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Apresentacéo

O melhoramento genético das culturas agricolas
no Brasil é um dos resultados mais contundentes das
pesquisas desenvolvidas pelas instituicbes de pesquisas
brasileiras, inclusive a Embrapa. Os impactos obtidos por
meio da genética levaram a um novo desenho da agricul-
tura do Pais.

Assim, o desenvolvimento cientifico e tecnolégico
permite, hoje, sinalizar uma nova época, associando a
producao agropecudria as novas exigéncias da sociedade
por padrdes nutricionais, ambientais e de saude. Entre os
desenvolvimentos cientificos e tecnoldgicos estd a bio-
tecnologia, que, na Embrapa, teve seu inicio na década
de 1980.

A biotecnologia possui uma série de ferramentas
que podem ser utilizadas nas estratégias de melhora-
mento genético. A engenharia genética (transformacao
genética de plantas pela transferéncia de genes), por
exemplo, evoluiu rapidamente na ultima década e esta
presente, efetivamente, no cendrio da producao de se-
mentes de varios cultivos no Pais.

As oportunidades de utilizagcdo de organismos
geneticamente modificados (OGMs) sao infinitas e po-
dem estar associadas as mais diversas areas da producdo
agropecudria. Talvez, a mais importante delas seja no de-
senho e na implementacao de novos processos visando
a sustentabilidade da producéo, por meio do aumento
de produtividade, com qualidade, a um custo menor e

sem necessidade de aumentar a area de cultivo, e com
reducdo do uso de insumos agricolas.

Na Embrapa, essa area de pesquisa busca, prin-
cipalmente, reduzir a necessidade de irrigacdo e de
insumos agricolas e abrir as fronteiras do conhecimen-
to com uma equipe de pesquisadores que, em 1998,
langou o Manual de transformacgéo genética de plantas.
Esse manual teve como principal objetivo descrever as
principais estratégias utilizadas para a transformacao de
plantas, beneficiando estudantes, profissionais e demais
interessados em técnicas de biologia celular e molecular
utilizadas para a transformacdo genética de plantas.

Em 2014, completam-se duas décadas do desen-
volvimento do primeiro produto alimentar genetica-
mente modificado no mundo — um tomate com maior
durabilidade criado na Califérnia, Estados Unidos. Vinte
anos depois, o mercado de transgénicos na agricultura é
cada vez mais expressivo. A cada 100 ha plantados com
soja hoje no planeta, 80 ha sdao de sementes com genes
alterados. No caso do milho, sdo 30 ha para cada 100 ha.

Nessas duas décadas, a area com culturas trans-
génicas subiu 100 vezes, de 1,7 milhdo de hectares para
175,2 milhdes. Os Estados Unidos lideram o plantio, se-
guidos pelo Brasil e Argentina. Entre os OGMs vegetais
estao a soja, o milho, o algoddo e a canola.

Para comemorar as duas décadas de OGMs no
mercado mundial, a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia lanca, em 2015, a segunda edicdo do
Manual de transformacdo genética de plantas, que, além



de revista e ampliada, apresenta novas técnicas desen-
volvidas e adotadas neste periodo, com a colaboracdo de
novos pesquisadores.

E com satisfacdo que oferecemos a comunidade
técnico-cientifica e as instituicdes publicas e privadas
0s conhecimentos necessarios para a transformacdo
genética de plantas. Esperamos que as aplicacdes dessas

tecnologias contribuam para o desenvolvimento susten-
tavel do agronegécio brasileiro e para a alimentacao, a

nutricao e a saude de nosso povo.

Mauro Carneiro

Chefe-geral da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



Prefdcio

Quando publicamos, em 1998, a primeira edicao
do Manual de transformacéo genética de plantas, o Brasil
e o mundo ainda viviam um intenso debate sobre os be-
neficios e os riscos potenciais associados a tecnologia dos
transgénicos. Nosso principal propésito, ao lancarmos a
primeira edicdo naquela ocasido, era que o Manual se
tornasse “um bom companheiro de bancada” para todos
aqueles que desejam se iniciar ou se aperfeicoar na pes-
quisa em biotecnologia. Acreditamos que conseguimos
alcancar nosso objetivo, pois a primeira edicao do Manual
esta esgotada ha mais de 10 anos e a encontramos fa-
cilmente espalhada pelas bancadas de laboratérios de
Norte a Sul do Pais. Temos inumeros depoimentos de es-
tudantes de iniciacdo cientifica, mestrado e doutorado, e
de profissionais de todos os niveis que realmente tiveram,
e ainda tém, o Manual de transformagdo genética de plan-
tas como um companheiro inseparavel. Hoje, quase 20
anos depois do lancamento da primeira edicao, a adocdo
dos transgénicos é uma realidade, com 175 milhdes de
hectares plantados com cultivos geneticamente modifi-
cados em 27 paises. Sentimos, entdo, a necessidade de
atualiza-lo, aportando novas técnicas, excluindo aquelas
obsoletas e revisando as publicadas na primeira edicao.

A segunda edicdo vem, entdo, preencher a la-
cuna deixada pela primeira e oferecer a comunidade
cientifica um material didatico de qualidade em lingua
portuguesa. Nele, sdo apresentadas: as principais técni-
cas para clonagem de genes de interesse em vetores de

expressao para transformacao de plantas (Capitulos 1
a 3); as principais metodologias atualmente utilizadas
para a transformacdo genética de plantas envolvendo
estratégias de transformacdo direta (Capitulos 4 e 5) e
do sistema Agrobacterium (Capitulos 6 e 7); e a andlise
da atividade de genes reporteres no monitoramento
da eficiéncia de transformacao (Capitulo 8). Uma vez
obtida uma planta geneticamente modificada, andlises
moleculares sdo necessdrias para avaliar a introducao e
integracdo do transgene (Capitulos 9 a 13), a sua correta
transcricdo (Capitulos 14 a 16), e a traducao e o endere-
camento das proteinas codificadas (Capitulos 17 a 21).
No final desta obra, ha seis anexos contendo a descricao
de meios para crescimento de bactérias e de cultura de
plantas, preparo de solu¢des e tampdes utilizados nos
capitulos, assim como informacdes técnicas gerais que
ajudardo o leitor a realizar seus experimentos.

Em cada capitulo, o leitor encontrard um breve em-
basamento tedrico e a descricdo metodoldgica detalhada
da técnica abordada, com dicas e observagdes praticas
para facilitar a compreensao das diferentes etapas do pro-
tocolo. A equipe de pesquisadores da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia utiliza essas técnicas rotinei-
ramente em seus laboratérios e procurou descrevé-las
com o maior detalhamento possivel, permitindo ao leitor
adaptar o protocolo apresentado a outros laboratdrios ou
materiais vegetais.

Entregamos, assim, a toda a comunidade cientifica
brasileira, a segunda edicao do Manual de transformagdo



genética de plantas, revista e ampliada, esperando que
este continue espalhado pelas bancadas dos laboratérios,
como um “bom companheiro” de alunos e profissionais
em suas rotinas de trabalho.

As Editoras



Prefacio a 1° edicao

Em 1995, organizamos pela primeira vez o curso
Meétodos de transferéncia e expressdo de genes em plan-
tas, que a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
oferece regularmente a estudantes de pds-graduacédo
e pesquisadores que atuam na area. Naquela ocasido,
sentimos a enorme caréncia de material didatico em
lingua portuguesa. Para supri-la, tivemos a iniciativa de
redigir este Manual. Nele, sdo apresentadas diferentes
técnicas utilizadas na transformacdo genética de plan-
tas: transferéncia de genes através da eletroporacdo de
protoplastos e biobalistica ou por vetores baseados no
sistema Agrobacterium. Experimentos para a deteccao da
expressao de genes reporteres e andlises moleculares da
integracdo e da expressao de genes exdgenos em plantas
encontram-se também descritos. No final do Manual,
foram adicionados oito apéndices contendo a descricao
de meios de cultura e solugdes utilizadas nos capitulos,
uma relacdao das principais plantas transgénicas ja obti-
das, normas para constituicdo das Comissdes Internas

de Biosseguranca (CIBio) e um exemplo de plano de
radioprotecao.

Em cada capitulo, os autores forneceram o em-
basamento tedrico da técnica abordada, que pode ser
adaptada para outras espécies ou materiais vegetais.
As técnicas apresentadas sao utilizadas por pesquisado-
res da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e da
Embrapa Hortalicas em sua rotina de laboratério, con-
tribuindo, assim, com dicas e observagdes que facilitam
a compreensao e a repeticao dos protocolos. Qualquer
sugestao sobre os protocolos descritos neste Manual
serd bem-vinda no seguinte endereco eletrénico:
manual@cenargen.embrapa.br.

Nosso propésito é que este Manual acompanhe,
como um bom companheiro de bancada, todos aqueles
que desejam se iniciar ou se aperfeicoar na pesquisa em
biotecnologia.

As Editoras
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Introducdo a
transformacdo genética
de plantas

Ana Cristina Miranda Brasileiro
Vera Tavares de Campos Carneiro




Alincorporacao da biotecnologia aos programas de
melhoramento genético de plantas, tdo debatida nas dé-
cadas passadas, é hoje uma realidade e permitiu acelerar
0 processo de obtencdo de variedades com caracteristi-
cas superiores, de uma maneira mais acurada e eficiente.
A partir de 1996, a adoc¢ao da tecnologia dos transgénicos
impOs uma reestruturacdo da cadeia produtiva em todo
o mundo, com uma area de 181 milhdes de hectares em
2014 plantada com cultivos geneticamente modificados
em 28 paises.

O Brasil, apds os Estados Unidos, é hoje o segundo
maior produtor de transgénicos no mundo, com cerca
de 40 milhdes de hectares plantados com plantas ge-
neticamente modificadas (PGMs) de soja (Glycine max),
algodao (Gossypium hirsutum) e milho (Zea mays). Na safra
2014/2015, estima-se que, pela primeira vez no Brasil, a
area plantada com cultivares transgénicas sera maior do
que com cultivares convencionais. A maioria dos paises
que cultiva PGM criou uma legislacdo prépria de bios-
seguranga, e, no Brasil, todas as etapas de producao de
uma PGM devem atender as exigéncias de biosseguranca
e a aprovacao pela Comissao Técnica de Biosseguranca
(CTNBio), descritas nas leis n° 8.974/1995 e 11.105/2005.

O desenvolvimento de uma PGM envolve varias
areas de conhecimento, em particular a biologia celular e
molecular, e utiliza processos que vdo desde a prospeccao
e oisolamento de genes de interesse até a fenotipagem a
campo dos eventos transgénicos mais promissores. A tec-
nologia dos transgénicos permite que genes oriundos de

qualquer organismo possam ser introduzidos e expressos
de forma controlada no genoma vegetal receptor, de
modo independente da fecundacao, tornando ilimitado
0 pool génico a ser explorado por essa tecnologia. Assim,
a prospeccao e a caracterizacao de genes e moléculas
que possam conferir novas caracteristicas as plantas, e
sua disponibilizacdo para programas de melhoramento
genético, tém sido prioridade para diferentes equipes.
Em particular, nos ultimos anos, o sequenciamento e
a analise em larga escala do genoma e do transcritoma
de varias espécies vegetais e de outros organismos tém
possibilitado a identificacdo de novos genes de interes-
se. Entretanto, até o momento, ainda é relativamente
pequena a lista de genes que sejam comprovadamente
efetivos e que ja tenham sido introgredidos com sucesso
em variedades comerciais. A grande maioria das culturas
comerciais de transgénicos do mundo contém duas
caracteristicas: resisténcia a insetos ou tolerancia a herbi-
cidas, ou a combinacao delas.

Apds a prospeccao e identificacdo de um gene de
interesse, ele deve ser clonado em um vetor de expressao,
e sua funcao deve ser validada in planta para obtencao da
prova de conceito. O gene-candidato pode ser superex-
presso ou silenciado em plantas-modelo, como Arabidopsis
thaliana, fumo (Nicotiana tabacum) ou arroz (Oryza sativa)
ou diretamente na planta-alvo. Para tal, é necessario o uso
de protocolos eficientes de transformacao, a incorporacao
adequada do transgene no genoma da planta e sua correta
expressao nos tecidos-alvo. Uma posterior avaliacao feno-
tipica acurada dos eventos transgénicos que se mostrarem



promissores, sob condi¢des parcialmente controladas
(casa de vegetacao) ou em campo, também se faz neces-
saria. Essa avaliacdo consiste no estudo das caracteristicas
fisiologicas, moleculares e anatémicas das plantas trans-
génicas, assim como de eventuais efeitos pleiotrépicos
indesejaveis relacionados a introdugao do transgene.

Apesar dos grandes avan¢os do conhecimento
nessa area, as estratégias de transformacdo de plantas
continuam majoritariamente restritas ao uso dos siste-
mas Agrobacterium e o biobalistico. A bactéria fitopato-
génica, Agrobacterium tumefaciens, € um eficiente vetor
natural para engenharia genética de plantas, tanto de
dicotiledbneas como de monocotiledéneas. Durante o
seu processo de infeccdo, essa bactéria do solo transfe-
re, as células vegetais, parte de seu genoma, o T-DNA.
No inicio da década de 1980, o conhecimento das bases
moleculares do mecanismo de infec¢do mostrou que o
T-DNA da agrobactéria pode ser manipulado por enge-
nharia genética de maneira a portar genes de interesse
em substituicdo aos genes responsaveis pela infeccéo,
sem alterar o seu processo de transferéncia e integracéo
no genoma da planta. As agrobactérias sao, por isso,
chamadas de engenheiros genéticos naturais. A rege-
neracdo das células que contém o T-DNA engenheirado
dara origem a plantas transgénicas, transmitindo o gene
integrado a progénie de forma Mendeliana.

Outras metodologias de introducao e expressao de
genes exdgenos no genoma de plantas também foram
desenvolvidas e aperfeicoadas e podem também ser

aplicadas, tanto em dicotiledéneas quanto monocotiled6-
neas. Essas técnicas, conhecidas como métodos diretos de
transformacao, permitem a introducdo do DNA contendo
0 gene de interesse em células e tecidos vegetais in vivo
por meio de mecanismos fisicos ou quimicos. Na eletro-
poracdo de protoplastos, por exemplo, utilizam-se pulsos
elétricos de alta voltagem em uma solucdo contendo DNA
e protoplastos, que sao células vegetais desprovidas de
paredes celulares. O choque elétrico promove a formacéao
de poros reversiveis nas membranas celulares e, assim,
possibilita a passagem e introducdo de macromoléculas
nas células. Essa metodologia exige técnicas precisas de
cultura de tecidos, uma vez que a regeneracdo a partir de
protoplastos, muitas vezes gendtipo-especifica, deve ser
desenvolvida. Outra metodologia de transformacao direta,
0 bombardeamento de particulas ou sistema biobalistico,
utiliza microparticulas impulsionadas em alta velocidade
para carrear DNA exdégeno para dentro das células. As
particulas penetram na parede e na membrana celular de
maneira nao letal, alojando-se aleatoriamente nas orga-
nelas celulares e podem ser usadas em tecidos intactos,
dispensando procedimentos prévios de cultura de tecidos.
Posteriormente, o DNA é dissociado das microparticulas
pela acdo do liquido celular e integrado no genoma do
organismo receptor.

Ao longo dos ultimos anos, o estabelecimento
dos mais diversos protocolos de transformacao genética
de plantas, utilizando o sistema Agrobacterium ou o
sistema biobalistico, foi realizado, sobretudo, em plantas-
-modelo e, posteriormente, adaptado a outras plantas de



interesse agrondmico, geralmente mais recalcitrantes a
transformacao. Atualmente, sdo inimeros os protocolos
estabelecidos, e ndo existe nenhuma espécie vegetal de
importancia comercial ou cientifica para a qual ndo exista
protocolo estabelecido, com maior ou menor eficiéncia
de transformacao em funcao da espécie ou do genétipo
estudado. Plantas-modelo apresentam, por sua vez, gran-
de interesse em estudos basicos de biologia em virtude
da alta eficiéncia dos protocolos de transformacao, da
grande quantidade de ferramentas genéticas e genémi-
cas disponiveis, do ciclo de vida curto e genoma relativa-
mente pequeno, entre outras caracteristicas. Estudos da
funcao bioldgica e regulacdo da expressao de diferentes
genes em plantas-modelo sdo realizados utilizando-se
estratégias de superexpressdo ou expressao especifica
com o uso de promotores constitutivos, com regulacdo
temporal ou espacial, ou induziveis sob condi¢des especi-
ficas. Por sua vez, estratégias de reducao ou supressao da
expressao também podem ser aplicadas nesses estudos
por meio de diferentes mecanismos de regulacdo génica
negativa como a do RNA interferente (RNAI), silenciamen-
to génico transcricional, silenciamento génico induzido
por virus (VIGS) ou pequenos RNAs (microRNAs).

A pesquisa que envolve a transgenia busca ampliar
0 numero de espécies vegetais e de genes de interesse
disponiveis, visando aumentar o leque de oferta de genoé-
tipos que apresentam caracteristicas superiores aisolinha
nao transgénica para os programas de melhoramento ge-
nético de plantas. Essas caracteristicas devem ir além da-
quelas utilizadas atualmente em cultivares transgénicas e

abordar outras caracteristicas agronémicas importantes
como tolerancia a condi¢des ambientais adversas (seca,
temperaturas extremas, salinidade, metais pesados,
luminosidade extrema, excesso de CO,, etc.), resisténcia
a pragas (insetos, fungos, bactérias, nematoides e virus),
maior produtividade, aumento da qualidade de semen-
tes e frutos, aumento do valor nutricional, modificagcdes
de arquitetura e modo de reproducdo, entre outras.
Estratégias de piramidacao de genes, quando dois ou
mais eventos de transformacédo genética (stacked events)
estao presentes em uma mesma PGM, também é uma
tendéncia das pesquisas para obtencdo de gendtipos
com caracteristicas multiplas. Além do seu uso agroné-
mico, em um futuro breve, as PGMs serdo também utili-
zadas como biorreatores para a producao em larga escala
de proteinas e moléculas de interesse para a indUstria
farmacéutica (vacinas e farmacos), alimenticia ou cos-
mética, com reducao dos custos de producao e com um
enorme impacto para a sociedade. Além de todas essas
implicagdes, as PGMs constituem também uma excelente
ferramenta para estudos basicos em diferentes campos
da biologia, como fisiologia, genética, botanica, biologia
molecular e celular.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
estabeleceu, desde o inicio dos anos 1980, uma equipe
de pesquisadores especializada em prospeccdo, identifi-
cacdo, caracterizacao e clonagem de genes de interesse
e no desenvolvimento de protocolos e metodologias
para obtencdo e andlise de plantas transgénicas. Hoje,
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essa equipe é responsavel pelo desenvolvimento de



diferentes produtos biotecnolégicos, em parceria com
outras Unidades de pesquisa da Empresa, mas também
com instituicdes publicas e privadas de ensino e pesquisa,
no Brasil e no mundo. Entre as tecnologias geradas pela
equipe da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
destacam-se variedades transgénicas de feijdo-comum
(Phaseolus vulgaris) resistentes ao virus-do-mosaico-dou-

rado (BGMV), produzido em colaboracao com a Embrapa
Arroz e Feijao, e a soja resistente a herbicidas, em parceria
com a Embrapa Soja e a empresa Basf. Essas cultivares
transgénicas ja receberam aprovacdao da CTNBio para a
producao comercial, e novas tecnologias estdo a cami-
nho para oferecer ao produtor brasileiro a oportunidade
de usar a tecnologia transgénica em cultivares nacionais.
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1 Introducédo

Uma das primeiras etapas no desenvolvimento de
uma planta transgénica consiste na construcao de um
vetor para a transformacgao, contendo, de maneira geral,
um gene de interesse e um gene marcador de selecao
ou repdrter e as respectivas sequéncias regulatérias para
expressao no sistema eucarioto vegetal. Esses vetores
sdao, geralmente, plasmidios bacterianos construidos de
forma a conter a origem de replicagdo compativel com
Escherichia coli, que é organismo preferencial para a enge-
nharia genética. Uma vez obtido, o vetor de transforma-
¢ao podera ser utilizado em um sistema de transformacgéo
direta (Capitulo 2) ou transferido para uma linhagem de
Agrobacterium spp., visando utilizar essa bactéria como
vetor natural de transformacéo (Capitulo 3). Assim, a es-
truturacao e a conservacgao de uma colecdo de linhagens
de E. coli e Agrobacterium spp. sdo estratégicas para labo-
ratérios que trabalham com transformacao genética de
plantas, pois esse acervo permitird a preservacao, a troca
e a salvaguarda das linhagens e dos vetores nelas conti-
dos. Uma vez estabelecida uma colecédo, sua manutencgédo
deverd garantir a sobrevivéncia, a estabilidade e a pureza
das culturas, conservando suas caracteristicas genéticas e
propriedades morfolégicas e fisioldgicas por longo prazo.

Escherichia coli

Escherichia coli é um microrganismo unicelular,
Gram-negativo, que pertence a familia Enterobacteriaceae e
contém membrana externa composta principalmente de

lipossacarideos. Membros dessa espécie apresentam for-
ma de bacilo, com tamanho de 1,1 puma 1,5 um x 2,0 um
a 6,0 um, sdo anaerdbicos facultativos, moéveis por meio
de flagelos peritriquios e crescem a 37 °C (Figura 1A).
Quanto a atividade bioquimica, membros dessa espécie
sao oxidase negativa, catalase positiva, reduzem nitrato,
fermentam lactose, possuem lisina descarboxilase, sao
Vogeus Proskauer negativos, produzem indol, ndo apre-
sentam crescimento em nitrato e nao produzem sulfeto
de hidrogénio (H.,S) (HOLT et al., 1994).

E. coli é umindcuo ocupante comensal do intestino
humano, que também exerce funcdes benéficas, ja que
contribui para a supressao do crescimento de outras es-
pécies bacterianas danosas e para a sintese de vitaminas
K e B12 (ELSAS et al., 2011). Essa bactéria é componente
importante da comunidade microbiana, colonizando o
intestino grosso de varias espécies animais e apresentan-
do altas taxas de sobrevivéncia no meio ambiente, o que
possibilita ampla disseminacao para novos hospedeiros.
As linhagens patogénicas de E. coli, por sua vez, sao res-
ponsaveis por infeccdes nos sistemas digestivo, urinario,
respiratorio e nervoso, causando desde simples incbmo-
do até a morte (MITTELSTAEDT; CARVALHO, 2006).

Ha décadas, linhagens atenuadas de E. coli séo roti-
neiramente utilizadas em estudos de DNA recombinante.
Segundo alguns autores (MADIGAN et al., 2000; WEAVER;
HEDRICK, 1989), as principais razdes para a ampla utiliza-
¢ao dessa bactéria sdo:



» Baixa complexidade genética: possui genoma
pequeno (4.400 genes), além de ser haploide, o
que elimina a possibilidade de um segundo alelo
mascarar os efeitos de mutagdes durante experi-
mentos de engenharia genética.

Alta taxa de crescimento: cresce rapidamente,
produzindo uma nova geracao a cada 20 minutos
sob condicdes ideais, possibilitando que a sua
fase exponencial de crescimento seja atingida
apo6s 12 horas. Dessa forma, experimentos com
essa bactéria podem ser realizados em apenas
algumas horas.

Figura 1. Micrografia eletronica de varredura mostrando isolados (A) da linhagem DH5-a de Escherichia coli (barra =5 um) e (B) da
linhagem C58 de Agrobacterium tumefaciens (barra = 2 um).

« Seguranca bioldgica: é naturalmente encontrada

no intestino humano e, apesar da existéncia de
linhagens patogénicas produtoras de toxinas, a
maioria é inécua ao organismo humano quando
manipulada dentro das normas de saude e segu-
ranca laboratorial.

Estrutura gendmica conhecida: o genoma de
E. coli foi completamente sequenciado, e seu ma-
peamento genético é facilitado pela conjugacdo
entre linhagens. E o organismo cuja genética é
a mais estudada, incluindo seus mecanismos de
expressao.

Fotos: Ana Cristina Menezes Gomes



- Capacidade de hospedar DNA exdgeno: células
competentes de E. coli podem ser facilmente
transformadas com plasmidios ou com outros
vetores recombinantes (Capitulo 2). Células de
E. coli também podem sofrer transducao por
bacteriofagos.

Linhagens de E. coli manipuladas geneticamente
sdo utilizadas para produzir grandes quantidades de
DNA recombinante por meio da inser¢ao (clonagem) da
sequéncia de DNA de interesse em um vetor, o qual é de-
finido neste Manual como uma molécula de DNA circular
com uma origem de replicacao bacteriana compativel.
Esse vetor, contendo a sequéncia de interesse (vetor re-
combinante), é, entdo, introduzido por transformacao em
uma célula hospedeira de E. coli (Capitulo 2). Em razao do
rapido crescimento da colonia bacteriana transformada,
derivada de uma Unica célula original que contém o vetor
recombinante (clone), em poucas horas, é produzido
exponencialmente um grande numero de cépias desse
vetor . Essa habilidade da bactéria em produzir moléculas
de interesse, como a insulina, os antibidticos ou outras
proteinas de uso farmacéutico, é explorada com sucesso
pela industria (CHEN, 2012; WILLIAMS et al., 1982).

A linhagem de E. coli mais comumente utilizada
em laboratério é a K-12, cujo genoma foi completamente
sequenciado em 1997 (BLATTNER et al,, 1997) e é cons-
tituida de apenas um cromossomo circular, de aproxi-
madamente 4.600 kb, com 4.300 regides codificadoras
identificadas e apenas 1.800 proteinas com funcdo co-

nhecida. Atualmente, existem vdrias linhagens derivadas
de E. coli K-12 que, por sua vez, apresentam caracteristicas
especificas desenvolvidas para facilitar a clonagem e a ex-
pressdo de genes e proteinas recombinantes (Tabela 1).

Agrobacterium spp.

Asagrobactériassaomicrorganismostipicamentedo
solo, aerébicas e Gram-negativas, movendo-se na rizosfera
por meio de dois flagelos polares e de dois a quatro filamen-
tos laterais. Suas células em forma de bacilo apresentam
tamanho de 0,6 pma 1,0 um x 1,5 um a 30 um, ocorrendo
isoladas ou aos pares, e nao formam esporos (Figura 1). As
agrobactérias foram inicialmente classificadas no género
Agrobacterium e, ap6s revisdo em 2001, foram incluidas no
género Rhizobium (YOUNG et al.,, 2001, 2005). Entretanto,
essa revisao taxondmica ainda é contestada e nao é ado-
tada completamente (FARRAND et al.,, 2003; LINDSTROM;
YOUNG, 2011). Além disso, o sequenciamento completo
do genoma de diferentes linhagens de Agrobacterium mos-
trou alta conservacao, mesmo entre espécies diferentes, o
que pode ser considerado um novo ponto de partida para
uma reclassificacdo do género (GELVIN, 2009; MORIGUCHI
et al,, 2001; SLATER et al., 2009, 2013). Varios laboratérios
ja utilizam como rotina técnica como PCR ou RFLP, para
identificar e comparar as linhagens de Agrobacterium
spp. em estudos de filogenia, fitopatologia, epidemiolo-
gia, entre outros. No presente Manual, as agrobactérias
serdao consideradas, ainda, como membros do género
Agrobacterium, pertencentes a familia Rhizobiaceae, que
também agrupa os géneros Rhizobium e Bradyrhizobium,



Tabela 1. Marcadores genéticos encontrados em linhagens de Escherichia coli comumente utilizadas em engenharia genética.

Descrigdo do marcador

Expresséo de proteinas

DE3 Codifica para o promotor da T7 RNA polimerase Usado para expresséo proteica induzida pelo promotor T7
de bacteriéfago

lon Inativacdo da Lon ATPase—protease Diminui a degradacao de proteinas recombinantes

ompT Mutacéo em protease da membrana externa Aumenta a produgdo de algumas proteinas recombinantes

pLys O plasmidio pLys codifica para a T7 lisozima Inibe a expressao da T7 RNA polimerase, pois suprime a

expressao basal do promotor T7

relA Elimina fator de estringéncia (inibicdo de Possibilita a sintese de RNA na auséncia da sintese proteica
transcrigdo) resultando em fenétipo relaxado

Selecdo de recombinantes

gyrA96 Mutante de DNA girase Confere resisténcia a acido nalidixico
lacY1l Mutante da B-D-galactosidase Bloqueia o uso de lactose, o que aumenta o controle de
promotores induzidos pelo IPTG
lacz Codifica para B-D-galactosidase Sua mutagao produz coldnias brancas (em vez de azuis) na
presenca do X-Gal
lacZAM15 Delegao parcial do gene da 3-D-galactosidase Usado para selegdo de recombinantes em azul/branco
lacl Codifica para o repressor lac que controla a Inibe transcricao do operon lac
expressao de promotores que carregam o operon
lac
P3 O plasmidio P3 contém genes de resisténcias a Possibilita a selecao de recombinantes
canamicina, tetraciclina e ampicilina
rpsL Mutacédo na proteina ribossomal S12 Confere resisténcia a estreptomicina
Tn10 Transposon Confere resisténcia a tetraciclina

Continua...




Tabela 1. Continuagéo.

Descricdo do marcador

Clonagem

dam/dcm Elimina a metilagdo enddgena na adenina da Usado para propagar DNA a ser clivado por certas enzimas
sequéncia GATC (dam) ou a na citosina da de restri¢cdo (como Ava Il, Bcl 1)
sequéncia CCWGG
endA Mutagéo na enzima Endonuclease | Elimina atividade de endonuclease especifica
F Plasmidio auto-replicativo de baixa copia utilizado Contém um marcador de resisténcia para facilitar sua
para a produgédo de DNA de fita simples quando manutengao e carrega os gendtipos lacl and lacZAM15
infectado com o fago M13
hsd MutagOes no sistema de metilacédo e de restricdo  Possibilita E. coli reconhecer DNA exdgeno
enzimatica
mcrA, Mutagbes em sitios especificos de metilcitosinas ~ Permite que o DNA metilado nédo seja reconhecido como
mcrBC, mrr exdégeno
nupG Mutacdo no transporte de nucleosideos Aumenta a incorporagéo de plasmidios
recA Mutac&o em gene responsavel por recombinacdo Impede a recombinagao do DNA introduzido (inserto) com o
e reparo de DNA em E. coli da hospedeira (E. coli) aumentando a estabilidade do inserto
SupE,F Mutacdo supressora Suprime as muta¢es ambar (supE) (UAG) e tirosina (supF)
tonA Mutagéo em proteina da membrana externa Confere resisténcia ao bacteriéfago T1, T5 e f80
tsx Mutacdo em proteina da membrana externa Confere resisténcia ao fago T6
traD, D36 Mutacéo em fator de transferéncia Previne a transferéncia do epissoma F’

Crescimento em meio de cultura

ara-14 Bloqueia o catabolismo do agucar arabinose Bloqueia a utilizagdo da arabinose

argF Mutac&o na ornitina carbamiltransferase Bloqueia a habilidade de utilizar o aminoacido arginina
galK Mutag&o na enzima galactoquinase Blogueia o catabolismo da galactose

galu Mutacéo na glucose-1-fosfato uridiltransferase Bloqueia a habilidade de usar galactose

leuB Mutagéo na biosintese de leucina Requer leucina em meio minimo para crescimento

Continua...



Tabela 1. Continuagéo.

Gene Descrigdo do marcador Funcao

proAB Mutac&o na biosintese de prolina Requer prolina para crescimento em meio minimo de cultura
thi-1 Mutacéo na biosintese de tiamina Requer tiamina para crescimento em meio minimo

xyl-5 Mutag&o no metabolismo de xilose Bloqueia o catabolismo de xilose

Existem vaérias linhagens de E. coli (como XL1-Blue, DH1, DH5-a, JM 101, DH1, BL21, M15 e DB3), disponiveis comercialmente, que abrigam diferentes combinacdes dos
genes citados. O genodtipo dessas, e de varias outras linhagens, podem ser encontrados em <http://openwetware.org/wiki/E._coli_genotypes>.

Fonte: E. coli genotypes (2014).

que sdo bactérias fixadoras de nitrogénio (KERSTERS;
DE LEY, 1984). O género Agrobacterium (do grego agros =
campo e bakterion = bastonete) esta subdividido em cinco
espécies que diferem entre si pela patogenicidade e pelo
modo de infeccdo em plantas distintas. A. tumefaciens

Foto: Cristiano Lacorte

é o agente etiolégico da galha-da-coroa (crown gall;
Figura 2), A. rhizogenes causa a raiz-em-cabeleira (hairy
root), A. rubi induz tumores especificamente em Rubus
spp. (cane gall), A. vitis induz tumores preferencialmente
em videiras (Vitis spp.) e A. radiobacter é saprofita (isto &,
nao patogénica). As diferentes espécies de Agrobacterium
podem ser subdivididas em trés biovares (ou biotipos),
baseados em caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas que
sdo determinadas pelo cromossomo bacteriano (Tabela 2).

As agrobactérias ocorrem em quase todos os tipos

de solos, cultivados ou nédo. Sdo geralmente encontradas

nas galhas ou em estreita associacdo com raizes ou no

Figura 2. Sintoma tipico da galha-da-coroa em planta de
kalanchoe (Kalanchoe tubiflora), induzidas pela inoculagédo arti-
incidéncia da galha-da-coroa, os isolados de A. radiobacter ficial com linhagens selvagens de Agrobacterium tumefaciens.

solo adjacente as plantas. Mesmo em solos com elevada




(nao patogénicos) sao de 10 a 100 vezes mais numerosos
que os das outras espécies patogénicas. As diferentes espé-
cies do género Agrobacterium ocorrem em todo o mundo,
preferencialmente em regides de clima temperado devido
a sua sensibilidade a temperaturas acima de 34 °C (KRIMI
etal, 2002; LIPPINCOTT et al., 1981).

Mais de 600 espécies vegetais sao conheci-
damente susceptiveis a infeccdo por A. tumefaciens
e A. rhizogenes, sendo que a maioria pertence as
Gymnospermas e Angiospermas dicotiledéneas, sen-
do mais raras nas Angiospermas monocotiledéneas
(CLEENE; LEY, 1976; KARAMI et al., 2009). Embora de bai-
xa incidéncia, a galha-da-coroa pode tomar proporc¢des
devastadoras em certas culturas, conduzindo a perda
quase total da producdo, principalmente em espécies

ornamentais, frutiferas e florestais, que sdao propagadas

Tabela 2. Caracteristicas de diferentes biovares do género
Agrobacterium.
Biovar 3

Caracteristica Biovar 1 Biovar 2

Producéo de + - -

3-cetolactose

Temperatura maxima de 37°C 29 °C 35°C

crescimento

Utilizac&o de eritritol - + -

Utilizagdo de L-tartarato - + +
de sodio

Tolerancia a NaCl 2% + - +

Fonte: Lippincott et al. (1981) e Matthysse (2006).

vegetativamente. Apesar de a galha-da-coroa nao ser
uma doenca de importancia econémica para o Brasil,
existem relatos de sérios danos causados por essa doen-
¢a em varias culturas, como pessegueiro, roseira, videira,
ameixeira, chuchuzeiro, alface, mandioca, entre outras,
em varios estados do Pais (BARROS et al., 2004; BERIAM
et al,, 1996; GOMES et al., 1998; ROMEIRO, 1995).

Estudos realizados a partir da década de 1980
concluiram que o surgimento da galha-da-coroa é, na
realidade, o resultado de um processo natural de trans-
feréncia de genes presentes em Agrobacterium spp. para
a célula vegetal (Figura 3) (BRASILEIRO; ARAGAQ, 2010;
GELVIN, 2009; PACURAR et al., 2011). Nos momentos
iniciais do processo de infeccao, moléculas-sinais exsuda-
das pela célula vegetal, em resposta a um ferimento, vdao
ativar genes localizados na regido de viruléncia (regido
vir) de um plasmidio de alto peso molecular, denomi-
nado Ti, presente em todas as linhagens patogénicas de
Agrobacterium. As diversas proteinas codificadas pelos
genes presentes na regido vir vdo promover a transfe-
réncia da bactéria para a célula vegetal de outra regidao
do plasmidio Ti, a regidao T-DNA. Uma vez no nucleo da
célula, o T-DNA é integrado, de forma estavel, no genoma
vegetal. Os genes presentes no T-DNA de A. tumefaciens,
conhecidos como oncogenes, sdao entao transcritos
no sistema eucarioto vegetal, codificando enzimas
envolvidas na via de biossintese de hormonios vegetais
(citocininas e auxinas; Capitulo 3). Como consequéncia
desse desequilibrio hormonal, as células transformadas



proliferam-se desordenadamente, levando a formacao da
galha-da-coroa. Em A. rhizogenes, a expressao dos onco-
genes induz a producao de raizes no local do ferimento,
devido, provavelmente, a um aumento da sensibilidade
a auxina nas células transformadas, formando a raiz-em-

-cabeleira. O T-DNA também possui genes que codificam

. Regido-T
)| Plasmidio Ti )

% Fita-T ,
@ Nicleo

Planta sadia

Infecgdo

enzimas responsaveis pela sintese de opinas, que sao
aminoacidos ou carboidratos modificados. As opinas
produzidas pelas células transformadas sdo utilizadas
exclusivamente pela Agrobacterium infectante, como
fonte de energia, carbono e nitrogénio, sendo, portanto,
as intermedidrias quimicas do parasitismo.

