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Laboratorio de Citogenética e Evolucéo Vegetal 4 4

Marcacdo de sonda por Nick Translation

Atencao

a) Coloque em gelo para descongelar os reagentes necessarios (H20
ultrapura, Cy3-dUTP 1 mM, dNTP mix sem dTTP 0,2 mM cada, DNA
numa concentracdo minima de 110 ng/uL e tampéao de nick translation).

b) Para uma reacdo num volume total de 12,5 uL, adicione em um microtubo
novo e autoclavado, mantido em gelo:

- até 9 uL de DNA desejado (equivalente a 1 pg)

- H20 ultrapura para completar 9 uL

- 1,25 uL do tampdo de nick translation 10x

-1 uL de dNTP mix sem dTTP 0,2 mM (0,2 mM de cada: dATP, dCTP,
dGTP)

-0,2 uL de Cy3-dUTP 1 mM

- 0,75 puL da enzima DNA pol | 10 U/uL

- 0,3 pL da enzima DNase | 0,02 U/uL(Diluir 0,2 uL da enzima estoque a
1U/uL em 8,8 uL de H20 ultrapura com 1 uL do tampé&o da enzima
DNA pol I)

Tampéo 10x Nick Translation (0,5 M Tris HCI pH 7,5; 50 mM MgClz2) —
10 mL
e 5mL 1M Tris HCI (pH 7,5)
e 500 pL 1M MgCl;
e 45mL ddH20
e Guardar em aliquotas de 1 mL a - 20°C.

v' A enzima nao pode ser retirada do freezer a menos que um bloco para
transporte a —20°C esteja disponivel. Em todo caso, a enzima deve ficar
fora do freezer pelo tempo mais curto possivel.

c) Agite a solucdo batendo com o dedo no fundo do tubo e centrifugue

brevemente (cercade 5 s).
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d) Incube a 15°C por 1 h num termociclador ou similar.

Atencéo
v" Antes de concluir a reacao de marcacao € preciso ter certeza que foram
gerados fragmentos entre 200 e 500 pb. A velocidade de marcacéao pode
variar muito de amostra para amostra, por isso, se necessario, a reacao
deve ser feita em tempo mais longo (2 h) ou continuada por mais varias
horas. Para checar o tamanho dos fragmentos, 0,4 uL da reac&o de nick
translation deve ser misturada a um tampé&o de corrida e agua e separada
em gel de agarose 1% por 20 min a 80 V juntamente com uma escada de
100 pb. Apenas quando todos os fragmentos estiverem abaixo de 1 kb, e
a maioria dos fragmentos abaixo de 500 pb, a reacdo pode ser

interrompida. Enquanto isso, o resto da reacéo deve permanecer no gelo.

e) Interrompa a reagdo com 1 uL EDTA 0,5 M.

f) Guarde a sonda a —20°C até o uso.

Atencao
v' Como a sonda foi marcada diretamente, ela deve ser protegida da luz

envolvendo o microtubo em papel de aluminio.

v" A concentracao da sonda pode ser estimada em ~80 ng/pL.



