero S$,BC;
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Considerac0es Finais

O presente trabalho demonstra que os estudos de caracterizagdo de novos genes e
especies, realizacdo de inferéncias evolutivas através de mapeamentos citogenéticos
comparativos, e até o diagnostico de doencas sdo perfeitamente possiveis de serem realizados
a partir da aplicacao da técnica de FISH e suas variacoes.

Em funcdo da versatilidade da FISH, ela continua ganhando novos formatos e
aplicacdes, o que indica sua adaptabilidade aos avancos tecnoldgicos, garantindo que sempre
seja considerada como uma técnica atual. Vale ressaltar que a versatilidade encontrada a partir
da possibilidade de acesso a diferentes materiais bioldgicos e diferentes regides do genoma,
assim como através da confeccdo de diferentes sondas, se da através das propriedades da
molécula de DNA que permitem que diferentes metodologias empregadas na citogenética
molecular sejam realizadas. Sob o ponto de vista tecnoldgico o advento do sequenciamento de
alto desempenho aliado a diminuicdo do seu custo relativo tem contribuido para 0 aumento do
conhecimento dos genomas das mais diversas espécies o que facilita a obtencdo de sondas

para a aplicacdo da FISH em espécies ndo modelo.

Glossario

Amnidcitos: células providas do liquido amniético que envolve o embrido.

Células gaméticas: células reprodutoras, haploides (n) que carregam metade do nimero de
cromossomos do individuo e sdo formadas por meiose. Os gametas masculinos sdo chamados
de espermatozoides (animais) ou anterozoides (plantas) e os femininos sdo chamados 6vulos
(animais) ou oosferas (plantas).

Células somaticas: sdo as células de um organismo multicelular responsaveis pela formacao

de tecidos e 6rgdos. Assim, as celulas somaticas representam todas as células do corpo que
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possuem o conjunto génico completo, denominadas como diploides e que se replicam apenas
por processo de mitose.

Cromossomos gigantes lampbrush (LBCs): sdo compostos por dois Ccromossomos
homologos (presenca de quatro cromatides) ligados um ao outro, sdo transcricionalmente
ativos e descondensados, por isso apresentam um tamanho consideravelmente grande.
Cromossomos politénicos: Sdo cromossomos que sofreram replicacdo do DNA mas que ndo
seguiram a divisdo celular, formando cromossomos compostos por diversas moléculas de
DNA unidas.

Cromossomos recombinantes: cromossomos com novas combinagdes de alelos.

Espectro: o espectro visivel se refere as ondas eletromagnéticas, que estdo entre o
infravermelho e o ultravioleta, e que podem ser vistas pelo olho humano. Essas ondas
apresentam picos de frequéncia que correspondem a cores distintas.

Espectroscopia: trata da medicdo e interpretacdo de espectros que surgem da interagdo da
radiacdo eletromagnética (uma forma de energia propagada na forma de ondas
eletromagnéticas) com a mateéria.

Fluoroforo ou fluorocromo: moléculas que absorvem fotons em determinado comprimento
de onda e emitem em outro comprimento de onda maior, produzindo fluorescéncia.
Haptenos: pequenas moléculas que desencadeiam uma resposta imune apenas quando ligadas
a um grande transportador, como uma proteina.

Introgresséo: transferéncia ou introducdo permanente de genes de uma espécie para outra
Micromanipulacdo: conjunto de técnicas de laboratorio para a manipulacdo de materiais
biolégicos com a utilizagdo de microscopio Optico, micropipetas e microagulhas.

Meiose: € um processo de divisdo celular que leva a formacgédo de quatro células-filhas com
metade do numero de cromossomos da célula parental. As células humanas, por exemplo,
apresentam 46 cromossomos, portanto, aquelas que sofrem meiose ttm apenas 23
cromossomos (espermatozoides e 6vulos).

Mitose: processo de divisdo celular no qual ocorre a formacéo de duas células geneticamente
idénticas a célula original, com mesmo material genético (e numero de cromossomos). Ocorre
em casos de reproducéo assexuada, crescimento de organismos e regeneragéo de tecido.
Oacito: nome dado ao gameta feminino, conhecido por ovo ou dvulo. Esta célula é produzida

nos ovarios (gonadas femininas) pela oogénese (processo meidtico).
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Vetor: moléculas circulares de material genético que podem se replicar de forma autdbnoma
no hospedeiro.
Vilosidades coridnicas: sao vilosidades que florescem na placenta e permitem o maximo de

area de contato e troca de nutrientes entre a circulacdo embrionaria e materna.
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Resumo

A hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) € uma técnica da citogenética molecular que
promove a marcacao de regides especificas no genoma. O seu desenvolvimento combinado
com o grande avanco das tecnicas de biologia molecular e de genémica nos Gltimos 20 anos,
possibilitam hoje a realizacdo de muitos trabalhos de citogenética vegetal. A revisdo
sistematica é uma ferramenta interessante para mensurar e caracterizar os tipos de estudos
realizados com uma determinada técnica, 0 que permite avaliar sua abrangéncia de aplicacdes
e apontar lacunas de conhecimentos. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi sumarizar e
analisar de forma critica os dados disponiveis na literatura sobre as aplicacdes da técnica
FISH para o estudo citogenético em plantas. Além disso, os trabalhos cientificos que
aplicaram a técnica de FISH foram caracterizados com o objetivo de elucidar questdes
evolutivas em plantas. Esta revisdo sistematica foi realizada seguindo as diretrizes do
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA). A busca foi
realizada através da base de dados Scopus utilizando palavras-chave que capturaram estudos
que utilizavam a técnica FISH voltada para o estudo citogenético das plantas. A construcéo
dos graficos foram realizadas através da linguagem R utilizando o R Statistical Software, do
Software VOSViewer© e através da linguagem Python utilizando o Software Jupyter. Os
artigos foram classificados quanto ao assunto principal do estudo nas categorias
“Biotecnologia vegetal”, “Estudos evolutivos”, “Descritivo”, “Técnicas/metodoldgico” e
“Expressao génica”. Foram selecionados 4006 artigos que apresentaram um crescimento entre
0s anos 1975 — 2020, com um pico de crescimento por volta de 2010, devido ao aumentando
das possibilidades de aplicacdo e estudos nessa area. Um breve historico do desenvolvimento
da técnica pode ser tracada através das palavras-chave obtidas, abrangendo as primeiras

marcacOes em espécies de plantas (palavra-chave “biotin labeling”), os avancos da FISH
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(palavra-chave “gish”), até a utilizacdo de sondas oligo-sintéticas nos dias atuais (palavra-
chave “oligo-fish™). Os paises que apresentaram maior quantidade de estudos foram China e
EUA, com o Brasil na 82 posicdo. As familias mais encontradas nos estudos foram Poaceae,
Brassicaceae e Leguminosae. As categorias “Biotecnologia vegetal” e “Estudos evolutivos”
representaram mais de 60% do total de trabalhos, com o destaque da utilizacdo das técnicas
GISH e FISH com sondas de DNA repetitivo e a marcacao indireta foi a mais utilizada pelos
estudos. Foram selecionados 1.197 artigos categorizados como “Estudos evolutivos", e a
partir disso, os artigos desta categoria foram classificados quanto ao tipo de “questdes
evolutivas” respondidas por meio da utilizacdo da FISH. Seu uso esta sendo voltado para
responder as questdes relacionadas a evolucdo do genoma das diferentes espécies de plantas
(categoria “Evolugdo do genoma”), identificar heterogeneidades no caritipo a partir da
comparagdo de cromossomos (categoria “Citogenética comparativa”) e reconstruir 0 histérico
entre os diversos grupos de espécies (categoria “Sistematica e citotaxonomia™). A familia
Poaceae foi a mais estudada em todas as categorias, seguida da Leguminosae. Dito isso, 0
entendimento de como essa técnica esta sendo aplicada permitira direcionar novas pesquisas
com diferentes perspectivas, novas analises e manejo de diferentes espécies vegetais, como

também estéa gerando informacGes para novos estudos evoluitvos.