° ® Auxinas e
Citocininas
° T-DNA

Célula vegetal .
,

..

transformada .~

Figura 3. Esquema do processo natural de infec¢do de uma planta por Agrobacterium tumefaciens. As bactérias presentes no solo
sdo atraidas por moléculas-sinal, liberadas pela planta em resposta a um ferimento. Apos a indugéo dos genes de viruléncia do
plasmidio Ti, o T-DNA é transferido da bactéria para o genoma da planta em forma de fita simples (fita-T). Os genes presentes no
T-DNA serdo entao expressos, sintetizando opinas e hormdnios vegetais (citocininas e auxinas). A formagéo da galha é o resultado
do desequilibrio hormonal provocado pela sintese desses hormdnios nas células transformadas.

Fonte: adaptado de Brasileiro e Lacorte (1998).

llustragdo: Laura de Alencar Dusi



Os conhecimentos gerados, desde entdo, culmi-
naram com um entendimento bastante aprofundado do
parasitismo Agrobacterium/planta, sendo considerado
atualmente um sistema modelo para os estudos das inte-
racdes patdgeno/hospedeiro, do transporte intercelular
de macromoléculas e do direcionamento de proteinas
para o nucleo. Nos ultimos anos, o sofisticado e fascinan-
te mecanismo de transferéncia de informacdo genética
dessas bactérias para as plantas tem propiciado o uso de
Agrobacterium como vetor natural de transferéncia de
genes, permitindo a obtencdo de um grande numero de
plantas geneticamente modificadas (Capitulo 6). Além de
plantas, Agrobacterium pode transformar, em condi¢oes
de laboratério, uma vasta gama de organismos euca-
ridticos, incluindo desde fungos filamentosos, levedura,
cogumelos cultivados a ourico-do-mar e células huma-
nas (BULGAKOV et al., 2006; LACROIX et al., 2006). Essas
descobertas possibilitaram a utilizacdo de Agrobacterium
como um vetor universal de transformacao genética de

todos os organismos eucaridticos.

Conservacao de linhagens bacterianas
(Escherichia coli ou Agrobacterium spp.)

A correta conservacdao de uma colecdo de linha-
gens de bactérias deve obedecer aos seguintes critérios
(ASMA, 1995; WISE et al., 2006):

« Culturas introduzidas devem ser comprovada-
mente puras (origem clonal).

« Subculturas frequentes devem ser evitadas, pois
podem aumentar os riscos de contaminacao, de
erros de etiquetagem ou de ocorréncia de muta-

¢Oes somaticas.

+ A perda de viabilidade das células durante a pre-
paragao, o armazenamento e o restabelecimento
das culturas deve ser a menor possivel.

+ Culturas devem manter-se geneticamente esta-
veis durante todo o periodo de armazenamento.

Os niveis de estabilidade genética e viabilidade
de uma cultura durante seu armazenamento podem ser
mantidos pela reducao da atividade metabdlica da célula
bacteriana, por meio de diferentes estratégias, que po-
dem ser aplicadas simultaneamente ou ndo: auséncia de
oxigénio, armazenamento em meio minimo, reducao da
temperatura, remocao quase total de dgua, entre outras
(GHERNA, 1981). A escolha do método de conservacao
deve levar em conta a demanda e a disponibilidade de
equipamentos (congelador a -80 °C, liofilizador, etc.). De
qualquer modo, métodos diferentes podem ser adotados
de forma a disponibilizar culturas para as mais diversas
finalidades (DIETZ; CHURCHILL, 1985; KIRSOP; DOYLE,
1991).

Neste capitulo, serdao descritos métodos bdsicos
para o cultivo de linhagens de E. coli e Agrobacterium
spp. nos meios de cultura semissoélido e liquido para sua

conservagao a médio e longo prazos.



2 Cultivo da bactéria

2.1 Material

« Agitador do tipo orbital com controle de
temperatura.

+ Alca de platina.

- Bico de Bunsen.

+ Erlenmeyer de 25 mL.

+ Incubadora com controle de temperatura.

» Meios de cultura para crescimento de bactérias
LB (para linhagens de E. coli; Apéndice 1) e LB,
MYA ou YMB (para linhagens de Agrobacterium
spp.; Apéndice 1), contendo os antibiodticos
apropriados.

+ Solugdes-estoque de antibidticos (Apéndice 3).

2.2 Procedimento

1. Em uma capela de fluxo laminar, aquecer uma alca
de platina na chama de um bico de Bunsen até que
ela se torne incandescente. Afastar a alca da chama e
aguardar até que ela esfrie.

2. Transferir, com a alca, uma colénia circular e isolada
(clone) da cultura, recém-crescida em meio de cultura
contendo 0,6% (p/v) de 4gar, para 5 mL do meio de
cultura liquido em um Erlenmeyer de 25 mL.

Para uma perfeita aeracdo durante o crescimento da cultura, reco-
menda-se que a capacidade do frasco (tubo ou Erlenmeyer) seja, no
minimo, quatro vezes superior ao volume de meio utilizado.

E importante que a cultura seja iniciada a partir de uma colénia isolada
para garantir sua pureza, isto &, que cada col6nia isolada represente
um clone de uma Unica bactéria.

3. Cultivar as bactérias em um agitador do tipo orbital, a
uma frequéncia de agitacao de 100 rpm a 150 rpm e
a uma temperatura de 37 °C para E. coli e entre 25 °C
e 28 °C para Agrobacterium spp. Nessas condigdes,
culturas de E. coli atingirdo sua fase exponencial de

crescimento entre 12 e 18 horas (A__ = 1,0) enquanto

600
culturas de Agrobacterium spp. necessitarao de 20 a

48 horas (A__entre 0,5 e 1,0).

600

Durante o crescimento da cultura de Agrobacterium em meio liquido,
pode ocorrer a formacéo de agregados de células em forma de roseta
ou de estrela (KERSTERS; DE LEY, 1984). Algumas linhagens de
Agrobacterium spp. (como LBA4404) sdo mais propicias a formagéao
desses agregados (HOOD et al., 1993). Entretanto, essa caracteristica
nao parece interferir no seu crescimento ou na sua eficiéncia de trans-
formacao de plantas.

4. Mergulhar na suspensao bacteriana uma alga de
platina previamente esterilizada (item 1) e estriar a
superficie do meio de cultura contendo 0,6% (p/v)
de agar para a obtencao de colbnias isoladas, como
indicado na Figura 4A.

5. Etiquetar o fundo da placa com o nome da linhagem
e selar a placa com filme de PVC.

6. Incubar a placa em posicdo invertida, durante 20 a
48 horas, em incubadora a temperatura de 37 °C para
E. coli e entre 25 °C e 28 °C para Agrobacterium spp.




Apds esse periodo, colbnias isoladas poderao ser
observadas (Figura 4B). Cada colonia é a progénie
de uma unica célula bacteriana (clone) e, por isso, é
geneticamente pura.

Incubar por 48 horas

<

Figura 4. Estriamento de uma cultura de bactéria em placa de
Petri com meio de cultura contendo 0,6% (p/v) de &gar, conhe-
cido como “método de estrias por esgotamento”. (A) Estriar o
meio com uma alca de platina contendo a cultura bacteriana,
seguindo as indicacgdes de 1 a 4. Flambar a alga somente entre
a primeira e a segunda série de estrias. (B) Apos o periodo de
incubacéo (48 horas), colénias bem isoladas séo visualizadas
no local onde foram feitas as Gltimas estrias.

Fonte: adaptado de Brasileiro (1998).

llustragao: Laura de Alencar Dusi

2.3 Observagoes

Para evitar contaminacées, nao é aconselhavel
manipular bactérias na mesma capela de fluxo laminar
onde se manipula material vegetal in vitro ou outros
microrganismos. Assim, se possivel, reservar uma capela
do tipo vertical para manipulacao exclusiva de bactérias.

De uma maneira geral, linhagens de Agrobacterium
spp. crescem em meios de cultura contendo extrato de le-
vedura e uma fonte de carbono adequada, como glicose,
sacarose ou manitol. Linhagens pertencentes a biovar 1
crescem bem em meios ricos, comumente usados para
E. coli, como o meio LB. Ja linhagens pertencentes a
biovar 2 e 3 preferem meios mais especificos, como o
MYA e o YMB, nos quais linhagens da biovar 1 também
podem crescer (HOOYKAAS; MOZO, 1994; LEBOWITZ;
SANDERFOOT, 1991; LIN, 1994).

Linhagens de E. coli (Tabela 1) e de Agrobacterium
spp. (Capitulo 3) geneticamente modificadas possuem
marcadores de selecdo especificos, geralmente resis-
téncia a antibiodticos, que podem estar no cromossomo
e/ou em elementos extracromossomais (plasmidios).
Nesse caso, a pressao de selecao exercida pelo marcador
devera ser mantida durante o cultivo e a conservacao
dessas culturas, como precaucao adicional contra conta-
minagdes com outras bactérias, muta¢cdes ou perdas de
plasmidios.

Linhagens de Agrobacterium spp. pertencentes a
biovar 1 ou 3 crescem bem em temperaturas moderadas



entre 28 °C e 29 °C. Linhagens pertencentes a biovar 2
sdo mais sensiveis a temperatura e devem crescer a uma
temperatura entre 25 °C e 27 °C. Temperaturas superiores
a 30 °C podem induzir a perda do plasmidio Ti na maioria
das linhagens de Agrobacterium spp. (HAMILTON; FALL,
1971; WATSON et al.,, 1975).

A velocidade de crescimento de uma determinada
linhagem bacteriana depende do genétipo da linha-
gem, do meio de cultura, da temperatura e da aeracdo.
Depois de uma fase de laténcia (lag) ou de adaptacao,
a cultura inicia uma fase exponencial ou logaritmica de
crescimento, quando a multiplicacdo das células ocorre
com velocidade maxima, isto é, o numero de células da
populacdo duplica a cada geracdo. Para E. coli, a fase
exponencial pode durar de 12 a 18 horas, durante a qual
o tempo de geracao fica em torno de 20 minutos (HOLT
et al., 1994). Para Agrobacterium spp., a fase exponencial
pode durar de 4 a 8 horas, durante a qual o tempo de ge-
racdo varia de 70 a 90 minutos (LIPPINCOTT et al.,, 1981).
Em seguida, a cultura entra em uma fase estacionaria ou
plat6, quando a taxa de divisao celular é muito préxima
da taxa de morte celular. Finalmente, a cultura entra na
fase de declinio, que corresponde a morte celular.

O crescimento de uma cultura pode ser monito-
rado pela leitura da absorbancia (A) em um espectro-
fotobmetro, a um comprimento de onda de 560 nm a
660 nm, em intervalos de tempo constantes. Portanto,
pode-se considerar que, para E. coli, A, = 1,0 equivale
a 3 x 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL,

enquanto para Agrobacterium spp., A, = 1,0 equivale
a 5 x 10® UFC/mL (HOLT et al., 1994; LIN et al., 1994).
Entretanto, para saber a relacdo exata de cada linha-
gem, é necessario fazer, para cada uma delas, uma cur-
va de crescimento que correlacione a absorbancia da
suspensao com o numero de células viadveis, que é es-

timado pela contagem de UFC apés dilui¢des seriadas.

Culturas em meio contendo 0,6% de agar (p/v) po-
dem ser conservadas a curto prazo (até 2 meses), se man-
tidas no escuro e em geladeira a 4 °C. Deve-se conservar
as placas em posicao invertida, para evitar que a 4gua da

condensagdo nas tampas escorra sobre as colonias.

3 Conservacédo de culturas a
médio prazo (método stab)

3.1 Material

« Mesmos materiais que o do item 2.1.

« Tubos de criopreservacao de 2 mL, com tampa

de rosca, esterilizados.

3.2 Procedimento

1. Preparar um tubo de criopreservagao contendo 1,8 mL

de meio de cultura contendo 0,6% (p/v) de agar.




2. Transferir para o tubo, com auxilio de uma alca de
platina esterilizada, uma coldnia isolada de bactéria
recém-crescida em meio contendo 0,6% (p/v) de
agar. Introduzir a alca de platina no meio de cultura

até o fundo do tubo.

3. Incubar os tubos a temperatura de 37 °C para
E. coli e entre 25 °C e 28 °C para Agrobacterium spp., e
aguardar o crescimento da cultura por 20 a 48 horas.
Durante esse periodo, manter a tampa do tubo ape-

nas levemente apertada.

4. Fechar completamente a tampa, etiquetar os tubos
com os nomes das linhagens e selar com filme de

PVC, para prevenir o ressecamento do meio.

5. Conservar os tubos no escuro, a temperatura ambien-
te, ou em geladeira a 4 °C. Utilizando-se esse método,
conhecido como stab (“perfurar”), as culturas podem
ser mantidas por um periodo de até 2 anos, sem per-
da de viabilidade.

3.3 Observacgéo

A vantagem de conservar linhagens de bactérias
em stab esta na simplicidade do método. Se forem depo-
sitadas profundamente no meio de cultura, as bactérias
tornam-se anaerdbicas, bloqueando qualquer atividade
metabdlica que ndo seja essencial para a sua sobrevivén-

cia naquelas condicoes.

4 Conservacdo de culturas
a longo prazo (congelamento

a -80 °C)

4.1 Material

« Mesmos materiais que o do item 3.1.
« Agitador de tubos.
+ Nitrogénio liquido.

+ Solucao de glicerol 40% (v/v), esterilizado por
autoclavagem a 120 °C, durante 20 minutos.

4.2 Procedimento

1. Cultivar as bactérias em meio liquido até atingir a fase
exponencial de crescimento, como descrito no item

2.2 Procedimento.

2. Transferir 750 uL dessa suspensao bacteriana para um
tubo de criopreservacao, contendo 750 ulL de glicerol
40% estéril. Fechar o tubo e homogeneizar suspensao
e glicerol em um agitador de tubos, obtendo, assim,
uma concentracao final de glicerol 20% (v/v).

O dimetil suféxido (DMSO) também pode ser usado como criopreser-
vante para substituir o glicerol. Nesse caso, a concentragéo final de
DMSO deve ser de 5% (v/v), obtida pela homogeneizagao de 750 pL da
suspensdao bacteriana com 750 pL de uma solugdo de DMSO 10% (V/v).



3. Etiquetar o tubo com o nome da linhagem e selar com
filme de PVC. Congelar a mistura rapidamente, mergu-
Ihando, com auxilio de uma pinga, o tubo diretamente
no nitrogénio liquido durante alguns segundos.

De preferéncia, deve-se usar o congelamento rapido em nitrogénio,
pois ele diminui a formacéo de cristais de gelo e aumenta a viabili-
dade das células. Entretanto, quando ndo houver disponibilidade de
nitrogénio liquido, os tubos podem ser diretamente congelados em um
congelador a -80 °C.

4. Transferir imediatamente o tubo congelado para um
congelador a -80 °C. Nessas condicdes, a cultura se
mantera viavel por até 10 anos.

5. Para recuperar uma cultura mantida a -80 °C, basta
raspar com uma alca de platina a superficie da cul-
tura ainda congelada e inocular em 5 mL de meio
de cultura liquido. Proceder ao cultivo das bactérias
em meio liquido, como descrito no item 2.2. Durante
toda a manipulacdo, a cultura deve permanecer
congelada, mantendo o tubo em gelo seco ou em
nitrogénio liquido. Terminada a transferéncia, levar
imediatamente a cultura para o congelador a -80 °C,
evitando perda de viabilidade.

4.3 Observagoes

Culturas de E. coli ou Agrobacterium spp. também
podem ser conservadas em vapor de nitrogénio (-156 °C)
ou na fase liquida do nitrogénio (-196 °C). Nesses casos,
o procedimento de preparacdo das culturas é igual ao
descrito para o congelamento a -80 °C.

Outro método muito utilizado de conservacao a
longo prazo de linhagens de bactérias é baseado na lio-
filizacdo das células. Para mais detalhes, consultar Asma
(1995) e Clement (1961).

Para prevenir a perda da colecdo de linhagens por
um problema de queda de tensdo do congelador a-80 °C,
conservar uma segunda copia da colecao (backup) em
outro congelador.

Além da conservacao das culturas, é importante
manter uma colecao dos vetores, contendo as constru-
¢oes finais (vetores para transformacdo direta e vetores
bindrios) que serdo utilizados para transformacao de
plantas, assim como os vetores utilizados para sua obten-
cao (vetores intermediarios de clonagem). Essa colecdo
de vetores é obtida pelo isolamento de DNA plasmidial
das linhagens de E. coli ou Agrobacterium (Capitulos 2 e
3) e sua conservacao em solucao TE (Apéndice 4) a -20 °C.
Nessas condicdes, o DNA plasmidial pode ser conservado
a longo prazo e, quando necessario, reintroduzido em
linhagens de E. coli ou Agrobacterium spp. por diferentes
metodologias de transformacdo (Capitulos 2 e 3).

E muito importante que a manutencao da virulén-
cia das linhagens selvagens de Agrobacterium armazena-
das durante longos periodos seja monitorada. Para tanto,
testes de viruléncia podem ser realizados periodicamente
com essas linhagens, principalmente com aquelas que
nao possuem marcadores de selecdo. Watson et al. (1975)
demonstraram que a frequéncia de perda do plasmidio
Ti, em condi¢des normais de crescimento, esta em torno




de 10 Por isso, cada uma das linhagens selvagens e pa-
togénicas da colecao deve ser inoculada, no minimo, pe-
riodicamente, em plantas conhecidamente susceptiveis
a Agrobacterium spp., como fumo, kalanchoe (Figura 2),
cenoura etc., (BRASILEIRO; LACORTE, 1998) observando-
-se 0 aparecimento de sintomas.

Linhagens de E. coli (Tabela 1) e de Agrobacterium
spp. (Capitulo 3) geneticamente modificadas sao consi-
deradas organismos geneticamente modificados (OGMs)
pertencentesao Grupo |l de classificacdo derisco conforme
estabelecido no Decreto n° 5.591, de 22 de novembro de
2005, que regulamenta a Lei Nacional de Biosseguranca
(Lei n® 11.105, de 24 de marco de 2005). Dessa forma, as
medidas apropriadas de contencao e descarte das linha-
gens, e do material que tiver contato com essas linha-
gens, devem ser seguidas de acordo com as normas da
Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio).
Entre outras medidas, a manipulacdao das linhagens
nas atividades de pesquisa deve ser feita em regime de
contencao, e as culturas propriamente ditas, ou qualquer
outro material contaminado, devem ser esterilizados por
autoclavagem antes do descarte.
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1 Introducédo

Os vetores utilizados para transformacao de
plantas, por meio de métodos diretos, sao plasmidios
bacterianos, nos quais foram clonados os genes a serem
introduzidos no genoma vegetal. Esses vetores variam de
tamanho (2 kb a 50 kb), entretanto, tamanhos menores
(2 kb a 15 kb) sao mais indicados. Diversos plasmidios
poderiam ser utilizados como vetores para transforma-
¢ao, incluindo aqueles que foram largamente utilizados
nas ultimas décadas, tais como os derivados de pBR322
(BOLIVAR et al., 1977) e pACYC (SAMBROOK et al., 1989).

Entretanto, os sistemas de transformacao direta
utilizam quantidades relativamente altas de DNA. Assim,
deve-se, absolutamente, dar preferéncia aos plasmidios
de geracdes mais recentes, que se replicam em nimero
alto de copias (Tabela 1). Os mais adequados sdao aqueles
derivados da série pUC (VIEIRA; MESSING, 1982), em que
0s mais comumente utilizados sdao o pUC18 e pUC19
(GeneBank X02514). Esses vetores possuem a mesma
origem de replicacdo pMB1 (ou ColE1). A Unica diferenca
entre os dois é a inversdo da regido de multiplos sitios de
clonagem. Outros plasmidios derivados de pUC sdo utili-
zados, tais como os das séries pSP (MELTON et al., 1984),
PGEM e pBS . Esse ultimo contém a origem de replicagao
do bacteriéfago M13, inserido em orientagdo oposta, em
um vetor derivado da série pUC. Tais plasmidios sdo uti-
lizados para clonagem de genes marcadores e de genes
de interesse.

Tabela 1. Numero de cépias de diferentes plasmidios por cé-
lula bacteriana.

Plasmidio Replicon Numero de cépias
pUC (série) pMB1 500 a 700
pBS (BlueScript) pMB1 300 a 500
pBR322 e derivados pMB1 15a20
pPACYC e derivados pl5A 10a12
pSC101 e derivados pSC101 5

ColEl ColEl 15a 20

Fonte: Sambrook et al. (1989).

Tecnologias mais novas, envolvendo recombina-
¢ao, permitem realizar clonagem contornando as limi-
tagdes existentes nos métodos tradicionais que utilizam
enzimas de restricdo. Da mesma forma, pode-se usar
clonagem por Gene Splicing by Overlap Extension (gene
SOEing), que permite a recombinacdo de sequéncias in vi-
tro, usando PCR, sem necessidade de sitios para enzimas
de restricao ou uso de ligase (HORTON, 1995). Entretanto,
algumas estratégias de clonagem e construcao de vetores
foram superadas, em razdo da possibilidade de realizar a
sintese quimica de sequéncias de DNA e até mesmo de
vetores completos. Embora haja vetores que apresentam
sintese dificultada, como aqueles que possuem sequén-
cias invertidas ou repetitivas, essa metodologia é a opgao
preferida em muitos casos. Com o aparecimento de
empresas especializadas na construcao de vetores custo-
mizados, essa opc¢do estd se tornando vidvel, com custo
cada vez menor, precisao excelente e tempo reduzido.



Uma vez identificados, os genes e suas respectivas
sequéncias regulatérias sdo agrupados, formando um
cassete de expressao, contendo, basicamente, o pro-
motor seguido de uma sequéncia codificadora e de um
sinal de poliadenilacdo (terminador). Esses cassetes sdo
agrupados em um vetor adequado, ou seja, um plasmidio
bacteriano. Um vetor contém, basicamente, os genes de
interesse a serem introduzidos, os genes marcadores para
transformacao e selecdo, uma origem de replicagdo e um
gene que confere as bactérias resisténcia a um antibiético
(Figura 1). Embora seja possivel utilizar um processo de
co-transformacéo (ARAGAO et al., 1996; HADI et al., 1996),
isto &, introduzir genes contidos em mais de um vetor
simultaneamente, é preferivel que todos os genes que
se queira introduzir estejam posicionados em um unico
vetor. Em geral, um dos genes presentes no vetor é um
gene marcador, sendo o gene gus (uidA) (JEFFERSON et al.,
1987) (Capitulo 8), um dos mais utilizados em razao de sua
versatilidade. Sua expressao é muito facil de ser detectada
por métodos enzimaticos, colorimétricos e fluorimétricos.

Genes para selecao das células transformadas séo
essenciais em alguns métodos de transformacdo, como
eletroporacao de protoplastos e alguns sistemas que
utilizam o processo biobalistico. Os mais utilizados sao
os de resisténcia a antibiético, como o gene neo (nptll)
que confere resisténcia a canamicina, geneticina (G418)
ou paramomicina, e o gene hpt, que confere resisténcia
a higromicina. O gene de resisténcia a herbicida mais
empregado é o bar, que codifica a enzima fosfinotricina
acetiltransferase (PAT), que confere resisténcia a fosfi-
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Figura 1. Mapa de restricdo do plasmidio pFA (10.980 pb),
que contém os genes da proteina oxalato descarboxilase de
Flammulina velutipes (oxdc) sob o controle do promotor 35S
do Cauliflower mosaic virus (35S) e 0 gene crs que codifica a
enzima acetolactase sintase (ALS) mutada e confere resistén-
cia aos herbicidas da classe das imidazolinonas. Esses genes
foram clonados no vetor pBlueScript que contém ainda como
marcador o gene que confere resisténcia bacteriana ao antibi-
otico ampicilina (bla). A seta indica o sentido da transcri¢céo dos
genes. O pFA foi construido por Francisco José Lima Aragéo
e Elsa O. P. Lago Nogueira (Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia).

llustragdo: Laura de Alencar Dusi

notricina (PPT) (ARAGAO; BRASILEIRO, 2002). Para gerar
produtos comerciais, € comum a utilizacao de vetores
linearizados, nos quais os genes que conferem tolerancia
a antibiéticos foram total ou parcialmente removidos.



Esses vetores sdao digeridos com enzimas de restricao
para que esses genes nao estejam funcionais nas plantas
transgénicas geradas (BONFIM et al., 2007).

Atualmente, existem varias ferramentas para ma-
nipulacdo genética direta do genoma de plantas. Uma
dessas tecnologias é chamada de EXZACT™. E baseada
no uso de zinc-finger nucleases (ZFNs). Essas ZFNs sao
concebidas para ter uma fusdo de regides especificas de
reconhecimento no DNA gendémico, dominio de reco-
nhecimento de DNA (DNA recognition domain, DRD) e um
dominio de nuclease (nuclease domain, ND). O DRD pode
ser criado para se ligar com alta especificidade a novas
sequéncias de DNA. O ND é utilizado para induzir uma
quebra no DNA de células vegetais, o que induz o meca-
nismo natural de reparacdo do genoma. Nesse processo,
o DNA inserido, que contém sequéncias homologas ao
sitio de clivagem, é usado como molde, possibilitando a
criacao de insercoes de forma dirigida e altamente preci-
sa. As novas moléculas podem conter transgenes, alterar
genes nativos, ou uma combinacdo de sequéncias que
serdo inseridas no genoma alvo, gerando modificacées
especificas. Dessa forma, podem-se fazer mutacdes com
alteracées em sequéncias regulatorias ou codificantes,
com modificacbes nos padroes de expressao, geracao
de novas proteinas ou silenciamento génico (PORTEUS,
2009; SHUKLA et al., 2009). Novas versdes dessa tecnolo-
gia, como a de context-dependent assembly (CoDA) foram
geradas, sendo usadas para modificar varios genes em
Arabidopsis thaliana e soja (SANDER et al.,, 2011, 2012).
Essa estratégia vem sendo aprimorada, convertendo-se

em uma tecnologia de dificil aplicagao, inicialmente ex-
plorada no ano 2000 em uma ferramenta realmente util
para modificacdo genética de plantas (ISALAN, 2012).

Outra estratégia para fazer engenharia de genomas
emprega o uso de Transcription Activator-Like Effectors
(TALENs). TALENs foram descobertos recentemente
como uma classe de proteinas que se ligam ao DNA
(DNA-binding proteins), encontradas em Xanthomonas sp.
(MOSCOU; BOGDANOVE, 2009; ZHANG et al., 2014). Os
dominios de reconhecimento em TALENs consistem em
modulos de 34 aminodacidos repetidos e concatenados
que podem ser rearranjados de acordo com o DNA-alvo.
TALENSs “fabricadas” podem ser usadas para uma gama
de aplicacbes envolvendo engenharia de genomas, in-
cluindo modulagdes transcricionais e edicao do genoma
(SANJANA et al., 2012). Outras endonucleases foram pro-
postas para modificacdo de genomas de bactérias e ani-
mais, e, eventualmente, poderdo ser usadas em plantas,
como a Cas9, que pode ser redirecionada para diferentes
sitios alvos, simplesmente modificando a sequéncia de
um unico RNA sintético guia (sgRNA) complexado com a
enzima. Essa tecnologia ja foi validada com plasmidios in
vitro e foi empregada recentemente para modificacao de
genomas (MUSSOLINO; CATHOMEN, 2013).

Com relagao aos promotores, o 35S do Cauliflower
mosaic virus (355CaMV) é amplamente empregado.
Algumas vezes, este promotor é duplicado e, além disso,
uma sequéncia enhancer do virus do mosaico da alfafa
(AMV) também pode ser acrescentada (DATLA et al.,



1993), levando a uma expressao forte e constitutiva em
dicotiledbneas, e, apesar de algumas limitagbes, em
monocotiledéneas (CHRISTENSEN et al.,, 1992). Embora
o promotor 35SCaMV promova niveis altos de expressao
em milho, trigo e arroz (SOUTHGATE et al.,, 1995), em mo-
nocotiledéneas preferem-se promotores mais especificos
como os do alcool desidrogenase do milho (AdhT), actina
do arroz (Act1) e ubiquitina do milho (Ubi7) (SOUTHGATE
etal, 1995; TAYLOR; VASIL, 1991).

Vdrios vetores para silenciamento génico (siRNA)
em plantas foram gerados (Figura 2). Alguns deles séo
comerciais (KARIMI et al., 2007), enquanto outros podem
ser construidos com métodos convencionais (WESLEY
et al.,, 2001). A utilizacdo de vetores e estratégias comer-
ciais de clonagem é muito util quando o objetivo é o
silenciamento de uma grande quantidade de genes. No
entanto, quando se quer silenciar alguns poucos genes
e fazer algumas poucas constru¢des para isso, vetores
préprios sao mais interessantes por razdes de proprie-
dade intelectual - para uma revisao sobre propriedade
intelectual da utilizagdo das estratégias de siRNA, ver Chi-
Ham et al. (2010). Esses vetores sdo muito eficientes para
silenciar genes enddgenos, bem como aqueles de paté-
genos intracelulares, ou mesmo para gerar silenciamento
in trans em organismos que interagem com a célula
vegetal (BONFIM et al., 2007; NUNES et al., 2006; TINOCO
etal., 2010). Em geral, o tamanho dos fragmentos génicos
utilizados nessas construcdes esta entre 180 pb e 500 pb.
Com esses vetores, é possivel silenciar varios genes simul-
taneamente e até obter plantas resistentes a até quatro

espécies de virus (BUCHER et al., 2006). Mais recentemen-
te, tem-se observado que sequéncias longas podem levar
ao silenciamento inespecifico (efeito off-target). Embora
isso ainda nao seja uma preocupacao generalizada, uma
vez que muitas plantas com silenciamento especifico
foram geradas sem que se observassem fenoétipos inde-
sejaveis, outras estratégias sdo usadas. Uma delas se ba-
seia no uso de sequéncias especificas pequenas (21 pb).
Em arroz, usa-se o vetor pNW55 que contém o precursor
de um microRNA natural (osa-MIR528 de arroz), no qual
pode-se colocar a sequéncia de um microRNA artificial
(desenhado para o gene de interesse a ser silenciado)
mediante uma série de PCR (WARTHMANN et al., 2008).
Estratégias como essa podem ser muito Uteis para silen-
ciar genes enddgenos de plantas cujo genoma seja bem
conhecido. No entanto, para o silenciamento de genes de
patdgenos (virus, fungos, nematoides), quer in cis, quer
in trans, a especificidade gera o inconveniente de dificul-
tar a obtencao de resisténcia ampla e duradoura.

Vetores virais também sdao usados para realizar
silenciamento em plantas de diferentes espécies, sem a
necessidade de gerar plantas transgénicas estaveis, em
uma estratégia chamada de virus-induced gene silencing
(VIGS, Capitulo 7).

Existem diferentes métodos para o isolamento de
plasmidios bacterianos. Todos esses métodos seguem
trés etapas basicas: a) crescimento da bactéria e ampli-
ficacdo do plasmidio; b) concentracdo e lise das células
bacterianas; c) purificacdo do plasmidio. O DNA utilizado




Gene Regido transcrita

B —>
I

D Promotor 4+— poliA
Promotor  — poliA

1}

E—— poliA

E Promotor

poliA

Figura 2. Vetores para silenciamento génico sao, em geral,
construidos para que se forme uma estrutura de grampo (loop)
apos a transcricao (RNA de dupla fita ou dsRNA). Nesta figu-
ra, uma sequéncia da regido transcrita de um gene é amplifi-
cada, por exemplo, com iniciadores (primers) com extensao
contendo sitios para enzimas de restri¢&o hipotéticas (X e Y; Z
e K). A sequéncia amplificada (A) é entédo clonada no vetor na
orientacdo direta (—) e reversa (<), utilizando-se inicialmente
as enzimas Y e Z e posteriormente as enzimas X e K (B e C).
Também é possivel utilizar-se da estratégia de ter dois casse-
tes de expressdo com o fragmento génico clonado em orienta-
¢ao direta e reversa (D). Existem distintos tipos de construcdes
que permitem silenciar varios genes simultaneamente. Para o
silenciamento de genes virais demonstrou-se que construcdes
com pequenos loops (E) sdo mais eficientes do que com um
loop grande de sequéncias invertidas.

Fonte: Zhang et al. (2011).

nos processos de transformacdo direta deve ter um alto
grau de pureza. No processo biobalistico, por exemplo, a
contaminagao com proteinas pode levar a uma aglomera-
¢ao das microparticulas (Capitulo 5), acarretando menor
eficiéncia de transformacao (SANFORD et al., 1993). Na
transformacao de células vegetais por eletroporacdo, a
pureza do DNA é igualmente importante, principalmente
tratando-se de analises quantitativas de expressao de
genes (CARNEIRO et al., 1993; SA et al., 1994).

O método de isolamento de DNA plasmidial por
lise alcalina, empregado com sucesso para o isolamento
de diferentes plasmidios em linhagens de bactérias, é
baseado no método inicialmente descrito por Birnboim e
Doly (1979). Esse método requer que o DNA plasmidial seja
separado do DNA cromossomal bacteriano, bem como de
outras macromoléculas. Em geral, o isolamento de plasmi-
dios menores tem melhor rendimento, pois quanto maior
o plasmidio, mais suas propriedades aproximam-se das do
DNA cromossomal bacteriano, tornando mais dificil seu
isolamento. A lise alcalina explora a natureza circular dos
plasmidios e o alto peso molecular do DNA cromossomal.
Quando o extrato celular é exposto a um pH alcalino (cerca
de 12), o DNA linear (cromossomal) é desnaturado, en-
quanto o DNA circular (plasmidial) permanece intacto. Em
seguida, o extrato é neutralizado com adicao de acetato
de sédio, que, em presenca de alta concentragao salina, faz
com que o DNA cromossomal precipite, juntamente com
as proteinas que tenham antes se complexado com um de-
tergente anidnico, como o SDS. O DNA entéo é precipitado
com alcool em presenca de sal.



Embora existam kits comerciais de varias marcas e
estratégias para isolamento de plasmidios, neste capitulo
apresenta-se um método simples e de alto rendimento
que é utilizado com sucesso para isolamento de plasmi-
dios que sao, em seguida, usados para transformacéo de
plantas pelo processo de eletroporacdo de protoplastos e
biobalistica (ARAGAO et al., 1996, 2000; RECH et al., 2008;
ZHANG et al., 1988) (Capitulos 4 e 5).

2 Preparacdo de células
competentes de Escherichia
coli e transformacéo por
choque térmico

2.1 Material

+ Alca de platina.

- CaCl, 0,1 M: dissolver 1,47 g de CaCl,.2H,0 ou
1,11 g de CaCl, anidro em 90 mL de agua desti-
lada. Completar o volume até 100 mL. Esterilizar
por autoclavagem.

« DNA plasmidial.
« Espectrofotometro.

« Incubadora com controle de temperatura e agi-
tacdo orbital.

+ Incubadora com controle de temperatura (37 °C).

« Linhagem de E. coli (por exemplo, DH1, DH5-a ou
XL1, descritas no Capitulo 1).

« Meio de crescimento de bactérias LB e SOC
(Apéndice 1).

- Placas de Petri com meio LB semissélido, conten-
do o antibidtico seletivo adequado (Apéndice 3).

« Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

« Termobloco ou banho-maria com regulacdo de
temperatura para 37 °Ce 42 °C.

« Minicentrifuga.

2.2 Procedimento

Preparacao das células

1. Com auxilio de uma alca de platina, estriar uma suspen-
sdo bacteriana de E. coli em uma placa contendo meio
LB semissélido. Incubar durante 16 horas, a 37 °C.

2. Transferir duas a quatro colénias para 5 mL de meio
LB liquido. Agitar suavemente para dispersar as colo-
nias no meio de cultura e incubar durante 16 horas, a
37 °C, sob agitacao (300 rpm).

As colbnias de E. coli devem ter de 1 mm a 2 mm de diametro. Os
5 mL de meio LB devem estar em um frasco de 10 mL a 15 mL de
capacidade.

3. Transferir 1 mL da suspensao bacteriana para 50 mL de
meio LB. Incubar a 37 °C durante 3 horas, sob agitacao
(300 rpm). Apods esse periodo, determinar a absor-



bancia da suspensao bacteriana em um espectrofo-
tometro. O numero de células ndao deve ultrapassar
108 células/mL (A_entre 0,3 e 04).
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Os 50 mL de meio LB devem estar em um frasco de 200 mL de capa-
cidade. O tempo deve ser 0 mais exato possivel, podendo exceder no
maximo em meia hora.

Nas etapas seguintes, as células devem permanecer no gelo e as
centrifugacdes devem ser feitas a 4 °C.

4. Centrifugar durante 5 minutos, a 3.000 g, a 4 °C.
Descartar o sobrenadante e inverter o tubo durante
20 segundos para eliminar tracos de meio.

Todas as etapas seguintes devem ser conduzidas em condi¢des
assépticas.

5. Lavar cuidadosamente as células com 12 mLa 15 mL
da solugao de CaCl, 0,1 M.

6. Centrifugar durante 5 minutos, a 3.000 g, a 4 °C.
Ressuspender, cuidadosamente, as células em 2 mL
da solucao de CaCl, 0,1 M, previamente resfriada.

7. Usar em seguida para transformagao por tratamento
com choque térmico.

Alternativamente podem-se distribuir aliquotas de 250 pL por microtu-
bos esterilizados e previamente esfriados e congelar imediatamente
a-70 °C.

Choque térmico

8. Transferir 100 L da suspensao bacteriana para um tubo
de microcentrifuga. Deixar durante 10 minutos no gelo.
Ao usar bactérias congeladas, descongelar uma aliquo-

ta de células competentes em gelo e colocar 100 uL em
um microtubo previamente resfriado no gelo.

9. Adicionar o DNA plasmidial (cerca de 20 ng) as células,
misturar cuidadosamente e incubar no gelo durante
30 minutos.

O volume de DNA néo deve exceder 1/10 do volume das células e
deve conter cerca de 1 ng a 20 ng de plasmidio. Quantidades maiores
de DNA podem ser empregadas; porém, podem saturar o sistema.

10. Transferir os tubos para um banho a 42 °C durante
exatamente 90 segundos. Nao agitar.

11. Rapidamente colocar os tubos no gelo e deixar du-
rante 1 a 2 minutos.

12. Adicionar 800 pL de meio SOC ou LB a cada tubo e
misturar suavemente. Transferir os tubos para um
banho a 37 °C, durante 45 minutos.

Uma agitacéo suave (inversdes do tubo) durante esse periodo pode
aumentar a eficiéncia do processo.

13. Concentrar as células por meio de centrifugacao
a 14.000 rpm em minicentrifuga por 30 segundos.
Eliminar 800 uL do meio, ressupender as células e
plaquear os 100 pL restantes em meio LB contendo o
antibiético apropriado.

Como controle da eficiéncia do antibiético, devem-se também plaquear

células que tenham passado pelo mesmo processo de transformagao,
porém, sem o plasmidio.

14. Incubar as placas invertidas a 37 °C. Observar as col6-
nias apos 12 a 16 horas.



2.3 Observacgdo

Células competentes de diferentes linhagens de
E. coli estao disponiveis no mercado e podem ser adquiri-
das em diferentes empresas.

3 Preparacdo de células
competentes de Escherichia
coli e transformacéo por
eletroporacéao

3.1 Material

« Alca de platina.

+ Cubetas de eletroporacao.
« DNA plasmidial.

- Eletroporador.

« Espectrofotometro.

« Incubadora com controle de temperatura e agi-
tacéo orbital.

« Glicerol 10% (v/v): misturar 10 mL de glicerol
puro a 90 mL de dgua destilada e autoclavar.

+ Linhagem de E. coli (por exemplo, DH1, DH5-a ou
XL1, de acordo com o Capitulo 1).

Meio de crescimento de bactérias LB e SOC

(Apéndice 1).

Nitrogénio liquido.

« Placas com meio LB sélido, contendo o antibioti-
co adequado (Apéndice 3).

« Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

3.2 Procedimento

Preparacao das células

1. Cresceralinhagem bacteriana em meio liquido confor-
me descrito nas etapas 1 e 2 do item 2.2 Procedimento.

2. Transferir 1 mL da suspensao bacteriana para 500 mL
de meio LB.

3. Crescer as células a 37 °C, sob agitacdo vigorosa
(300 rpm). Monitorar a cultura a cada 30 minutos,
por meio da leitura da absorbancia a 600 nm em es-
pectrofotémetro, até atingir o ponto ideal (A, entre
0,5e0,8).

No caso da linhagem XL1, o ideal esta proximo aA, = 0,5.

4. Colocar o frasco contendo a cultura no gelo durante
15 a 30 minutos.

5. Centrifugar a 3.000 g durante 15 minutos, a 4 °C.

Todas as etapas seguintes devem ser conduzidas em condicdes as-
sépticas e no gelo.




6. Remover o sobrenadante. Ressuspender delicada-
mente as células em 500 mL de dgua estéril a 4 °C.

A maior quantidade possivel do sobrenadante (meio de cultura) deve
ser eliminada, mesmo que se sacrifique uma parte do sedimento.

Durante a ressuspensao, deve-se ter cuidado para ndo romper as
células.

7. Centrifugar como na etapa 5 deste item.

8. Descartar o sobrenadante e ressuspender delicada-
mente o sedimento em 250 mL de 4gua estéril a 4 °C.

9. Centrifugar como na etapa 5 deste item.

10. Descartar o sobrenadante e ressuspender delicada-
mente o sedimento em 10 mL de glicerol 10% a 4 °C.
Centrifugar como na etapa 5 deste item.

11. Ressuspender delicadamente o sedimento bacteria-
no em um volume final de 2 mL de glicerol 10% a 4 °C.

12. Distribuir em aliquotas de 40 uL em tubos de micro-
centrifuga, transferir os tubos para o nitrogénio liqui-
do e manter a-70 °C, até que as células sejam usadas
na transformacao por eletroporacao.

Em tais condigbes de armazenamento, as células podem ser guarda-
das por, pelo menos, 6 meses.

Eletroporacao

13. Paraaeletroporacdo, adicionar 1 uLa2 uL de DNA (1 ng
a 10 ng) a 40 uL do estoque de células competentes de
E. coli (etapa 12 deste item). Misturar delicadamente e
deixar no gelo durante aproximadamente 1 minuto.

O DNA deve estar dissolvido em agua estéril destilada ou em baixa
concentragdo salina (por exemplo, TE 0,1X).

14. Colocar a mistura em uma cubeta de eletroporacao
previamente resfriada no gelo.

15. Eletroporar as células com o equipamento ajustado
para as seguintes condicdes: resisténcia de 200 W;
capacitancia de 25 pF. A voltagem deve estar ajustada
conforme a distancia dos eletrodos da cubeta: 2,5 kV
(para cubetas com distancia entre os eletrodos de
0,2cm)ou 1,5kVa 1,8 kV (para cubetas com distancia
entre os eletrodos de 0,1 cm). Aplicar um pulso.

O tempo ideal de descarga (time constant) pode ser lido no equipamen-
to apos a eletroporagédo e deve estar entre 4 ms e 5 ms para obtencao
da eficiéncia maxima. Esse tempo é dependente dos parametros
fisicos previamente ajustados no equipamento, e da condutividade
do meio de eletroporacéo. A condutividade do meio varia segundo a
concentragéo de sais nele presente. Se o valor for superior a 5 ms, o
experimento deve ser refeito. Se o tempo for muito inferior (< 1 ms),
pode ser em razéo da alta concentracédo de sais no meio. O DNA deve
ser entdo diluido ou dialisado contra agua (Capitulo 9).

16. Imediatamente apds a eletroporacado, adicionar 1 mL
de meio SOC e ressuspender as células cuidadosa-

mente. Transferir para um tubo de microcentrifuga.

17. Incubar a 37 °C, durante 1 hora.

Uma agitagdo suave (inverses do tubo) durante esse periodo pode
aumentar a eficiéncia do processo.

18. Plaquear 100 uL em meio seletivo em varias dilui¢des,
desde 1/10 em SOC até a cultura pura.



19. Incubar as placas a 37 °C durante 12 a 16 horas e ob-
servar o aparecimento das coldnias.

4 |solamento de plasmidio

4.1 Material

« Acetato de sodio 3 M, pH 4,8 (Apéndice 4).

« EDTA 500 mM (Apéndice 4).

« Espectrofotémetro.

« Isopropanol.

- Lisozima em po.

+ MeiodecrescimentodebactériasLB (Apéndice 1).
« NaOH 2 N (Apéndice 4).

+ SDS 10% (Apéndice 4).

+ Solucdo de etanol 70% (v/v).

« Solucdo I (1L):

Componente Quantidade Concentragao final

Glicose 9g 50 mM
Tris-HCI 1 M, pH 8,0 25 mL 25 mM
EDTA 500 mM, pH 8,0 20 mL 10 mM
H,O gs.p.1L

Esterilizar por autoclavagem, por 20 minutos, a 121 °C.

« Solucédo Il (1L):

Componente Quantidade  Concentragao final
NaOH 2N 10 mL 0,2N

SDS 10% 10 mL 1%

H,O g.s.p. 100 mL

A solugdo deve ser preparada a partir das solugdes-estoque imediatamente an-
tes do uso.

« STE (Apéndice 4).
« TE pH 8,0 (Apéndice 4).
« Tris-HCIT M pH 8,0 (Apéndice 4).

4.2 Procedimento

1. Colocar uma colénia de bactéria em 30 mL de meio
LB contendo o antibiético apropriado. Incubar a 37 °C
sob agitacdo (300 rpm) até que a suspensao bacteria-
na atinja o final da fase exponencial de crescimento

(A__ de aproximadamente 0,6).
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2. Retirar 15 mL da cultura, e adicionar a 500 mL de LB
(em um frasco de 2 L de capacidade). Incubar durante
aproximadamente 16 horas, com agitacdo vigorosa
(300 rpm) até que a cultura atinjauma A de0,4a0,5.

E importante que a absorbancia (Asy,) N80 seja superior a 0,5, sob
pena de redugéo na eficiéncia de isolamento.

3. Coletar as células por centrifugacao a 1.700 g durante
10 minutos a 4 °C. Descartar o sobrenadante.




4. Lavar as células em 100 mL de STE previamente res-
friado,a 4 °C.

5. Coletar as células por centrifugacdo a 1.700 g durante
10 minutos, a 4 °C. Descartar o sobrenadante.

6. Ressuspender o sedimento em 10 mL da solucao |,
contendo 2 mg/mL de lisozima.

Em virtude de a lisozima ser instavel quando em solugéo, ela deve ser
adicionada em forma de po6, imediatamente antes do uso.

7. Deixar a temperatura ambiente, durante 15 minutos.

8. Adicionar 18 mL da solucdo Il. Fechar o tubo de
centrifuga com filme de PVC, e agitar suavemente du-
rante 5 minutos, a temperatura ambiente. A solucdo
deve tornar-se viscosa, indicando que houve lise das
células.

A solucéo Il deve ser preparada imediatamente antes do uso.

9. Adicionar 12 mL da solucao de acetato de so6dio 3 M.
Fechar o tubo com filme de PVC e agitar suavemente.
Deixar no gelo de 30 minutos a 1 hora.

Deve-se observar a formacéo de um precipitado branco, decorrente da
precipitacdo da maior parte do DNA cromossomal e proteinas.

10. Centrifugar a 2.600 g durante 20 minutos. O sedimen-
to deve ficar bem aderido ao fundo do tubo.

11. Transferir o sobrenadante para um novo tubo e adi-
cionar 0,6 volume de isopropanol. Agitar com trés

a quatro inversoes do tubo e deixar a temperatura
ambiente durante 15 minutos.

No caso de o sedimento néo ficar complemente aderido ao tubo, deve-
-se filtrar o sobrenadante em gaze.

12. Centrifugar a 11.000 g durante 30 minutos, a tempe-
ratura ambiente.

Centrifugacdes feitas a 4 °C podem precipitar os sais.

13. Descartar o sobrenadante e lavar o sedimento de
DNA com 70% de etanol, a temperatura ambiente.

14. Centrifugar a 11.000 g durante 5 minutos.

15. Descartar o sobrenadante e secar o sedimento.

Pode-se secar o sedimento com ar, com o tubo virado sobre um papel-
-toalha, ou pode-se usar um secador com ar ndo aquecido.

16. Dissolver o sedimento de DNA em 4 mL de TE.

4.3 Observacgéo

ApOs a etapa 2, podem-se adicionar 2,5 mL de uma
solucao de cloranfenicol (34 mg/mL em etanol) ao meio
de cultura e incubar durante mais 12 a 16 horas, a 37 °C,
com vigorosa agitacao (300 rpm). A adicdo de cloranfeni-
col inibe a divisdo bacteriana, reduzindo a quantidade de
células e a viscosidade apés a lise bacteriana, ao mesmo
tempo em que aumenta a quantidade de plasmidio
por célula, o que simplifica a purificacdo do plasmidio.
Entretanto, com o uso de plasmidios da série pUC e pBS,



torna-se desnecessario, uma vez que aumenta o tempo
de isolamento e exige o uso de mais um antibiético.

5 Verificagdo do perfil de
restricdo do DNA plasmidial

5.1 Material

« DNA plasmidial isolado.
« Enzima de restricdo e tampéao apropriado 10X.
- Fonte e cuba de eletroforese.

+ Gel de agarose 1% (p/v) em TBE, com brometo de
etidio (Apéndice 4).
Brometo de etidio é considerado um agente
mutagénico, toéxico, possivelmente carcinogé-
nico e teratogénico. Sua manipulagéo deve ser
feita com luvas, 6culos e mascara.

« Tampao TBE (Apéndice 4).

« Tampao de amostra para eletroforese 10X
(Apéndice 4).

» Termobloco ou banho-maria com regulacéo de
temperatura para 37 °C.

« Transiluminador (fonte ultravioleta).

A exposicao a radiacao ultravioleta pode causar danos a
retina e a pele. Sua manipulagéo deve ser feita com 6culos
de protecéo especificos para luz UV. Procurar ndo expor a
pele, usando jaleco de mangas longas e luvas.

5.2 Procedimento

1. Transferir 500 ng do DNA plasmidial isolado para um

tubo de microcentrifuga.
2. Adicionar 2 uL do tampao adequado para a enzima.
3. Adicionar 1 U da enzima de restricdo.

4. Completar o volume até 20 uL com 4dgua destilada e
incubar a 37 °C, por uma hora.

5. Adicionar 3 pL do tampéo de amostra para eletrofo-
rese. Aplicar a amostra em um gel de agarose 1% em
TBE 1 X. Fazer a eletroforese a 100 V.

No mesmo gel, deve ser aplicado um marcador de peso molecular,
como padréo, e 500 ng de DNA plasmidial ndo digerido, diluido em
20 pL de agua, para verificagado da integridade do DNA e possiveis
contaminagdes com RNA.

6. Observar o gel sob luz ultravioleta e verificar o perfil

de restricao.

Como exemplo, o vetor pFA (Figura 1) digerido com a enzima de restri-
¢ao Xbal e Notl devera apresentar no gel duas bandas, uma de 6.684
pares de bases (pb) e outra de 4.296 pb.

5.3 Observacdo

Os tampoes apropriados para cada tipo de enzima
estdo, geralmente, concentrados 10X e sdo fornecidos

juntamente com a respectiva enzima.
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1 Introducédo

Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria capaz
de infectar células vegetais, causando a doenca conheci-
da como galha-da-coroa (crown gall), que é caracterizada
pelo desenvolvimento de um tumor no local da infecgao.
A patogenicidade de A. tumefaciens esta associada a pre-
senca de um plasmidio de alto peso molecular (> 200 kb),
denominado Ti (Tumour inducing). Durante o processo
de infeccdo, uma sequéncia especifica desse plasmidio,
o T-DNA, é transferida para a célula vegetal (Capitulo 1).
A expressao, na célula vegetal, de genes presentes no
T-DNA, chamados oncogenes, interfere na biossintese de
fito-hormonios. Em células infectadas por A. tumefaciens,
a expressao dos oncogenes leva a formacao da galha-da-
-coroa e em A. rhizogenes ao desenvolvimento de raizes-
-em-cabeleira (hairy root) (OTTEN et al., 2008).

As Unicas regides do T-DNA essenciais para sua
transferéncia sdo as sequéncias de cerca de 25 pb loca-
lizadas nas extremidades do T-DNA, conhecidas como
extremidades direita e esquerda. Além das extremidades
do T-DNA, a regiéo vir do plasmidio Ti também é essencial
para a transferéncia. A regido vir contém genes cujos pro-
dutos vao promover a transferéncia do T-DNA (DAFNY-
YELIN et al., 2008; GELVIN, 2010; TZFIRA et al., 2004).

A preparacao de uma linhagem de Agrobacterium
sp. para ser utilizada como vetor de transformacdo de
plantas inclui trés etapas distintas: a) obtencdao de uma
linhagem “desarmada’; isto é, uma linhagem na qual o

T-DNA original, com os oncogenes, é deletado para evitar
alteracdes na biossintese de fito-hormonios; b) obtencédo
de vetores contendo os genes de interesse entre as extre-
midades do T-DNA; c) transferéncia dos vetores obtidos
para a linhagem desarmada a ser utilizada.

A delecao do T-DNA original para a obtencdo de
uma linhagem desarmada é realizada por meio de dupla
recombinacdo (Figura 1), um processo trabalhoso e de-
morado. Entretanto, existem disponiveis, comercialmente
ou em colec¢des de institutos de pesquisa e universidades,
algumas linhagens desarmadas obtidas a partir de cepas
selvagens de Agrobacterium spp. de diferentes origens.
A escolha da linhagem deve levar em conta tanto a sus-
ceptibilidade do genétipo da planta, como a viruléncia da
linhagem de Agrobacterium sp. Também é fundamental
observar a resisténcia a antibiéticos prépria de cada linha-
gem, para que seja diferente da resisténcia do vetor de
transformacao utilizado. Uma relacdo das principais linha-
gens desarmadas utilizadas para transformacao de plantas
e algumas de suas caracteristicas é apresentada na Tabela 1.

A preparacdo de um vetor para a transformacgao de
plantas implica a clonagem dos genes de interesse entre
as extremidades do T-DNA. Entretanto, em razdo de seu
tamanho (> 200 kb), o plasmidio Ti ndo pode ser manipu-
lado diretamente. Dessa forma, sao utilizados plasmidios
menores (vetores), do tipo bindrio ou cointegrado, que
contém as extremidades do T-DNA, entre as quais os
genes de interesse sao clonados (Figura 2) (BEVAN, 1984;
HELLENS et al., 2000b; HOOD et al., 1993; ZAMBRYSKI
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Figura 1. Obtengdo de um plasmidio Ti desarmado. Um vetor contendo regides homoélogas ao T-DNA, por exemplo, o pBR322, é
introduzido em uma linhagem selvagem de Agrobacterium sp. Por meio de uma dupla recombinacéo, o vetor introduzido se integra
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replica em Agrobacterium spp. e apenas os recombinantes sdo selecionados pela resisténcia ao antibiético.

Fonte: adaptado de Lacorte e Romano (1998).

llustragao: Laura de Alencar Dusi

et al., 1983). Em principio, a eficiéncia de transferéncia
do T-DNA para as células vegetais é a mesma com dois
tipos de plasmidios. No entanto, o sistema de vetores
bindrios é mais utilizado, ja que a obtencao das linhagens
recombinantes de Agrobacterium spp. é mais simples
e mais eficiente do que para os vetores cointegrados.
Além disso, os vetores binarios podem ser utilizados em

qualquer linhagem de Agrobacterium spp., desarmada ou
selvagem (HELLENS et al., 2000b; KOMORI et al., 2007).

Os vetores cointegrados sao originados de vetores
intermedidrios, que geralmente possuem origem de repli-
cacao do tipo ColE1, e ndo se replicam em Agrobacterium
spp. Uma vez introduzidos na linhagem desarmada de
Agrobacterium sp., os vetores intermediarios integram-se




Tabela 1. Linhagens desarmadas de Agrobacterium spp.

pTi/pRi Agente Linhagem pTi/pRIi
desarmado seletivo @  selvagem original original

Linhagem Cromossoma® Referéncias

Agrobacterium tumefaciens

Al136 @ - - C58C1 - C58 Watson et al. (1975)

GV3850 ¥ pGV3850 Ap C58 pTiC58 C58 Zambryski et al. (1983)

GV2260@ pGV2260 Cb C58 pTiB6S3 C58 Deblaere et al. (1985)

GV3101@® pPM6001 Ap C58 pTiC58 C58 Tinland et al. (1990)

GV3111® pTiB6-SE Kn C58 pTiB6S3 C58 Fraley et al. (1985)

C582707@ pTIC58Z707 Kn C58 pTiC58 C58 Hepburn et al. (1985)

A208-SE® pTiT37-SE Kn A208 pTiT37 C58 Hinchee et al. (1988)

LBA4404 pAL4404 Sm Ach5 pTiAch5 Ach5 Ooms et al. (1982)

GV3101 pMP90 Gt C58 pTiC58 C58 Koncz e Schell (1986)

EHA101 pEHA101 Kn A281 pTiBo542 C58 Hood et al. (1986)

EHA105 pEHA105 - A281 pTiBo542 C58 Hood et al. (1993)

MOG101 pMOG101 Sp C58 pTiB6 C58 Hood et al. (1993)

MOG301 pMOG301 Sp C58 pTiC58 C58 Hood et al. (1993)

AGLO pTiBo542AT - A281 pTiBo542 C58 Lazo et al. (1991)

AGL1 pTiBo542AT - A281 pTiBo542 C58 Rec Lazo et al. (1991)

NTL4 pKPSF2 Em Chry5 pTiChry5 C58 Palanichelvam et al. (2000)
Agrobacterium rhizogenes

A4 pRiB278b Kn Ad pRiA4 A4 Vilaine e Casse-Delbart (1987)

™ Resisténcias dos plasmidios Ti desarmados: Ap — ampicilina (50 mg/L); Cb — carbenicilina (100 mg/L); Em — eritromicina (150 mg/L); Gt — gentamicina (50 mg/L);
Kn — canamicina (100 mg/L); Sm — estreptomicina (300 mg/L); Sp — espectinomicina (50 mg/L) (Apéndice 3). @ Todas as linhagens desarmadas derivadas de A. tumefa-
ciens listadas apresentam resisténcia cromossémica a rifampicina — Rf (50 mg/L). As linhagens AGL1 e NTL4 também apresentam resisténcia cromossdmica a carbenici-
lina. ® Linhagem avirulenta, resistente ao acido nalidixico — Nal (50 mg/L). ¥ Linhagens compativeis com o sistema de vetores cointegrados.

Fonte: adaptado de Lacorte e Romano (1998).
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ao plasmidio Ti por recombinacéo simples, a partir de uma
regido de homologia com o T-DNA da linhagem desar-
mada, formando o vetor cointegrado, onde o T-DNA estd
in cis em relacao aos genes vir do plasmidio Ti (Figura 2).

Os vetores binarios, contendo os genes de inte-
resse clonados entre as sequéncias correspondentes
as extremidades do T-DNA, sdo capazes de replicar-se

tanto em Escherichia coli quanto em Agrobacterium spp.
(MURAI, 2013). Esses plasmidios se mantém de forma
independente do plasmidio Ti, cujos genes vir vao fun-
cionar in trans (Figura 3) (BEVAN, 1984; HOEKEMA et al.,
1983). Além de uma origem de replicacdo apropriada
para E. coli e Agrobacterium spp. de um gene para
selecdao e, geralmente, de resisténcia a um antibidtico
(Tabela 1), os vetores bindrios contém uma regido de mul-
tiplos sitios de clonagem (polylinker) entre as extremidades
do T-DNA, para a insercao das sequéncias génicas deseja-
das (KOMORI et al., 2007; MURAI, 2013). Também podem
conter a regido de transferéncia (ori T) e sitio de ativacao
(mob), para conjugacao (BEVAN, 1984; HELLENS et al.,
2000b). Os vetores bindrios que apresentam todos esses
elementos sao relativamente grandes (entre 10.000 pb e

vir
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Figura 3. Sistema binario para a transformacéo em Agrobac-
terium spp.: o vetor binario se mantém em Agrobacterium spp.
de forma independente do plasmidio Ti.

Fonte: adaptado de Lacorte e Romano (1998).



15.000 pb), o que pode dificultar a manipulagao e a clona-
gem dos genes de interesse. Uma alternativa para reduzir
o tamanho dos vetores de transformacao é por meio da
separacao das funcdes de replicacdo (RepA), que podem
ser fornecidas in trans, por outro plasmidio. Como resul-
tado, esses vetores sao bem menores (aproximadamente
3.000 pb) e mais faceis de serem manipulados (HELLENS
et al., 2000a; THOLE et al., 2007). Nesse caso, a linhagem
desarmada de Agrobacterium sp. conterd dois plasmidios
adicionais, além do plasmidio Ti (um como o gene de inte-
resse e outro contendo a funcao Rep in trans).

A terceira etapa para a obten¢ao de uma linhagem
de Agrobacterium sp. para ser utilizada como vetor para a
transformacao de plantas é a transferéncia do plasmidio,
binario ou cointegrado. Para tanto, trés métodos de trans-
formacéo bacteriana podem ser utilizados: conjugacao (mé-
todo indireto), eletroporagao ou choque térmico (métodos
indiretos). Como todos sao eficientes, a escolha do método
a ser empregado depende basicamente dos equipamentos
disponiveis em cada laboratério (WISE et al., 2006).

Neste capitulo, sdao apresentados métodos
para a transferéncia de vetores de transformacdo para
Agrobacterium spp. por meio da conjugacao, eletropora-
cdo e choque térmico. Sdo descritos também protocolos
para extracao de DNA plasmidial de Agrobacterium spp. e
para a analise das células transformadas por PCR.

Conjugacao triparental

A conjugacdo é um método simples e efici-
ente para a transferéncia de plasmidios de E. coli para

Agrobacterium spp. Na conjugacao triparental (Figura 4),
duas linhagens de E. coli (helper e doadora) e uma linhagem
desarmada de Agrobacterium sp. (receptora) sao cultivadas
juntamente. A linhagem helper de E. coli desempenha
as funcdes de mobilizacdo (mob) e transferéncia (tra) de
plasmidios entre bactérias compativeis (DITTA et al., 1980;
LAREBEKE et al., 1977). Alinhagem doadora de E. colicontém
o vetor binario ou intermediario que devera ser transferido
para a linhagem de Agrobacterium sp. receptora. Durante a
conjugacao, o plasmidio helper é introduzido na linhagem
doadora, e, a seguir, é transferido junto com o vetor de trans-
formacao, para a Agrobacterium sp. O plasmidio helper ndo
se replica em Agrobacterium spp. e, portanto, é eliminado
(DITTA et al., 1980; HOUTE et al., 1983). Apds a transferéncia,
apenas as linhagens recombinantes de Agrobacterium spp.
sdo selecionadas com os antibidticos apropriados.

A principal desvantagem da conjugacao triparental é
que o procedimento total leva até 4 dias, sendo mais demo-
rado do que os métodos de transformacéao direta. Por outro
lado, esse método ndo requer equipamentos especificos e
dispensa a preparagao de DNA plasmidial a partir de E. coli.

Eletroporacao

A eletroporacdo consiste em submeter células
competentes da linhagem receptora de Agrobacterium sp.
a um pulso de alta voltagem gerado por um capacitor, na
presenca do vetor de transformacao (bindrio ou interme-
diario). Como consequéncia do campo elétrico gerado, a
membrana plasmatica é desestabilizada, produzindo poros
transitérios e permitindo a passagem de macromoléculas.
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A transformacao por eletroporacdo é um método muito
eficiente (aproximadamente 10 células transformadas/ug
de DNA), rdpido e relativamente simples, mas requer um
eletroporador (WISE et al., 2006).

Choque térmico (freeze-thaw)

O principio deste método é a permeabilizacdo da
membrana da linhagem receptora de Agrobacterium sp.

sob condicbes extremas de temperatura (de -186 °C a
37 °C), permitindo a passagem do vetor, binario ou inter-
mediario, para alinhagem de Agrobacterium sp. receptora.
A eficiéncia de transformacao é 10>-10° transformantes
por nug de DNA, que é consideravelmente mais baixa do
que a transformacao por eletroporacao (WISE et al., 2006).
Por outro lado, € um método simples e que nao requer
equipamentos especificos, embora seja necessaria uma




quantidade maior de DNA do vetor, comparativamente
ao método de transformacao por eletroporacéo, além da

disponibilidade de nitrogénio liquido.

Nos métodos diretos de transformacdo (eletro-
poracdao e choque térmico), a preparacao das células
competentes de Agrobacterium spp. é relativamente
demorada. No entanto, as células podem ser mantidas a
-80 °C por varios anos (Capitulo 1), para serem utilizadas

em outros experimentos.
2 Conjugacdo triparental

2.1 Material

« Alca de platina.

« Linhagem desarmada de Agrobacterium sp.

(receptora).

« Linhagem de E. coli doadora (por exemplo,
XL1, DH50, ou MC1061, contendo o vetor a ser

transferido).

« Linhagem helper de E. coli pRK2013 (resistente a
canamicina 50 mg/L).

» Meio LB para cultura de bactérias (Apéndice 1).
-+ MgSO, 0,8% (p/v).

- Solugdes-estoque de antibidticos (Apéndice 3).

« Tubos de ensaio de 15 mL esterilizados em
autoclave.

« Tubos de microcentrifuga esterilizados em
autoclave.

2.2 Procedimento

1. Com uma alca de platina, coletar uma col6nia isolada
da linhagem de Agrobacterium sp. receptora e trans-
ferir para tubo de ensaio de 15 mL, contendo 3 mL
de meio LB com os antibiodticos apropriados. Incubar
a 28 °C, com agitagao (150 rpm a 200 rpm), por 12 a
16 horas.

2. Inocular separadamente as linhagens de E. coli, helper
e doadora, a partir de colonias isoladas, em 3 mL
de meio LB contendo os antibidticos apropriados.
Incubar a 37 °C, com agitacao (150 rpm a 200 rpm),
por 12 a 16 horas.

Uma relagdo das concentracBes de antibidticos apropriadas para a
selecdo de Agrobacterium spp. e E. coli é apresentada na Tabela 1 e
no Apéndice 3.

3. Misturar 50 pL de cada uma das trés culturas bacte-
rianas em um tubo de microcentrifuga. Centrifugar a
9.000 rpm (6.000 g) por 30 segundos. Ressuspender
em 50 uL de MgSO, 0,8% e transferir as células para
uma placa de Petri com meio LB contendo 1,2% (p/v)
de 4gar. Nao espalhar as células. Como controle,
centrifugar, separadamente, 50 uL das culturas de
Agrobacterium spp. e E. coli. Ressuspender as células



em 50 pL de MgSO, 0,8% e transferir para placas
de Petri com meio LB contendo 1,2% (p/v) de agar.
Incubar a 28 °C por 16 horas.

4. Coletar a mistura da conjugacao triparental com uma
alca de platina, ressuspender em 100 uL de MgSO, 0,8%
e estriar em uma placa de Petri (Capitulo 1) com meio
LB contendo 1,2% (p/v) de agar com os antibioticos
apropriados (por exemplo, Rf e Kn). Incubar a 28 °C e
aguardar o crescimento de coldnias isoladas (2 a 3 dias).

A placa de selecéo deveréa conter o antibidtico seletivo da linhagem de
Agrobacterium sp. receptora (por exemplo, Rf) (Tabela 1) e o antibi6ti-
co seletivo do vetor transferido (por exemplo, Kn).

5. Como controle da eficiéncia da selecdao (controle
negativo), coletar com alca de platina as culturas das
placas com E. coli e Agrobacterium spp., ressuspender
em 100 pL de MgSO, 0,8%, e estriar, separadamente,
em placas com meio LB contendo 1,2% (p/v) de agar
e os antibioticos apropriados.

6. Coletar algumas colbnias transconjugantes e conferir
a presenca do vetor transferido (itens 5 e 6 deste
capitulo).

2.3 Observacoes
Outros meios de cultura podem ser utilizados na
conjugacgdo, como o meio YEB, MYA ou YMB (Apéndice 1).

A maioria das linhagens desarmadas de A. tume-
faciens apresenta resisténcia cromossémica a rifampi-

cina (50 mg/L). Porém, muitas linhagens selvagens de
A. tumefaciens e de A. rhizogenes ndo apresentam
gene marcador para selecao. Nesse caso, a selecdao dos
transconjugantes pode ser feita em meio minimo (por
exemplo, Min A), no qual as linhagens de E. coli ndo se
desenvolvem.

Alguns vetores bindrios como, por exemplo, os ve-
tores da série pGreen, sao pequenos (aproximadamente
3 kpb) e faceis de manipular. No entanto, ndo possuem as
regides mob e tra, e, portanto, ndo podem ser transferidos
por conjugagao (HELLENS et al., 2000a).

3 Eletroporacédo

3.1 Material

« Agua destilada (2 L) esterilizada em autoclave e
mantida a4 °C.

« Cubetas compativeis com o sistema de
eletroporacao.

« DNA plasmidial (10 ng/uL a 100 ng/ulL, em agua
ou TE) (Capitulo 2).

« Eletroporador.

« Glicerol 10% (v/v) esterilizado por filtracdo e
mantido a 4 °C.

« Linhagem desarmada de Agrobacterium sp.
(receptora).



« Meio LB cultura de bactérias (Apéndice 1).
+ Solugdes-estoque de antibidticos (Apéndice 3).

« Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL esterilizados
em autoclave.

3.2 Procedimento

Preparacao das células competentes

1.

Para o pré-indculo, coletar uma colénia isolada da
linhagem de Agrobacterium sp. receptora com uma
alca de platina e transferi-la para um tubo de ensaio
de 15 mL, contendo 5 mL de meio LB acrescido dos
antibioticos apropriados. Incubar a 28 °C, sob agita-
¢ao (150 rpm a 200 rpm), por 12 a 16 horas.

Transferir o volume total do pré-inéculo para 500 mL
de meio LB, em um Erlenmeyer de 2 L. Incubar a 28 °C,
sob agitacao (150 rpm a 200 rpm), até uma A, de 0,6
a 0,8 (12 a 18 horas de cultura).

Transferir a cultura para dois tubos de 250 mL e cen-
trifugar por 15 minutos a 4.000 rpm (3.200 g).

Descartar o sobrenadante e adicionar cerca de 50 mL
de agua esterilizada (mantida a 4 °C). Ressuspender
as células, sob agitacdo suave.

Juntar o conteudo dos tubos em apenas um tubo,
completar o volume para 250 mL com dgua esteriliza-
da e centrifugar por 15 minutos a 4.000 rpm (3.200 g).

Repetir a etapa 4 deste item. Ajustar o volume para
250 mL com agua esterilizada e centrifugar por
15 minutos a 4.000 rpm (3.200 g).

Descartar o sobrenadante e adicionar 20 mL de
glicerol 10%. Ressuspender as células suavemente e
centrifugar por 15 minutos, a 4.000 rpm (3.200 g).

Retirar o sobrenadante e adicionar 0,5 mL a 1,0 mL
de glicerol 10% (mantido a 4 °C). Ressuspender as
células a distribuir em aliquotas de 45 plL, em tubos
de microcentrifuga.

Congelar as aliquotas em nitrogénio liquido e estocar
a-80°C.

Transformacao por eletroporacao

10.

11.

13.

Ajustar o eletroporador: voltagem de 1.800 V, capa-
citancia de 40 kV e resisténcia para 400 Q) (para uma
cubeta com 1 mm de distancia entre os eletrodos).

Descongelar uma aliquota de células no gelo, adicio-
nar 1 uL de DNA plasmidial (10 ng/uL a 100 ng/uL) e
transferir as células competentes (40 uL a 45 pl) para
uma cubeta de eletroporacao.

. Posicionar a cubeta no eletroporador e aplicar o

pulso.

Imediatamente apos a eletroporacao, adicionar 1 mL
de meio LB, transferir as células para um tubo de mi-
crocentrifuga e incubar a 28 °C por 2 a 4 horas.



14. Inocular 50 puL a 100 pL da cultura em uma placa de
Petri contendo meio LB acrescido dos antibioticos
apropriados. Espalhar as células com uma alca de
Drigalsky e incubar a 28 °C por 2 a 3 dias.

15. Conferir a presenca do vetor nas colOnias cresci-
das sob selecao, por PCR (item 6 deste capitulo).
Alternativamente, inocular as colénias em meio LB,
com os antibidticos apropriados, e incubar a 28 °C
sob agitacao (150 rpm a 200 rpm) por 12 a 16 horas.
Utilizar as culturas para extracdo de DNA plasmidial
(item 5 deste capitulo).

3.3 Observacoes

As condi¢des de eletroporacdo variam conforme
o aparelho utilizado, e o tipo de cubeta. No modelo
“Micropulser” as condicbes para eletroporacdo de
Agrobacterium spp., utilizando uma cubeta de 0,1 cm, ja
estdo pré-ajustadas no aparelho, bastando seguir as ins-
trucdes do fabricante. No caso do modelo “Gene Pulser’,
utilizando uma cubeta de 0,1 cm (distancia entre os eletro-
dos), ajustar a capacitancia para 25 uF, a carga para 1,8 kV e
0"Pulse Controller” para resisténcia de 400 W. Para a cubeta
de 0,2 cm, o “Gene-Pulser” deve estar ajustado também
para 2,5 kV de carga. Apos a eletroporacao, o “Gene-Pulser”
mostra o tempo relativo a duracao do pulso, que é um in-
dicio da eficiéncia do processo. Para Agrobacterium spp.,
nas transformacdes que apresentam maior eficiéncia,
esse tempo é de 7 a 9 milissegundos.

A eficiéncia de transformacdo é expressa pelo
numero de unidades formadoras de colénia (UFC) por ug
de DNA plasmidial utilizado, sendo calculada por meio da

seguinte formula:

UFC/ ure
= X
HE pg do plasmideo usado na transformagao
1x10°pg o
x —— x fator(es) de dilui¢do
ug
Por exemplo:

Uma aliquota de células competentes de
Agrobacterium spp. foi transformada com 50 pg de DNA
plasmidial. Foi adicionado 1 mL de meio de cultura e,
apos incubacao a 28 °C por 2 a 4 horas, a cultura foi di-
luida 10 vezes e dessa diluicdo foram inoculados 200 plL.
Apds incubar a placas por 2 dias a 28 °C, foram contadas

60 UFC. Desta forma:

60 UFC  1x10°pg
UFClug = 50 pg ) ug
1 mL

x 10=6x 10

0,2 mL inoculado na placa




4 Choque térmico

4.1 Material

« CaCl, 20 mM (10 mL) em glicerol 10%: diluir
500 mL a partir de uma solucao de CaCl, 1 M em
5 mL de 4gua destilada, adicionar 2,5 mL de uma
solucao de glicerol 40% e completar o volume
para 10 mL com agua destilada. Esterilizar por
filtracdo. Para preparar a solucdo-estoque de
CaCl, 1 M (100 mL), pesar 11,1 g e dissolver em
80 mL de agua destilada, completar o volume
para 100 mL e esterilizar em autoclave.