Palavras-chave: botanica; fluorescéncia, citogenética molecular; revisdo sistematica
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Introducéo

A técnica denominada hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) foi proposta em
meados da década de 1970 e se baseia no uso de sondas marcadas com fluorescéncia para a
identificacdo de regiGes especificas (alvos) no genoma (HUBER; VOITH VON
VOITHENBERG; KAIGALA, 2018). A citogenética molecular se beneficiou enormemente
com o desenvolvimento da técnica de FISH, que é aplicada para os mais variados tipos de
estudos citogenéticos e organismos (GRAPHODATSKY; TRIFONOV; STANYON, 2011;
LIEHR et al., 2013; SZELES, 2002; YOUNIS et al., 2015).

A aplicacdo da FISH nos estudos de citogenética vegetal permitiu que espécies com
alto interesse agronémico e voltadas para o melhoramento genético, como o trigo (NARANG
et al., 2020; SINGH et al., 2020), fossem estudadas. Tornou-se essencial para auxiliar no
entendimento da historia evolutiva de diferentes espécies, facilitando a analise de eventos e
processos celulares que levam as mudancas no genoma. Também foi possivel responder a
questdes relacionadas a estrutura do proprio material genético e identificar cromossomos de
espécies distintas (JIANG, 2019; JIANG; GILL, 2006).

Em consequéncia da vasta aplicacdo da FISH, faz-se necessario utilizar de estratégias
para avaliar a evolugdo ou estagnacdo desse campo de pesquisa e responder a diferentes
guestionamentos cientificos. Uma das alternativas para solucionar essas questdes é 0 uso da
revisao sistematica, que envolve um plano detalhado para reunir todas as evidéncias empiricas
para responder a uma ou mais perguntas cientificas (WILT; FINK, 2007), como também o
uso da cienciometria, ferramenta dedicada ao estudo quantitativo da ciéncia e da tecnologia
através de uma sistematizacdo de métodos, areas, pesquisadores e paises (PARRA;

COUTINHO; PESSANO, 2019).
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A busca pelo panorama geral das aplicacdes da técnica FISH em plantas ja foi
revisado anteriormente. A primeira revisdo abrangeu os primeiros anos do desenvolvimento
da técnica, surgimento das primeiras variacbes e modo de marcacdo de sondas (JIANG
JIMING; GILL, 1994). Em sequéncia, as crescentes modificacdes da FISH datadas até 2006
foram relacionadas as suas possiveis aplicacdes (JIANG; GILL, 2006). Recentemente, 0s
avancos da técnica voltada para o uso das sondas oligosintéticas foram discutidos (JIANG,
2019). Essas revisdes da literatura abrangeram as aplicacdes gerais da FISH, e como forma de
atualizacdo, este trabalho busca apresentar uma sistematizacdo e direcionamento a cerca da
técnica, desde o seu surgimento até os dias atuais, sobre quais tipos de estudos, sondas,
familias botanicas e variacdes da técnica estdo sendo mais estudadas e quais sdo as relacdes
entre esses parametros, como também detalhar sobre quais questdes evolutivas podem ser
respondidas através da FISH.

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi sumarizar e analisar de forma critica 0s
dados disponiveis na literatura sobre as possiveis aplicacdes da técnica FISH para o estudo
citogenético em plantas, além de detalhar e discutir as aplicacdes dessa técnica para estudos
evolutivos em plantas. Desta forma, buscou-se responder aos seguintes objetivos especificos:
(1) Como foi a dindmica temporal de nimero de estudos entre os anos de 1975 e 2020? (2)
Quais séo as palavras-chave empregadas pelos autores e qual o significado delas de acordo
com o panorama historico? (3) Qual € a distribuicdo geografica dos estudos que estdo se
destacando? (4) Quais familias botanicas estdo sendo mais estudadas? (5) Quais variacGes da
técnica FISH, sondas e marcagdes estdo sendo mais utilizadas? (6) Quais sdo o0s estudos em
que a técnica FISH esta sendo aplicada em plantas? (7) Quais tipos de perguntas/questdes

evolutivas podem ser respondidos com a aplicacao técnica FISH em plantas?
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Material e Métodos

Este trabalho foi realizado seguindo as diretrizes do Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses, PRISMA (MOHER et al.,, 2009) (Material
Suplementar 1). A busca foi feita em 29 de abril de 2021 usando a base de dados Scopus
(https://www-scopus.ez49.periodicos.capes.gov.br/search/form.uri?display=basic#basic), que
abrange areas de ciéncia, tecnologia, medicina, ciéncias sociais, artes e humanidades. Outras
bases foram consultadas, no entanto, a Scopus foi selecionada por englobar a maioria dos
artigos com os critérios estabelecidos neste trabalho.

Os termos aplicados para a busca dos artigos foram: {ISH techniques} OR {in situ
hybridization} OR  {hybridization in situ} OR  {In-situhybridization} = OR
{hybridizationtechnique} OR {DNA sequenceshybridized in situ} OR {non-radioactive ISH}
OR {nonisotopic ISH technique} OR {fluorescence in situ hybridization} OR {in situ
hybridizationoffluorochrome} AND (chromosom* OR cytogenomic* OR cytogenetic* OR
chromatin* OR probe* OR {hybridmolecules} OR {targetcells} OR {fluorochrome-
labelled}) AND (plant* OR botan* OR {plantchromosomes}). Os termos “hybridization
technique” e “target cells” sdo mais gerais e permitiram que outras técnicas que utilizam de
hibridizacdo e sondas fluorescentes também fossem encontradas nos artigos, no entanto, foi
optado por manté-los e fazer uma inspecdo manual utilizando os critérios de incluséo e
exclusdo para que nenhum trabalho que contivesse a técnica FISH fosse excluida. Os termos
de busca e suas combina¢Bes foram identificados automaticamente no titulo, resumo e
palavras-chave.

O intervalo de tempo de publicagdo dos artigos originais foi limitado entre os anos de
1970 e 2020. Foram excluidos artigos relacionados a aplicacdo da técnica em outros

organismos: Human (1323 artigos); Animals (1269); Humans (1009); Animal (862);
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HumanCell (546); Animal Tissue (358); Animalia (333); Mouse (306); HumanTissue (299);
Mice (279); Animal Experiment (256); ClinicalArticle (233). A delimitacdo do tempo e do
tipo de organismo (plantas) estudado nos artigos foi realizada na primeira fase de filtragem.
Os artigos que continham o termo bactéria e suas varia¢fes foram incluidos na primeira etapa
de busca, visando a deteccdo da técnica de BAC-FISH. Em funcdo disto, os artigos
relacionados com microorganismos foram excluidos manualmente na segunda fase de
filtragem. A terceira etapa de filtragem foi realizada durante a leitura dos resumos dos artigos
(Material Suplementar 1).