« DNA plasmidial (1 pg a 2 ug, em agua ou TE)
(Capitulo 2).

com uma alca de platina e transferi-la para tubo de
ensaio com 3 mL de meio LB com os antibiéticos
apropriados. Incubar a 28 °C sob agitacao (150 rpm a
200 rpm) por 12 a 16 horas.

Transferir 2,5 mL de pré-inéculo da cultura para
500 mL de meio LB, em um Erlenmeyer de 2 L. Incubar
a 28 °C com agitacao (150 rpm a 200 rpm) por 12 a
16 horas (A__de 0,7 a 1,0).

600
Incubar a cultura no gelo por aproximadamente
15 minutos.

Centrifugar as células a 4.000 rpm (3.200 g) por
15 minutos a 4 °C. Descartar o sobrenadante e ressus-
pender delicadamente as células em 1 mL de CaCl,
20 mM em glicerol 10% (mantido a 4 °C).

Distribuir a suspensdo de células em aliquotas de

100 mL em tubos de microcentrifuga. Congelar as

» Linhagem desarmada de Agrobacterium sp. aliquotas em nitrogénio liquido e estocar a -80 °C.

(receptora). . )
6. Retirar um tubo com células competentes do freezer

a -80 °C e manter no gelo até descongelar. Adicionar
aproximadamente 1 ug de DNA plasmidial e misturar
delicadamente. Incubar no gelo por 30 minutos.

« Meio LB para cultura de bactérias (Apéndice 1).
« Nitrogénio liquido.

« Solucdes-estoque de antibidticos (Apéndice 3).
7. Incubar as células em nitrogénio liquido por 1 a
2 minutos.

« Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL esterilizados
em autoclave.

Como alternativa, o choque térmico pode ser feito em um banho de
gelo seco/etanol. No entanto, a eficiéncia de transformacao € menor.

4.2 Procedimento

Preparacao das células competentes 8. Incubar por 5 minutos a 37 °C.

1. Para preparar o pré-inéculo, coletar uma colonia
isolada da linhagem de Agrobacterium sp. receptora

9. Adicionar 1 mL de meio LB, homogeneizar e incubar
por 2 horas a 28 °C.



10. Espalhar, com uma alca de Drigalsky, 100 mL da sus-
pensdo de células em meio LB contendo 1,2% (p/v)
de &gar e os antibiéticos apropriados. Incubar a 28 °C
e aguardar o crescimento de coldnias isoladas (2 a
3 dias). Coletar algumas coldnias e conferir a presenca
do vetor transferido pela extracdo e andlise de DNA
plasmidial ou por PCR (itens 5 e 6).

5 Miniextracéo de DNA
plasmidial de Agrobacterium spp.

5.1 Material

+ Acetato de potassio 5 M pH 4,8 (Apéndice 4).

« Clorofil (cloroférmio:alcool isoamilico na propor-
cao 24:1).
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- Etanol absoluto ou isopropanol.

« Etanol 70% (v/v).

Cloroférmio é téxico por inalagdo, em contato
com a pele e por ingestdo. Manter o recipiente bem
fechado. Sua manipulagéo deve ser feita com luvas
de nitrila, 6culos e mascara em capela de exaustéo.

» Fenol saturado em Tris-HCl pH 8,0 ou clorofane
(fenol:cloroférmio:élcool isoamilico na propor-
¢ao 25:24:1) (Apéndice 4).

Fenol é toxico por inalagdo, em contato com
a pele e por ingestéo. Provoca queimaduras e
apresenta risco de efeitos graves para a salde
em caso de exposicao prolongada. Sua manipu-
= lacdo deve ser feita com luvas, 6culos e mascara
em capela de exaustéo.

- Linhagem de Agrobacterium sp. desarmada, con-
tendo um vetor bindrio.

« Lisozima 10 mg/mL (10 mL): dissolver 10 mg de
lisozima em 8 mL de Tris-HCI (pH 8,0) e completar
o volume para 10 mL.

« Meio LB para cultura de bactérias (Apéndice 1).
- Microcentrifuga.

+ Solucao | (NaOH 0,2 M, SDS 1% — 1 mL): adicionar
20 puL de NaOH 10 M (Apéndice 4) e 100 pL de
SDS 10% (Apéndice 4) a 880 puL de agua destilada
esterilizada por autoclavagem.

« Solugdes-estoque de antibidticos (Apéndice 3).

« Tampao | (NaCl 0,2 M em tampao TE, RNase A
0,1 mg/mL; 25 mL): adicionar 1 mLde NaCl5 M a
24 mL de tampao TE pH 8,0 (Apéndice 4), adicio-
nar 2,5 mg de RNase A.

« Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL esterilizados
por autoclavagem.

5.2 Procedimento

1. Coletar uma colbnia isolada da linhagem de
Agrobacterium sp. receptora com uma alca de platina
e transferi-la para um tubo de ensaio contendo 3 mL

a 4 mL de meio LB com os antibioticos apropriados.



Incubar a 28 °C com agita¢ao (150 rpm a 200 rpm) por
12 a 16 horas.

Utilizar, preferencialmente, culturas em fase exponencial de cresci-
mento (A,,, entre 0,7 e 1,0), pois culturas em fase estacionaria apre-
sentam excesso de mucopolissacarideos que prejudicam a eficiéncia
da extracéo.

2. Transferir 1,5 mL da cultura para tubo de microcentri-
fuga e centrifugar a 9.000 rpm, (6.000 g) por 1 minuto.

3. Descartar o sobrenadante, transferir mais 1,5 mL da
cultura para o mesmo tubo e centrifugar a 9.000 rpm
(6.000 g) por 1 minuto.

4. Descartar o sobrenadante e ressuspender as células
em 200 pL de Tampao I.

5. Adicionar de 10 pL a 100 uL de lisozima 10 mg/mL,
homogeneizar e incubar por 5 minutos a temperatu-
ra ambiente.

A adicdo de lisozima ndo é essencial, mas aumenta o rendimento da
extracdo de DNA, uma vez que as células de Agrobacterium spp. sao
parcialmente resistentes a lise quimica pelo SDS presente na Solucéo .

6. Adicionar 200 pL da Solucado I. Misturar por inversao
quatro a seis vezes e incubar no gelo por 15 minutos.

7. Adicionar 150 pL de acetato de potéssio 5 M previa-
mente resfriado. Misturar por inversdao quatro vezes.
Incubar no gelo por 5 a 10 minutos.

8. Centrifugar a 12.000 rpm (10.500 g) por 5 minutos.

9. Retirar o sobrenadante cuidadosamente e transferir
para outro tubo.

10. Acrescentar um volume de fenol ou clorofane (apro-
ximadamente 500 L), agitar por 1 a 2 minutos, em
um agitador de tubos, e centrifugar a 12.000 rpm
(10.500 g) por 5 minutos, para separar as fases.
Transferir a fase aquosa (superior) para um novo tubo.

11. Acrescentar 1 volume (aproximadamente 500 pl) de
clorofil, agitar por 1 a 2 minutos em um agitador de
tubos e centrifugar a 12.000 rpm (10.500 g) por 5 mi-
nutos, para separar as fases. Transferir a fase aquosa
(fase superior) para um novo tubo.

12. Precipitar o DNA pela adicdo de um volume de isopro-
panol ou dois volumes de etanol (mantido a -20 °C).
Misturar por inversdo e incubar por pelo menos
1 horaa-20°C.

13. Centrifugar a 12.000 rpm (10.500 g) por 30 minutos.

14. Descartar o sobrenadante e lavar o sedimento pela
adicdo de aproximadamente 500 uL de etanol 70%.
Retirar o etanol e deixar o precipitado secar a tempe-
ratura ambiente. Ressuspender o DNA em 20 pL de
agua destilada.

15. Estimar a concentracdo de DNA em espectrofotdme-
tro (Capitulo 12). Utilizar o DNA para andlises de PCR.

5.3 Observacéo

O DNA plasmidial extraido por este método pode
ser analisado pelo padrao de restricao em gel de agarose.
No entanto, dependendo do tipo de plasmidio (por exem-



plo, com baixo nimero de cépias), o rendimento da extra-
cdo pode néo ser suficiente para permitir a visualizacdo
em gel de agarose. Nesse caso, o DNA plasmidial extraido
de Agrobacterium spp. pode ser transferido para E. coli, no-
vamente extraido e, entdo, analisado. Alternativamente,
as coldénias ou o DNA plasmidial de Agrobacterium spp.

podem ser analisados por PCR (secéo 6).

6 Deteccdo de plasmidios em
Agrobacterium spp. por PCR

6.1 Material

« Agua destilada esterilizada por autoclavagem.

+ dNTPs (2 mM).

MgCl, (50 mM).

» Mistura de reagao:

Componente Quantidade  Concentragéo

final
Tampao de reacdo (10X) 2,5l 1X
MgCl, (50 mM) 1,0 uL 2,0 mM
dNTPs (10 mM) 0,5 uL 0,2mM
Primer F (10 pmol/uL) 0,5 uL 0,2 pmol/uL
Primer R (10 pmol/uL) 0,5 L 0,2 pmol/uL
H,O 9,75 uL -

« Oligonucleotideos iniciadores (primers)
(10 pmol/uL).

« Palitos esterilizados por autoclavagem.

« Placa de Petri com colonias isoladas de
Agrobacterium sp.transformadas (se¢ées 2 a4 des-
te capitulo) ou DNA plasmidial de Agrobacterium
sp. (secdo 5 deste capitulo).

- Tampao de reacédo (10X) (apropriado para a Taq
polimerase utilizada).

« Tag DNA polimerase (5 U/uL) (0,25 pL por reagao).

- Termociclador.

« Tubos de microcentrifuga de 0,2 mL autoclavados.

6.2 Procedimento

1. Utilizando palitos ou uma alca de platina, coletar uma
amostra de colonias isoladas de Agrobacterium sp.
e transferir, individualmente, para tubos de 0,2 mL
contendo 10 plL de dgua.

Para andlise de células em cultura liquida, transferir 2 uL para o tubo
de 0,2 mL contendo 8 pL de agua.

2. Fechar a tampa dos tubos e incubar por 2 minutos a
100 °C no termociclador.

3. Adicionar a Tag polimerase a mistura de reacédo e
homogeneizar suavemente.

4. Retirar os tubos do termociclador e adicionar 15 uL
da mistura de reacao.




Se o termociclador ndo apresentar tampa aquecida, acrescentar uma
gota de 6leo mineral.

5. Retornar os tubos ao termociclador e iniciar o progra-
ma da PCR.

6. Analisar o produto da reacdo por eletroforese em gel
de agarose 1%.

6.3 Observacéo

As condicdes Otimas para amplificacdo variam
conforme os iniciadores (primers) e o tipo de enzima uti-
lizada, entre outros fatores (Capitulo 10). Como sugestao,
0 seguinte programa basico pode ser utilizado: 1 ciclo
de 95 °C por 1 minuto, 35 ciclos [30 segundos a 95 °C,
30 segundos a 55 °C, 1T minuto a 72 °C (para a amplifica-
¢ao de um fragmento de 1 Kb)], e um ciclo de 72 °C por
7 minutos.
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Capitulo 4

Eletroporacédo
de protoplastos
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1 Introducédo

Eletroporacdo é uma técnica que utiliza pulsos
elétricos para promover a formacao de poros reversiveis
em membranas celulares e, assim, possibilitar a introdu-
¢cdo de ions e macromoléculas em células (DIMITROV;
SOWERS, 1990; MEHRLE et al., 1985). A eletroporagao foi
usada pela primeira vez por Neumann etal. (1982) parain-
troduzir DNA em células de camundongo e, desde entéo,
a técnica tem sido utilizada para transformar bactérias
(HANAHAN et al., 1991), fungos (FENG et al., 2008), células
animais (DELGADO-CANEDO et al., 2006) e células vege-
tais sem parede celular (protoplastos) ou mesmo tecidos
intactos (ADESOVYE et al., 2008; HASSANEIN et al., 2009).
Essa técnica é utilizada, também, para introduzir RNA,
oligonucleotideos, proteinas, particulas virais e subs-
tancias quimicas em geral (KOCHEVENKO; WILLMITZER,
2003; MACCARRONE et al., 1992; NISHIGUCH] et al., 1987;
OBERMEYER; WEISENSEEL, 1995).

Protoplastos sao células desprovidas de paredes
celulares utilizadas na transformacdo de plantas, via
eletroporacao, agentes quimicos, como polietileno-
glicol (PEG), microinjecao e, inclusive, Agrobacterium
tumefaciens, de modo transiente ou estavel (CROSSWAY
et al., 1986; FROMM et al., 1986; HASSANEIN et al., 2009;
LOCATELLI et al., 2003; WANG et al., 2005). Teoricamente,
os protoplastos podem ser isolados a partir de qualquer
célula ou tecido vegetal com o uso de enzimas pecto-
celuloliticas. Apds a eletroporacdo, em condicbes bem
estabelecidas de cultura in vitro, os protoplastos recons-

tituem suas paredes, dividem-se, formam col6nias, calos,
e regeneram plantas, por embriogénese somdatica ou
organogénese (BOURGIN et al., 1979; GRAMBOW et al.,
1972; HASSANEIN et al., 2009; PANIS et al., 1993).

Para a obtencéo de protoplasto, é feita a incubagao
do tecido vegetal em meio de digestdo, contendo os
principais nutrientes do meio de cultivo e uma mistura
de enzimas pectoceluloliticas que digerem a celulose, he-
micelulose e pectina (principais componentes da parede
celular). A osmolaridade do meio de digestdao deve ser
adequada para evitar que os protoplastos recém-isolados
sofram plasmolise (perda de agua para o meio e murcha
da célula) ou citdlise (ganho de dgua do meio para a célula,
fazendo com que estoure). O pH deve favorecer a atividade
enzimatica sem comprometer a viabilidade celular. A com-
posicdo do meio de digestdo, a combinacao de enzimas
pectoceluloliticas, a concentragao do agente osmoético e
o tempo de permanéncia do explante nesse meio devem
ser determinados para cada tecido e genétipo utilizado. O
bom estado fisioldgico da planta doadora também é es-
sencial a obtencdo de protoplastos integros e capazes de
dividir-se e formar col6nias, sendo os tecidos jovens mais
apropriados. Apds a digestao da parede celular, os proto-
plastos devem ser purificados, e o nimero de protoplastos
intactos determinado, utilizando, para isso, um hematoci-
tometro. Para auxiliar na determinacéo da viabilidade dos
protoplastos recém-isolados, utilizam-se testes com o azul
de metileno (HOOLEY; MCCARTHY, 1980) ou diacetato de
fluoresceina (FDA) (SAUNDERS et al., 1995). Para revisao



sobre protoplastos vegetais, ver Carneiro et al. (1998) e
Davey et al. (2005).

A eletroporacdo de protoplastos é realizada ime-
diatamente apds a purificacdo. Adiciona-se a suspensdo
de protoplastos o plasmidio onde estdao clonados o
gene de interesse, o marcador de selecdo e o repdrter
(Capitulo 8). Pode-se também adicionar DNA carreador
(DNA fragmentado de timo de boi ou de esperma de sal-
mao), com a finalidade de aumentar a eficiéncia de trans-
formacdo. O DNA carreador tem a funcao de sequestrar as
DNAses que poderiam degradar os plasmidios (GUERCHE
et al.,, 1987a). No entanto, a utilizacao de DNA carreador
deve ser restrita, pois ele também pode ser integrado
ao DNA da célula a ser transformada (PEERBOLTE et al.,
1985), gerando questdes de biosseguranca.

Uma das vantagens da eletroporacao de proto-
plastos é a presenca de um grande numero de células
individualizadas, homogéneas e sincronizadas disponi-
veis para transformacéo, o que favorece a obtencdo de
transformantes independentes e facilita a selecao. A se-
lecdo é feita a partir das fases iniciais da cultura, quando
a maioria das células, derivadas dos protoplastos, esta na
segunda divisao. Essa selecao precoce é bastante eficien-
te, pois evita o aparecimento de falsos-transformantes
e/ou quimeras, que representa um problema em outras
técnicas de transformacao, nas quais a selecao é realizada
em tecidos ou 6érgaos intactos.

Na eletroporacdo, sao empregados equipamentos
para a aplicacdo de pulsos elétricos a sistemas celulares,

os eletroporadores, os quais utilizam descargas de ca-
pacitores para produzir pulsos de alta voltagem (RECH
et al., 1989). A intensidade do pulso é determinada pela
voltagem aplicada e a condutividade do meio. Quando
0s parametros para a eletroporacdo de protoplastos de
novas espécies nao sao conhecidos, é necessario otimizar:
a intensidade da voltagem e a capacitancia, a duragao do
pulso, a condutividade do meio, a concentragdo dos proto-
plastos e a quantidade de DNA (plasmidio e/ou carreador),
entre outros (GUERCHE et al., 1987a; QUECINI et al., 2002).
O grau de permeabilidade da membrana dependerd da
intensidade do campo elétrico aplicado e do tipo celular.
Altos niveis de permeabilizacdo facilitam a entrada do
DNA, entretanto, podem levar a formacao de poros irre-
versiveis, diminuindo a viabilidade da célula. Portanto, é
necessario estabelecer uma curva de viabilidade celular
em funcdo dos parametros aplicados. O campo elétrico
6timo para uma expressao transiente maxima varia com
a espécie e, geralmente, corresponde a uma viabilidade
dos protoplastos inferior a 50% (HAUPTMANN et al.,, 1987;
OARD et al., 1989; QUECINI et al., 2002).

A eficiéncia de transformacdo de protoplastos
por eletroporagdo, por tratamento quimico ou ambos,
pode ser determinada medindo: a) frequéncia absoluta
de transformacao (FAT), que representa o numero de
coldnias transformadas dividido pelo nimero inicial de
protoplastos por mililitro da cultura; b) frequéncia rela-
tiva de transformacao (FRT) dada em porcentagem, que
representa o numero de col6nias transformadas dividido
pelo numero total de coldnias obtidas sem selecdo por




mililitro de cultura, multiplicado por 100 (BENEDIKTSSON
et al., 1995). Os trabalhos de transformacdo estavel de
protoplastos por eletroporacao relatam FAT variando
de 10° a 103 (HASSANEIN et al., 2009; SHILLITO et al.,
1985), entretanto, com a adi¢cao de PEG e/ou microesferas
de alginato, a FAT pode aumentar consideravelmente
(MURAKAWA et al., 2008; NEGRUTIU et al., 1987).

A quantidade de DNA utilizada na eletroporacao
é variadvel. Guerche et al. (1987a) demonstraram que a
eficiéncia de transformacdo aumentou quase 10 vezes
quando a quantidade de plasmidio utilizada aumentou
de 10 ug para 30 ug, e que a adicao de 50 g de DNA car-
reador aumentou até 14 vezes a eficiéncia de transforma-
¢ao.Como regra geral, o uso de 5 pg a 20 pg de plasmidio,
com ou sem a utilizacdo do DNA carreador, resulta em
uma boa eficiéncia de transformacdo (HASSANEIN et al.,
2009; Ql et al., 2004; QUECINI et al., 2002), entretanto,
tanto a quantidade de DNA, quanto os parametros fisicos
da eletroporagdo variam entre as espécies vegetais ou
mesmo entre gendtipos de uma mesma espécie, sendo
necessario otimiza-los por meio de expressao transiente
(GUERCHE et al., 1987a; SAGI et al., 1994).

A expressao transiente, ou transitéria, é resultado
da traducdao do gene introduzido sem necessdria inte-
gracao no genoma da planta hospedeira, dentro de 12
a 48 horas apos a eletroporacdo. A expressao transiente
é particularmente util em estudos de funcionalidade de
construcdes génicas, promotores e outros fatores envol-
vidos no controle da expressao génica, pois nao ocorre

a interferéncia dos genes da vizinhanca do transgene,
observados na transformacao estavel (AKASHI et al.,
2004; CARNEIRO et al., 1993; EBERT et al, 1987; ENDO
et al., 2008; OARD et al., 1989). Além disso, a expressao
transiente é muito mais elevada do que a expressao
estével, visto que nem todo DNA que chega ao nucleo é
integrado ao genoma hospedeiro e nem toda célula na
qual o transgene estd integrado ao genoma é viavel.

Quanto ainterferéncia daforma do plasmidio (linear,
circular, ou supercoiled) na transformacao por eletropora-
¢ao, alguns trabalhos demonstraram que a linearizagao
favorece a transformacao (NEGRUTIU et al., 1987; QUECINI
et al., 2002; SHILLITO et al., 1985). Entretanto, frequéncias
altas de transformacao sao obtidas utilizando plasmidios
circulares (FROMM et al., 1985; HASSANEIN et al., 2009).
A transformagao com dois plasmidios distintos (cotransfor-
macao) é vidvel e de interesse quando os genes a serem
transferidos estdo clonados em vetores diferentes. Lyznik
et al. (1989) demonstraram, em experimentos que 47%
dos transformantes obtidos continham os dois plasmidios,
enquanto Potrykus et al. (1985) obtiveram 72% de cotrans-
formacao. A cotransformacao é utilizada para avaliar a inte-
racao entre proteinas codificadas por dois ou mais genes.

Por meio da eletroporacao de protoplastos, inu-
meros genes foram incorporados ao genoma de diversas
plantas, conferindo a elas novas caracteristicas (ALMEIDA
et al,, 2007; GOLOVKIN et al., 1993; GUERCHE et al., 1987b).
Os genes exdgenos geralmente se mantém de forma
estdvel, segregando-se, na progénie, de acordo com as leis



de Mendel. Atualmente, a eletroporacédo de protoplastos é
utilizada em mutagénese sitio-dirigida. Oligonucleotideos
para o gene-alvo sao introduzidos por eletroporacgao,
produzindo mutantes pontuais em posicoes predeter-
minadas, induzindo alteracées fenotipicas e bioquimicas
(KOCHEVENKO; WILLMITZER, 2003).

Este capitulo descreve a metodologia de transfor-
macao de protoplastos de Nicotiana tabacum por eletro-
poracao utilizada no laboratério da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (GUERCHE et al., 1987a, 1987b).
O procedimento para obtencao de plantas transgénicas
aqui descrito pode ser adaptado a outras culturas quan-
do necessario.

2 Isolamento e eletroporacgdo
de protoplastos de fumo

2.1 Material

+ Acetato de soédio 3 M (100 mL) (Apéndice 4).

« Centrifuga de baixa rotacao.

+ Cloreto de potassio 1 M: pesar 7,4 g de KCl, dis-
solver em 100 mL de H,O deionizada e levar a
autoclave durante 20 minutos a 121 °C e pressao
de 1 atm.

« DNA carreador (DNA de timo de boi) sonicado na
concentracao de 1 pg/uL: pesar 10 mg de DNA
de timo de boi desidratado e adicionar 10 mL de

agua deionizada. Depois de ter dissolvido todo o
DNA, sonicar, utilizando cinco pulsos de 1 minu-
to cada um. Verificar o tamanho dos fragmentos
por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v).
O tamanho médio dos fragmentos deverd estar
em torno de 1 kb. Dividir a solu¢do em dois tubos
de centrifuga de 30 mL e adicionar a cada tubo
0,5 mL de acetato de sédio 3 M e 15 mL de etanol
absoluto. Incubar a -20 °C durante 12 a 16 horas.
Centrifugar a 20.000 g durante 40 minutos. Sob
condicdes assépticas, dissolver cada precipitado
em 5 mL de solucao MKCI. Estocar em tubos de
microcentrifuga a -20 °C.

DNA plasmidial isolado, purificado e dissolvido em
solugao MKCl estéril na concentracao de 1 pug/ul.
Etanol 50% (v/v) (500 mL).

Hipoclorito de sédio 1% (v/v) (1 L).

Hidroxido de potassio 1 N: pesar 5,6 g de KOH e
dissolver em 100 mL de H,0 deionizada.

Meio TBA: meio de cultura TO (Apéndice 2) con-
tendo 1 mg/L de acido naftaleno acético (ANA) e
1 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP).

Microscépio invertido.

Papel de filtro esterilizado, folhas de 30 cm x
40 cm.

Peneiras de malha de 40 um a 100 um, estéreis.
Pipetador automatico.

Pipetas de 10 mL estéreis.




- Placas de Petri de vidro de 100 mm x 15 mm,
estéreis.

« Plantas de fumo (N. tabacum), crescidas em casa
de vegetacdao sombreada, aproximadamente
trés meses apods a semeadura.

» Ponteiras com capacidade para até 1.000 plL,
aparadas na ponta.

« Tubos de centrifuga de vidro de 30 mL, com
tampa e adaptadores, estéreis.

+ Solucdo enzimatica (10X) (50 mL) (CHUPEAU

etal., 1974):
Componentes Quantidade Concentragéo
Driselase 250 mg 0,5%
Celulase 500 mg 1,0%
Macerozima 100 mg 0,2%
H,O g.s.p. 50 mL

Centrifugar a 5.000 g para remover o material em suspenséo e esterilizar por
passagem em filtro de 0,45 pm. Estocar a -20 °C.

+ Solugao KCICaCl, (1 L):

Componentes Quantidade Concentragao final
KCI 25¢ 335 mM
CaCl,.2H,0 2g 13mM

MES 585 mg 3mM

H,O gs.p.1L

Ajustar o pH para 5,8 com KOH e levar a autoclave por 20 minutos, a 121 °C e
presséo de 1 atm.

+ Solucdo MKCI (1 L) (GUERCHE et al., 1987b):

Componentes Quantidade Concentragao final
Manitol 91¢g 500 mM

KCI 373 mg 5mM

MOPS 42 mg 200 mM

H,O gs.p.1L

Ajustar o pH para 7,2 com KOH, levar a autoclave por 20 minutos, a 121 °C e
presséo de 1 atm.

2.2 Procedimento

1. Coletar de quatro a seis folhas de plantas de fumo
crescidas em casa de vegetacdo. Coletar entre a ter-
ceira e sexta folhas, a partir da mais jovem. Colocar
imediatamente em um béquer com agua e levar para
o laboratério.

2. Nacapeladefluxolaminar,lavarasfolhas,umadecada
vez, imergindo-as em um béquer contendo 500 mL de
etanol 50%, durante 10 segundos. Transferir as folhas
para a solucdo de hipoclorito de sédio 1%. Manter as
folhas submersas durante 20 minutos.

A partir da desinfecgéo, toda manipulagdo devera ser feita em condi-
coes estéreis.

Nao machucar as folhas durante a manipulagéo; folhas danificadas
diminuem o rendimento de protoplastos na preparacao.

Para desinfestar folhas de outras espécies, determinar o tempo de
imersao em hipoclorito de s6dio empiricamente, ou seja, aumentar o
tempo de imerséo se a folha for muito pilosa ou reduzir o tempo se
murcharem ou perderem clorofila.

Folhas de plantas cultivadas in vitro poderdo também ser utilizadas,
e a desinfestacdo é desnecesséria. Nesse caso, as concentracdes



enzimaticas utilizadas durante o isolamento dos protoplastos poderao
sofrer modificagdes.

3. Descartar a solucao de hipoclorito de sodio e adicio-
nar agua esterilizada, trocar a agua quatro vezes, e,
por fim, manter as folhas na ultima agua de enxague.

4. Preparar quatro placas de Petri de vidro, com 9 mL de
meio TBA e adicionar 1 mL de solucdo enzimdtica (10X).

Se néo estiverem disponiveis placas de vidro ou plastico pré-tratadas
para cultura de tecidos, acrescentar 1 mL/L de polisorbato 80 ao meio
TBA adicionado as placas de plastico sem tratamento. O polisorbato
80 evita a aderéncia dos protoplastos ao plastico e, consequentemen-
te, 0 seu rompimento.

5. Com uma pinga, colocar as folhas cuidadosamente
sobre o papel-filtro, com a epiderme inferior (abaxial)
voltada para cima. Retirar a nervura principal e fazer
ranhuras na epiderme abaxial, com um bisturi. Dessa
etapa em diante, todo o procedimento esta ilustrado
na Figura 1.

A manipulagéo devera ser rapida para evitar a desidratacao do tecido.

As ranhuras feitas na epiderme abaxial ajudam a penetracdo das
enzimas no parénquima da folha.

6. Colocar, cuidadosamente, as folhas nas placas de
Petri, flutuando na solucdo enzimatica, com a super-
ficie cortada em contato com o meio. Incubar a 26 °C,
no escuro, durante 16 horas.

7. Preparar quatro tubos de vidro de 30 mL para cen-
trifuga, com funil de vidro e uma peneira de 40 um a
100 um, ajustada dentro do funil. Verter o conteddo

Colocar segmentos foliares
em solugdo enzimatica

Recolher os protoplastos
ap6s 16 horas de digestdo

\J

— — —
Filtrar Lavar duas vezes os
protoplastos em KCICaCl,

iy

Ressuspender os
protoplastos em MKCI

Transferir para placa
com meio TBA

— —

Transferir aliquota com
DNA para cuveta e
aplicar choque elétrico

Figura 1. Representagdo esquematica do isolamento, purifi-
cacao e eletroporacao de protoplastos de Nicotiana tabacum.

llustragdo: Laura de Alencar Dusi




de cada placa (10 mL) através da peneira, e completar
o volume coletado até 25 mL com KCICaCl..

8. Centrifugar a 60 g, durante 7 minutos.

9. Descartar o sobrenadante, com uma pipeta. Ressus-
pender os protoplastos sedimentados em 1 mL de
KClCaCl,, agitando os tubos delicadamente. Apos
ressuspender os protoplastos, acrescentar 25 mL da
solugdo anterior a mistura.

10. Centrifugar a 60 g, durante 7 minutos.
11. Repetir as etapas 9 e 10.

12. Ressuspender o sedimento de cada tuboem 1 mL da
solucao MKCl para eletroporacao e juntar o conteudo
dos quatro tubos em um unico tubo. Manter o tubo
com os protoplastos no gelo.

13. Retirar uma aliquota de 50 plL da suspensdo de
protoplastos, utilizando uma ponteira de 1.000 pL,
aparada na ponta. Contar o nimero de protoplastos
em hemacitémetro, utilizando microscépio 6ptico
invertido. Estimar o nimero de protoplastos por mL
da suspensao.

Quando se deseja retirar amostras de protoplastos, devem-se utilizar
ponteiras de 1.000 pL, aparadas na ponta, para evitar a ruptura dos
protoplastos.

Para estimar o nimero de protoplastos por mL de cultura, € necessario
contar os protoplastos, utilizando hematocitdmetro. Nos hematocito-
metros comuns, cada quadrado tem uma &area de 1 mm?, e a pro-
fundidade da camara é de 0,1 mm; assim, cada quadrado representa
um volume de 0,1 mm? ou 10“ cm®. Como 1 cm® equivale a 1 mL, a
concentragao de protoplastos por mL sera igual & média de protoplas-

tos por quadrado contado x 10 Normalmente, séo contadas células
de cinco a dez quadrados para a obtengdo da média por quadrado.

14. A concentracao de protoplastos devera ser ajustada

para 2 x 10° protoplastos/mL com solucao MKCI.

Geralmente, a concentracdo da amostra estara acima do desejado.
Se estiver abaixo, reprecipitar os protoplastos por centrifugacéo e
ressuspender em um volume menor de meio.

15. Retirar uma aliquota de 1 mL da suspensdo de proto-

plastos e colocar na cubeta de eletroporacao.

E ideal manter a condutividade da suspensdo de protoplastos entre
1.500 pS/cm e 2.000 uS/cm. Para tal, utilizar um medidor de conduti-
vidade. Se a condutividade da amostra estiver acima de 2.000 uS/cm,
proceder a nova lavagem com solugdo MKCI e ressuspender no
mesmo volume, de modo a manter a concentragao de 2 x 10° proto-
plastos/mL. Quando a condutividade estiver abaixo de 1.500 puS/cm,
ajusta-la, adicionando alguns microlitros de KCI 1 M.

16. Adicionar 20 pL do plasmidio mais 50 uL do DNA car-
reador diretamente a suspensdo de protoplastos, na
cubeta de eletroporacao, e misturar cuidadosamente

com a ponta da pipeta.

As guantidades de plasmidio e DNA carreador a serem utilizadas
deverdo ser otimizadas para cada aplicagédo, dependendo da origem
dos protoplastos e objetivo do experimento.

17. Aplicar trés pulsos elétricos de 250 V/cm por meio de
descargas de capacitores de 58 uF.

A voltagem e os capacitores utilizados dependerdo do eletroporador
utilizado e do diametro dos protoplastos.



18. Retirar cuidadosamente os protoplastos eletropora-
dos da cubeta e colocar em uma placa de Petri. Deixar

em repouso durante aproximadamente 10 minutos.

Para estimar o nimero de protoplastos viaveis apos a eletroporagéo,
proceder ao teste de viabilidade (ver o item 2.3 Observagoes).

A simples observacéo dos protoplastos apds o choque elétrico sob mi-
croscopio invertido fornecera uma indicagéo da viabilidade da cultura.

19. Repetir as etapas 15 a 18 deste item para todas as

amostras.

20. Apds o periodo de repouso dos protoplastos ele-
troporados, adicionar 9 mL de meio TBA as placas e

agitar delicadamente para misturar as duas solugoes.

O tempo de repouso entre a eletroporagéo e a diluicdo com o meio
TBA aumenta a eficiéncia de transformacdo (FROMM et al., 1985;
GUERCHE et al., 1987b).

21. Para experimentos de expressao transiente, deixar
as placas no escuro a 26 °C, durante 12 a 48 horas, e

seguir o protocolo descrito na secéo 3.

22. Quandosedesejarrecuperarplantastransgénicas,apés
a eletroporacéo, diluir os protoplastos a 5 x 10* proto-
plastos/mL e manté-los a 26 °C durante 36 horas no

escuro, seguindo o protocolo descrito na secao 4.

Como a suspensédo de protoplastos esta a 2 x 10° protoplastos/mL,
transferir uma aliquota de 250 pL da solugdo de protoplastos para
10 mL de meio TO para alcangar a concentragao final de 5 x 10* proto-
plastos/mL.

2.3 Observacoes

Para se estimar o nimero de protoplastos vidveis,
colocar uma aliquota de 98 plL da suspensao de protoplas-
tos em um pequeno tubo de ensaio de vidro, e adicionar
2 ulL de diacetato de fluoresceina (FDA) 0,5% (p/v), dissol-
vido em acetona, obtendo-se uma concentracéo final de
0,01% (LARKIN, 1976). Misturar delicadamente com a pon-
ta da pipeta e conservar, durante 5 minutos, a temperatura
ambiente. Adicionar uma gota da suspensao a uma lamina
de microscopio e observar a fluorescéncia, usando micros-
copio de fluorescéncia. Contar o nimero de protoplastos
vidveis pelo numero total de protoplastos de cada campo.
Os protoplastos que exibem fluorescéncia verde-amarela-
da sdo considerados vidveis. A auséncia de fluorescéncia,
ou presenca de autofluorescéncia avermelhada (clorofila),
indica protoplastos danificados e, consequentemente,
invidveis. Outra alternativa de corante é o azul de metileno
(HOOLEY; MCCARTHY, 1980), na concentracdo final de
0,01%. Nesse caso, os protoplastos sdo examinados em mi-
croscopio de luz. Protoplastos vidveis tornam-se amarelo-
-brilhantes devido a reducdo do corante por compostos do
metabolismo celular, enquanto os protoplastos invidveis e
fragmentos celulares apresentam-se azul-escuros.

Eletroporadores para protoplastos estdo dispo-
niveis comercialmente. Trata-se dos mesmos aparelhos
usados para transformacdo de bactérias, porém, com
utilizacdo de cubetas especificas de 0,4 cm de distancia
entre os eletrodos (KOCHEVENKO; WILLMITZER, 2003; QI
et al., 2004).




E possivel adquirir DNA carreador ja sonicado de

fornecedores de produtos para biologia molecular.

Para aumentar a eficiéncia de obtencao de pro-
toplastos de Arabidopsis, Wu et al. (2009) utilizaram fita
adesiva para retirar a epiderme inferior do tecido foliar,
e, assim, expor o tecido parenquimatoso as enzimas

pectoceluloliticas.

3 Andlise da expressdo
transiente de genes
reporteres em protoplastos

3.1 Material

Centrifuga de bancada.

« Funil de vidro.

+ Microcentrifuga.

» Microscépio optico.

+ Solugao KCICaCl, (1 L) (item 2.1 Material).

« Tampao de extracdo de proteinas para ensaio
da atividade da enzima B-glucuronidase (GUS)
(100 mL) (Capitulo 8).

« Tubos para centrifuga, de vidro, com capacidade

para 30 mL.

- Ultrassonicador, nitrogénio liquido ou seringa
com agulha hipodérmica curvada.

3.2 Procedimento

1. Transferir os 10 mL da cultura dos protoplastos eletro-
porados das placas de Petri para tubos de centrifuga
de vidro. Adicionar 15 mL de KCICaCl, a cada tubo e
misturar delicadamente. Centrifugar a 100 g durante
10 minutos.

2. Retirartodo o sobrenadante e adicionar ao sedimento
200 puL de tampéo de extracdo apropriado ao ensaio
enzimatico GUS. Transferir a mistura para tubos de
microcentrifuga e manter no gelo.

3. Romper os protoplastos com cinco ciclos de conge-
lamento em nitrogénio liquido (30 segundos cada
ciclo) e imediato descongelamento em banho-maria,
a 37 °C por 30 segundos.

Como alternativa, o rompimento dos protoplastos podera ser feito,
utilizando uma das seguintes técnicas: submeter os protoplastos a
ultrassom durante 3 minutos, mantendo a preparacdo sempre no gelo,
ou passa-los varias vezes através de agulha hipodérmica. E importan-
te verificar a eficiéncia do método utilizado, observando uma aliquota
sob microscépio; caso uma amostra significativa de protoplastos
permaneca intacta, deve-se repetir a operagao até a obtengéo da lise
da maior parte deles.

4. Centrifugar os extratos a 12.000 rpm em microcentri-
fuga durante 5 minutos, a 4 °C. Transferir o sobrena-
dante para um novo tubo.



Os extratos serao utilizados imediatamente em
ensaios enzimaticos para deteccao da atividade de

genes reporteres (Capitulo 8).

Armazenar uma aliquota de 50 plL a-20 °C para quan-
tificacdo da concentracéo proteica (Capitulo 20).

Essa quantificagcao sera utilizada para calcular a atividade especifica
da enzima.

4 Cultura e regeneracéo dos
protoplastos eletroporados

4.1 Material

« Meio CBA: meio de cultura CHM (Apéndice 2),
contendo 0,1 mg/L de BAP e 0,1 mg/L de ANA.

« Meio de cultura B: meio TO (Apéndice 2) com

sacarose 1% (p/v) e sem manitol.

« Meio R4BA: meio de cultura R4 (Apéndice 2),
contendo 0,1 mg/L de BAP e 0,5 mg/L de acido
indol-acético (AlA).

» Meio TBA: meio de cultura TO (Apéndice 2), con-
tendo 1 mg/L de BAP e 1 mg/L de ANA.

« Pipetas estéreis.

- Placas de Petri estéreis.

+ Solucao-estoque do agente de selecao (Apén-
dice 3).

4.2 Procedimento

1. Apo6s a eletroporacao, diluir os protoplastos a
5 x 10* protoplastos/mL, isto &, colocar 250 mL da
suspensao de protoplastos em uma placa de Petri,
adicionar 9,75 mL de meio TBA e misturar delicada-
mente. Manter no escuro, a 26 °C, durante 3 dias. Apds
esse periodo, transferir as placas para fotoperiodo de
16 horas, na mesma temperatura (Figura 2).

2. Cinco a sete dias depois da eletroporacao, as micro-
colbnias derivadas dos protoplastos terdo de duas a
oito células (Figura 2). Nesse ponto, diluir novamente
cada placa cinco vezes em meio CBA soélido. Retirar
cinco aliquotas de 2 mL de cada placa, contendo as
microcolbnias derivadas dos protoplastos eletro-
porados e transferir cada aliquota para uma placa
estéril. Fundir o meio CBA, resfriar a temperatura de
aproximadamente 37 °C e adicionar o agente seletivo
ao meio na concentra¢ao adequada. Adicionar, entao,
8 mL do meio seletivo a cada placa contendo os pro-
toplastos. Manter as placas na sala de cultura a 26 °C,
com fotoperiodo de 16 horas.

O agente seletivo depende do gene marcador presente no plasmidio
empregado para a transformacao dos protoplastos; no caso do gene
nptll, utilizar 100 mg/L de canamicina para células de fumo. Guerche
et al. (1987b) recomendam utilizar o antibiético paromomicina na
concentragao de 20 mg/L por ser mais eficiente na selegdo das células
transformadas.



E importante transferir algumas microcolénias para meio sem agente
seletivo, para controle da viabilidade. Para verificar a eficiéncia do
antibiotico, realizar o procedimento de cultivo usando protoplastos nao
eletroporados em meio com o agente seletivo.

3. Apo6s 4 a 6 semanas em meio de selecdo (Figura 2),
transferir os calos resistentes para meio R4BA solido
com uma pinga. Inocular cerca de dez calos por placa.
Manter as culturas em sala de crescimento a 26 °C,
com fotoperiodo de 16 horas.

Nesta etapa o uso de agente seletivo ndo é recomendado. Alguns
antibioticos prejudicam a regeneragéo.

4. Apo6s 1 a2 meses, transferir as brotacdes de aproxima-
damente 0,5 cm de comprimento para tubos de ensaio
contendo o meio B acrescido do agente seletivo, para
enraizamento. Colocar uma brotacdo por tubo.

Nesta etapa é recomendavel retornar ao uso do agente seletivo para
se certificar da eficiéncia da selegao inicial. No caso do gene nptll, uti-
lizar 100 mg/L de canamicina para fumo. Normalmente, brotacdes néo
transformadas (escapes) ndo se desenvolvem a partir de protoplastos
de fumo eletroporados.

5. As brotacdes transformadas permanecerdo nesse
meio até o enraizamento (1 a 2 meses). As brotacoes-
-escape, nao transformadas, necrosarao (Figura 2). As
plantas enraizadas poderdo ser transferidas para solo,
aclimatadas e mantidas em casa de vegetacdo auto-
rizada para o cultivo de organismos geneticamente
modificados. Apds aproximadamente 3 meses, as
plantas florescem, e as sementes produzidas por
autofecundacdo poderdo ser analisadas quanto a
segregacao do transgene (Figura 2).

No momento da floragdo, os apices das plantas transgénicas deveréo
ser cobertos com sacos de papel para evitar escapes de pélens ou
fecundacao cruzada.

6. Analisar a integracao e expressao dos transgenes por
técnicas descritas nos capitulos 10, 12, 14 e 15 deste
Manual.

7. Para analisar a segregacao do transgene, colocar um
pouco de semente em um microtubo e proceder a
desinfestacdo em capela de fluxo laminar. Adicionar
as sementes 1 mL de etanol 50%, agitar por inversao
do microtubo e deixar a temperatura ambiente, em
repouso, durante 1 minuto. Em seguida, retirar o
etanol com micropipeta e adicionar 1 mL de solucdo
de hipoclorito de sédio 2%, manter a temperatura
ambiente durante 40 minutos, agitando a cada
10 minutos. Retirar o hipoclorito e lavar trés vezes em
agua destilada estéril. Inocular as sementes em meio
B, contendo o agente seletivo apropriado.

No caso de o agente seletivo ser a canamicina, apés, aproximadamente,
uma semana de cultivo a 26 °C sob 16 horas de luz, as sementes estardo
germinadas e, ao final de duas semanas, observam-se plantulas com as
folhas cotiledonares cloréticas, mortas, ou seja, ndo herdaram o transge-
ne (susceptiveis ao agente seletivo), e plantas com folhas cotiledonares
verdes e folhas primarias em desenvolvimento, plantas resistentes a
canamicina e, portanto, que herdaram o transgene (Figura 2).

8. Apods a germinacao, proceder a contagem de plantas
sensiveis e resistentes (Figura 2).

O resultado podera ser analisado por teste estatistico para estimar o
nimero de transgenes no genoma da planta hospedeira. Se ocorrer
a insercdo de apenas uma cépia do transgene no genoma hospedei-
ro, a propor¢do de plantulas resistentes para susceptiveis sera de
aproximadamente 3 para 1. Quando forem inseridas 2 copias em loci



Figura 2. Cultura e regeneracéo de protoplastos de Nicotiana tabacum: A) protoplastos recém-isolados; B) protoplastos ap6s eletro-
poracéao; C) células derivadas de protoplastos em diviséo apds uma semana em cultura; D) calos em meio de cultura na presenga
(a esquerda) e auséncia do agente seletivo (a direita); E) planta cultivada em meio de selecéo; F) planta transgénica em casa de

vegetacao.

distantes (néo ligados) do genoma, observa-se a proporgao de 15 re-
sistentes para 1 sensivel; para 3 cOpias inseridas independentemente,
observa-se a proporgdo de 63 resistentes para 1 sensivel; e assim
por diante. Portanto, para analise de até 3 copias do transgene, &
necessario semear, no minimo, 200 sementes, para o teste estatistico
ser valido.
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Capitulo 5

O sistema biobalistico
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1 Introducédo

O sistema biobalistico para a introducao de mate-
rial genético no genoma nuclear de plantas superiores
foi inicialmente proposto por Sanford et al. (1987). Desde
entao, essa tecnologia tem sido eficientemente utiliza-
da para a introducao de genes em diferentes espécies
vegetais.

A biobalistica utiliza microparticulas em alta veloci-
dade para introduzir acidos nucleicos e outras moléculas
em células e tecidos in vivo. O sistema biobalistico tam-
bém é denominado método de bombardeamento com
microparticulas, gene gun (arma de genes), aceleracao de
particulas, entre outros. Para a utilizacdao desse método,
diferentes formas capazes de acelerar microparticulas (de

0,2 um a 4 um de diametro) cobertas com sequéncias de
acidos nucleicos a velocidades superiores a 1.500 km/h
foram desenvolvidas e construidas. As microparticulas,
que podem ser de ouro ou de tungsténio (Figura 1), pe-
netram na parede e na membrana celular de maneira ndao
letal, alojando-se aleatoriamente nas organelas celulares.
Posteriormente, o DNA é dissociado das microparticulas
pela acao do liquido celular, e integrado no genoma do
organismo receptor.

O desenvolvimento de sistemas que possibilitam
a introducdo de genes em alta frequéncia em plantas,
também, é de fundamental importancia na avaliacdo
funcional de diferentes caracteristicas (MCELROY, 2004).
Varios estudos foram e sao conduzidos a fim de estabe-
lecer sistemas de transformacdo altamente eficientes

Figura 1. Micrografia eletronica de varredura das microparticulas cobertas com DNA: A) tungsténio; B) ouro.



que sejam simples de executar, independentes do ge-
noétipo e capazes de resolver os problemas associados a
especificidade do hospedeiro e do tecido e/ou variacdo
somaclonal, frequentemente relacionada a regeneragéo
da planta in vitro.

Atualmente, sistemas de transformacdao mediados
por Agrobacterium spp. (Capitulo 6) e biobalistica sdo as
duas principais metodologias de transferéncia de DNA
exégeno para diversas culturas de importancia eco-
némica, incluindo soja (ARAGAO et al., 2000; BEHRENS
et al, 2007; DANG; WEI, 2007; LIU et al., 2004; NUNES
et al., 2006; RECH et al., 2008; VIANNA et al,, 2011), feijao
comum (ARAGAO et al., 1996, 2002; LIU et al., 2005; RECH
et al., 2008; VIANNA et al., 2004) e algodao (ARAGAO et al.,
2005; LEELAVATHI et al., 2004; RECH et al., 2008). Porém,
0 maior problema associado a ambos os métodos, para
as culturas aqui abordadas, sao as baixas frequéncias de
obtencao de transformantes.

Para a otimizacdo do protocolo de transformacao
por biobalistica, foi desenvolvido um novo método
para selecionar células meristematicas transformadas
em eixos embrionarios de sementes maduras de soja
(ARAGAO et al., 2000), feijao (BONFIM et al., 2007) e al-
godao (ARAGAO et al., 2005). Nesse processo, a selecdo é
baseada no uso do herbicida imazapyr (2-[4,5-dihidro-4-
-metiletil)-5-oxo-1H-imidazol-2-il] acido3-piridinocarbo-
xilico) ap6s a introducdo de um gene mutante ahas de
Arabidopsis thaliana (At), sob controle de suas proprias
sequéncias regulatdrias. A utilizacdo desse método de se-

lecdo, combinada com a inducdo de brotacdes multiplas
pela citocinina BAP (6-benzilaminopurina), e o sistema
biobalistico, resultou em aumento significativo na recu-
peracdo de plantas transgénicas férteis resistentes ao
herbicida, para essas culturas.

O gene Atahas contém uma muta¢ao na posicao
653 pb da sequéncia codificadora (GenBank X51514), re-
sultando em uma substituicao de serina para asparagina,
conferindo resisténcia especifica aos herbicidas da classe
dasimidazolinonas (SATHASIVAN et al., 1990), que inclui o
imazapic, imazethapir, imazamox, imazaquin e o proprio
imazapyr.

O método otimizado foi utilizado com sucesso
para gerar uma linhagem de soja com reducao de até
94,5% do teor de fitato na semente (NUNES et al., 2006),
uma linhagem elite de soja tolerante aos herbicidas da
classe das imidazolinonas (VIANNA et al., 2011), além de
plantas de feijdo resistentes ao virus do mosaico-dourado
(BONFIM et al., 2007).

Esse método, desenvolvido no Laboratério de
Transferéncia de Genes da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, pode ser amplamente utilizado para
qualquer espécie de planta, em sistemas de transforma-
¢ao que empreguem a selecdo de células meristematicas
apicais de eixos embrionarios de sementes maduras.

Com o objetivo de servir como guia geral, este
capitulo descreve o método biobalistico para a obtencao
de plantas transgénicas de feijdo, soja e algodao.




2 Prepa ragao dO ma’rerial 1 minuto e, em seguida, transferi-las para 300 mL de
. e hipoclorito de s6dio 1% durante 20 a 30 minutos.
vegetal de soja e de feijdo

2. Lavar as sementes cinco vezes em agua estéril.

. 3. Embeber as sementes durante 16 a 18 horas em dgua
2.1 Materia l destilada, a temperatura ambiente. Colocar uma cama-

) da de, pelo menos, 8 cm de dgua acima das sementes.
« Agua destilada estéril.

4. Pegar de seis a oito sementes desinfestadas por vez,

« Bisturi (lamina numero 11). - . .
e, com auxilio de uma pinca, transferi-las para uma

. Capela de fluxo laminar. placa de Petri estéril (150 mm x 15 mm), contendo

papel filtro.
» Microscépio estereoscopico.

5. Segurar individualmente cada semente, abrir os co-

» Sementes maduras de soja (Glycine max L.) ou de tilédones e excisar os eixos embrionarios utilizando

feijao (Phaseolus vulgaris L.). pinca e bisturi.

+ Solugao de etanol 70% (v/v). 6. Sob microscépio estereoscopico, cortar as folhas pri-

. Solucio de hipoclorito de sodio 1% (v/v) marias, a fim de expor a regido meristematica apical

(Apéndice 4) que sera bombardeada com microparticulas revesti-

das de DNA (Figura 2), e transferir o eixo embrionario
- Pinca. imediatamente para uma placa de Petri contendo

L agua estéril.
« Placas de Petri estéreis (60 mm x 15 mm).

- Placas de Petri estéreis (150 mm x 15 mm), con- 2 3 Observagées
tendo papel filtro.

As sementes devem ser produzidas em casa de
2.2 Procedimen’ro vegetacao e colhidas manualmente, a fim de reduzir a

contaminacgado.

1. Em uma capela de fluxo laminar, colocar cerca de A escolha da cultivar de feijoeiro é essencial para a
300 sementes em 300 mL de etanol 70% durante transformacao de alta frequéncia durante o bombardea-



Foto: Francisco José Lima Aragéao
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4 Primérdios foliares
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Figura 2. Esquema que representa a regido do meristema apical do embrido que deve receber as microparticulas cobertas com
DNA. Para mais eficiéncia na transformagao, as microparticulas deverdo alcancar a camada L3 da zona central (ZC) do meristema
apical (M). L1, L2 e L3: camadas 1, 2 e 3 respectivamente. ZP: zona periférica.

llustragdo: Laura de Alencar Dusi

mento do meristema apical. As cultivares Pontal (Carioca)
e Jalo possuem 100% dos eixos embriondrios com a regido
meristematica apical totalmente exposta (ARAGAQ; RECH,
1997). No entanto, devido a variabilidade intrinseca do
género Phaseolus em relacdo a exposicao da regido me-
ristematica apical dos eixos embriondrios, uma avaliacdo
prévia com estereomicroscopio de outras cultivares dese-
javeis deve ser realizada para determinar a porcentagem
da exposicdo da regido meristematica apical.

As sementes das seguintes cultivares comerciais
de soja podem ser utilizadas nesse protocolo: BR-16,
BR-91, Celeste, Conquista, Doko RC, Nina, Indiana e Itaipu,
fornecidas pela Embrapa Soja.

As sementes das seguintes cultivares comerciais
de feijdo comum podem ser utilizadas nesse protocolo:
Olathe Pinto e Pontal (Carioca), fornecidas pela Embrapa

Arroz e Feijao.




3 Prepa ragao dO ma’rerial do (3 mL/g de sementes), misturar bem com bastéo
_ de vidro durante aproximadamente 1 minuto para
vegetal de algodado

retirar as fibras. Transferir imediatamente as semen-
tes para 5 L de agua destilada, enxaguar trés vezes e

3.1 Ma’rerial secar completamente em papel filtro.

As sementes devem ser colocadas na agua. Nunca derramar agua

+ Acido sulfirico concentrado. sobre as sementes tratadas com acido.

- Agua destilada estéril.

2. Em uma capela de fluxo laminar, colocar as sementes
+ Bastdo de vidro. em 300 mL de etanol 70% durante 10 minutos e, em
« Bisturi (lamina niamero 11). seguida, transferi-las para 300 mL de hipoclorito de

. sédio 2,5% durante 30 minutos.
« Capela de fluxo laminar.

. MinOSCépiO estereoscépio. 3. Lavar as sementes cinco vezes em agua estéril.

. Sementes maduras de algodio (Gossypium 4. Embeber as sementes durante 16 a 18 horas em agua

hirsutum L). destilada, a temperatura ambiente. Colocar uma

camada de, pelo menos, 8 cm de dgua acima das
+ Solucéo de etanol 70% (v/v).
sementes.
» Solucdo de hipoclorito de sédio 2,5% (v/v)

R 5. Remover a agua, fechar o frasco e deixar as sementes
(Apéndice 4).

no escuro com temperatura entre 22 °C e 24 °C até
+ Pinca. que a radicula fique visivel.

« Placas de Petri estéreis (60 mm x 15 mm).
Este processo podera levar de 24 a 72 horas, dependendo da cultivar

« Placas de Petri estéreis (150 mm x 15 mm), con- e/ou qualidade das sementes.

tendo papel filtro.
6. Utilizar pinca e bisturi para abrir as sementes e exci-

sar os eixos embriondrios, expondo os meristemas

3.2 Procedimenfo apicais.

1. Colocar cerca de 400 sementes de algodao em um 7. Transferir os eixos embriondrios imediatamente para
béquer de vidro, contendo acido sulfurico concentra- uma placa de Petri contendo agua estéril.




3.3 Observacoes

As sementes devem ser produzidas em casa de
vegetacdo e colhidas manualmente, a fim de reduzir a
contaminacao.

Sementes das seguintes cultivares comerciais de
algodao podem ser utilizadas neste protocolo: 7MH,
Antares, CD-401 e ITA 94, fornecidas pela Embrapa
Algodao.

Uma pelicula liquida na superficie da regido me-
ristematica reduz a penetracao de microparticulas. Se
isso acontecer, deixar as placas abertas por 5 minutos na
camara de fluxo laminar antes do bombardeamento.

4 Esterilizacdo e
precipitacdo de DNA
sobre as microparticulas

4.1 Material

- Agitador do tipo Vortex.

- Agua destilada estéril.

- CaCl, 2,5 M (Apéndice 4).

DNA plasmidial (1 pg/pL), isolado e purificado
(Capitulo 2).

« Dessecador com gel de silica.

« Espermidina 0,1 M: dissolver todo o conteldo
de um frasco (1 g) em 68,8 mL de dgua destilada.
Esterilizar por filtracdo (em filtro de 0,22 um).
Distribuir aliquotas em tubos de microcentrifuga
de 200 uL. Armazenar a -20 °C.

- Etanol absoluto.

« Membranas carreadoras.

« Microcentrifuga.

+ Microparticulas de tungsténio M10.

+ Placas de Petri (150 mm x 15 mm) contendo gel
dessilica.

+ Solucao de etanol 70% (v/v).

+ Solugao de glicerol 50% (v/v): misturar partes
iguais de glicerol e dgua destilada. Esterilizar em
autoclave e armazenar a temperatura ambiente.

« Suporte para membranas carreadoras.
« Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

« Ultrassonicador.

4.2 Procedimento

Esterilizacdo e lavagem das microparticulas

1. Pesar 60 mg de microparticulas de tungsténio M10,
transferir para tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e
adicionar 1 mL de etanol 70%. Misturar vigorosamen-
te em agitador durante 15 minutos.



2. Centrifugar a 3.000 g durante 5 minutos.

3. Descartar o sobrenadante com auxilio de uma micro-
pipeta de 1.000 uL, com cuidado para ndo agitar o
sedimento de microparticulas.

4. Adicionar 1 mL de dgua destilada estéril, misturar vi-
gorosamente em agitador durante 15 minutos e cen-
trifugar como na etapa 2. Descartar o sobrenadante e
repetir a operagao de lavagem mais duas vezes.

5. Apbds a ultima lavagem, descartar o sobrenadante e
ressuspender as microparticulas em 1 mL de glicerol
50%.

Este pode ser um ponto de pausa, uma vez que as microparticulas
podem ser armazenadas a temperatura ambiente por até 1 més.

Precipitacao do DNA sobre as microparticulas

6. Submeterasuspensdo de microparticulas a ultrassom
durante 5 minutos antes de retirar aliquotas.

Este procedimento assegura completa desagregacédo das microparti-
culas e homogeneidade adequada da suspensao.

7. Misturarvigorosamente a suspensao de microparticu-
las no agitador durante 30 segundos e transferir uma
aliquota de 50 uL para um tubo de microcentrifuga.

8. Adicionarde 5 uL a 8 uL de DNA plasmidial (1 png/ulL)
e homogeneizar o mais rapido possivel com o auxilio
dos dedos.

9. Imediatamente adicionar 50 uL de CaCl,2,5 M e ho-
mogeneizar rapidamente com o auxilio dos dedos.

10. Adicionar 20 pL de espermidina 0,1 M e homogenei-
zar rapidamente com o auxilio dos dedos.

11. Incubar os tubos a temperatura ambiente, sob agita-
¢ao lenta em agitador, durante 10 minutos.

Para uma completa precipitacdo, o tempo de incubacéo nédo deve ser
inferior a 10 minutos, mas, nesta fase, pode-se esperar por até 1 hora
sem comprometimento da qualidade do DNA.

12. Centrifugar durante 10 segundos a 3.000 g e descar-
tar cuidadosamente o sobrenadante com auxilio de
uma micropipeta de 100 pL, sem agitar o sedimento.

13. Adicionar 150 uL de etanol absoluto. Homogeneizar
rapidamente. Centrifugar a 3.000 g durante 10 segun-
dos e descartar o sobrenadante cuidadosamente com
auxilio de uma micropipeta de 100 uL, sem agitar o
sedimento. Repetir esta etapa (13).

14. Adicionar 24 uL de etanol absoluto. Homogeneizar

vigorosamente.
15. Submeter a ultrassom durante 2 a 3 segundos.

16. Distribuir aliquotas de 3,2 uL na regido central de cada
membrana transportadora, previamente posicionada
sobre o suporte da membrana.

17. Transferir imediatamente os discos de membrana
transportadora contendo microparticulas revestidas
de DNA para placas de Petri contendo gel de silica e
colocar dentro de um dessecador. Aguardar por pelo
menos 5 minutos para a secagem total do etanol.



Neste momento, pode-se esperar por até 3 horas a temperatura
ambiente antes de usar as microparticulas revestidas de DNA no
processo de bombardeamento.

4.3 Observacoes

O tamanho das microparticulas a serem utilizadas
possui uma correlagdo direta com o tamanho da célula a
ser transformada. Por exemplo, para transformar fungos,
bactérias e protozodrios, utilizam-se microparticulas M5,
que possuem um diametro médio de 0,2 um. Para tecidos
vegetais, normalmente, utilizam-se microparticulas com
diametro médio de 0,8 um a 1,0 um (M10). Para células
animais, utilizam-se microparticulas de ouro com diame-
tro entre 1,3 um e 3,0 um.

Umidade relativa do ar alta no laboratério, no
momento da precipitacdo das microparticulas e do bom-
bardeamento, é prejudicial a eficiéncia de transformacgao.
Nesses momentos, a umidade nao deve ser superior a
40%, pois podera gerar agregacao de particulas, o que da-
nifica o tecido vegetal, reduzindo a obtencédo de plantas
transgénicas. Se necessario, utilizar um desumidificador
para manter a umidade relativa adequada no laboratério.

Cada precipitacdo é suficiente para preparar seis
tiros. Para 24 tiros, preparar quatro tubos de precipitacao.
Nao modificar os volumes descritos.

A espermidina oxida facilmente. Assim, para mini-
mizar a oxidacdo, a solu¢do de espermidina deve preen-
cher totalmente o tubo.

O fragmento de 5.718 pb contendo o gene mutado
Atahas (GenBank AL133315, posicdo 35.863 a 41.580) foi
clonado no sitio Xba | do vetor pBS SK+ (Stratagene) para
gerar o vetor pAC 321 (Figura 3). Os sitios originais podem
ser utilizados para a clonagem de um cassete contendo o
gene deinteresse. Os sitios para BssH II, Pvull e Fspl podem
ser usados para remover total, ou parcialmente, o gene
de resisténcia a ampicilina antes do bombardeamento de

particulas.
Fspl (480)
Pvull (530)
BssHII (620)
Ampt // // Xbal (732)
Fspl (7980) Terminador
Ahas
pAC 321
8672 pb
Pvull (6689) T
BssHII (6504) 97,
Xbal (6443) Ahas

Promotor

Ahas PS Ahas

Figura 3. Mapa do vetor pAC 321, de 8.672 pares de base,
utilizado na transformacgéo genética de plantas de soja, feijao
e algodao, mostrando alguns sitios das enzimas de restri¢éo,
0 gene para resisténcia a ampicilina, promotor, sequéncia co-
dificadora, peptideo sinal (PS) e terminador do gene marcador
de selecdo ahas.

llustragdo: Laura de Alencar Dusi



5 Bombardeamento 2.

5.1 Material

« Acelerador de microparticulas por hélio a alta
pressao (Figura 4).

Posicionar 10 a 15 eixos embrionarios sobre cada pla-
ca de Petri de 5 cm de didametro, contendo 12 mL de
meio de bombardeamento. Dispor os eixos embrio-
narios em circulo, equidistantes de 6 mma 12 mm do
centro da placa e com a regido do meristema apical
voltada para cima.

O posicionamento dos eixos embrionarios nas placas de bombar-

« Capela de fluxo laminar. deamento é um fator importante para tornar os tecidos viaveis para a
obtencao de alta frequéncia de transformacao. Eles devem ser posi-

+ Meio de bombardeamento para algodao: meio cionados com a regiao meristematica apical voltada para cima, dentro
o . do raio da distribuigdo de microparticulas, e fora da “zona de morte”

de cultura MS (Apéndice 2) com glicose 3% (p/v) (regido central da placa, onde a onda de choque das microparticulas

e fitagel 0,8% (p/v), substituindo a sacarose e o
agar, respectivamente.

- Meio de bombardeamento para soja e feijdo:
meio de cultura MS (Apéndice 2) com fitagel

0,8% (p/v), substituindo o 4gar. 1.

« Membranas de ruptura.
- Papel de filtro estéril.

- Telas de retencdo (aco inoxidavel AISI 304,
16 malha e 18 mm de diametro).

5.2 Procedimento

Posicionamento dos eixos embrionarios

1. Secar parcialmente os meristemas expostos dos eixos
embrionarios sobre a superficie de um papel de filtro
estéril, imediatamente antes da etapa 2 deste item.

Este procedimento deve ser realizado sob fluxo laminar.

3.

revestidas de DNA é mais intensa, tornando os tecidos inviaveis).

Realizar o bombardeamento das microparticulas.

Parametros basicos adotados

O bombardeamento de microparticulas deve ser
realizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

Condic¢oes basicas de instalacdo: a) a distancia entre
a camara de gas de alta pressao (gerador de ondas
de choque) e a membrana carreadora contendo as
microparticulas revestidas de DNA deve ser de 8 mm;
b) a distancia entre a membrana carreadora e a tela
de retencao deve ser de 13 mm; ¢ ) a distancia entre
a tela de retencdo e o material a ser bombardeado
deve ser de 80 mm; d) a pressao de vacuo deve ser de
27 polegadas de Hg; e) a pressdo do gas hélio deve
ser de 1.200 psi.

Alguns reguladores de gas hélio apresentam medi-
dor de pressdo em kgf/cm?. Realizar a conversao de
acordo com a seguinte relacdo: 1 kgf/cm?® = 14,22 psi.



Entrada de gas hélio

Disco de borracha
Mola

Conexdo com
abomba i Agulha
de vacuo S B - iiciiiieicicaciiscdiccdescascsascnaaae Agulha

Valvula solenoide

Camara de alta presséo de hélio

Camara de alta pressdo de hélio

Membrana de ruptura

Suporte da membrana carreadora

Membrana carreadora
contendo microparticulas
cobertas com DNA

Material a ser bombardeado

Valvula de vedagao

Tela de retengdo da membrana carreadora

Figura 4. Esquema bésico do diagrama de funcionamento do acelerador de microparticulas que utiliza hélio a alta pressédo: uma
camara de alta pressado de gas hélio é pressurizada. O regulador de gas é ajustado para a pressédo desejada. Para liberar a onda de
choque, uma valvula solenoide elétrica é ativada, fazendo com que uma agulha seja energizada e deslocada contra as membranas
de ruptura. Uma vez liberada a onda de choque, a agulha, que possui um disco de borracha em sua base, é deslocada, ocorrendo
a vedacdo da camara de alta presséo, permitindo uma precisa liberagdo do volume de géas requerido. A membrana carreadora é
outra membrana de kapton que deve ser montada no suporte de membrana. A onda de choque expandida carrega a membrana
carreadora, contendo as microparticulas cobertas com DNA na direcédo da tela de retencéo. A tela retém a membrana carreadora,
permitindo que as microparticulas continuem na diregao do material a ser bombardeado. Esse material deve ser colocado sob condi-
¢Oes de vacuo parcial, para reduzir a forga aerodinamica exercida sobre as microparticulas durante seu deslocamento, minimizando
a desaceleracéo.

Fonte: adaptado de Rech e Aragéo (1998).

llustragao: Laura de Alencar Dusi




Aceleracao das microparticulas cobertas com DNA

1. Abrir a valvula de saida do cilindro de gas hélio e
ajustar a pressdo do regulador para 1.200 psi.

Ajuste do regulador de alta presséo: a) antes de abrir a valvula do
cilindro de gés hélio, a chave do regulador devera ser girada no sen-
tido anti-horario (até o final da rosca), e a valvula de saida de gas do
cilindro devera estar fechada; b) abrir a valvula do cilindro; ¢) girar a
chave do regulador no sentido horario até que o manémetro de saida
atinja a presséo requerida.

2. Separar conjuntos de quatro membranas de ruptura
(300 psi/membrana) e manté-las imersas em isopro-
panol até o momento de serem utilizadas.

O isopropanol tem a finalidade de melhorar a vedagéo da camara de
alta pressao de gas hélio.

3. Posicionar o conjunto de membranas de ruptura na
extremidade da camara de alta pressdo de gas hélio.
Apertar o parafuso de vedacao. Inverter a camara de
alta presséo, encaixando-a na camara de vacuo.

4. Posicionar a placa de Petri contendo o material a ser
bombardeado.

5. Posicionar a tela de retencao e o suporte da membra-
na carreadora, contendo as microparticulas cobertas
com DNA, no cilindro de suporte. Cuidadosamente,
posicionar o cilindro do suporte e fechar a camara de
vacuo.

6. Abrir avalvula de entrada de vacuo e depois a valvula
de entrada do gas hélio para a camara de alta pressao.

Nunca abrir a valvula de entrada de gas hélio para a camara
de alta presséo quando ela estiver posicionada para cima
ou sem vacuo na camara de vacuo. Em caso de problema,
fechar imediatamente a valvula do cilindro de gas hélio e
depois abrir a valvula de saida de gas hélio da camara de alta pressao.

7. Quando a pressao de vacuo atingir 27 polegadas de
Hg, fechar a vélvula de entrada de vacuo. Aguardar
por 2 a 3 segundos e liberar a onda de choque através
do disparador que ativa a valvula solenoide.

8. Abrir a véalvula de saida do vacuo e depois a valvula
de saida do residuo de gdas hélio da camara de alta
pressao.

9. Abrir a cdmara de vacuo. Retirar a placa contendo o
material bombardeado e fecha-la imediatamente.

10. Descartar as membranas carreadoras, de ruptura e as
telas de retencao utilizadas.

11. Repetir o procedimento, a partir da etapa 3 deste
item, com as demais amostras.

12. Ao terminar, fechar a valvula de saida do cilindro de
hélio e retirar o gas remanescente na mangueira.
Desligar a bomba de vacuo e o disparador.

13. Transferir as placas contendo os eixos embriondrios
bombardeados para a cdmara de crescimento (a 28 °C
com 14 horas de fotoperiodo).

5.3 Observacoes

Geralmente, em sistemas vegetais, o nivel de vacuo
utilizado varia de 26 a 29 polegadas de Hg. Atualmente,



0 equipamento de biobalistica mais comercializado é
baseado no sistema com alta pressdo de hélio (SANFORD
et al., 1991), com o qual podem ser obtidos resultados
similares aos obtidos com o equipamento utilizado para
o estabelecimento do protocolo descrito neste capitulo,
que foi construido no Laboratério de Transferéncia de
Genes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

A membrana carreadora deve possuir uma re-
sisténcia suficiente para suportar a energia gerada pela
onda de choque, mantendo sua integridade durante a
aceleracdo e apods a violenta desaceleracdo. Para isso,
sdo utilizadas membranas de plastico de alta resisténcia.
A membrana carreadora consiste de um disco de kapton
de 24 mm (0,945 polegadas) de diametro (espessura:
2 mil = 50 um). A membrana de ruptura consiste em um
disco de 13,2 mm (0,52 polegada) do mesmo material.

Existem diferentes parametros fisicos e bioldgicos
importantes para a obtencdo de plantas transgénicas,
utilizando-se o sistema biobalistico. Entre os principais
parametros fisicos, podemos incluir: a) tipo e tamanho
das microparticulas; b) niveis de vacuo; c) distancia entre
a onda de choque e a membrana carreadora; d) distan-
cia entre a membrana carreadora e a tela de retencao;
e) distancia entre a tela de retencdo e o material a ser
bombardeado; f) pressao de gas hélio. Entre os principais
parametros bioldgicos, podemos citar: a) o plasmidio
utilizado; b) o estadio de desenvolvimento celular do
material a ser bombardeado. Todos esses parametros
estao inter-relacionados com os niveis de penetracdo das

microparticulas nas células e sua sobrevivéncia, e conse-
quentes niveis de expressao do transgene, devendo ser
estabelecidos para cada novo material bioldgico.

O posicionamento dos eixos embriondrios nas
placas de bombardeamento é um fator importante para
tornar os meristemas acessiveis, para a obtencgao de alta
frequéncia de transformacao. Utilizar um estereomicros-
copio e, imediatamente antes do bombardeamento, ve-
rificar o correto posicionamento dos eixos embriondrios
(que pode mudar depois de algum tempo no meio de
cultura de bombardeamento).

6 Desenvolvimento de
plantas transgénicas de sojq,
de feijdo e de algoddo

6.1 Material

+ Imazapyr 1 mM: dissolver 13,17 mg de imazapyr
(MW: 261,3; pureza: 99,2%) em 50 mL de agua
destilada estéril. Esterilizar por filtracdo utili-
zando filtro de 0,22 uM. Armazenar a -20 °C em

aliquotas de 1 mLa 2 mL.

« Meio de cultura/selecdo de soja: meio MS
(Apéndice 2) contendo imazapyr 500 nM.

+ Meio de cultura/selecao de feijao: meio MS.



« Meio de enraizamento de algoddo: meio MS
(Apéndice 2) com glicose 3% (p/v) em substituicao
a sacarose e contendo carvao ativado 0,1% (p/v).
(Apéndice 2) BAP 44,3 uM e imazapyr 80 nM.

+ Meio de inducdo de soja: meio MS (Apéndice 2)
contendo BAP 22,2 uM.

« Meio de selecdo de algoddo: meio MS
(Apéndice 2) com glicose 3% (p/v) em subs-
tituicdo a sacarose e contendo BAP 13,3 uM,
imazapyr 300 nM e carvéo ativado 0,1% (p/v).

« Solo adubado.

« Solucgdo estoque de BAP (Apéndice 2).

« Vermiculita.

6.2 Procedimento

1. Somente para soja: imediatamente apdés o bom-
bardeamento, transferir os eixos embrionarios para
placas de 10 cm de diametro e induzir brotagcdes mul-
tiplas porimersao total em 15 mL do meio de indugao
de soja durante 16 horas, no escuro, a 26 °C.

Para feijao e algodéo, ndo realizar essa etapa e ir imediatamente para
a etapa 2.

2. Transferir os eixos embriondrios bombardeados de
feijao, soja ou algodao para frascos, contendo 20 mL
do meio de selecédo respectivo. Manter os frascos em
sala de cultura a 28 °C, com fotoperiodo de 16 horas e
luminosidade de 50 pmols/m?/s.

3. Somente para o algodao: apds 30 dias, retirar as
radiculas necrosadas e transferir os explantes para
frascos, contendo 20 mL de meio de enraizamento
de algodao. Manter os frascos em sala de cultura a
28 °C, com fotoperiodo de 16 horas e luminosidade
de 50 umols/m?/s.

Depois de aproximadamente 4 semanas em cultura, os meristemas
apicais de algoddo bombardeados produzem brotos alongados e
raizes, que devem atingir 3 cm a 4 cm de comprimento.

Para soja e feijao, ndo realizar essa etapa, ir imediatamente para a
etapa 4.

4. Transferir as plantulas enraizadas individualmente
para potes de plastico, contendo 0,2 dm? de solo
adubado:vermiculita (1:1).

5. Cobrir as plantulas com um saco plastico e vedar com
um eldstico.

6. Manter em estufa a 25 °C com fotoperiodo de
14 horas, umidade relativa do ar acima de 80% e lumi-
nosidade de 350 pmols/m?/s.