A analise dos artigos foi realizada a partir da construcdo de uma tabela com 0s
seguintes dados: titulo; link da publicacdo/doi; ano da publicacdo; autores e nimero de
autores; idioma; fontes (revista); familia e ordem botanica; varia¢fes da FISH; tipo de sonda;
marcagdo da sonda (direta/indireta); tipo de estudo (Material suplementar 2). Os tipos de
estudos foram classificados e definidos para este estudo como: “Biotecnologia vegetal”,
“Estudos evolutivos”, “Descritivo”, “Técnicas/metodoldgico” e “Expressdo génica” (Tabela
1). Cada estudo foi direcionado para uma Unica categoria de acordo com seu principal
objetivo. Sabendo que a FISH tem um espectro de aplicacGes que vai além da citogenética
molecular, estudos de expressdo génica foram categorizados, porém ndo foram alvo de uma

analise ou discusséo profunda.
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Tabela 1. Descricdo das cinco categorias de estudos classificadas a partir da avaliagdo do assunto

principal tratado do artigo.

As cinco categorias identificadas foram: “Biotecnologia vegetal”,

“Estudos evolutivos”, “Descritivo”, “Técnicas/metodoldgico” e “Expressdo génica”.

Tipos de
estudos

Biotecnologia
vegetal

Estudos
evolutivos

Descritivo

Técnicas/
metodologico

Expresséo
génica

Descricdo

Estudos sobre melhoramento genético, identificacdo e caracterizagdo de genes
de interesse (ex. genes de resisténcia; dorméncia fisica de sementes), cultura de
tecidos vegetais (embriogénese somaética), fitopatologia, reproducdo assistida,
composicdo e caracterizacao de possiveis alteracdes estruturais no genoma e nos
processos celulares em hibridos artificiais e em programas de transferéncia de
genes, identificacdo de mecanismos que respondem a estresses naturais e/ou
induzidos, presenca de micronucleos, minicromossomos, alterac@es estruturais e
instabilidades no genoma (podendo ou ndo ser induzidas. Ex: irradiacdo
ionizante; mutagénicos).

Estudos sobre alteracBes estruturais e/ou numéricas no genoma, abrangendo
relacbes intraespecificas e/ou interespecificas, com foco evolutivo. A
citotaxonomia, especiacao, evolucdo de genoma, identificacdo de parentescos e
processos celulares que levam a mudangas no genoma, como a diploidizacéo,
também entraram nessa classificagao.

Artigos cujo objetivo era descrever o nimero ou estrutura dos cromossomos ou
dos genomas e descrever processos celulares (ex. replicacdes,
endoreduplicacéo).

Trabalhos que buscaram validar alguma técnica/metodologia nova ou aprimorar
uma ja existente

Artigos que realizaram a identificagdo de RNAs com o intuito de avaliar a
expressao génica. Também fizeram parte deste grupo os trabalhos que avaliaram
padrdes de metilacdo do DNA.

A tendéncia temporal do nimero de publicacBes por ano foi visualizada a partir da

construcdo de um grafico de linha no R Statistical Software (versdo 2022.07.1+554,
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https://www.rstudio.com/) (TEAM; AL., 2016) utilizando a linguagem R. No R Notebook, a
tabela com 0S dados foi lida utilizando 0 pacote ggplot2
(https://ggplot2.tidyverse.org/index.html) (WICKHAM, 2016) (Material suplementar 4).

A coocorréncia das palavras-chave e distribuicdo dos artigos em diferentes paises foi
realizada através do Software VOSViewer© (versao 1.6.18, Centro de Estudos de Ciéncia e
Tecnologia, Holanda, https://www.vosviewer.com/). O mapa das palavras-chave com o maior
naumero de ocorréncias e sendo atribuidas pelos autores foi relacionada aos anos 2006 - 2014,
periodo temporal padrdo que o Software disponibiliza. Sendo assim, a ocorréncia das
palavras-chave mais antigas foi representada por cores mais escuras (roxo/verde escuro) e as
mais recentes por cores mais claras (verde claro/amarelo) e o peso evidenciado para as caixas
gue contém os termos foi de nimero de ocorréncia, ou seja, quanto maior a ocorréncia, maior
a caixa. Em relacdo a distribuicdo dos artigos, o critério de inclusdo foi 0 nimero minimo de
10 documentos para cada pais entre os estudos analisados.

Ja os dados relacionados as familias botanicas, variacfes da técnica, tipos de sondas e
marcagdo, assim como os dados a partir da categorizagdo dos estudos evolutivos, foram
visualizados através de graficos por meio da linguagem Python. Foi utilizada a biblioteca
Seaborn (https://seaborn.pydata.org/) para a visualizacdo de dados Python para desenhar
graficos estatisticos e 0 seaborn.countplot
(https://seaborn.pydata.org/generated/seaborn.countplot.html?highlight=countplot#seaborn.co
untplot) para gerar as contagens de observagdes em cada caixa categorica utilizando barras. O
software Jupyter (https://jupyter.org/) foi utilizado para gerar os graficos de barras deste
estudo (Material suplementar 4). O grafico de pizza para os tipos de estudos foram

graficamente realizados através da ferramenta Excel.
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Os artigos categorizados como “Estudos evolutivos” foram analisados com um maior
detalhamento, visando entender a aplicacdo da FISH nesta categoria de estudos (Material
suplementar 3). Para tanto, os artigos desta categoria foram classificados quanto ao tipo de
“questdo evolutiva” respondida a partir da aplicacdo da técnica de FISH: “Plasticidade
fenotipica e epigenética”, “Citogenética comparativa”, “Diversificagdo”, “Evolu¢ao do
genoma”, “Sistematica e citotaxonomia” e¢ “Evolucdo e diversificacao de plantas cultivadas”
(Tabela 2). As principais familias botanicas encontradas e relacionadas a essas categorias
também foram buscadas. Esses dados foram analisados através da linguagem Python, como
descrito acima, para gerar o grafico de barras com as categorias e familias botanicas (Material

suplementar 4).

Resultados

Analise temporal e principais paises que publicaram artigos com a técnica de FISH em

plantas

Na primeira fase de filtragem foram excluidos 1.021 artigos, totalizando 8.100, na
segunda fase de filtragem foram excluidos 2.771 artigos, totalizando 5.329, e por fim, na
terceira etapa de filtragem foram excluidos 1.323 artigos, totalizando 4.006 incluidos para a
revisdo (Material suplementar 1). Esses 4006 artigos selecionados datam desde 1975 até 2020

e apresentaram um crescimento ao longo dos anos (Figura 1).
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Figura 1. Tendéncia temporal categorizado por tipo de estudo. Os tipos de estudos sao:
“Biotecnologia vegetal” (linha azul); “Estudos evolutivos” (linha roxa); “Descritivo” (linha vermelha);
“Técnicas/metodoldgico” (linha verde); “Expressdo génica” (linha laranza); Total de artigos
analisados (linha preta).

A figura 2 exibe o nimero de ocorréncia de palavras-chave que foram atribuidas pelos
autores relacionadas aos anos 2006 - 2014. E possivel observar que termos como
"immunolocalization”, “biotinlabeling”, “digoxigenin” abrangem as primeiras marcagdes em
espécies de plantas e “fish”, “genomic in situ hybridization”, “gish”, “wheat”, “rdna”, “rice”,
“brassica napus” remetem aos avan¢os da técnica e as diferentes variagcGes desenvolvidas. Ja
“oligo-fish” e “oligonucleotide probes” se referem ao recente aumento da utilizacdo de sondas

sintéticas de oligonucleotideos. A partir disso, um tracado historico foi desenvolvido entre o0s

anos de 2006 e 2014.
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Dentre os 10 paises que estdo presentes em sua maioria nos trabalhos analisados,
China, Estados Unidos, Japdo e Reino Unido se destacaram (Figura 3). O Brasil se encontra

na 82 posicéo.
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Figura 2. Numero de ocorréncias de palavras-chave atribuido pelos autores relacionados aos anos
2006 - 2014. As palavras-chave mais antigas foram representadas por cores mais escuras (roxo/verde
escuro) e as mais recentes por cores mais claras (verde claro/amarelo) e o tamanho das caixas que
contém os termos correspondem ao namero de ocorréncia de cada palavra-chave. Os dados séo
provenientes de uma busca de artigos publicados, entre os anos de 1975 e 2020, na base Scopus.
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Figura 3. Numero de artigos publicados pelos dez paises com 0s maiores nimeros de publicacdes
sobre a aplicagdo da técnica de FISH em plantas. Os dados sdo provenientes de uma busca de artigos
publicados, entre o0s anos de 1975 e 2020, na base Scopus.

Classificacao dos artigos por familias botanicas

As familias mais encontradas nos estudos foram Poaceae (2.037 observacoes),
Brassicaceae (401 observacdes), Leguminosae (265 observacBes), Solanaceae (256
observacOes) e Asteraceae (182 observacdes) (Material suplementar 5). Ha artigos que
apresentaram em seu estudo mais de uma familia boténica, por isso, 0 nimero de observacoes
pode ser maior do que o numero de artigos (Figura 4). A familia Poaceae teve seu destaque
nos estudos classificados como “Biotecnologia vegetal”, ja as familias Brassicaceae e
Solanaceae se apresentram de forma homogénea nos diferentes tipos de estudos e, por fim,
Leguminosae e Asteraceae estavam presentes majoritariamente na categoria de “Estudos

evolutivos".
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Figura 4. As cinco familias mais encontradas nos artigos selecionados relacionadas as quatro
categorias desenvolvidas neste estudo. Os dados sdo provenientes de uma busca de artigos publicados,
entre os anos de 1975 e 2020, na base Scopus.

Variacgdes da FISH, tipos de sondas e marcacdes utilizadas nos artigos

As variacbes da FISH mais encontradas foram: FISH no uso tradicional da
terminologia (3.688 observacdes), GISH (1.538 observagdes), BAC-FISH (448 observagdes)

e oligo-FISH (191 observacoes) (Figura 5).
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Figura 5. As quatro variacOes da técnica FISH mais utilizadas nos estudos selecionados. Os dados sdo
provenientes de uma busca de artigos publicados, entre 0s anos de 1975 e 2020, na base Scopus.
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Os tipos de sondas relacionadas foram de DNA repetitivo (2.594 observag6es), sondas
de genoma inteiro (1.353 observacOes), locus-especificas (590 observacdes) e pintura
cromossémica (203 observacgdes) (Figura 6), tendo por sua vez a possibilidade de marcacédo
direta (1.121 observacdes no total) e/ou indireta (2.911 observac@es no total) (Figura 7). Vale
ressaltar que tanto as variacdes da técnica quanto os tipos de sondas e marcacdes, apareceram
mais de uma vez e concomitantemente umas com as outras, por isso, 0 numero de

observac@es foi maior do que a quantidade de artigos analisados.

Dna repetitivo

Sonda de genoma inteiro
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Figura 6. Os tipos de sondas mais utilizadas nos artigos selecionados. Os dados séo provenientes de
uma busca de artigos publicados, entre os anos de 1975 e 2020, na base Scopus.
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Figura 7. As diferentes marcagfes das sondas utilizadas para FISH. Os dados sdo provenientes de
uma busca de artigos publicados, entre os anos de 1975 e 2020, na base Scopus.

Tipos de estudos realizados com a técnica de FISH em plantas

A analise dos resumos dos artigos permitiu a sua classificacdo em cinco categorias de
tipos de estudos, dentre as quais as categorias “Biotecnologia vegetal” e “Estudos evolutivos”
representaram mais de 60% do total de trabalhos, com 1.362 e 1.349 respectivamente. A
terceira categoria mais representativa em termos de numero de trabalhos foi a “Descritivo”
(Citogenética molecular descritiva), com 569 artigos. As categorias de estudos
“Técnicas/metodologico” e “Expressdo génica” apresentaram os menores numeros de artigos

em relacdo ao total, com valores semelhantes em cada um deles, com 375 e 351,

respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Os tipos de estudos categorizados neste trabalho utilizando a técnica FISH na literatura
cientifica. Os dados sdo provenientes de uma busca de artigos publicados, entre os anos de 1975 e
2020, na base Scopus.

A partir das categorias construidas, foi possivel observar que em “Estudos evolutivos” a
técnica FISH utilizando o DNA repetitivo como sonda se destaca consideravelmente, assim
como nos tipos de estudo “Descritivo” e “Técnicas/metodoldgico”. Dentro da categoria
“Biotecnologia vegetal”, observa-se o destaque da utilizacdo da técnica GISH. Em quase
todas as categorias é possivel observar que as variacbes BAC-FISH e Oligo-FISH sao
utilizadas em menor quantidade, exceto em “Descritivo” e “Técnicas/metodoldgico”, em que

BAC-FISH ultrapassa a GISH e se torna a segunda variacdo mais utilizada (Figura 9).
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Figura 9. As quatro variagOes da técnica FISH mais utilizadas nos estudos estdo sendo representadas
nas categorias desenvolvidas para cada tipo de estudo. Os dados sdo provenientes de uma busca de
artigos publicados, entre os anos de 1975 e 2020, na base Scopus.

Quais questdes evolutivas em plantas a técnica FISH pode ajudar a responder?

Dentre os 1.349 artigos classificados como “Estudos evolutivos", 152 foram excluidos
por ndo se encaixarem nas categorias e/ou por estarem em duplicatas (Material suplementar 3,
totalizando 1.197 artigos). As questdes evolutivas respondidas por FISH foram categorizadas
como “Plasticidade fenotipica e epigenética”, “Citogenética comparativa”, “Diversifica¢do”,
“Evolu¢do do genoma”, “Sistemdtica e citotaxonomia” e “Evolug¢do e diversificagdo de
plantas cultivadas” (Tabela 2). A figura 10 apresenta a quantidade de artigos classificados
dentro de cada uma dessas categorias, com destaque para os estudos do tipo “Evolugdo do
genoma”, que apresenta o maior nimero de artigos. Diante disso, pode-se concluir que uma
das principais contribuicfes da FISH para estudos evolutivos em plantas tem sido no
entendimento da estrutura e composicao (por exemplo, na identificagéo e localizagcdo de DNA

repetitivo) dos cromossomaos.
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Tabela 2. Questdes evolutivas respondidas por FISH em seis diferentes categorias. Os dados sédo
provenientes de uma busca de artigos publicados, entre os anos de 1975 e 2020, na base Scopus.