7. Depois de 1 semana, remover o elastico. Apos a se-
gunda semana, também remover o saco plastico.

8. Assim que as plantulas aclimatizadas atingirem cerca
de 10 cm de comprimento, transferi-las para um pote
contendo 5 dm? de solo adubado e permitir que pro-
duzam sementes.

Sob condic¢des de casa de vegetacao e fotoperiodo de 10 a 14 horas,
cada planta de soja produz cerca de 100 sementes. Como a soja é uma
planta de dias curtos, é recomendavel um aumento do fotoperiodo de
18 a 20 horas para induzir um forte crescimento vegetativo da planta



e, por consequéncia, atraso da floragdo. Depois de um periodo de até
2 meses de crescimento vegetativo com fotoperiodo de 18 a 20 horas,
este deve ser ajustado para 10 a 14 horas para induzir a floragdo. Esse
procedimento torna possivel produzir até 1.000 sementes por planta.

9. Para detectar a presenca dos transgenes, as plantas
deverao seranalisadas por PCR (Capitulo 10), Southern
blot (Capitulo 12) e/ou Western blot (Capitulo 19), en-
tre outros métodos.

6.3 Observacoes

Esse protocolo explora o potencial morfogénico
de eixos embriondrios oriundos de sementes maduras
de soja, algodao e feijdo de se regenerarem em plantas
férteis, utilizando-se um procedimento simples de cultu-
ra de tecidos. O processo fisico da introducao de genes
exégenos utilizando bombardeamento de microparticu-
las tem uma larga aplicacdo em quase todas as células
vivas (SANFORD et al.,, 1991). Contudo, a aplicacao desse
protocolo é limitada a utilizacdo de uma molécula sele-
tiva (o imazapyr) capaz de se translocar e concentrar-se
na regido apical meristematica do eixo embrionario, e a
disponibilidade de procedimentos de regeneracdo seme-
Ihantes ao descrito. Apesar da ampla e adequada utiliza-
¢ao de outras moléculas, como higromicina, canamicina,
fosfinotricina e glufosinato de aménio como agentes
seletivos para as células de cotilédones, calos embrio-
génicos e suspensao de células, essas moléculas nao sao
adequadas para a selecao efetiva de células transgénicas
de eixos embriondrios apds o bombardeamento de mi-
croparticulas, descrita nesse protocolo. Isso se deve ao

fato que as células meristematicas apicais transgénicas
nao estdo em contato com o agente seletivo no meio de
cultura.

Neste protocolo, a regido meristematica apical
exposta do eixo embriondrio, derivado das sementes
maduras, é posicionada em meio de cultura adequado e
submetida ao bombardeamento de microparticulas, com
o vetor portando o gene ahas como marcador de selecdo
e o gene de interesse. Na cultura in vitro, a molécula her-
bicida imazapyr, utilizada como agente seletivo, é capaz
de translocar, sistematicamente, através da radicula dos
eixos embriondrios de forma néo letal e concentrar-se
na regido meristematica apical. O mecanismo de acédo
do imazapyr é a inibicdo da atividade enzimatica de
acetohidroxiacido sintase (AHAS), que catalisa na regido
meristematica apical o primeiro passo na biossintese de
trés aminoacidos essenciais: isoleucina, leucina e valina
(SHANER et al., 1984). Como consequéncia, apés o bom-
bardeamento de microparticulas, as células transgénicas
na regido apical dos eixos embrionarios podem ser efeti-

vamente selecionadas.

O periodo de inducdo em BAP é mais curto para a
soja (24 horas). Ja o algoddo nédo enraiza em presenca de
BAP, precisando ser transferido para um meio sem BAP
para enraizamento.

O imazapyr é foto e termolabil. E necessario certi-
ficar-se se a temperatura do meio de cultura é inferior a
55 °C antes de adiciona-lo.
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1 Introducédo

O conhecimento das bases moleculares do meca-
nismo de infeccdo por Agrobacterium spp. juntamente
com novas técnicas em biologia celular e molecular
vegetal, permitiram o desenvolvimento de metodolo-
gias de transferéncia de genes exdgenos para plantas,
utilizando essa bactéria como vetor natural de transfor-
macao. A transferéncia de genes para diferentes espé-
cies vegetais foi possivel gragas ao desenvolvimento de
vetores derivados do plasmidio Ti e sua introducao em
linhagens desarmadas de Agrobacterium spp., nas quais
os oncogenes foram removidos (Capitulo 3). O sistema
de transformacao via Agrobacterium spp. foi utilizado,
a partir de entéo, para transformar grande niimero de
plantas (CHENG et al., 2004; HERRERA-ESTRELLA et al,,
2005; VASIL, 2008). A alta eficiéncia de transformacao, o
baixo custo operacional, assim como a elevada reprodu-
tibilidade dos protocolos de transformacéo e de selecao
sdo as maiores razbes para a universalidade do uso do
sistema Agrobacterium spp.

O principio da transformacdo com uma linhagem
desarmada de Agrobacterium sp. baseia-se na selecao de
uma ou mais células transformadas e na sua regeneragao
em planta transgénica, isto &, as células competentes
em regenerar-se devem ser aquelas competentes para
transformacao. Assim, o método ideal de transformacao
via Agrobacterium spp. deve combinar, ao mesmo tempo,
a descontaminacao do tecido infectado pela bactéria, a
selecdo das células que foram transformadas e que expres-

sam o gene marcador e a regeneracao dessas células em
plantas (CURTIS, 2004, 2010; KOLE et al., 2010; PENA, 2005;
WANG, 2006). Para tanto, varios métodos ja foram descri-
tos, correspondendo, a maioria deles, essencialmente a
uma adaptacdo do método de cocultura de discos foliares
de fumo (Nicotiana tabacum) (HORSCH et al., 1985).

O protocolo basico de cocultura consiste no cultivo
simultaneo de determinado tipo de explante vegetal com
uma linhagem desarmada de Agrobacterium sp., conten-
do vetor com o(s) gene(s) a ser(em) introduzido(s) na
planta (Figura 1). A escolha do explante mais adequado é
decorrente da sua capacidade de regeneracao in vitro, e
podera ter diversas origens (como discos ou fragmentos
foliares, segmentos de caules ou de raizes, peciolos, coti-
Iédones, hipo ou epicotilos, calos embriogénicos, suspen-
sdes celulares ou embrides somaticos). E importante que
um ferimento seja feito no explante antes ou durante o
contato com a bactéria, pois as células feridas vao liberar
moléculas-sinal que, por sua vez, vao induzir os genes
de viruléncia de Agrobacterium spp. (MCCULLEN; BINNS,
2006; TZFIRA; CITOVSKY, 2006). Durante a cocultura, ocor-
rerd a ligacdo entre a bactéria e a célula vegetal no local
do ferimento do explante, a inducao dos genes da regido
vir e a transferéncia do T-DNA para o genoma da planta
(Capitulos 1 e 3).

Apds a cocultura, o explante é transferido para
meio de cultura apropriado para a regeneracdo, conten-
do um ou mais antibiéticos descontaminantes, os quais
vao eliminar as células de Agrobacterium spp., que serao,
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que serd responsavel pela inibicdo do crescimento das
células nédo transformadas. O efeito nocivo do agente de
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Figura 1. Esquema generalizado das etapas da transfor-
macado de plantas por cocultura com uma linhagem de-
sarmada de Agrobacterium sp., baseado no protocolo de
cocultura com fragmentos foliares de fumo, descrito neste
capitulo.

Fonte: adaptado de Brasileiro (1998).

llustragdo: Laura de Alencar Dusi

sele¢ao sera anulado pelo produto da expressao do gene
marcador de selecao (geralmente uma enzima) nas cé-
lulas transformadas. Assim, somente essas células serdao
capazes de multiplicar-se em meio seletivo.



Para evitar o aparecimento de plantas quiméricas,
a transferéncia dos explantes cocultivados para o meio
seletivo deve ser realizada o mais breve possivel apés a
cocultura. Uma planta quimérica é formada por células
distintas (transformadas e ndo transformadas), em virtude
de uma selecdo tardia ou inadequada que permitiu que
células distintas dessem origem a diferentes tecidos de
um unico broto. O ideal é que, durante todos os estadios
posteriores a cocultura, a pressao de selecdao seja man-
tida sobre o tecido em regeneracao, para que somente
células transformadas sejam regeneradas. Entretanto,
os sistemas de selecdo nédo sao totalmente eficientes e,
assim como ocorre com o quimerismo, alguns escapes
também podem ocorrer (ARAGAO; BRASILEIRO, 2002;
BRASILEIRO; ARAGAO, 2001; MIKI; MCHUGH, 2004
SUNDAR; SAKTHIVEL, 2008). Escapes sao brotos ndo
transformados que, apesar de ndo expressarem o gene
marcador de selecdo, conseguem regenerar-se na pre-
senca do agente de selegao.

Os brotos resistentes ao agente de selecdo sao
posteriormente isolados a medida que se regeneram, e
transferidos para meio de cultura préprio para enraiza-
mento. Uma vez enraizadas, as plantulas potencialmente
transformadas sao aclimatadas e transferidas para casa
de vegetacao. A andlise molecular dessas plantas é ne-
cessaria para comprovar a integracao e expressao do(s)
gene(s) exdgeno(s) no genoma da planta e a analise da
segregacdo para demonstrar a estabilidade da integracéo.

O estabelecimento de um protocolo de cocultura
para determinada espécie vegetal, ou gendtipo, exige o
estudo de diferentes parametros que podem afetar, direta
ou indiretamente, a eficiéncia do sistema de transforma-
cao via Agrobacterium spp. (CHENG et al., 2004; CURTIS,
2010; KARAMI et al., 2009; KIM et al., 2009; OGAWA; MI,
2005; OPABODE, 2006). Esse estudo deve ser realizado
por etapas, a saber:

1. Estabelecer um método eficiente de regeneracdo
para um ou mais tipos de explantes da espécie (ou
genotipo) estudada.

2. Definiras condi¢des de cultura mais favordveis ao cres-
cimento da planta doadora, de maneira que o estado
fisiolégico dos explantes no momento da cocultura
seja o mais adequado a transformacéo e a regeneragao.

3. Avaliar a melhor combinagao “genétipo versus linha-
gem de Agrobacterium sp.". Existem muitas op¢oes de
linhagens desarmadas de Agrobacterium spp., con-
tendo diferentes tipos de plasmidios Ti desarmados,
em diferentes contextos cromossomais (Capitulo 3).

4. Definir as condicdes de crescimento, o estado fisio-
I6gico e a concentracdo da cultura de Agrobacterium
sp., de maneira que a bactéria seja a mais infectante
possivel para o explante durante a cocultura.

5. Estabelecer as melhores condicdes de cocultura
para que a transformacdo das células do explante
seja a mais eficiente possivel, sem que isso afete sua
capacidade regenerativa. Condigdes basicas a serem



testadas sdo: tempo e temperatura de cocultura,
pH, composicdo dos meios de cultura, presenca de
indutores (moléculas-sinal), tipo e estado fisioldgico
do explante, entre outras. Durante a cocultura, pelo
menos trés requerimentos basicos sdo necessarios
para que ocorra a inducdo de genes da regiao vir: pH
entre 5 e 6, temperatura entre 22 °C e 28 °C e presen-
¢ca de uma fonte de carbono (GELVIN, 2009; WANG,
2006). Essas condicdes sdao encontradas na maioria
dos protocolos de regeneracado. O estabelecimento
dessas condicdes de cocultura pode ser otimizado
pelo uso de genes reporteres, sendo gus e gfp os mais
comumente utilizados (Capitulo 8). No caso do gene
gus, devem-se utilizar constru¢des que contenham,
dentro da sua sequéncia codificadora, um intron que
impede sua transcricdo dentro do sistema procarioto
de Agrobacterium spp., evitando, assim, a deteccdo de
falsos positivos (VANCANNEYT et al., 1990).

Determinar a dose e o tipo do antibidtico desconta-
minante e o tempo de exposicdo do explante a esse
antibiotico, de maneira a impedir o crescimento de
Agrobacterium sp. apds a cocultura, sem interferir, ao
mesmo tempo, no potencial regenerativo do explante.
A cefotaxima e a carbenicilina sdo os antibioticos mais
utilizados para tal fim, entretanto, outros antibioticos
também podem ser muito eficazes, como vancomicina,
augmentina, ticarcilina (sozinho ou em combinacao
com acido clavulanico) e ampicilina. A utilizagcdo des-
ses agentes deve ser precedida por testes de tolerancia
da planta.

7. Determinar a dose letal minima do agente de selecao
e o melhor tempo de exposicao do explante a essa
dose, de maneira que o maior niumero de brotos
transgénicos seja selecionado. O agente de selecao
é, geralmente, um antibiético (como canamicina e
higromicina) ou um herbicida (por exemplo, glifosato
e fosfinotricina). Para a determinacdo da dose letal
minima do agente de sele¢cao, uma curva de sobre-
vivéncia do explante a ser utilizado para a cocultura
deve ser estabelecida em relacdo a diferentes con-
centra¢des do agente.

A primeira planta transgénica obtida pelo sistema
Agrobacterium spp. foi o fumo (DE BLOCK et al., 1984;
HORSCH et al., 1984), modelo para a transformacédo de
espécies dicotiledéneas de ciclo curto gracas a sua alta
eficiéncia, tanto de regeneracao como de transformacao,
e a simplicidade do seu protocolo. O protocolo de co-
cultura com fragmentos foliares de fumo entdo descrito
foi adaptado, com pequenas modificacdes, para outros
tipos de explantes de uma enorme gama de espécies
vegetais. O refinamento desse protocolo basico permitiu
também o estabelecimento com sucesso de protocolos
de transformacao para espécies até entao consideradas
recalcitrantes a transformacdo por Agrobacterium spp.
(HERRERA-ESTRELLA et al., 2005; TZFIRA; CITOVSKY, 2006).

Acreditava-se, inicialmente, que as espécies mo-
nocotiledoneas nao pudessem ser transformadas via
Agrobacterium spp., por ndo fazerem parte de sua gama na-
tural de hospedeiros. Desde o primeiro sucesso da transfor-




macao de arroz (Oryza sativa), mediada por Agrobacterium
spp. no inicio da década de 1990 (HIEI et al., 1994), avancos
significativos na transformacdo de espécies de mono-
cotiledéneas por Agrobacterium spp. foram alcancados
(SHRAWAT; LORZ, 2006; SOOD et al., 2011). A principio, plan-
tas transgénicas de cereais como milho, trigo e cevada fo-
ram obtidas (CHENG et al., 1997; ISHIDA et al., 1996; TINGAY
et al,, 1997), seguidas de gramineas forrageiras (SOMLEVA
et al, 2002) e monocotiledéneas ornamentais (SUZUKI;
NAKANO, 2002; SUZUKI et al., 2001). O arroz tornou-se um
modelo para transformacdo de monocotiledoneas, pois
apresenta genoma pequeno (430 Mbp), sistema eficiente e
em larga escala de transformacdo genética, mapas genéti-
cos saturados e mapas fisicos com alta cobertura, grande
colecao de dados de transcritoma disponivel, quatro geno-
mas completamente sequenciados e disponiveis publica-
mente e grande colinearidade do seu genoma com os das
outras gramineas (HIRANO et al., 2008; UPADHYAYA, 2007).
A transformacao de unidades embriogénicas de arroz (HIEI
et al,, 1994), com modifica¢des de Sallaud et al. (2003), sera
aqui descrita para ilustrar um protocolo basico de cocultura
para espécies de monocotiledoneas.

Em paralelo, métodos alternativos de transforma-
cao pelo sistema Agrobacterium spp. foram desenvolvidos
para a planta-modelo Arabidopsis thaliana. Esses métodos,
denominados in planta, foram inicialmente baseados na
transformacao de plantulas em germinacao (FELDMANN;
MARKS, 1987), ou de plantas em comeco de floracdo, sub-
metidas a vacuo (BECHTOLD et al., 1993), em contato com
culturas de Agrobacterium spp. em altas concentragdes,

com o objetivo de introduzir a bactéria nos espacos inter-
celulares do tecido da planta. Clough e Bent (1998) descre-
veram posteriormente um método simplificado, consis-
tindo basicamente na imersdo das inflorescéncias (partes
aéreas) da planta dentro da cultura de Agrobacterium sp.
por alguns segundos, sem necessidade de vacuo. Na
transformacao in planta, o transgene é introduzido via
Agrobacterium sp. em botdes florais da planta intacta e as
sementes derivadas sdo posteriormente selecionadas na
presenca do agente seletivo. A transformacao in planta é
de grande interesse para espécies vegetais recalcitrantes,
pois nao necessita das etapas in vitro de cultura de tecidos
e regeneracao para obtencao de uma planta transformada.
Além de A. thaliana, a transformacéo in planta vem sendo
utilizada em Brassica campestris subsp. chimensis, Medicago
truncatula e M. sativa (QING et al., 2000; TRIEU et al., 2000;
WEEKS et al., 2008).

O numero significativo de sementes transgénicas
obtidas e a simplicidade de manipulacao fazem da trans-
formacao in planta uma alternativa atraente para valida-
¢ao e estudo da fungao biolégica de genes. O protocolo
adaptado do método de transformacao por imersao floral
(floral dip) (CLOUGH; BENT, 1998), utilizando a planta-
-modelo A. thaliana, sera descrito neste capitulo.

No presente capitulo, trés protocolos de transfor-
macao de plantas-modelo sdo apresentados e discutidos:
a) cocultura com explantes organogénicos de fumo,
planta-modelo para transformacdo de dicotiledoneas;
b) cocultura com unidades embriogénicas de arroz,



planta-modelo para transformacdo de monocotiled6-
neas; c) transformacdo de A. thaliana por imersdo de
botdes florais, sistema-modelo para transformacéo in
planta. Esses protocolos podem ser adaptados para as
demais espécies vegetais.

2 Cocultura de
discos foliares de fumo

2.1 Material

- Agua destilada, esterilizada por autoclavagem a
121 °C, durante 20 minutos.

« Capela de fluxo laminar.

« Espectrofotdmetro para leitura de absorbancia a
600 nm.

+ Incubadora com controle de temperatura e agi-
tacdo orbital.

« Laminas para bisturi e alca de platina.

« Linhagem desarmada de Agrobacterium sp., con-
tendo, em seu vetor, os transgenes de interesse
(Capitulo 3).

+ Meio de crescimento de bactéria LB (Apéndice 1).
» Meio de cultura para plantas MS (Apéndice 2).

« Microcentrifuga.

« Mistura solo:vermiculita (1:1), esterilizada por
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos.

- Papel de filtro, esterilizado por autoclavagem a
121 °C, durante 20 minutos.

« Recipientes de polipropileno transparente ou
vidro, proprios para cultura de tecidos (tipo
babyfood).

- Sementes de fumo (N. tabacum), cultivar Xanthi,
Petit Havana SR1, Havana 425, Samson ou W38.

+ Solo adubado com superfosfato simples e maté-
ria organica.

+ Solucao de etanol 70% (v/v).
+ Solucao de hipoclorito de sédio (NaOCl) 1% (v/v).
+ Solugao-estoque de BAP (10 mg/mL) (Apéndice 2).

- Solugdes-estoque de cefotaxima e dos agentes
seletivos apropriados (Apéndice 3).

« Tubos para microcentrifugas de 1,5 mL.

2.2 Procedimento

Desinfestacao e micropropagacao de plantas de fumo

1. Desinfestar a superficie das sementes de fumo em so-
lucdo de hipoclorito de sédio 1%, durante 20 minutos.

O tempo de desinfestac¢éo no hipoclorito de sddio depende da espécie
vegetal, variando entre 10 e 30 minutos. Se as sementes possuirem
casca muito irregular, cerosa ou pilosa, é aconselhavel realizar pré-
-lavagem em etanol 70% durante 1 minuto, antes da esterilizacao,
para quebrar a tensdo superficial.




2. Lavar as sementes cinco vezes em agua esterilizada,
para retirar o hipoclorito residual.

Para sementes muito pequenas, como no caso do fumo, é aconselha-
vel utilizar peneira esterilizada para amparar as sementes durante as
lavagens.

3. Inocular as sementes sobre meio MS solido em placas
de Petri. Incubar as placas em uma sala de cultura
com um fotoperiodo de 16 horas, a uma temperatura
de25+2°C.

4. Quando a plantula atingir aproximadamente 1 cm,
transferi-la para um frasco, contendo meio MS sélido.
Incubar as plantulas nas mesmas condic¢des descritas
nas etapas anteriores deste item.

5. Quando a plantula atingir aproximadamente 7 cm,
cortar o caule em segmentos nodais, cada um con-
tendo de uma a trés gemas axilares. Eliminar as folhas
dos segmentos e transferi-los para novos frascos
contendo meio MS sélido. Incubar os segmentos nas
mesmas condicdes descritas na etapa 4 deste item.

6. Subcultivar as plantulas por micropropagacdo a
cada 3 meses. Utilizar, para a cocultura, plantulas
micropropagadas com cerca de 5 cm, com quatro a
cinco folhas totalmente expandidas e com sistema
radicular desenvolvido.

Plantulas micropropagadas séo a fonte ideal de explantes (fragmentos
foliares) para cocultura com Agrobacterium spp., por se tratarem de
material sem contaminacdes e geneticamente idéntico (clone), elimi-
nando, assim, o “efeito genotipo”.

Infeccao dos fragmentos foliares

7. Cultivar a linhagem de Agrobacterium sp. a ser utili-
zada na cocultura em meio de crescimento sélido
LB, contendo os antibiéticos apropriados, durante
48 horas, entre 25 °Ce 28 °C.

As linhagens de Agrobacterium spp. podem também crescer em ou-
tros meios como MYA, YMB e YEB (Apéndice 1). Para mais detalhes
sobre o cultivo de Agrobacterium spp., ver Capitulo 1.

As linhagens desarmadas de Agrobacterium spp. mais comumente
utilizadas para cocultura de fumo sdo LBA4404, GV3101 e EHA101
(Capitulo 3).

8. Com a ajuda de uma alca de platina, inocular de duas
a quatro colonias isoladas (recém-crescidas em meio
sélido) em 10 mL de meio LB liquido.

Alternativamente, pode-se partir de uma suspenséo bacteriana recém-
-crescida em meio liquido e dilui-la na propor¢édo adequada, em meio
liquido novo (por exemplo, 50 pL de suspensdo em 10 mL de meio).

9. Cultivar as bactérias em um agitador do tipo orbital,
durante aproximadamente 16 horas, a uma frequén-
cia de agitacdo entre 180 rpm e 200 rpm e tempera-
tura de 28 °C, até a cultura atingir a fase exponencial

de crescimento.

O tempo de crescimento de Agrobacterium spp. varia conforme a
linhagem, dependendo também do meio de cultura, da temperatura e
da aeragao durante o cultivo (Capitulo 1).

A fase exponencial de crescimento das agrobactérias pode durar de
4 a 8 horas, durante a qual o tempo de geragdo varia de 70 a 90
minutos (WISE et al., 2006).



10. Determinar a absorbancia a 600 nm (A_ ) da suspen-

sdo bacteriana por leitura em espectrofotémetro. A
cultura deve estar em fase exponencial de crescimen-
to, ou seja, A entre 0,7 e 1,0.

Generalizando, pode-se considerar que, para Agrobacterium spp.,
A, =1,0equivale a5x 10°Unidades Formadoras de Colénias (UFC)/mL
(LIN et al., 1994).

11. Retirar as folhas das plantas de fumo micropropa-
gadas in vitro (5 a 6 semanas de idade), tomando
cuidado para ndo danifica-las.

Plantas de fumo cultivadas em casa de vegetacdo também podem
ser utilizadas como fonte de explantes. Nesse caso, utilizar folhas
jovens, totalmente expandidas, de plantas com aproximadamente
3 meses de idade e mantidas em casa de vegetacdo sob condicdes
parcialmente controladas de temperatura (20 °C a 30 °C) e umidade
(~ 70%). Desinfestar as folhas com hipoclorito de sédio 1% (v/v) durante
30 minutos e lavar abundantemente, pelo menos cinco vezes, com agua
destilada estéril.

12. Cortar a folha em quadrados de, aproximadamente,
0,5 cm?a 1,0 cm?, sobre papel de filtro embebido em
agua ou meio MS liquido.

Os fragmentos foliares também podem ser cortados em forma de
discos (1 cm de didmetro) ou de tira. Entretanto, a obtencéo dessas
formas exige manipulac¢des adicionais que podem aumentar as chan-
ces de contaminagéo ou de estresse dos explantes. A eficiéncia de
transformacéo dessas diferentes formas é a mesma.

No caso de utilizar folhas desinfestadas, provenientes de plantas cres-
cidas em casa de vegetacao, evitar a utilizacdo de areas da folha que
apresentem nervuras primarias e secundarias ou que estejam clordticas,
necrosadas, com coloragéo verde-escura ou com aparéncia encharcada.

13. Transferir imediatamente os fragmentos foliares cor-
tados para 10 mL de meio MS liquido em uma placa

de Petri. Quando todos os explantes estiverem corta-
dos, transferi-los do meio MS liquido para uma placa
de Petri contendo 10 mL da suspensao bacteriana em
meio LB (etapa 10 deste item). Certificar-se de que os
explantes estdo imersos na suspensao.

Utilizar, no minimo, oito placas por tratamento ou construcéo testada,
contendo dez explantes cada uma.

14. Selar as placas com filme de PVC. Incubar a cocultura
no escuro, durante 20 minutos, a uma temperatura de
25+2°C.

15. Apo6s a cocultura, transferir os explantes com auxilio
da pinc¢a, secando-os rapidamente em papel de filtro
estéril, para eliminar o excesso de bactérias, e deposi-
ta-los em placa de Petri contendo meio MS sélido adi-
cionado de BAP (1 mg/L). Colocar, aproximadamente,
10 explantes por placa e selar as placas com filme de
PVC e incubar no escuro, durante 48 horas.

A maioria dos protocolos de cocultura de fumo considera que a face
da folha (abaxial ou adaxial), que esta em contato com o meio, ndo
tem influéncia na taxa de regeneragéo de brotos. Entretanto, alguns
protocolos consideram que a face abaxial em contato com o meio
conduz a uma regeneragdo mais eficiente (CURTIS, 2010).

16. ApOs esse periodo, transferir os explantes para placas
de Petri contendo meio MS sélido adicionado de
BAP (1 mg/L) (para inducao de brotos), cefotaxima
(500 mg/L) (para evitar o crescimento das bactérias
remanescentes) e o agente de selecao apropriado
(para selecionar as células transformadas). Colocar,




aproximadamente, dez explantes por placa, com a
face abaxial da folha em contato com o meio.

No controle positivo, colocar os explantes em meio MS contendo BAP
e cefotaxima, mas sem o agente de selegdo. Esse controle servira
para monitorar o sistema de regeneracéo de brotos sem o efeito do
agente de selecéo.

Para um segundo controle positivo, realizar uma cocultura sem bacté-
ria e, depois, transferir os explantes para meio MS contendo somente
BAP. Esse controle servira para monitorar o sistema de regeneragao
de brotos sem o efeito da bactéria.

No controle negativo, realizar uma cocultura sem bactéria e, depois,
transferir os explantes para meio MS contendo BAP, cefotaxima e o
agente de selecdo. Esse controle servira para monitorar a eficiéncia
do agente de selecdo, isto é, nenhum explante devera regenerar-se
nessas condicgdes.

Neste protocolo, utilizam-se geralmente as seguintes dosagens de
agentes seletivos: canamicina (100 mg/L a 300 mg/L), higromicina
(30 mg/L a 50 mg/L) ou fosfinotricina (1 mg/L a 15 mg/L).

17. Selar as placas com filme de PVC e incuba-las em sala
de cultura com fotoperiodo de 16 horas, a tempera-
turade 25+ 2°C.

Obtencao de brotos transgénicos

18. Ap6s 2 semanas de incubacao, cortar os fragmentos
foliares para separar os pequenos calos formados.
Transferir os fragmentos e os calos para meio MS novo,
contendo BAP (1 mg/L), cefotaxima (250 mg/L) e o agen-
te de selecdo apropriado. Incubar as placas nas mesmas
condi¢bes descritas nas etapas anteriores deste item.

Nesta etapa, os fragmentos foliares estdo muito expandidos e, em
alguns casos, soltando-se do meio, dai a necessidade de corta-los. Ao
inocular os fragmentos e os calos no meio novo, pressiona-los contra
0 meio para que eles se fixem, garantindo um maior contato entre o
tecido vegetal e 0 meio de cultura.

19. Identificar os brotos (maiores de 0,7 cm) que forem sur-
gindo a partir dos calos resistentes. Excisar esses brotos
na base, procurando excluir tecidos do calo. Transferi-los
individualmente para frascos contendo meio MS soélido
para enraizamento, acrescido de cefotaxima (250 mg/L)
e do agente de selecao apropriado (Figura 2).

Os primeiros brotos, resistentes ao agente de selecdo, comegam a
aparecer com 3 a 4 semanas apos a cocultura. Esses brotos surgem
geralmente dos calos formados na margem do fragmento, ou de areas
internas feridas durante as manipulacdes (Figura 2).

E aconselhavel escolher somente um broto por calo resistente, evi-
tando, assim, trabalhar com brotos originarios de uma mesma célula
transformada, ou seja, do mesmo evento de transformagao.

Nesta etapa, todos os explantes do controle positivo devem estar em
processo de regeneragdo, enquanto, no controle negativo, todos os
explantes devem estar cloroéticos (Figura 2).

20. Manter os brotos no meio seletivo até o desenvolvi-
mento completo das raizes.

Raizes néo transgénicas sdo geralmente muito sensiveis aos diferen-
tes agentes de selecdo. Assim, somente os brotos que conseguirem
enraizar em meio seletivo podem ser considerados potencialmente
transgénicos. Brotos transgénicos representam aproximadamente 75%
do nimero total de brotos retirados dos calos resistentes a canamicina
(GALLOIS; MARINHO, 1995). E importante lembrar que a express&o do
gene marcador de selecdo em qualquer tecido da planta € dependente
das suas sequéncias regulatorias (LEPLE et al., 1992).

21. Avaliar a eficiéncia de transformacao, considerando o
numero total de brotos enraizados em meio seletivo
em relagdo ao numero total de explantes cocultivados.

22. Subcultivar, por micropropagacao (como descrito
na etapa 5 do item 2.2 Procedimento), cada plantula



Figura 2. Fragmentos foliares de plantas de fumo (Nicotiana tabacum) em meio MS, 1 més apds a cocultura: A) fragmentos foliares
que foram cultivados sem a presenca de Agrobacterium sp. e, depois, transferidos para meio seletivo (controle negativo); B) brotos
ndo transgénicos se regenerando a partir de fragmentos foliares que foram cultivados sem a presenca de Agrobacterium sp. e, depois,
transferidos para meio nao seletivo (controle positivo); C) brotos potencialmente transgénicos se regenerando a partir de fragmentos
foliares que foram cocultivados com Agrobacterium sp. e, depois, transferidos para meio seletivo.

potencialmente transgénica, mantendo assim uma
ou mais copias (clones) in vitro.

Essa precaucao adicional € importante no caso de a planta morrer du-
rante o processo de aclimatacao, que, em algumas espécies vegetais,
€ uma etapa muito delicada (DRAPER et al., 1988).

E aconselhavel manter o agente descontaminante (cefotaxima a
100 mg/L) durante os subcultivos, para evitar a contaminacao por
agrobactérias residuais. Porém, ndo é mais necessario manter o
agente de selecéao.

23. Retirar delicadamente as plantulas enraizadas (entre
5 cm e 8 cm de altura) do frasco e remover o excesso
de meio de cultura. Transferir as plantulas para copos
de plastico (de aproximadamente 8 cm de altura)

contendo a mistura solo:vermiculita estéril. Cobrir a
parte aérea da plantula com um saco plastico, para

evitar seu ressecamento.

E muito importante retirar todos os vestigios de meio de cultura das
raizes, pois ele podera servir como meio nutritivo para bactérias
e fungos do solo, que estardo em contato com as raizes durante a
aclimatacgéo.

No caso de vetores contendo o gene reporter gus ou gfp, para con-
firmar o estado transgénico das plantulas enraizadas na presenga do
agente de selecdo, pode-se retirar um ou mais fragmentos das folhas
e raizes dessas plantulas, no momento de transferi-las para os copos,
e realizar testes para detectar a atividade enzimética dos genes repor-
teres (Capitulo 8).

Fotos: Laura Dusi



Em paralelo, fragmentos das folhas e raizes dessas plantulas podem
também ser utilizados para confirmar a presenga dos transgenes pela
técnica de PCR (Capitulos 9 e 10).

24. Manter as plantas em casa de vegetacdo sob condi-
¢Oes parcialmente controladas de temperatura (20 °C
a 30 °C) e umidade (~70%). Apds 1 semana, retirar
o plastico da parte aérea e transferir a planta inteira
para um saco contendo solo adubado. Deixar a planta
desenvolver-se normalmente na casa de vegetacao.

As plantas cultivadas in vitro estdo adaptadas a umidade alta do inte-
rior dos frascos. A transferéncia para o ambiente mais seco da casa
de vegetacdo pode ser fatal. Por isso, durante os primeiros dias de
aclimatacao, a protecdo da parte aérea da planta com um saco plasti-
co é fundamental para manter a umidade alta, que deve ser reduzida
progressivamente. Durante esse periodo, a planta ird desenvolver
uma cuticula para controlar as perdas de agua.

25. Quando a planta atingir aproximadamente 30 cm de
altura, retirar algumas folhas para realizar as devidas
analises moleculares, visando confirmar a presenca e
integracao do T-DNA no genoma da planta (Capitu-
los 9 a 12). Para a analise genética da descendéncia,
proceder como descrito no Capitulo 4.

Quando as plantas comecgarem a florescer, cobrir as flores com sacos
de papel pardo. Aguardar a maturacdo das sementes e coleta-las
quando estiverem secas. As sementes podem ser estocadas em um
ambiente fechado, frio e seco, conservando sua viabilidade durante
muitos anos.

2.3 Observacoes

Para a inducao de genes da regido vir durante a co-
cultura, é importante a presenca de compostos fendlicos,

tais como acetosiringona, a-hidroxiacetosiringona, acido
sindpico ou acido cafeico, que sao naturalmente produzi-
dos como defesa da planta no momento da infeccdo pela
bactéria e sdo indutores (moléculas-sinal) do sistema de vi-
ruléncia de Agrobacterium spp. (MCCULLEN; BINNS, 2006).
Tecidos ou células lesadas de algumas espécies como
fumo produzem, aparentemente, quantidades suficientes
dessas moléculas-sinal, garantindo a inducdo da regiao vir
e a transferéncia do T-DNA. Entretanto, em outras espécies,
observou-se que a viruléncia pode ser aumentada pela
adicdo de acetosiringona, ou outro composto fendlico, ao
meio de crescimento da bactéria e/ou ao meio de cultura
da planta durante a cocultura (PITZSCHKE; HIRT, 2010).

Para uma maxima eficiéncia de transformacao
por Agrobacterium spp., € importante que as células do
hospedeiro estejam num estado minimo de estresse.
Demonstrou-se que outras moléculas-sinal, liberadas pela
planta como defesa ao ataque de Agrobacterium spp.,como
acido salicilico, etileno, acido jasménico, acido butirico e
auxina (acido indol-3-acético), podem inibir a expressao
dos genes vir, principalmente nos estagios finais da forma-
¢ao do tumor (6 dias apds a infeccdo) (GELVIN, 2009; LEE
et al., 2009). Assim, a concentracao da bactéria durante a
cocultura e o tempo de cocultura sdo parametros criticos na
transformacao de diferentes espécies vegetais. Na presenca
de altas concentracdes de bactéria, determinadas espécies
vegetais, ou tipos de explantes, podem apresentar reacoes
de hipersensibilidade a Agrobacterium spp. Na presenca
de uma baixa concentracdo, somente um numero restrito
de células pode ser transformado. Um tempo prolongado



de contato entre a bactéria e o explante pode ter efeitos
distintos, dependendo da espécie vegetal. Geralmente,
um periodo de 2 a 4 dias é suficiente. Periodos superiores a
5 dias podem dificultar a descontaminacao dos explantes
e causar sérios danos a célula vegetal. Entretanto, para
algumas espécies, 7 dias de cocultura podem ser o ideal
(CURTIS et al,, 1995).

Agrobacterium spp. também tém sido amplamen-
te utilizadas para estudos de expressao transiente em
plantas intactas por meio de agroinfiltracdo (ou agroi-
noculacdo ou agroinfeccdo) (KAPILA et al., 1997). Essa
estratégia simples e eficiente consiste na infiltracdo, com
uma seringa, em folhas de planta inteira, de uma cultura
de Agrobacterium sp. desarmada, contendo em seu vetor
0s genes em estudo, resultando na transformacao de
algumas ou todas as células na zona infiltrada. A agroin-
filtracdo tem sido amplamente utilizada para: a) estudos
de biologia viral utilizando Agrobacterium spp. como
veiculo para infeccdo sistémica de virus em plantas; b)
estudo de silenciamento génico em plantas pela estraté-
gia VIGS (Capitulo 7); c) andlise da interagdo agrobactéria/
hospedeiro, utilizando o virus como um marcador para
a transferéncia do T-DNA ou na producdo de proteinas
recombinantes em plantas (como anticorpos ou vacinas)
(DE MUYNCK et al., 2010; VAGHCHHIPAWALA et al., 2011).