Questdes evolutivas
respondidas por
FISH

Plasticidade
fenotipica e
epigenética

Citogenética
comparativa

Diversificacao

Evolucéo do
genoma

Sistematica e
citotaxonomia

Significado

Fatores que podem contribuir para a especiacdo. Plasticidade fenotipica:
capacidade de um gen6tipo Unico exibir uma gama de fendtipos em resposta a
variacdo no ambiente. Epigenética: estuda mudangas no fenétipo que ndo sao
causadas por alteracdes na sequéncia de DNA

Comparacao entre cariétipos e/ou cromossomos para identificar possiveis
alteracOes responsaveis por contribuir para a separacdo de espécies e géneros
distintos. Abrange alteracbes cromossémicas, heterogeneidade cariotipica,
mapeamento comparativo, questdes taxondmicas e biogeograficas. Esse tdpico
também abrange: variacdo intraespecifica, ou seja, variacdo populacional ou de
niveis taxondmicos infraespecificos (tdxon de hierarquia abaixo das espécies:
subespécies, racas ou variedades, acessos) e variacao interespecifica que inclui
a diversidade genética de mais de uma espécie.

Diversificacdo cariotipica durante a evolucdo de diferentes géneros e espécies.
Essa categoria abrange principalmente grupos acima do nivel de espécie com
relacdo de ancestralidade e descendéncia definida.

Estudos sobre evolugdo molecular (cromossomo). Identificacdo de
amplificagcdes de DNA repetitivo, assim como modificagdes estruturais
cromossomicas, como translocagdes, inversoes.

Sistematica: ciéncia que classifica 0s seres vivos através do estudo
comparativo de suas caracteristicas, aspectos e fendmenos morfoldgicos,
fisiolégicos, genéticos e evolutivos com o objetivo de reconstruir seu histdrico
evolucionério a partir das relacdes e afinidades entre os diversos grupos de
espécies. Citotaxonomia: Estudo das relagGes naturais e da classificagdo de
organismos por métodos que combinam técnicas sistematicas classicas com
estudos comparativos de cromossomos. Artigos sobre a delimitacdo de
especies ou estudos de especiacdo aplicando métodos de sistematica
filogenética.
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Evolugéo e Evolucdo de morfotipos e genotipos de plantas cultivadas. Estudos do processo
diversificacdo de de domesticacéo de plantas.
plantas cultivadas

Evolucado do genoma

Citogenética comparativa

Sistemaética e citotaxonomia

Evolucao e diversificacao de plantas cultivadas

Diversificacao

Questodes evolutivas

Plasticidade fenotipica e epigenética

o

100 200 300 400
Quantidade

Figura 10. Questdes evolutivas respondidas por FISH em seis diferentes categorias. Os dados sdo
provenientes de uma busca de artigos publicados, entre os anos de 1975 e 2020, na base Scopus.

As principais familias botanicas encontradas nos Estudos evolutivos foram
representadas nas seis diferentes categorias desenvolvidas para responder as questdes
evolutivas por meio da técnica FISH (Figura 11). A familia Poaceae foi a mais estudada em
todas as categorias, seguida da Leguminosae, e as familias Asteraceae, Solanaceae e
Brassicaceae foram as menos estudadas e apresentaram variacbes em relagdo a sua

predominancia nas categorias.
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Figura 11. As cinco familias botanicas mais encontradas nos estudos representadas nas seis diferentes
categorias desenvolvidas para responder as questfes evolutivas por meio da técnica FISH. Os dados
sdo provenientes de uma busca de artigos publicados, entre os anos de 1975 e 2020, na base Scopus.

Discussao

O crescimento de estudos que utilizam a FISH como ferramenta ao longo do tempo
(Figura 1) foi possivel devido ao surgimento de tecnologias que contribuiram para uma
melhoria no desenvolvimento de sondas, tais como a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (do inglés Polymerase Chain Reaction — PCR), desenvolvida na década de 80 por
(MULLIS, KARY B. AND FALOONA, 1987) e pelo surgimento, em 2005, do
sequenciamento de proxima geracdo (do inglés Next Generation Sequencing - NGS)
(JARVIE, 2005). Essas técnicas contribuiram para a identificacdo de regides alvo do genoma,
para as quais primers (iniciadores) sdo desenhados e as sondas de interesse sdo
disponibilizadas.

Sendo assim, o desenvolvimento da FISH por volta de 1970 somado as contribuicdes
dessas tecnologias e metodologias, permitiu que um crescimento de novas variagdes da
técnica fossem desenvolvidas e modificadas para o uso em plantas (CUADRADO;
GOLCZYK; JOUVE, 2009; SHE et al., 2007), aumentando as possibilidades de aplicagéo e
estudos nessa area, o que justifica o pico de estudos por volta de 2010 (Figura 1). A maior

disponibilidade de recursos genémicos e bioinformaticos abriu possibilidades de inovages e
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desenvolvimento de novos softwares (HERSHBERG et al., 2021; ZHANG et al., 2021),
abrindo espaco para projetar sondas oligo sintéticas de maneira mais rapida e barata, e assim,
contribuir para a versatilidade e atualizacdo da FISH em plantas (JIANG, 2019).

A analise das palavras-chave revela uma mudanca no uso de termos ao longo do
tempo, pois as palavras-chave "immunolocalization", “biotin labeling”, “digoxigenin” se
referem as marcacdes indiretas realizadas em plantas anteriormente aos anos 2000, por isso
estdo representados em roxo escuro na figura 2. Esse padrdo histérico pode ser representado
por estudos realizados por volta de 1985, quando sondas de DNA marcadas de forma indireta
(ou imunofluorescéncia indireta) foram aplicadas em cromossomos de trigo (RAYBURN;
GILL, 1985, 1986). A partir de 1989, sequéncias de DNA repetitivo foram identificadas por
meio da detec¢do indireta, por meio de biotina e/ou digoxigenina, como em tomate
(LAPITAN; GANAL; TANKSLEY, 1989) e Arabidopsis thaliana (MALUSZYNSKA, J.;
HESLOP-HARRISON, 1991). Em 1989, foi aplicado pela primeira vez em plantas a técnica
de Hibridizagcdo Gendmica in situ (GISH, sigla em inglés de Genomic In Situ Hybridization),
em que se utiliza o DNA gendmico como sonda (SCHWARZACHER et al., 1989).
Posteriormente, sequéncias de DNA repetitivo foram amplamente estudadas em espécies de
Triticeae (ANAMTHAWAT-JONSSON; HESLOP-HARRISON, 1993; JIANG; GILL, 1994).
Desta forma, 0s termos como “fish”, “genomic in situ hybridization”, “gish”, “wheat”, “rdna”,
“rice”, “brassica napus”, encontrados em uma coloracdo mais clara (azul/verde claro)
remetem a esse periodo de desenvolvimento de novas técnicas entre 1989 — 2000 e a sua
crescente utilizagdo nos anos seguintes entre 2006 — 2010 (Figura 2).

A partir de 2012 técnicas utilizando sondas baseadas em oligos sintéticos comegaram

a ser cada vez mais utilizadas em plantas para substituir procedimentos convencionais de

preparacdes de sondas (amplificagdes em plasmideos, extracdo e marcacao) que exigiam mais
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tempo e trabalho. Desta forma, a sintese de oligonucleotideos comecou a ganhar espagco nos
estudos (TANG; YANG; FU, 2014), o que explica 0 uso dos termos “oligo-fish” e
“oligonucleotide probes” mais recentemente, destacados em amarelo e verde na Figura 2.

E possivel observar uma representatividade dos paises do hemisfério norte em
producdo de conhecimento se comparado aos do hemisfério sul. A lideranca da China (Figura
3) em quantidade de estudos utilizando a técnica FISH em plantas se deve ao fato da sua
prioridade em investir em ciéncia, tecnologia e inovacdo para levantar melhorias na
sustentabilidade das suas areas rurais, realizando modificacbes nos setores de sementes,
biotecnologia e processamento (MONTE; LOPES; CONTINI, 2017). Foi observado que em
anos anteriores a China ndo apresentava um alto investimento na area de biologia molecular
de plantas correspondente ao que se era necessario (SHAO; CHU, 2005), e a partir dessa
perspectiva, observou-se que recentemente houve uma mudancga nesse parametro, e assim, foi
encontrado um crescimento nas pesquisas dessa area (GARRIDO-CARDENAS; MESA-
VALLE; MANZANO-AGUGLIARO, 2018). Como resultado, maiores investimentos em
areas correlatas foram realizados, promovendo o desenvolvimento de novas tecnologias
interdisciplinares.

A producdo cientifica da China apresentou um crescimento ao longo dos anos, sendo
publicados artigos cientificos em todas as areas do conhecimento, apresentando entre 2017-
2019 os EUA como seu principal colaborador (UNESCO, 2021). Dentre as colaboracgdes
internacionais, 11% contém ao menos um autor do Brasil, Russia, India, China e Africa do
Sul (BRICS). O principal parceiro do Brasil € a China, com 6,4% da producdo brasileira
associada a artigos com, pelo menos, um autor de cada um dos dois paises (CENTRO DE
GESTAO E ESTUDOS ESTRATEGICOS - MINISTERIO DA CIENCIA, 2021). Por sua

vez, 0 maior investimento e maior producdo cientifica, mesmo que em todas as areas do
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conhecimento, reflete em uma maior producdo de estudos em diferentes areas, como a de
citogenética molecular.

As familias botanicas estudadas nos artigos (Poaceae, Brassicaceae e Leguminosae)
(Figura 4) possuem muitas espécies de interesse agronémico. A familia Poaceae apresenta
espéecies de plantas cosmopolitas, ou seja, que apresentam ampla distribuicdo geografica.
Brassicaceae também apresenta distribuicdo geografica bastante ampla, sendo encontrada
principalmente em regifes temperadas e de clima seco dos Hemisférios Norte e Sul
(SCALON, V.R. & SOUZA, 2002). As espécies de leguminosas podem ser encontradas em
quase todos 0s ambientes terrestres, como areas costeiras, montanhas, florestas tropicais,
desertos, areas equatorial e proximo aos polos (BENJAMIM; DIAS DA COSTA; SILVA
SANTOS, 2020). Devido ao alto valor agronémico e ampla distribuicdo dessas familias, o
alto nimero de estudos neste trabalho é justificado.

A familia Poaceae é considerada economicamente importante devido ao fato de
produzirem os alimentos basicos do mundo, como milho, trigo, arroz e cevada, além de
fornecerem forragem, materiais de construcdo (bambu, palha) e combustivel (etanol). O trigo
é uma fonte basica de nutrientes para cerca de 40% da populacdo mundial, e umas das
culturas mais cultivadas e comercializadas no mundo. A cevada é usada principalmente para
alimentacdo animal e para fabricacdo de cerveja (GIRALDO et al., 2019). Sabendo disso, 0
aumento acelerado da producéo tanto de trigo e cevada (GIRALDO et al., 2019) requerem
estratégias de melhoramento genético para desenvolver variedades mais resistentes e com alto
rendimento sem necessidade de insumos (fertilizantes). A partir dessas informacdes, foram
encontrados estudos de introgressdo de genomas para melhoramento (NARANG et al., 2020;

SINGH et al., 2020) e para conferir resisténcia a patdgenos no trigo (KWIATEK et al., 2020;
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SINGH et al., 2020), assim como para outras espécies (IDZIAK-HELMCKE et al., 2020; MA
etal., 2019; WANG et al., 2020).

A familia Brassicaceae também apresenta espécies de grande importancia econémica
que abrange desde alimentos (couve-rabano, brécolis, repolho, nabo e couve-flor), forragens,
culturas de alto rendimento, até espécies com valor farmacoldgico (com atividade anticancer e
antioxidante). Nesta familia também s@o encontradas espécies modelo utilizadas para
pesquisas, como Arabidopsis thaliana e plantas ornamentais (RAZA et al., 2020). Sabe-se
que espécies como Brassica carinata, B. juncea e B. napus séo cultivadas e formadas apos
cruzamentos para adquirir caracteres agrondmicos desejaveis (RAZA et al., 2020), sendo
assim, dentre os estudos encontrados, pode-se observar pesquisas sobre fertilidade e
resisténcia a patdgenos a partir de cruzamentos interespecificos (KUMARI et al., 2020) e
estudos sobre a diversidade intraespecifica em B. rapa (conhecido popularmente como nabo)
relevada pela variacdo do tamanho do genoma e gendmica comparativa (BOUTTE et al.,
2020).

A familia Solanaceae se destaca pela sua importancia econémica, com varias espécies
utilizadas na alimentacdo como a batata-inglesa (Solanum tuberosum L.), o tomate (Solanum
lycopersicum Mill.) e a berinjela (Solanum melongena L.). No Brasil, o género Solanum, o
maior e mais diversificado morfologicamente, tem a Mata Atlantica como um dos biomas de
grande diversidade do género (SAMPAIO et al., 2019). Desta forma, um exemplo de estudo
encontrado buscou estudar estratégias de hibridizagdo introgressiva de batata e tomate
(GAVRILENKO et al., 2015).

As familias Leguminosae e Asteraceae, sdo duas das trés maiores familias de
Angiospermas e sdo alvos de estudos para entender a evolucdo de grupos pantropicais e

diversificacdo dessas espécies. Possivelmente em funcao disso, essas familias estdo presentes
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majoritariamente nos estudos “Estudos evolutivos™ (Figura 4). Um fato curioso é que as
espécies de Leguminosae, como soja, ervilha e feijao, que sdo amplamente cultivadas, nao
foram encontradas em abundancia nos estudos de “Biotecnologia vegetal”, como 0 esperado,
mas estavam presentes majotariamente na categoria de “Estudos Evolutivos”. Alguns
exemplos de “Estudos evolutivos” com a familia Leguminosae foram os de citogenética
comparativa envolvendo variagdes cariotipicas de espécies como Lathyrus L. (Leguminosae)
(ALI; OSMAN, 2020) e sobre a estrutura, sintenia entre cromossomos e identificacdo de
rearranjos em espécies dentro do género Lupinus L. (Leguminosae) (BIELSKI et al., 2020).
Foram encontrados também estudos de “Sistematica e Citotaxonomia” envolvendo
espécies da familia Asteraceae. Essa familia apresenta complexidades taxondmicas devido a
hibridizacbes interespecificas que ocorrem entre diferentes espécies. A hibridizacédo
interespecifica é facilitada pela poliploidizacdo e apomixia (reproducdo assexuada por
sementes), fazendo com que os poliploides apomiticos dominem a diversidade taxonémica do
género e que as espécies diploides se concentrem em regides especificas (MRAZ et al., 2019).
Dito isso, dentre os estudos encontrados, um descreveu uma espécie diploide para contribuir
para o entendimento da diversidade do género Hieracium s.str. (MRAZ et al., 2019), e um
outro analisou a histéria evolutiva e diversidade genética de Hieracium L.s.str. (Asteraceae),
por meio da identificacdo de parentesco e comparacfes gerais das fracOes repetitivas,
trazendo como observacdo que marcadores de evolucdo muito rapida, como DNA satélite ou
elementos transponiveis, ndo seguem necessariamente padrdes de especiacdo (CHRTEK et
al., 2020).
Para responder a diferentes questionamentos, € essencial a escolha da sonda que sera
vinculada a variacdo da técnica FISH, promovendo um maior sucesso de analise quanto ao

objetivo proposto pelo pesquisador. Devido a isso, as variagcBes da FISH mais encontradas
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foram a FISH utilizando sondas de DNA repetitivo, a GISH utilizando sondas de genoma
inteiro, BAC-FISH com sondas locus-especifica e oligo-FISH que pode incluir tanto sondas
de DNA repetitivo quanto locus-especifica (Figura 5 e 6). A marcacdo indireta (2.912
observacdes) (Figura 7) se apresentou como a marcacdo mais utilizada do que a direta (1.121
observacGes no total), devido a facilidade de desenvolvimento de sondas no préprio
laboratério dados os avancos de novas tecnologias e softwares (NOVAK et al., 2013, 2017)
para essa finalidade.