Plantas transgénicas obtidas apds a cocultura
devem ser morfologicamente idénticas as plantas ndo
transgénicas. Alteragdes fenotipicas ndo desejaveis
podem ocorrer em virtude de variacbes somaclonais

decorrentes de um longo processo de cultura in vitro ou,
raramente, por mutacao insercional do T-DNA (JIN et al.,
2008). Entretanto, dependendo do objetivo do estudo,
por exemplo, a analise de funcao génica por silenciamen-
to ou superexpressao, alteragdes fenotipicas decorrentes
da expressdo do transgene sao esperadas e desejaveis.

3 Cocultura de unidades
embriogénicas de arroz

3.1 Material

« Agitador do tipo Vortex.

« Agua destilada, esterilizada por autoclavagem a
121 °C, durante 20 minutos.

« Capela de fluxo laminar.

«+ Espectrofotdmetro para leitura de absorbancia a
600 nm.

« Filme plastico de parafina.

+ Incubadora com controle de temperatura e agi-
tacao orbital.

- Linhagem desarmada de Agrobacterium sp., con-
tendo em seu vetor os transgenes de interesse
(Capitulo 3).

« Meio de cultura LB e AB para crescimento de
agrobactéria (Apéndice 1).

+ Meios de cultura de plantas basicos: NB, R2 e MS
(Apéndice 2).



« Meios de cultura para embriogénese somatica

de arroz:
Meio Componente Concentragao
(Apéndice 2) final
Meio de cultura basico NB 1X
Meio de
indugéo NB 24D 2,5 mg/lL
BAP 0,2 mg/L
Meio de cultura basico R2 1X
Acetoseringona 200 uyM
Meio R2CC
2,4-D 2,5 mg/L
BAP 0,2 mg/L
Meio de cultura basico NB 1X

Agarose tipo | (em
Meio NBS substituigdo ao fitagel)

0,7% (p/v)

2,4-D 2,5 mg/L
BAP 0,2 mg/L
Meio de cultura basico NB 1X

Agarose tipo | (em
substituigao ao fitagel)

0,7% (p/v)

Meio pré-RN ABA 5 mgiL
BAP 2 mg/L
ANA 1 mg/L
Meio de cultura basico NB 1X
Fitagel 0,45% (p/v)

Meio RN
BAP 3 mg/L
ANA 0,5 mg/L

Mistura solo:vermiculita (1:1), esterilizada por
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos.

Papel de filtro em placas de Petri, esterilizado por
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos.

Papel de filtro, em retangulos de aproximada-
mente 30 cm x 20 cm, protegidos com papel
pardo ou de aluminio, esterilizado por autocla-
vagem a 121 °C, durante 20 minutos.

Pincas, alca de platina e al¢a de Drigalsky.

Placas de Petri de 100 mm x 20mm e 100 mm X
15 mm.

Polissorbato 20.

Sementes de arroz (Oryza sativa), cv. Nipponbare.

Sistema de filtragao (filtro e frasco) de 150 mL,
graduado e estéril, com membrana com 50 mm
de diametro e com poros de 0,2 um.

Solucao de acetosiringona 100 mM (Apéndice 4).

Solugao de etanol 70% (v/v).

Solucao de glicerol 50% (v/v), esterilizada por
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos.
Solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCl) 5% (v/v).
Solugdes-estoque dos antibioticos cefotaxima e

timentina e dos agentes seletivos apropriados
(Apéndice 3).

Solugdes-estoque de 2,4-D, ABA, BAP e ANA
(1 mg/mL) (Apéndice 1).



« Tubos cénicos para centrifuga com tampa ros-
queavel de 50 mL, esterilizados por autoclava-
gem a 121 °C, durante 20 minutos.

« Tubos para microcentrifuga de 1,5 mL.

3.2 Procedimento

Inducao de calos embriogénicos
a partir de sementes maduras

1. Descascar sementes maduras de arroz manualmente,
com o auxilio de uma pinga, ou utilizando descasca-
dor de sementes. Selecionar as sementes bem forma-
das e sem manchas no endosperma ou embrido para
evitar contaminagdes. Usar 100 sementes para cada
construgao génica.

Este protocolo é eficiente para a cultivar Nipponbare e varias outras
variedades da subespécie japonica.

2. Desinfestar as sementes descascadas e selecionadas
em béquer contendo etanol 70% por 5 minutos, se-
guido por hipoclorito de sédio 5%, com duas gotas
de polissorbato 20, por 30 minutos. Durante esse
tempo, misturar as sementes na solugdo, agitando
manualmente o béquer por repetidas vezes.

3. Lavar as sementes abundantemente com agua desti-
lada por seis vezes. Seca-las bem em papel filtro.

4. Inocular as sementes sobre meio de inducao NB em
placas de Petri de 100 mm x 20 mm, colocando de
10 a 12 sementes por placa. Deixar as placas abertas

no fluxo por 15 minutos para retirar qualquer excesso
de umidade do meio ou condensacado. Selar as placas
com filme plastico de parafina e incuba-las no escuro
a 27 °C, durante 3 a 4 semanas.

E determinante que n&o haja condensacdo nas placas no momento
de semear, sendo recomendéavel verter o meio de indugdo NB nas
placas de Petri 1 ou 2 dias antes de inocular as sementes, para reduzir
contaminagoes.

As sementes de arroz devem ser posicionadas no meio preferencial-
mente com a regido do embrido voltada para cima e com leve presséo
para que elas ndo se soltem do meio em razdo do crescimento dos
calos e/ou germinagéo do embrido. Caso as sementes se soltem do
meio, havera germinagdo do embrido e/ou proliferagao de raizes em
vez de calos embriogénicos.

A qualidade da inducédo do calo primario e a liberagdo das unidades
embriogénicas dependem da qualidade do lote de sementes, sendo
aconselhavel realizar um teste de germinacdo antes de induzir os
calos para verificar as condigbes das sementes.

Selecao e multiplicacdao de unidades embriogénicas

5. Apds 3 semanas, quando os primeiros calos primarios
(de0,5cma 1 cm de diametro) forem observados, bater
levemente cada placa na palma da mao até que todos
os calos soltem. Dessa forma, serd possivel liberar e
identificar as pequenas unidades embriogénicas (UEs)
individualizadas na superficie do meio. Transferir as
UEs (de 0,5 mm a 1 mm de diametro) para novo meio
de inducao NB em placas de Petri de 100 mm x 15 mm,
colocando de 30 a 50 unidades por placa (Figura 3).

Decorrido o periodo de inducdo em meio de inducédo NB, é possivel
observar, na regido escutelar do embrido zig6tico, a formacéo de calo
primario compacto de 0,5 cm a 1 cm de diametro, podendo haver
também formacgédo de calos com aspecto aquoso na regido mais api-
cal do embrido da semente em germinacdo. A partir de alguns calos




0,5 mm

Fotos: Glaucia Cabral
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Cocultivar com Agrobacterium as UEs
selecionadas ap6s 10 dias em meio NB.
Selecionar UEs resistentes ao agente seletivo.

—

Regenerar brotos resistentes

Enraizar brotos resistentes antes de
em meio de pré-regeneragio. tranferi-los para casa de vegetagio.

Figura 3. Etapas do protocolo de transformagao de unidades embriogénicas (UEs) de arroz (Oryza sativa) por cocultura: (A) UEs pla-
gueadas em meio de inducé@o NB apds selegdo de calos embriogénicos derivados do escutelo da semente madura de arroz (em desta-
gue, UE medindo 0,5 mm); (B) formagéo de unidades globulares esbranquigadas (em destaque) a partir das UEs originais, na segun-
da fase de selecao em meio de inducéo NBS; (C) distribuicdo das unidades globulares esbranquigadas resistentes ao agente seletivo
em meio NBS para controle da origem dos diferentes eventos de transformacéo (em destaque, UE transgénica resistente, apés 3 a
4 semanas em meio de regeneracéo); e (D) plantula transgénica de arroz desenvolvida a partir de brotos resistentes.

primarios, séo formadas as pequenas UEs individualizadas, que séo inducdo NB (placas de 100 mm x 15 mm e 15 UEs
nédulos esféricos e compactos de 0,5 mm a 1 mm de diametro, que, . . .

normalmente, estdo na superficie do meio (Figura 3). por placa) para uma nova incubacdo de 8 a 10 dias;

b) UEs esféricas que apresentam superficie rugosa

6. Cultivar as UEs no escuro a 27 °C, durante 8 a 10 dias. com tamanho em torno de 3 mm a5 mm e que seréo

ApOds esse periodo, trés tipos de estruturas deverao utilizadas para cocultura; c) UEs de formato ramifica-

ser observados: a) UEs de tamanho inferior a T mm do e de tamanho superior a 5 mm que deverdo ser

que podem ser transferidas para novo meio de eliminadas por estarem muito diferenciadas.




A selecdo das UEs é uma etapa fundamental do procedimento. Se
forem utilizadas unidades muito menores do que 3 mm, ocorrera oxi-
dagdo apds a cocultura, enquanto as maiores que 5 mm, por estarem
mais diferenciadas, podem conduzir a baixa frequéncia de transforma-
¢ao, além de originar plantas quimeras.

7. Coletar 200 pL da linhagem de Agrobacterium sp.
estocada a -80 °C (Capitulo 1), inocular em 10 mL de
meio LB liquido com os antibiéticos apropriados e
incubar a 28 °C de 12 a 16 horas, a uma frequéncia de
agitagao entre 150 rpm e 200 rpm. Adicionar 10 mL
de glicerol 50% a cultura bacteriana, homogeneizar
em agitador do tipo Vortex e distribuir em aliquotas
de 200 pL por tubo de microcentrifuga estéril.

Caso necessite utilizar posteriormente a mesma linhagem, armazenar
a -80 °C as aliquotas da cultura diluidas em glicerol (concentragéo final
de 25%), apos imergir os tubos em nitrogénio liquido (Capitulo 1). Desta
forma, ndo é necesséria a manutengao da agrobactéria em placas, e o
planejamento da cocultura fica mais facil, uma vez que a preparagéao
da agrobactéria tem que ser sincronizada com a multiplicacéo das
unidades embriogénicas.

8. Trés a quatro dias antes da cocultura, espalhar
200 pL da linhagem de Agrobacterium sp. recém-
-crescida, com uma algca de Drigalsky, em meio AB
suplementado com os antibiéticos apropriados e cul-
tivar por 3 dias a 28 °C. A agrobactéria deverd crescer
abundantemente, formando uma camada viscosa na
superficie do meio.

As linhagens desarmadas de Agrobacterium sp. EHA105, LBA4404 e
AGL1 (Capitulo 3) sédo usadas para transformacéo de arroz, sendo a
EHA105 a mais eficiente no caso da cultivar Nipponbare. A eficiéncia
de transformac&o varia muito em fungéo da combinacgéo da linhagem
com o vetor utilizado (HIEI et al., 1994, 1997).

E recomendavel inocular duas placas de meio AB por construgio
utilizada.

Cocultura de unidades embriogénicas
com Agrobacterium sp.

9. No dia da cocultura, selecionar as UEs que apresen-
tem as seguintes caracteristicas: a) tamanho de 3 mm
a 5 mm; b) forma esférica; c) superficie rugosa de
coloracdo branca e opaca; d) textura bastante com-
pacta, firme; e) resisténcia quando pin¢adas.

Utiliza-se, em geral, 100 UEs por construgdo génica. O tamanho do
T-DNA influencia a eficiéncia de transformacéo, se o T-DNA for muito
grande (acima de 5 kb), aumentar o nimero de unidades a serem
transformadas.

10. Coletar toda cultura bacteriana da placa (etapa 8
deste item) com uma espatula plana e transferir para
15 mL de meio R2CCliquido em tubo conico de 50 mL.
Homogeneizar a suspensao em agitador tipo Vortex.
Coletar 1 mL da suspensdo bacteriana e determinar a

absorbancia a 600 nm (A_ ). Diluir a suspensao bac-

)
600
teriana com meio R2CC liquido parauma A, de 0,5.

A leitura da A, da suspensdo bacteriana encontra-se geralmente em
torno de 2,0.

11. Transferir 25 mL da suspenséo diluida para placa de
Petri (100 mm x 20 mm). Imergir as UEs (100 UEs por
construgao génica) nessa suspensao por 15 minutos,
agitando delicadamente a placa a cada 5 minutos.
Em paralelo, cultivar 50 UEs em meio R2CC liqui-



do sem bactéria (controles de regeneracdo e de
transformacao).

12. Apds cocultura liquida, transferir as UEs para papel
de filtro retangular e rola-las cuidadosamente sobre
o papel, até que adquiram aparéncia desidratada, ou
seja, sem nenhum resquicio de umidade. Inocular 10
UEs em meio R2CC solido [0,7 % (p/v) agarose tipo I]
em placas de Petri de 100 mm x 15 mm, selar com
filme plastico de parafina e incubar por 3 dias a cocul-
tura sélida no escuro, entre 20 °C e 22 °C.

A secagem das UEs € ponto critico para evitar supercrescimento
bacteriano e para induzir plasmoélise das células. De modo similar, é
necessario evitar qualquer tipo de condensagdo ou umidade na placa
de cocultura, deixando a placa aberta na capela por 15 minutos antes
de veda-la.

Usar algumas UEs apds os 3 dias de cocultura sélida para confirmar
a presenca dos transgenes pela técnica de PCR (Capitulo 10) ou,
se a construgdo permitir, para analise da expressao génica do gene
repérter (Capitulo 8).

Selecao de tecido embriogénico
resistente ao agente seletivo

13. Apos a cocultura sélida, transferir as UEs para meio de
selecdo R2S, que é o meio R2 (Apéndice 2), contendo
antibioticos para inibir o crescimento da agrobactéria
(cefotaxima 300 mg/L e timentina 100 mg/L) e o0 agen-
te de selecdo apropriado. Seguir a mesma razdo de
10 UEs por placa, em placas de Petri de 100 mm x
20 mm. Se houver crescimento demasiado da bactéria,
descartar as UEs contaminadas e transferir apenas as
nao contaminadas para meio de selecao. Cultivar as

placas vedadas com filme plastico de parafina no escu-
roa 27 °C, por 2 semanas.

Geralmente, utiliza-se a higromicina (30 mg/L a 50 mg/L) como anti-
bidtico de selegao para espécies monocotileddneas ou os herbicidas
(principio ativo fosfinotricina ou glufosinato) a 10 mg/L.

A cefotaxima e a timetina podem ser substituidas por carbenicilina a
200 mgl/L.

Os controles de regeneracdo e transformacédo consistirdo de UEs
que foram imersas em meio de cocultura sem a bactéria e que serdo
transferidas para 0 meio de sele¢@o contendo timentina e cefotaxima
(controle de regeneracao), enquanto no controle de transformacéo, o
meio conteréa timentina, cefotaxima e o agente de seleg&o. E importan-
te flambar bem a pinga para ndo haver contaminagdo cruzada entre
UEs.

UEs contaminadas sao aquelas em que se formou uma densa camada
de bactéria cobrindo-as, tornando muito dificil a sua descontaminagéo.
Por isso, essas UEs devem ser descartadas.

14. Transferir as UEs para meio NBS, acrescido de cefota-
xima (200 mg/L), timentina (100 mg/L) e o agente de
selecdao apropriado, e cultiva-las no escuro, a 27 °C.
Uma a duas semanas depois, varias UEs deverao ne-
crosar, enquanto outras formarao pequenas unidades
globulares e esbranquicadas (Figura 3).

15. Espalhar delicadamente as unidades globulares com
pinga, para expor os tecidos a selecao em meio NBS
novo, acrescido de cefotaxima (200 mg/L), timentina
(100 mg/L) e o agente de selecao apropriado. Colocar
as unidades globulares oriundas de uma mesma UE
préximas uma das outras e da UE de origem (Figura 3).
Subcultivar as unidades globulares por mais 1 semana
no escuro, a 27 °C.



E importante manter juntas as unidades globulares oriundas de
uma mesma UE, de maneira a poder oportunamente rastrear as
plantas oriundas de unidades globulares que vieram de uma mesma
UE e, portanto, potencialmente oriundas de um mesmo evento de
transformacao.

Pré-regeneracao dos tecidos
selecionados e regeneracao de brotos

16. Selecionar delicadamente, com uma pinga, as unida-
des globulares embriogénicas resistentes ao agente
de selecdo obtidas no meio NBS e transferi-las para
meio pré-RN, acrescido de cefotaxima (200 mg/L),
timentina (100 mg/L) e o agente de selecao apropria-
do, em placa de 100 mm x 20 mm. Incubar no escuro,
a 27 °C, por 1 semana.

Unidades globulares embriogénicas transgénicas aumentam de tama-
nho e tém uma aparéncia compacta, cor branco-esverdeada e aspecto
rugoso, de estrutura lobada e invaginada, enquanto unidades n&o
transgénicas apresentam-se translicidas, de cor bege e consisténcia
mais mole ou aquosa. Essas devem ser descartadas.

17. Selecionar as unidades globulares embriogénicas po-
tencialmente transgénicas do meio pré-RN e inocular
em meio RN, acrescido de cefotaxima (100 mg/L),
timentina (50 mg/L) e o agente de selecdo apropria-
do, com uma densidade de quatro a cinco unidades
por placa de 100 mm x 20 mm. Incubar por 2 dias no
escuro, a 27 °C.

Apos a transferéncia para meio RN, a manutencéo da pressao seletiva
€ opcional e dependente do gendtipo de arroz. No caso da cultivar
Nipponbare, a presséo seletiva deve ser mantida.

18. Transferir as placas para sala de cultura com fotoperio-
do de 16 horas e temperatura de 27 °C e empilha-las
de modo que recebam luz indireta (baixa luminosida-
de). Apds 2 dias, espalhar as placas na prateleira para
que passem a receber luz direta, por 3 a 4 semanas.

Ap6s 3 semanas de cultura, as unidades embriogénicas tornam-se
verdes e se diferenciam em brotos (Figura 3).

Enraizamento de plantulas transgénicas

19. Separar cuidadosamente os brotos do tecido original
quando atingirem aproximadamente 2 cm de altura
e transferi-los para tubo de ensaio com 25 mL de
meio MS, contendo sacarose 5% (p/v) e um agente
gelificante ultrapuro 0,3% (p/v). Cultivar os brotos
(Figura 3) por 3 a 4 semanas em fotoperiodo de
16 horas e temperatura de 27 °C.

20. Ap06s esse periodo, transferir as plantulas com siste-
ma radicular vigoroso para copos plasticos furados,
contendo mistura solo:vermiculita. Manter em casa
de vegetacao em condicdes de alta umidade e baixa
intensidade de luz. Apds 2 semanas, retirar a plantas
do sistema de aclimatacdo e transferi-las para potes
grandes com solo.

3.3 Observacoes

De modo geral, as condi¢bes e tempo de cul-
tura para atingir as diferentes etapas da obtencao de




plantas de arroz transgénicas a partir da cocultura com
UEs sao:

Etapa Temperatura Luminosidade Duragéo
Indugdo de 27 °C Escuro 3 semanas
calos em NB
Multiplicagéo o .
das UEs 27 °C Escuro 10 dias
C,olcultura entre 20 °C .
sélida em e 22 °C Escuro 3 dias
R2CC
Selecéo em o
R2S 27 °C Escuro 2 semanas
Selegcdo em o
NBS 27 °C Escuro 3 semanas
Pre- ~ 27 °C Escuro 1 semana
regeneracao

27 °C Escuro 2 dias
Regeneracdo
em RN o Fotoperiodo

27 °C de 16 horas 4 semanas
Enraizamento o Fotoperiodo
em MS 2r-c de 16 horas 4 semanas

Diferentemente de fumo e de outras dicotiledo6-
neas, a maioria das espécies monocotiledéneas, com
excecao de milho (AHMADABADI et al., 2007), nao é
responsiva na via organogénica, ou mesmo na embrio-
génica, quando da utilizacdo de tecidos diferenciados
verdes como explantes, por exemplo, folhas, caules,
cotilédones, hipo e epicoétilos. Culturas embriogénicas

tém sido a principal fonte para obtencdo de plantas
transgénicas para as espécies monocotiledoneas em
geral, quer seja a partir de calos, unidades ou suspen-
sdes celulares embriogénicas. Em cereais, embrides
somaticos sao obtidos direta ou indiretamente a partir
de células meristematicas simples (embriogénicas), que
sao tipicamente pequenas, isodiamétricas, ricamente
citoplasmaticas, que contém pequenos graos de amido
e se dividem rapidamente (VASIL, 2005). A manutencao
de células embriogénicas em altos niveis de 2,4-D (aci-
ma de 2 mg/L) por subcultivos regulares pode perpetuar
seu estado embriogénico meristematico, enquanto que,
a reducao no nivel de 2,4-D induz rapidamente a dife-
renciacao celular, perdendo sua totipoténcia. Baseado
nesses conhecimentos, os métodos atuais de transfor-
macao de espécies monocotiledéneas, utilizam células
embriogénicas meristematicas, com alta taxa de divisao,
tal como as de unidades embriogénicas obtidas de calos
de semente madura de arroz (escutelo do embriado) que
sdo cocutivadas com Agrobacterium sp., conforme pro-
tocolo descrito neste capitulo (HIEl et al., 1994; SALLAUD
etal, 2003).

A eficiéncia de transformacao de espécies mono-
cotiledéneas por Agrobacterium sp. pode ser aumentada
por fatores envolvidos na susceptibilidade da célula ve-
getal a Agrobacterium spp. ou na ativacao da regiao virde
Agrobacterium sp. (CHENG et al., 2004). Entre esses fatores
estdo gendtipo da planta, tipo de explante, linhagem de
Agrobacterium sp., tipo de vetor binario e promotor dos
genes de interesse e de selecédo, condi¢des de cocultura,



tratamento osmético para dessecacao de explantes antes
ou apés a cocultura. Entretanto, de uma maneira geral, a
eficiéncia de transformacao ainda é baixa, principalmen-
te para gendtipos-elite de cereais (KARAMI et al., 2009;
VASIL, 2005).

A reducao para a metade, ou remogao do CaCl,
do meio de cocultura (R2CC), favorece o aumento da
susceptibilidade do explante vegetal a infeccdo por
Agrobacterium sp., uma vez que esse macronutriente tem
papel crucial na defesa da planta contra microrganismos
patogénicos (AZADI et al., 2010; SALLAUD et al., 2003).

O uso de acetosiringona (AS) durante a cocultura
é um dos pontos criticos para transformacédo de espé-
cies de monocotiledéneas em geral. AS é um composto
fendlico necesséario para a ativacdo dos genes vir de
Agrobacterium spp., e essencial para a transferéncia do
T-DNA. A adicao de AS a 50 uM no meio de cocultura
aumentou significativamente a eficiéncia de transfor-
macao de cana-de-acucar (MANICKAVASAGAM et al.,
2004).

Trocar a sacarose por uma aldose, como a D-glicose,
como fonte de carbono no meio de cocultura, como o
meio R2CC, tem sido rotineiramente usado para trans-
formacao eficiente de arroz (HIEl et al., 1994; SALLAUD
et al., 2003). As aldoses podem potencializar a expressao
dos genes vir, que sdo dependentes de AS, quando a
concentragao de AS no meio esté reduzida, como a 50 uM
(SHIMODA et al., 1990).

4 Transformacgdo de plantas
de Arabidopsis thaliana por

imersé@o dos botodes florais
(floral dip)

4.1 Material

- Centrifuga para tubos de 50 mL.
« Erlenmeyer 1 L.

« Espectrofotdmetro para leitura de absorbancia a
600 nm.

+ Hidréxido de potdssio (KOH).

+ Incubadora com controle de temperatura e agi-
tagao orbital.

« Linhagem desarmada de Agrobacterium sp.,
contendo em seu vetor bindrio os transgenes em
estudo (Capitulo 3).

« Meio LB de crescimento de agrobactéria
(Apéndice 1).

« Meio MS sélido de germinacdo de sementes
[0,6% (p/v) agar; (Apéndice 2)].

« Papel de filtro em placas de Petri, esterilizado por
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos.

- Placas de Petri.



- Sais MS (macro e micronutrientes do meio de
cultura MS, Apéndice 2).

- Sementes de Arabidopsis thaliana ecétipo
Columbia (Col-0).

- Solo aerado adicionado de micro e macro
nutrientes.

+ Solucéo de etanol 70% (v/v).
« Solucdo de etanol 95% (v/v).

+ Solucdo de inoculacao:

Componente Quantidade Concentragao final

Sais MS 0,22 mL 0,22%
Sacarose 5009 5%
MES 50 mg 0,05%
Surfactante 20 mg 0,02%
organosilicone

(copolimero de

silicone poliéter)

H,O g.s.p. 100 mL

Ajustar o pH para 5,7 com NaOH ou KOH 1N e esterilizar o meio por autoclava-
gem durante 20 minutos a 110 °C.

- Solu¢des-estoque de antibidticos (Apéndice 3).

« Surfactante nao ionico (da familia polioxietileno
p-tercotil fenol).

« Tubos de plastico para centrifuga de 50 mL.

» Vasos plasticos (300 mL) e bandejas plasticas
com tampa transparente para acondicionamen-
to dos vasos.

4.2 Procedimento

Crescimento de plantas de Arabidopsis thaliana

1. Desinfestar as sementes de A. thaliana utilizando eta-
nol 70%, contendo 0,1% de surfactante nao idnico,
em agitacao lenta durante 5 minutos.

2. Llavar as sementes duas vezes em etanol 95%.
Depositar as sementes em papel de filtro estéril e
esperar o etanol evaporar.

Para evitar contaminacéo, essa etapa deve ser realizada dentro do
fluxo laminar.

Em virtude do pequeno tamanho das sementes, o descarte das solu-
¢Oes e recolhimento das sementes pode ser realizado com auxilio de
uma micropipeta.

3. Semear em placas de Petri, contendo meio MS sélido
para germinacdo de sementes. Incubar no escuro, a
4 °C, durante 48 horas para quebra da dorméncia.
Ap0s esse periodo, transferir as placas para uma sala
de cultura com fotoperiodo de 16 horas, a 22 + 2 °C.
Quando as plantulas atingirem pelo menos quatro
folhas, transferi-las para vasos, contendo solo aerado
adicionado de nutrientes e umedecido (Figura 4).

Para evitar danos as raizes, comprometendo seu desenvolvimento,
antes de transferir as plantulas para o solo, umedecer o meio MS
e recorta-lo ao redor da raiz. Com o auxilio de uma pinga, coletar a
plantula, lavar rapidamente a raiz em agua destilada e deposita-la no
solo. Para a fixagao da raiz, empurrar o solo delicadamente com o jato
de agua de uma pisseta.

O desenvolvimento da plantula até atingir o estadio de quatro folhas
leva, aproximadamente, 7 dias, desde a inoculagéo das sementes.



—

Transferir as plantulas desenvolvidas

Fotos: Marcia Cristina Mattar da Silva

em meio MS-4gar para o solo e aclimatar

Mergulhar os bot&es florais totalmente fechados Manter as plantas na posigao Coletar as sementes maduras e analisar
na suspensdo de Agrobacterium horizontal durante 24h

Figura 4. Etapas do protocolo de transformacéo de Arabidopsis thaliana por imersdo de botdes florais: (A) sementes de plantas de
A. thaliana germinadas em meio MS solido; (B) desenvolvimento das plantulas (em destaque), apos 2 semanas da germinacdo em
vasos contendo solo adubado; (C) inoculagédo da inflorescéncia em suspensdo de Agrobacterium sp., utilizando botbes totalmente
fechados (em destaque); (D) plantas, apds procedimento de transformagao, mantidas na posi¢éo horizontal por 24 horas; (E) plantas
submetidas ao procedimento de transformacgdo, mostrando siliquas, contendo sementes em fase de amadurecimento para posterior
coleta e analise da transgenia.

A germinacéo das sementes em meio MS solido é vantajosa para ldmina de agua durante o crescimento das plantulas
obter uniformidade no tamanho das plantas a serem utilizadas no

_ (de 3 a4 semanas) (Figura 4).
procedimento de transformagao.

Eliminar os brotos primarios, podando-os, tende a induzir o aumento

4. Aclimatar as plantas, colocando os vasos em bandeja da inflorescéncia secundaria, favorecendo a obtengdo de numerosos
botdes florais. As plantas estaréo prontas para transformagao cerca de
contendo uma lamina de dgua, coberta por tampa de 4 a 6 dias apds a poda.
plastico transparente, por 2 a 3 dias. Apds esse perio- O crescimento das plantas de A. thaliana pode ser realizado em sala
de crescimento de plantas ou em casa de vegetacéo, e é dependente
do, retirar a cobertura e manter os vasos sobre uma da umidade, temperatura e luminosidade.



Imersao do botao floral em
suspensao de Agrobacterium sp.

5. Com auxilio de al¢a de platina, inocular uma col6nia
de Agrobacterium sp., contendo em seu vetor bindrio
os transgenes em estudo e crescidas em meio sélido
(Capitulo 1), em 10 mL de meio LB liquido, contendo
os antibidticos apropriados.

A escolha dos antibiéticos depende da linhagem de Agrobacterium sp.
e do gene de selecéo presente na construgao génica.

6. Cultivar as bactérias em agitador do tipo orbital, du-
rante aproximadamente 24 horas, a uma frequéncia
de agitacao de 180 rpm, a 28 °C.

7. Adicionar os 10 mL do pré-inéculo a 200 mL de meio
LB liquido, contendo os antibiéticos apropriados, e
incubar a uma frequéncia de agitacdo de 180 rpm, a
28 °C, durante 12 a 16 horas. Coletar 1 mL e deter-

minar a absorbancia a 600 nm (A_ ) da suspensdo

600
bacteriana por leitura em um espectrofotémetro. A
cultura deve estar em fase exponencial de crescimen-

to, ou seja, A, entre 0,7 e 1,0.

O tempo de crescimento de Agrobacterium spp. varia conforme a
linhagem, dependendo das condi¢8es de aeracéo durante o cultivo.

8. Transferir a suspensdo bacteriana para tubos de
centrifugacao e centrifugar por 15 minutos, a 5.400 g,
a uma temperatura de aproximadamente 22 °C.
Descartar o sobrenadante e ressuspender as células
em 150 mL da solucdo de inoculagéo.

Preparar a solugao de inoculagéo imediatamente antes do uso.
Para cada duas a trés plantas, utilizar 150 mL de células em suspenséo.

O surfactante organosilicone € um agente redutor da tensao superfi-
cial da membrana celular. Em doses de baixa toxicidade (0,02%), ele
favorece a entrada da bactéria nos tecidos da planta, relativamente
inacessiveis.

9. Imergir os botdes florais de trés plantas vigorosas, ta-
manho de aproximadamente 10 cm e inflorescéncia
totalmente fechada (sem pétalas aparentes, Figura 4),
em 150 mL da suspensao de Agrobacterium sp., por
3 segundos a 1 minuto, agitando manualmente.
Durante imersao, deve-se formar uma camada de
suspensao bacteriana, cobrindo todos os botdes
florais. Evitar bolhas ao redor da inflorescéncia.

As plantas atingem o tamanho ideal para a transformacao geralmente
apods 3 a 4 semanas do inicio da germinacéo das sementes.

E recomendavel umedecer bastante as plantas nos 2 dias que antece-
dem o procedimento de inocula¢@o. Porém, a quantidade de agua no
solo ndo deve ser demasiada, para evitar a absorcao da suspenséo
de Agrobacterium spp.

Podem ser repetidas até trés inoculagdes com Agrobacterium sp. no
periodo de 6 dias. No entanto, os testes realizados indicaram que o
efeito no aumento da taxa de transformantes n&o justifica o aumento
de tempo e de material utilizado (CLOUGH; BENT, 1998).

10. Apds o periodo de imersdo dos botdes florais na
suspensao de Agrobacterium sp, deixar as plantas na
posicao horizontal, dentro de bandejas cobertas com
plastico transparente, durante 24 horas (Figura 4). Apds
esse periodo, retornar as plantas para a posicao vertical
e manté-las a 22 + 2 °C, em fotoperiodo de 16 horas e



umidade de, pelo menos, 80%, durante 3 a 4 semanas,
ou até o inicio do amadurecimento das siliquas.

Manter os vasos com as plantas sobre uma lamina de agua, em
bandejas com tampa de plastico, simulando uma camara Umida, ga-
rantindo as condicdes de umidade. Evite a exposicao a luz solar e ao
ar quente no interior das bandejas.

Agrupar os novos botdes florais de cada planta com barbante e pren-
der em uma pequena estaca. Manter distancia entre os vasos para
evitar polinizagao cruzada.

11. Retirar completamente a agua das bandejas quando
as plantas apresentarem siliquas comecando a secar,
indicando o amadurecimento das sementes (Figura 4).
Coletar as sementes maduras e armazenar a 4 °C.

Em geral, obtém-se aproximadamente 1.000 sementes de cada planta
(ou o equivalente ao volume aproximado de 100 pL).

12. Desinfestar as sementes (conforme descrito anterior-
mente nas etapas 1 e 2 do item 4.2 Procedimento).
Semear em placas de Petri contendo meio MS sélido,
adicionado do agente de selecao apropriado, para
selecionar os transformantes. Transferir para o solo as
plantulas que apresentam pelos menos quatro folhas.
Apds o crescimento das plantas (de 2 a 3 semanas),
coletar uma folha para extrair DNA (Capitulo 9) e
utiliza-lo nas andlises moleculares, visando confirmar
aintegracdo e expressao do(s) transgene(s).

Para um controle paralelo da germinacédo, semear também em meio
MS sélido, sem adicédo do agente de selegéo.

A eficiéncia de transformacédo pelos métodos in planta pode atingir
até cinco plantas transgénicas por planta-méae inoculada. Como cada
planta-mae produz em média 1.000 sementes, a eficiéncia é de 0,5%.

Para selecao de sementes transgénicas de A. thaliana, as dosagens
variam de acordo com o agente seletivo utilizado, sendo os agentes
mais comuns: canamicina 50 mg/L a 100 mg/L, higromicina 15 mg/L a
30 mgl/L, e fosfinotricina 10 mg/L a 20 mg/L.

4.3 Observacgoes

Apesar de o ecétipo Columbia (Col-0) ser o mais
utilizado na transformacdo das plantas de A. thaliana,
experimentos que utilizam os ecétipos Ws-0, Nd-0, No-0
indicaram frequéncia similar de transformantes. Para os
experimentos que utilizam os ecétipos Ler-0, Dijon-G e
Bla-2, foi observada uma diminui¢cao no nimero de trans-
formantes (CLOUGH; BENT, 1998).

Diversas linhagens de Agrobacterium spp., como
LBA4404, EHA 105, Chry 105 e GV3103 (Capitulo 3), po-
dem ser utilizadas com sucesso para a transformacao por
imersao floral de plantas do ecétipo Col-0.

Como alternativa a germinacao de sementes em
meio MS sélido, as sementes de A. thaliana podem ser
plantadas diretamente no solo. Nesse caso, deve-se que-
brar a dorméncia das sementes incubando-as em 300 plL
de dgua destilada para o equivalente a 100 puL de semen-
tes, a 22 + 3 'C durante 24 horas, seguido por 48 horas a
4 °C. Depositar, com auxilio de uma micropipeta, uma a
duas sementes por vaso (300 mL), contendo solo aerado,
adubado e umedecido. Pode-se também utilizar uma
mistura contendo substrato aerado, terra estéril e ver-
miculita (3:3:1). Recomenda-se cobrir o solo onde serao
depositadas as sementes com tela contendo pequenos




orificios (por exemplo, tela para mosquito) para reter a
terra quando da inversao dos vasos de plantas, durante e
apos a inoculagdo com bactéria.

O estadio de desenvolvimento da planta no mo-
mento da inoculagdo com Agrobacterium spp. é muito
importante. Embora a transformacdo possa ocorrer
quando a bactéria é inoculada em outros estadios (por
exemplo, nas rosetas, local de iniciacdo dos botdes, ou
nas sementes), os maiores indices em reprodutibilidade
e eficiéncia de obtencdo de transformantes sdo atin-
gidos quando utilizadas plantas contendo numerosos
botdes, totalmente fechados. Uma das razdes para que
A. thaliana seja passivel a transformacao por imersdo dos
botbes florais é que seu gineceu permanece aberto e
acessivel a aplicagdao exdgena de Agrobacterium spp., nas
fases iniciais do desenvolvimento floral (DESFEUX et al.,
2000), o que permite o acesso da bactéria aos évulos (o
alvo da transformacdo) durante seu desenvolvimento.
Um posterior fechamento do gineceu pode impedir a
transformacao de flores em estadios mais avancados.
Aparentemente, somente A. thaliana e algumas espécies
dafamilia Brassicaceae satisfazem essas restricdes. Dentre
essas espécies, podem-se destacar: bolsa-de-pastor (erva
medicinal, Capsella bursa-pastoris) (BARTHOLMES et al.,
2008), canola (Brassica napus) (WANG et al., 2003) e raba-
nete (Raphanus sativus) (CURTIS; NAM, 2001).