O uso de sondas de DNA repetitivo tem sido bastante aplicado para responder questfes
evolutivas em plantas (Figura 9). E observado que a reorganizacdo estrutural cromossémica
pode estar associada a regiGes heterocromaticas compostas de sequéncias de DNA repetitivo
(SILJAK-YAKOVLEV et al., 2017), que se encontra em abundancia nos genomas vegetais e
que estdo sujeitas a rapidas mudancas nas sequéncias ou no numero de cépias, tendo efeitos
na funcéo e evolucdo cromossdmica e dos genomas (ZHU et al., 2016). Sequéncias repetitivas
podem evoluir rapidamente ou serem mais conservadas, e dessa forma, podem ser especificas
da espécie ou estar em muitas dentro de uma familia taxondmica ou vérias familias
(MEHROTRA; GOYAL, 2014).

Em relacdo aos tipos de estudos categorizados como “Biotecnologia vegetal” ¢
“Estudos evolutivos”, observa-se que o uso de sondas de genoma inteiro (GISH) séo
utilizadas para deteccdo gendémica em hibridos e poliploides, que sdo eventos chave na
evolucdo das plantas e no melhoramento vegetal e também na identificacdo de eventos que
possam levar a outras complexidades no genoma, como a disploidia (JOHNEN et al., 2020).
Uma das técnicas que também se destaca nas pesquisas € a denominada BAC-FISH, que
utiliza sondas locus-especificas. Essa variacdo possibilita realizar mapeamentos genéticos ou

citogenéticos comparativos (JIANG; GILL, 2006), consegue detectar diversificacdes nas
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estruturas cariotipicas e rearranjos estruturais (BIELSKI et al., 2020; FERRAZ; FONSECA;
PEDROSA-HARAND, 2020), e por isso, uma diversidade de aplicacdes sdo possiveis, desde
sua utilizacdo em estudos evolutivos até melhoramento vegetal.

Assim como a BAC-FISH, a técnica Oligo-FISH também se encontra em todos os tipos
de estudos, mas em menor quantidade. Observa-se que recentemente a Oligo-FISH esta
ganhando mais atencdo e lugar nas pesquisas cientificas (JIANG, 2019) (Figura 9). Essa
variacdo utiliza de sondas que podem ser projetadas a partir de elementos de DNA repetitivos
ou de sequéncias de DNA de cdpia Unica, mudando perspectivas tradicionais limitadas e
sendo utilizadas para responder a diferentes problemas nos estudos com plantas (JIANG,
2019). O uso de pools desses oligos permitem a rotulagem de parte ou de um cromossomo
completo (BIELSKI et al., 2020) e sua sintese pode ser dada através de fontes comerciais
recém-disponiveis (AGRAWAL et al., 2020).

Os “Estudos evolutivos" representam 33,7% da amostra total selecionada para este
artigo (Figura 10), sendo dividida em sete categorias diferentes. As denominadas como
“Evolugcdo do genoma”, “Citogenética comparativa” € “Sistemdtica e citotaxonomia”
apresentaram 0s maiores numeros de artigos (Figura 10). A técnica FISH estd sendo
amplamente utilizada em estudos evolutivos, podendo ser uma 6tima ferramenta de analise
para eventos de duplicacdo/amplificacdo do genoma, revelar sintenia de cromossomos
homedlogos em diferentes espécies (JIANG, 2019), assim como localizar regides
conservadas, alteracGes estruturais e/ou numeéricas no genoma, abrangendo as relagdes
intraespecificas e interespecificas, identificacdo de parentescos e processos celulares que
levam a mudancas no genoma como a diploidizacéo e poliploidizag&o.

Foi possivel observar que a FISH é utilizada para entender e responder aos processos

que levam a evolucdo do genoma das diferentes espécies de plantas (Figura 10). A técnica
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permite identificar modificacGes estruturais cromossémicas, como amplificacbes de DNA
repetitivo, translocacdes e inversdes, que sdo responsaveis pelos processos evolutivos que
ocorrem nas plantas. O DNA repetitivo constitui uma grande propor¢do do genoma das
plantas, e o entendimento da sua organizacéo e disposicdo fornecem informacfes importantes
para os estudos de “Evolu¢do do genoma” de diferentes espécies, como as da familia Poaceae
(OURARI et al., 2020; YANG et al., 2020) e Leguminosae (RIBEIRO et al., 2017; XU et al.,
2020) (Figura 11).

A FISH também possibilita identificar heterogeneidades no cariotipo de diferentes
espécies por meio de estudos de “Citogenéetica comparativa” (Figura 10), utilizando de
variacdes da técnica como oligo-FISH e BAC-FISH (BIELSKI et al., 2020). Desta forma, é
possivel analisar as diversidades intraespecificas e interespecificas, observando variantes
polimérficas para cada espécie estudada, como no caso da familia Poaceae (SONG et al.,
2020) (Figura 11).

O uso da FISH nos estudos de “Sistematica e Citotaxonomia” (Figura 10) permitiu
reconstruir o histérico evolutivo a partir das relagdes e afinidades entre os diversos grupos de
espécies, por meio de métodos que combinam técnicas sistematicas classicas com estudos
comparativos de cromossomos (MATA-SUCRE et al., 2020). Desta forma, foi possivel
avaliar a origem e a diversidade genética de diferentes taxons (CHRTEK et al., 2020; MRAZ
et al., 2019). Estudos que apresentavam foco nos processos de hibridizacdo (KONO;
CHUNG; PENG, 2012), e de irradiacio (GARNATIE et al., 2012), também foram
encontrados.

Os estudos de “Evolucéo e diversificacdo de plantas cultivadas” (Figura 10) abrangeu
pesquisas que contribuiram para o entendimento de processos evolutivos envolvidos na

origem de diferentes culturas (SEIJO et al., 2018), assim como incluiu estudos com intuito de
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avaliar instabilidades cromossdmicas e de padrdes de heranca em espécies agronomicamente
importantes (MAJKA et al., 2019).

Em relacdo aos estudos que apresentavam como foco a “Diversificacdo”, foi possivel
observar pesquisas que incluiram a diversificacdo citomolecular de géneros como
Stylosanthes e seu género irmdo Arachis (Leguminosae) (FRANCO et al., 2020), como
também foram encontradas investigacdes sobre o comportamento de DNA repetitivo dentro
de seis cereais importantes (Poaceae) e a partir disso, informacdes sobre a diversificacdo e
amplificacdo espécie-especifica dessas regides foram relatadas (KOGLER; SCHMIDT;
WENKE, 2017).

Para responder a questdes de “Plasticidade fenotipica e epigenética” (Figura 10), a
FISH também pdde ser utilizada como contribuicdo nos estudos de estrutura, expressao e
paisagem epigenética de DNA repetitivo em espécies da familia Poaceae (BENSON; MAO;
HUFF, 2021; BOROWSKA-ZUCHOWSKA et al., 2020). Outro exemplo de estudo
encontrado dentro dessa categoria propds que a plasticidade da cromatina de Arabidopsis esta

associada a sua aclimatacdo ao ambiente (TESSADORI et al., 2009).

Conclusoes

Foi observado um crescimento na producdo de artigos durante os anos 1975 — 2020
devido ao surgimento de tecnologias e metodologias, como a PCR e NGS, que facilitaram o
desenvolvimento de sondas e diferentes modos de marcacGes, e por isso, um pico nas
publicacbes foi observado por volta de 2010, provavelmente devido ao aumento de
possibilidades geradas através desses avancos. Foram observadas palavras-chave como
“biotin labeling”, utilizadas no inicio do desenvolvimento da FISH devido ao uso da

marcacdo indireta em espécies de plantas. Foram encontradas também palavras-chave como
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“gish”, que remetem as modificacBes da técnica e avancos da FISH. Ja palavras-chave como
“oligo-fish”, que remetem & utilizacdo de sondas oligo-sintéticas, comecaram a se destacar. E
possivel observar uma falta de representatividade dos paises do hemisfério sul em relacdo a
quantidade de estudos encontrados. Os paises que apresentaram maior quantidade de estudos
foram China e EUA, com o Brasil na 82 posicao. A lideranca da China esta relacionada ao seu
investimento em ciéncia e tecnologia para levantar melhorias das suas areas rurais e pelo seu
direcionamento nos estudos de biologia molecular e agricultura.

As familias mais estudadas foram Poaceae, Brassicaceae e Leguminosae, 0 que pode ser
explicado pelo fato de possuirem muitas espécies de importancia econémica, com varias
utilizadas principalmente na alimentacdo. As técnicas GISH e FISH com sondas de DNA
repetitivo e a marcacdo indireta foram as mais utilizadas. Esse fato de deve principalmente
devido a importancia da contribuicdo da GISH nos estudos de detec¢do genémica em hibridos
e poliploides, que sdo eventos chave na evolucdo das plantas e no melhoramento vegetal,
como também de estudos que envolvem o DNA repetitivo, ja que apresentam efeitos diretos
na evolugdo cromossdmica e dos genomas.

Foram selecionados 1.197 artigos classificados como “Estudos evolutivos", sendo que a
familia Poaceae foi a mais estudada, seguida da Leguminosae. A técnica FISH esta sendo
amplamente utilizada para entender e responder aos processos que levam a evolucdo do
genoma das diferentes espécies de plantas, identificar heterogeneidades no cariotipo e
reconstruir o historico evolutivo a partir das relacdes e afinidades entre os diversos grupos de

espécies.
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Material suplementar

Busca pela base de dados ‘\
Scopus

Registros (n = 9121)

Primeira fase de filtragem
dos artigos
Registros (n = 8100)

Artigos excluidos por delimitagdo do
tempo e organismos
(9121 - 1021 = 8100)

Segunda fase de filtragem dos
artigos
Registros (n = 5329)

Artigos de microbiologia excluidos
manualmente
(8100 - 2771 = 5329)

Terceira fase de filtragem dos

artigos
Registros (n = 4006)

Artigos excluidos durante a leitura
dos resumos
(5329 - 1323 = 4006)

v

Artigos incluidos nesta revisao
Registros (n = 4006)

Material suplementar 1. Diagrama de fluxo baseado no PRISMA contendo detalhes sobre o
numero de documentos incluidos e excluidos nas fases de filtragem.
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Material suplementar 2. Organizacdo e extracdo de dados dos artigos selecionados. Link:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1S-

4ZP100m2dLCYS29UHgluQCXL61kV Xt/edit?usp=sharing&ouid=10516936800991337426
0&rtpof=true&sd=true

Material suplementar 3. Organizacdo e extragdo de dados dos artigos dentro de “Relagdes
evolutivas”. Link: https://docs.google.com/spreadsheets/d/1S-
4ZP100m2dLCYS29UHgluQCXL61KV Xt/edit#gid=816347954

Material suplementar 4. Graficos gerados a partir do R Statistical Software utilizando o
pacote ggplot2 e a partir da biblioteca Seaborn para a visualizacdo de dados Python para
desenhar gréaficos estatisticos e seaborn.countplot para gerar as contagens de observacfes em
cada caixa categorica utilizando barras. Links:
https://drive.google.com/file/d/1z9jrfCKypK4Gp3VzIgy3URg7roy3elrV/view?usp=sharing e
https://drive.google.com/file/d/1rXAgOh3bVz70b8uylL O61Fv8H83JE3Igl/view?usp=sharing

Material suplementar 5. Tabela com as familias botanicas encontradas nos estudos
selecionados para a revisdo. Link:  https://docs.google.com/spreadsheets/d/1K-
0AY1fo3JDA3WPJ6dXidMgNp gQjwmaTAsEB7uN4Gg/edit?usp=sharing

Considerac0es Finalis

A FISH apresenta ampla aplicacdo nas diversas areas do conhecimento, assim como,
dentro da citogenética vegetal. Atualmente, regides cromossdmicas podem ser identificadas e
localizadas com precisdo, possibilitando a caracterizagdo de novos genes e espécies,
realizacdo de inferéncias evolutivas através de mapeamentos citogenéticos comparativos, e
até o diagndstico de doencas. Em fungdo da versatilidade da técnica, ela continua ganhando
novos formatos e aplicagdes, o que indica sua adaptabilidade aos avangos tecnoldgicos e que
nédo fique defasada.
Desta forma, o entendimento da técnica somado ao seu desenvolvimento e modificacfes

metodoldgicas, contribuiram para a sua versatilidade e utilizacdo atualmente. A partir da
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sintese de artigos publicados foi possivel demonstrar as principais contribuicdes da FISH nos
estudos com plantas. Foi observado um crescimento nas pesquisas cientificas com a utilizacéo
dessa técnica ao longo dos anos de 1975 — 2020, com um pico nas publicacdes por volta de
2010. Palavras-chave indicaram o inicio do desenvolvimento da técnica (“biotin labeling”),
marcaram seus avancos (“gish”) e ressaltaram as novas pesquisas que estao surgindo (“oligo-
fish”).

Os estudos se concentram na China e EUA devido ao maior investimento na ciéncia e
tecnologia. Familias botanicas como Poaceae, Brassicaceae e Leguminosae se destacam nos
estudos por apresentarem muitas espécies com alta importancia econémica. Houve destaque
da técnica GISH que, por exemplo, pode contribuir nos estudos de deteccdo genémica em
hibridos e poliploides, e a FISH com sondas de DNA repetitivo nos estudos de evolucéao
gendmica. Por fim, foi possivel identificar que a técnica FISH estd respondendo
principalmente aos processos que levam a evolugdo do genoma e heterogeneidades no
caridtipo de diferentes espécies, como também esta possibilitando reconstruir o histérico
evolutivo entre diversos grupos de espécies.

Dito isso, espera-se que o entendimento geral de como essa técnica esta sendo aplicada
direcione novas pesquisas com diferentes perspectivas de analise e manejo das espécies
vegetais. Espera-se também que as informacGes obtidas a partir das principais questfes

evolutivas contribuam para estudos futuros em citogenetica vegetal.
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