Diferentes doses do surfactante organosilicone po-
dem ser utilizadas na solucdo de inoculacédo. Os resultados
indicam alta eficiéncia de obtencdo de transformantes

quando se utilizam concentra¢des de surfactante orga-
nosilicone de 0,02% a 0,1%. Entretanto, recomenda-se
cautela no aumento da dose utilizada, para evitar necrose
nos tecidos das plantas, comum em alguns ambientes.
Outros surfactantes podem ser utilizados, como polo-
xamero f68 ou polissorbato 20. Contudo, o surfactante
organosilicone (CLOUGH; BENT, 1998; CURTIS, 2010) tem
a vantagem de reduzir a tensdo da superficie da célula,
mais do que outros surfactantes e, em dose de baixa
fitotoxicidade, favorece melhor a entrada da bactéria nos
tecidos da planta, relativamente inacessiveis.
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Expressdo transiente e
inducdo de silenciamento
utilizando Agrobacterium spp.
e vetores virais
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1 Introducédo

Expressao génica transiente

A transformacdo de plantas é, geralmente, associa-
da a incorporacao do DNA exdgeno de forma estavel no
genoma. No entanto, a expressao heteréloga de um gene
pode ocorrer independentemente da integracdo do DNA
no genoma. Esse tipo de expressao génica, chamada tran-
siente, estd associada a qualquer método de transformacéo
genética de plantas, seja por Agrobacterium spp. seja por
métodos diretos de transformacao, como a transformacgao
de protoplastos (Capitulo 4) e a biobalistica (Capitulos 5),
mas que nao envolve a transferéncia desse transgene para
geracoes futuras (FISCHER et al., 1999; KOHLI et al., 2006).

Aintroducao do gene exdgeno na célula ndo impli-
ca sua integracao estavel, a qual ocorre em apenas uma
pequena parte das células transformadas (estimada em
cerca de 0,1%); no entanto, em todas as células que re-
ceberam DNA exdgeno, ocorre a expressao transiente. A
expressao transiente, dependendo do método utilizado,
pode ser observada apds 6 a 8 horas, ndo sendo mais de-
tectavel apds 7 a 15 dias. Assim, como ocorre em plantas
transgénicas, a transcricao das sequéncias exdgenas varia
conforme o tipo de promotor, o tipo de tecido e demais
fatores potencialmente envolvidos na regulacao génica.
Porém, a expressdao transiente ndo é influenciada por
fatores como efeito de posicao e o numero de cédpias do
transgene no genoma, os quais podem levar ao silencia-

mento transcricional, como se observa frequentemente
em plantas transgénicas (KOHLI et al., 2006).

Experimentos em que se utilizou expressao transien-
te, por métodos de biobalistica (Capitulo 5), transformacao
de protoplastos (Capitulo 4) e vetores virais ou infiltra-
¢do de tecido foliar com cultura de Agrobacterium spp.,
sdo utilizados para estudos de regulacdo génica, locali-
zacdo subcelular de proteinas, producdo heteréloga de
proteinas e validacdo da funcao génica, substituindo ou
complementando o uso de testes com plantas transgé-
nicas. A vantagem desses métodos em relacdo as plantas
transgénicas é a rapidez, simplicidade e menor custo, uma
vez que dispensam as etapas de cultura de tecidos (selecdo
e regeneracao de plantas), e as andlises e caracterizagao
dos eventos de transformacéo (Capitulo 6).

Producao de proteinas heterélogas em plantas

O uso de plantas para a producdo de proteinas
heterélogas apresenta diversas vantagens em relagao
aos sistemas atualmente mais utilizados, baseados em
microrganismos e cultura de células in vitro. O baixo
custo, a facilidade de escalonar a producao e o baixo risco
de contaminacdo por patégenos capazes de infectar o
homem sao algumas dessas vantagens (POGUE et al.,
2002; SHARMA; SHARMA, 2009).

A producdo de proteinas heterélogas em plantas
pode ser obtida a partir de diferentes 6rgdos das plantas
transgénicas; por exemplo, folhas, sementes e érgaos de
reserva. No entanto, o desenvolvimento de uma platafor-



ma para a expressdo de proteinas heterélogas baseada
em plantas transgénicas pode demandar muito tempo e
trabalho (FISCHER et al., 1999). Como alternativa, podem-
-se produzir proteinas heterdlogas por meio da expresséo
transiente, utilizando as técnicas de infiltracao de tecidos
foliares com Agrobacterium spp. ou pelo uso de vetores
virais (HEFFERON, 2012; STREATFIELD, 2007; YIN et al.,
2007).

Agroinfiltracao

A infiltracdo com Agrobacterium spp., ou agroin-
filtracdo, geralmente é feita em tecidos foliares com as
mesmas linhagens e vetores utilizados para a obtencao
de plantas transgénicas (Capitulo 6) (KAPILA et al., 1997).
Em razdo do grande numero de células que sao transfor-
madas, apos 3 a 4 dias de expressao transiente, é possivel
obter quantidades suficientes das proteinas heterélogas
de interesse tanto para deteccdo quanto para purificacéo,
em pequena ou média escala.

Embora a agroinfiltracdo seja um método simples
e eficiente de transformacdo, frequentemente o nivel
de expressdao de proteinas heterélogas é baixo, como
resultado, em parte, da pouca capacidade de tecidos
foliares para acumular proteinas (STREATFIELD, 2007). O
nivel de expressao também é afetado pelo silenciamento
génico induzido pelo processo de transformacao pela
Agrobacterium spp. Para tentar contornar esse problema,
utiliza-se a coexpressao de supressores de silenciamento,
que sao genes de origem viral e que atuam de diferen-
tes formas nas vias de silenciamento génico (BURGYAN;

HAVELDA, 2011). A coexpressao do gene de interesse
junto a um supressor de silenciamento eleva o nivel de
expressao, pelo aumento da estabilidade dos mRNAs
(VOINNET et al., 2003), assim como prolonga o periodo
durante o qual sao expressos. Diversos supressores de si-
lenciamento estao sendo descritos e testados em sistemas
de expressao transiente. Os supressores mais utilizados
para a expressao transiente em Nicotiana benthamiana
sdo o P-19 e o HC-Pro, derivados de Tombusvirus e de
Potyvirus, respectivamente (BURGYAN; HAVELDA, 2011;
VOINNET et al., 2003).

Vetores virais

Outra forma de expressao transiente, bastante
eficiente para a expressao de proteinas heterélogas, é
a que utiliza vetores virais. Um vetor viral é, essencial-
mente, um virus modificado, obtido a partir de um clone
infeccioso. A sequéncia clonada, correspondente ao virus,
é modificada de acordo com duas estratégias: a) substi-
tuicdo, pelo gene de interesse, de genes nao essenciais
a infeccao viral, como genes evolvidos na transmissao;
b) insercao de um gene exégeno em sitios de clonagem
ou restricao incorporados em locais especificos do geno-
ma viral (Figura 1) (GLEBA et al., 2007; HEFFERON, 2012;
LACORTE; RIBEIRO, 2011).

A maioria dos vetores virais disponiveis é derivada
de virus com genoma baseado em RNA. Dessa forma,
a inoculacdo pode ser feita a partir da transcricao in
vitro, seguida da inoculagdo mecanica do RNA na planta
hospedeira. Como alternativa, o vetor viral também
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Figura 1. Representagao esquematica da organizagdo genémi-
ca de vetores virais baseados no PVX (A) e TRV (RNA1 e RNA2)
(B). EE e ED representam as extremidades esquerda e direita
do T-DNA, respectivamente; MSC, multiplo sitio de clonagem,
para a insercdo da sequéncia exdgena; promotor CaMV35S,
promotor 35 do Cauliflower mosaic virus; terminador do gene da
nopalina sintase; RARp, RNA polimerase RNA-dependente; CP,
capa proteica; TGP, triple gene box; PM, proteina de movimen-
to; 16K, proteina com atividade de supressor de silenciamento.
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pode ser clonado em um cassete de expressao, em ve-
tor binario de Agrobacterium spp., € uma suspensdo de
Agrobacterium sp., contendo esse vetor, é infiltrada na
folha da planta hospedeira. Nesse método, chamado
agroinoculagédo, o T-DNA transferido para a célula vegetal
contém a sequéncia correspondente ao vetor viral que,
apos ser transcrita, ird iniciar os processos de replicacéo,
traducdo e movimento envolvidos na infeccdo viral
(GLEBA et al., 2007). Ao produzir as proteinas virais, o

vetor viral também ird produzir a proteina heteréloga de
interesse.

Como a infeccdo viral tipicamente implica elevados
niveis de replicacdo e transcricao, também se espera um ni-
vel elevado de producao de proteinas heterélogas (POGUE
etal., 2010). O vetor viral ndo se integra ao genoma da plan-
ta, nem é transmitido para a progénie, portanto, a expressao
de um gene a partir de um vetor viral é considerada um tipo
de expressao transiente. Ao contrario dos outros métodos
usados para expressao transiente, a expressao baseada na
infeccdo viral ndo diminui apds 5 a 10 dias, uma vez que o
vetor viral constitui um replicon que se mantém nas células
de forma auténoma (LICO et al., 2008).

Assim como a infiltracdo com Agrobacterium spp., a
infeccdo viral também é um método rapido e simples. A
coleta pode ser feita apds 4 a 5 dias nas folhas inoculadas,
ou apds 10 a 15 dias, nas folhas que apresentam infeccao
sistémica — no caso de Tobacco mosaic virus (TMV) e do
Potato virus X (PVX), por exemplo. Diversos vetores de alta
eficiéncia e ampla faixa de hospedeiro foram desenvolvi-
dos a partir de diferentes virus (LACORTE; RIBEIRO, 2011;
SENTHIL-KUMAR; MYSORE, 2011). Os vetores mais utiliza-
dos sao derivados do TMV e do PVX (CHAPMAN et al., 1992;
DONSON et al., 1991), os quais sdo modificados visando
aumentar a estabilidade do inserto e a eficiéncia de inocu-
lacdo do vetor viral, melhorar as condicdes de contencédo
relativas a biosseguranca, facilitar a clonagem de sequén-
Cias exdgenas e elevar o nivel de expressdao (LACORTE et al.,
2010; MARILLONNET et al., 2005). Alguns vetores também



permitem a clonagem de genes para a fusao com pepti-
deos (tags) para facilitar a identificacdo e purificacdo das
proteinas heterélogas, além de proteinas fluorescentes,
ampliando as possibilidades de aplicacdao desses vetores,
por exemplo, em estudos de localizacdo de proteinas na
célula (KAGALE et al., 2012; LACORTE et al., 2010).

Silenciamento génico induzido por virus (VIGS)

Com o advento das técnicas de sequenciamento
em larga escala, uma enorme quantidade de sequén-
cias — gendmicas e expressas — esta sendo gerada. Em
uma etapa subsequente, a fungdo ou envolvimento dos
diversos genes e sequéncias candidatas, potencialmente
envolvidas nos processos celulares em estudo, precisam
ser validados (BECKER; LANGE, 2009).

O silenciamento génico é uma ferramenta impor-
tante, pois fornece informacao relevante sobre a funcdo
génica, por meio da genética reversa (BAULCOMBE, 1999;
SENTHIL-KUMAR; MYSORE, 2011). O gene de interesse
pode ser silenciado de forma estavel, por meio da obten-
cao de plantas transgénicas, ou de forma transiente, pela
inoculagdo com um vetor viral. Conforme ressaltado an-
teriormente, para a expressao de proteinas heterélogas, a
obtencado de plantas transgénicas pode demandar muito
tempo e trabalho, dependendo do nimero de genes a
serem avaliados, dos métodos de regeneracdo e transfor-
macao e do ciclo de vida da espécie estudada.

Uma alternativa mais rapida e mais simples é o
silenciamento génico induzido por virus (virus induced

gene silencing - VIGS). Com este método pode-se induzir
o silenciamento do gene em estudo apdés um periodo
relativamente curto (2 a 4 semanas), sem a necessidade
de producédo de plantas transgénicas (LIU et al., 2002;
ROBERTSON, 2004).

A técnica de VIGS é baseada na resposta da planta
a infeccao viral, que inclui o reconhecimento e a inducao
do silenciamento de sequéncias do virus (VOINNET, 2005;
ZERBINI et al., 2005). Utilizando-se um vetor viral con-
tendo uma sequéncia exdgena alvo, é possivel induzir
o silenciamento tanto das sequéncias do virus quanto
das sequéncias de interesse. Ao contrario dos vetores
utilizados para a expressao de proteinas heterélogas, no
VIGS néo é necessario incorporar a sequéncia completa
do gene de interesse, bastando apenas um fragmento
de, aproximadamente, 300 pb a 500 pb, ja que a proteina
nao serd traduzida (NETHRA et al., 2006; PURKAYASTHA;
DASGUPTA, 2009).

Diversos vetores foram desenvolvidos e testados
(LACORTE; RIBEIRO, 2011; SENTHIL-KUMAR; MYSORE,
2011); no entanto, o vetor viral baseado no Tobacco rattle
virus (TRV), inoculado em N. benthamiana, é o sistema
mais eficiente atualmente, induzindo o silenciamento de
forma consistente e prolongada (LIU et al., 2002; RATCLIFF
et al,, 2001). O TRV possui ampla faixa de hospedeiros e
é utilizado com sucesso em diversas espécies de plantas
(MACFARLANE, 2011). Finalmente, outros vetores estdao
sendo desenvolvidos e testados visando a aplicacdo da
metodologia em grupos especificos de plantas, como




monocotiledéneas (ROBERTSON, 2004; SCOFIELD;
NELSON, 2009; WATSON et al., 2005).

Assim como nos vetores virais para expressao he-
teréloga de proteinas, a inoculacdo do vetor viral pode
ser realizada mecanicamente, a partir de RNA obtido por
transcri¢do in vitro (no caso de virus de RNA), por agroi-
noculacdo, ou por biobalistica — neste ultimo caso para
vetores virais baseados em virus de DNA ou de RNA, cujo
genoma tenha sido clonado apés conversdo em cDNA
(LACORTE; RIBEIRO, 2011; VELASQUEZ et al., 2009). A me-
dida que o vetor viral infecta sistemicamente a planta, o
silenciamento génico é induzido, e os efeitos fenotipicos
podem ser avaliados apds 2 a 4 semanas (NETHRA et al,,
2006).

Neste capitulo, serdo apresentadas duas meto-
dologias para a producao de proteinas heterélogas em
plantas de N. benthamiana por expressdo transiente:
a) agroinfiltracdo, naqual as plantas saoinfiltradas comuma
suspensao de Agrobacterium sp., contendo um vetor bina-
rio com o gene mgfp, da green fluorescent protein (mGFP);
b) agroinoculacdo, na qual as plantas sao infiltradas com
uma linhagem de Agrobacterium sp. contendo um vetor bi-
ndrio que codifica um vetor viral, também contendo o gene
mgfp. Como exemplo da metodologia de silenciamento
induzido por virus (VIGS), serd apresentada a inoculacdo
de plantas de N. benthamiana com o vetor viral baseado
no TRV, contendo parte da sequéncia correspondente ao
gene da fitoeno desaturase (pds).

2 Agroinfiltragcdo para
expressdo de proteinas
heterélogas

2.1 Material

« Espectrofotdmetro para leitura de absorbancia a
600 nm.

- Linhagem de Agrobacterium (GV3101) transfor-
mada com vetor bindrio, contendo o gene mgfp
(Capitulo 8).

« Linhagem de Agrobacterium transformada com
vetor binario, contendo um supressor de silen-
ciamento (por exemplo, HC-Pro ou P-19).

« Linhagem de Agrobacterium (GV3101) trans-
formada com o vetor bindrio pGR107-mGFP,
contendo a sequéncia que codifica para o vetor
baseado no PVX, com o gene mgfp (Figura 1A).

+ Meio de crescimento de bactérias (LB ou YEB,
Apéndice 1), contendo os antibiéticos apropria-
dos (Apéndice 1 e Capitulo 1).

+ Plantas de N. benthamiana (com cerca de 4 se-
manas, 4 a 6 folhas).

- Seringas descartaveis de 3 mL ou 5 mL.

« Tampao de infiltragcao: MgCl, 10 mM, MES 10 mM,
pH 5,5, acetosiringona 150 uM (adicionar imedia-
tamente antes de usar) (Apéndice 4).



2.2 Procedimento

Preparacao da suspensao de Agrobacterium spp.

1. Inocular as linhagens de Agrobacterium em meio LB
ou YEB, e os antibiéticos apropriados, em placas de

Petri. Incubar a 28 °C, por 2 dias.

2. Com uma alca de platina, coletar duas a trés col6nias
isoladas de Agrobacterium sp. e inocular em 3 mL de
meio LB, com os antibiéticos apropriados, em tubos
de ensaio. Incubar, sob agitacdo, por 12 a 16 horas, a
28 °C.

3. Transferir 30 uL de cada cultura para tubos de ensaio
novos, contendo 10 mL de LB, com os antibiéticos apro-

priados. Incubar por 12 a 16 horas, sob agitacao, a 28 °C.

4. Centrifugar os tubos com as culturas, a 4.000 rpm
(3.200 g), por 20 minutos.

5. Descartar o sobrenadante e adicionar 10 mL de meio

tampao de infiltragcdo (contendo acetosiringona 150 uM).

6. Ressuspender as culturas, coletar 1 mL da suspen-

sao e medir a absorbancia a 600 nm (Asoo) em um

espectrofotdmetro.

7. Diluir as suspensoes de bactéria para atingir A, = 0,5.

Considerar o volume inicial (Vi =9 mL), aA,; medida (Ci) e a A, final
desejada (Cf = 0,5). Elevar a suspensao, calculando o volume final
para que se obtenha uma A, = 0,5 pela férmula: Vf = Vi x Ci/ Cf, ou

seja, Vf=9xA,,/0,5

8. Misturar a suspensao de Agrobacterium sp. (contendo
o vetor bindrio com o gene mgfp) com a suspensao
de Agrobacterium sp. (contendo o gene supressor
de silenciamento HC-Pro), na proporcao de 2:1 (por
exemplo, 10 mL da suspensdo de Agrobacterium sp.
com o gene mgfp e 5 mL da suspensao da linhagem
contendo o supressor de silenciamento).

Infiltracdo das folhas

9. Encher a seringa com a suspensdo de bactérias.
Remover o ar da seringa.

Utilizar luvas e 6culos de protecéao.

10. Segurar a folha a ser infiltrada, girar cuidadosamente
e apoiar a seringa na superficie abaxial da folha.
Mantendo o dedo posicionado na superficie adaxial
da folha, pressionar o émbolo lentamente (Figura 2).

A pressao da seringa contra a folha e o dedo utilizado como apoio na
outra face da folha devem ser apenas suficientes para permitir que
0 espaco intercelular do mesdfilo seja infiltrado, e para evitar que a
suspenséo vaze e escorra da seringa. Nao aplicar forca em excesso,
evitando perfurar a folha infiltrada.

11. Pressionar o émbolo lentamente, observando a éarea
sendo infiltrada (Figura 2A). Manter a pressao no
émbolo da seringa contra a folha, procurando infiltrar
a maior drea possivel. Serd possivel visualizar a sus-
pensao bacteriana penetrando no tecido (Figura 2).

Aumentar a pressdo, se necessario, e, caso nao seja possivel pros-
seguir com a infiltragdo, posicionar a seringa em outra parte da folha
e repetir o processo, garantindo que toda a area foliar seja infiltrada




(Figura 2). Se for preciso, fazer alguns furos na folha, com uma agulha,
antes de proceder a infiltragdo. Marcar as folhas infiltradas (ou areas
infiltradas) com corretivo liquido a base de agua.

12. Cultivar as plantas em casa de vegetacdo, ou camara
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, a 25 °C,
por 3 a 4 dias.

13. Apds 3 a 5 dias, analisar as plantas sob luz ultravioleta
e observar a fluorescéncia da GFP.

Para a observagéo da fluorescéncia da GFP em microscépio de fluo-
rescéncia, ver Capitulo 8.

As plantas agroinoculadas com o vetor viral baseado no PVX pode-
rdo apresentar fluorescéncia nas areas infiltradas de 4 a 5 dias. No
entanto, apos 10 a 15 dias, as folhas mais novas também deverédo
apresentar fluorescéncia da GFP, em consequéncia da infecgao sisté-
mica do vetor viral baseado no PVX (Figura 2C).

14. Coletar as folhas infiltradas, remover as nervuras e
areas nao infiltradas (por exemplo, as partes apical
e basal). Coletar as folhas infiltradas e proceder dire-
tamente as andlises de deteccao de proteinas. Como
alternativa, congelar e estocar as folhas a -80 °C, para
andlises posteriores.

Para deteccado de proteinas por Western blot e por ELISA, ver
Capitulos 19 e 17, respectivamente.

2.3 Observacoes

Pode ser feita a infiltracdo com mais de uma
linhagem de Agrobacterium sp. contendo construcoes
diferentes. Esse tipo de abordagem pode ser utilizado,

por exemplo, para estudos de interacdo ou localizacdo de
proteinas.

A coinfiltracdo com Agrobacterium sp. contendo
gene de supressor de silenciamento é opcional, mas
aumenta o nivel de expressdao do gene de interesse.
No exemplo da Figura 2B, foram feitas agroinfiltracoes
com a linhagem de Agrobacterium sp. contendo o gene
mgfp, e na area a direita foi feita a coinfiltracdo com a
linhagem contendo o supressor de silenciamento HC-Pro.
Apods 5 dias, a fluorescéncia de mGFP na regidao que
coexpressa o supressor de silenciamento é mais intensa e
pode ser detectada por mais tempo (10 a 12 dias).

A maioria dos vetores virais possivelmente
apresenta algum gene com atividade de supressor de
silenciamento. Essa atividade, no entanto, pode ndo ser
muito elevada, de forma que a coinfiltracdo com um
supressor de silenciamento “forte” pode aumentar o nivel
de expressao nas células inoculadas, ap6s 4 a 10 dias. Esse
efeito ndo é observado posteriormente, em areas infecta-
das sistemicamente.

O tamanho da planta utilizada para infiltracdo
pode influenciar na eficiéncia da infiltracdo. Em geral,
plantas com quatro a seis folhas sdo mais faceis de infiltrar.
As folhas mais novas, ndo expandidas, independentemen-
te da idade da planta, dificilmente podem ser infiltradas.

Plantas de N. benthamiana sao relativamente faceis
de serem cultivadas. As sementes sao germinadas em
substrato ou solo, numa sementeira. Apds 10 a 12 dias, as
plantulas sao cuidadosamente transplantadas para vasos



Fotos: Cristiano Lacorte

Figura 2. Expressao transiente e VIGS em plantas de Nicotiana benthamiana. A) agroinfiltracdo em plantas de N. benthamiana;
B) expresséo transiente de GFP em folha infiltrada com Agrobacterium sp. contendo um vetor com o gene GFP (folha infiltrada a
esquerda e controle; ndo infiltrada, a direita). Na folha infiltrada, a regido a direita foi coinfiltrada com a suspenséo contendo o gene
do supressor de silenciamento HC-Pro; C) expressao transiente de mGFP a partir de vetor viral baseado no PVX, 15 dias apos agroi-
noculagdo; note-se a expresséo generalizada do gene de interesse devido a disperséo sistémica do vetor viral; D) planta inoculada
com o vetor viral baseado no TRV, contendo parte da sequéncia do gene pds. As areas brancas indicam o silenciamento do gene
pds, cerca de 15 dias ap6s a inoculagao. Planta infiltrada, a esquerda, e planta controle nio infiltrada, a direita.



de 0,2 L a0,5L, com solo (Figura 2A). Apds 10 a 15 dias
em casa de vegetacao, as plantas com 4 a 6 folhas estdo
prontas para serem utilizadas.

3 Agroinoculagéo de
vetores virais para VIGS

3.1 Material

- Espectrofotémetro para leitura de absorbancia a
600 nm.

+ Linhagens de Agrobacterium GV3101 pBinTra6
(plasmideo contendo o vetor TRV-RNA 1).

« Linhagem de GV3101 pTRV-PDS e pTV0O (plas-
mideos contendo os vetores TRV-RNA 2, com um
fragmento do gene pds e com o mesmo vetor
sem inserto).

+ Meio de crescimento de bactérias LB ou YEB
(Apéndice 1), contendo 50 pg/mL rifampicina e
100 pg/mL canamicina (Apéndice 3 e Capitulo 1).

- Plantas de N. benthamiana (com cerca de 4 se-
manas, 4 a 6 folhas).

« Seringas descartaveis de 3 mL ou 5 mL.

+ Tampao de infiltracdo: MgCl, 10 mM, MES 10 mM,
pH 5,5, acetosiringona 150 uM (adicionar imedia-
tamente antes de usar) (Apéndice 4).

3.2 Procedimento

Preparacao da suspensao de Agrobacterium sp.

1. Preparar as culturas como descrito anteriormente
(item 2.2 Procedimento).

2. Ressuspender as culturas em tampao de infiltracéo.

3. Ajustar a concentracao das suspensoes (A_ = 0,5).

Misturar as duas culturas na proporcédo de 1:1.

4. Em cada planta, infiltrar duas folhas diferentes, em
uma area de aproximadamente 2 cm?a 3 cm?.

5. Cultivar as plantas em casa de vegetacao, ou camara
de crescimento, a 22 °C, com fotoperiodo de 16 horas,
por 2 a 3 semanas. Observar o aparecimento de sin-
tomas. As plantas inoculadas com o TRV-PDS deverao
mostrar areas brancas nas folhas mais novas, em con-
sequéncia do silenciamento do gene pds (Figura 2).

6. Coletar amostras das folhas para avaliar o silencia-
mento por deteccao de sRNA (Capitulo 14) e/ou
quantificacdo dos niveis de RNA por PCR quantitativa
(Capitulo 15), confirmando o silenciamento génico.

7. Avaliar as plantas inoculadas e silenciadas em funcao
do objetivo do experimento (infeccdo por patdégenos,
alteracdes morfoldgicas ou metabolicas, etc.).

3.3 Observacoes

Diversos fatores podem afetar a eficiéncia de in-
dugao do silenciamento (temperatura, concentragao do



inéculo, tamanho do inserto, etc.). Com relagdo as plan-
tas, independentemente da espécie, considera-se que a
inducdo do silenciamento é mais eficiente quando sao
inoculadas plantas jovens. Esse e outros fatores, como
temperatura na cdmara de crescimento, concentracdo do
indculo, etc., devem ser testados e otimizados conforme

a espécie e as condic¢oes disponiveis.

Alguns sistemas que permitem induzir o silencia-
mento de forma érgao-especifica tém sido desenvolvidos,
permitindo assim o estudo de genes cujo silenciamento
possa comprometer o desenvolvimento da planta. Além
disso, esses vetores possuem genes repoérteres que facili-
tam a identificacdo dos tecidos silenciados (QUADRANA
etal., 2011).

Vetores virais comumente utilizados para producao
de proteinas heterélogas e silenciamento génico em plan-
tas sdo considerados como grupo de biosseguranca do tipo
1. No entanto, o TRV no Brasil € um patégeno quarentend-
rio. Dessa forma, as medidas apropriadas de contencdo e
descarte do material infectado devem ser seguidas. Essas
medidas sao essencialmente as mesmas adotadas para
manipulacdo de organismos do grupo 1 (por exemplo,
Agrobacterium spp. e Escherichia coli). Entre outras medidas,
as plantas devem ser mantidas em compartimento fecha-
do, com acesso controlado, e todo material infectado deve
ser esterilizado por autoclavagem (solo e parte aérea) antes

de ser descartado.

4 Referéncias

BAULCOMBE, D. C. Fast forward genetics based on virus-induced
gene silencing. Current Opinion in Plant Biology, London, v. 2, n. 2,
p. 109-113, 1999.

BECKER, A.; LANGE, M. VIGS-genomics goes functional. Trends in
Plant Science, Oxford, v. 15, n. 1, p. 1-4, 20009.

BURGYAN, J.; HAVELDA, Z. Viral suppressors of RNA silencing. Trends
in Plant Science, Oxford, v. 16, n. 5, p. 265-272, 2011.

CHAPMAN, S.; KAVANAGH, T.; BAULCOMBE, D. Potato virus X as a
vector for gene expression in plants. Plant Journal, Oxford, v. 2, n. 4,
p. 549-57,1992.

DONSON, J.; KEARNEY, C. M.; HILF, M. E.; DAWSON, W. O. Systemic
expression of a bacterial gene by a tobacco mosaic virus-based vector.
Proceedings fo the National Academy of Science of the United
States of America, Washington, DC, v. 88, n. 16, p. 7204-7208, 1991.

FISCHER, R.; VAQUERO-MARTIN, C.; SACK, M.; DROSSARD, J.; EMANS,
N.; COMMANDEUR, U. Towards molecular farming in the future:
transient protein expression in plants. Biotechnology and Applied
Biochemistry, San Diego, v. 30, p. 113-116, 1999.

GLEBA, Y,; KLIMYUK, V.; MARILLONNET, S. Viral vectors for the
expression of proteins in plants. Current Opinion in Biotechnology,
London, v. 18, n. 2, p. 134-141, 2007.

HEFFERON, K. L. Plant virus expression vectors set the stage as
production platforms for biopharmaceutical proteins. Virology, New
York, v.433,n.1, p. 1-6, 2012.

KAGALE, S.; UZUHASHI, S.; WIGNESS, M.; BENDER, T.; YANG, W.; BORHAN,
M. H.; ROZWADOWSKI, K. TMV-Gate vectors: gateway compatible
tobacco mosaic virus based expression vectors for functional analysis of
proteins. Scientific Reports, London, v. 2, p. 874, 2012.

KAPILA, J.; DE RYCKE, R.; VAN MONTAGU, M.; ANGENON, G. An
Agrobacterium-mediated transient gene expression system for intact
leaves. Plant Science, Limerick, v. 122, n. 1, p. 101-108, 1997.

KOHLI, A.; MELENDI, P. G.; ABRANCHES, R.; CAPELL, T.; STOGER, E.;
CHRISTOU, P. The quest to understand the basis and mechanisms that
control expression of introduced transgenes in crop plants. Plant
Signaling & Behavior, Georgetown, v. 1, n. 4, p. 185-195, 2006.

LACORTE, C,; RIBEIRO, S. G. Vetores virais: aplicagdes em gendmica
funcional e na producédo de proteinas recombinantes em plantas.




Revisao Anual de Patologia de Plantas, Passo Fundo, v. 19, p. 217-
271,2011.

LACORTE, C;; RIBEIRO, S. G.; LOHUIS, D.; GOLDBACH, R.; PRINS, M.
Potatovirus X and Tobacco mosaic virus-based vectors compatible
with the Gateway cloning system. Journal of Virological Methods,
Amsterdam, v. 164, n. 1/2, p. 7-13, 2010.

LICO, C; CHEN, Q.; SANTI, L. Viral vectors for production of
recombinant proteins in plants. Journal of Cellular Physiology, New
York, v. 216, n. 2, p. 366-377, 2008.

LIU, Y.; SCHIFF, M.; DINESH-KUMAR, S. P. Virus-induced gene silencing
in tomato. Plant Journal, Oxford, v. 31, n. 6, p. 777-786, 2002.

MACFARLANE, S. A. Tobraviruses - plant pathogens and tools for
biotechnology. Molecular Plant Pathology, Oxford, v. 11, n. 4,
p.577-583,2011.

MARILLONNET, S; THOERINGER, C.; KANDZIA, R.; KLIMYUK, V.; GLEBA,
Y. Systemic Agrobacterium tumefaciens-mediated transfection of
viral replicons for efficient transient expression in plants. Nature
Biotechnology, New York, v. 23, n. 6, p. 718-723, 2005.

NETHRA, P; NATARAJA, K. N.; RAMA, N. A.; UDAYAKUMAR, M.
Standardization of environmental conditions for induction and
retention of post-transcriptional gene silencing using tobacco rattle
virus vector. Current Science, Bangalore, v. 90, n. 3, p. 431-435, 2006.

POGUE, G. P; LINDBO, J. A;; GARGER, S. J.; FITZMAURICE, W. P. Making
an ally from an enemy: plant virology and the new agriculture. Annual
Review of Phytopathology, Palo Alto, v. 40, p. 45-74, 2002.

POGUE, G. P; VOJDANI, F; PALMER, K. E; HIATT, E,; HUME, S.; PHELPS,

J, LONG, L; BOHOROVA, N,; KIM, D.; PAULY, M.; VELASCO, J.; WHALEY,

K. ZEITLIN, L; GARGER, S. J.; WHITE, E; BAI, Y, HAYDON, H.; BRATCHER,

B. Production of pharmaceutical-grade recombinant aprotinin and a
monoclonal antibody product using plant-based transient expression
systems. Plant Biotechnology Journal, Oxford, v. 8, n. 5, p. 638-654, 2010.

PURKAYASTHA, A.; DASGUPTA, I. Virus-induced gene silencing:

a versatile tool for discovery of gene functions in plants. Plant
Physiology and Biochemistry, Amsterdam, v. 47, n. 11/12, p. 967-
976, 2009.

QUADRANA, L.; RODRIGUEZ, M. C.; LOPEZ, M.; BERMUDEZ, L.; NUNES-
NESI, A.; FERNIE, A. R.; DESCALZO, A,; ASIS, R.; ROSSI, M.; ASURMENDI,
S.; CARRARI, F. Coupling virus induced gene silencing to exogenous
green fluorescence protein expression provides a highly efficient
system for functional genomics, in Arabidopsis and across all stages of

tomato fruit development. Plant Physiology, Bethesda, v. 156, n. 3,
p. 1278-1291, 2011.

RATCLIFF, F,; MARTIN-HERNANDEZ, A. M.; BAULCOMBE, D. C. Tobacco
rattle virus as a vector for analysis of gene function by silencing. Plant
Journal, Oxford, v. 25, n. 2, p. 237-245, 2001.

ROBERTSON, D. VIGS vectors for gene silencing: many targets, many tools.
Annual Review of Plant Biology, Palo Alto, v. 55, p. 495-519, 2004.

SCOFIELD, S. R.; NELSON, R. S. Resources for virus-induced gene
silencing in the grasses. Plant Physiology, Bethesda, v. 149, n. 1,
p. 152-157, 2009.

SENTHIL-KUMAR, M.; MYSORE, K. S. New dimensions for VIGS in plant
functional genomics. Trends in Plant Science, Oxford, v. 16, n. 12,
p. 656-665, 2011.

SHARMA, A. K.; SHARMA, M. K. Plants as bioreactors: recent
developments and emerging opportunities. Biotechnology
Advances, Oxford, v. 27, n. 6, p. 811-832, 2009.

STREATFIELD, S. J. Approaches to achieve high-level heterologous
protein production in plants. Plant Biotechnology Journal, Oxford,
v.5,n.1,p.2-15,2007.

VELASQUEZ, A. C.; CHAKRAVARTHY, S.; MARTIN, G. B. Virus-induced
gene silencing (VIGS) in Nicotiana benthamiana and tomato. Journal
of Visualized Experiments, Boston, v. 28, p. 1292, 2009.

VOINNET, O. Induction and suppression of RNA silencing: insights
from viral infections. Nature Reviews Genetics, London, v. 6, n. 3,
p. 206-220, 2005.

VOINNET, O.; RIVAS, S.; MESTRE, P; BAULCOMBE, D. An enhanced
transient expression system in plants based on suppression of gene
silencing by the p19 protein of tomato bushy stunt virus. Plant
Journal, Oxford, v. 33, n. 5, p. 949-956, 2003.

WATSON, J. M.; FUSARO, A. F; WANG, M.; WATERHOUSE, P. M. RNA
silencing platforms in plants. FEBS Letters, Amsterdam, v. 579, n. 26,
p. 5982-5987, 2005.

YIN, Y.; LI, G.; RENA, X.; HERRLER, G. Select what you need: a
comparative evaluation of the advantages and limitations of
frequently used expression systems for foreign genes. Journal of
Biotechnology, Amsterdam, v. 127, n. 3, p. 335-347, 2007.

ZERBINI, F. M.; ALFENAS, P. F.; ANDRADE, E. C. O silenciamento de RNA
como um mecanismo de defesa de plantas a virus. Revisao Anual de
Patologia de Plantas, Passo Fundo, v. 13, p. 191-244, 2005.



Genes repoérteres

gus (B-glucuronidase)
e gfp (proteina verde-
-fluorescente)

Capitulo 8

Cristiano lacorte
leila Maria Gomes Barros




1 Introducédo

Genes reporteres sdo ferramentas importantes em
estudos de biologia molecular e celular e nas metodolo-
gias utilizadas para a obtencao de plantas transgénicas.
Sua aplicagao nessas areas é ampla, servindo, por exem-
plo, para identificar células transformadas, monitorar
a atividade de um promotor, determinar a localizacdo
subcelular de proteinas e aperfeicoar os métodos de
transformacao de plantas. Genes repoérteres, idealmente,
codificam proteinas de facil detec¢do e quantificacdo, sem
apresentar atividade enddgena detectdvel no organismo
alvo (JIANG et al., 2008; ROSELLINI, 2012; RUIJTER et al.,
2003). Nenhum gene repdrter atualmente disponivel
atende a todas essas caracteristicas; no entanto, muitas
de suas limitacbes podem, pelo menos em parte, ser
contornadas pela escolha do gene mais apropriado e sua
correta utilizacdo. Na Tabela 1 estdo listados os principais
genes reporteres utilizados em plantas e algumas de suas
caracteristicas e aplicacdes. Alguns genes repérteres (nos,
ocs, cat, nptll, e lacZ) estdo em desuso, pelo fato de os en-
saios de deteccao serem laboriosos, utilizarem elementos
radioativos ou apresentarem atividade endégena em
plantas. Atualmente, os genes repdrteres mais utiliza-
dos sdo gus e gfp, que apresentam diversas vantagens
para sua deteccdo e quantificacdo (JIANG et al., 2008;
MILLWOOD et al., 2008; ROSELLINI, 2012).

B-glucuronidase (GUS)

O gene uidA ou gus, origindrio de um operon de
Escherichia coli, codifica a enzima 3-glucuronidase (GUS)
(EC.3.2.1.31). A GUS é uma hidrolase cuja forma ativa é um
tetramero constituido por monémeros de peso molecular
de 68,2 kDa cada um (GALLAGHER, 1992; JEFFERSON et al.,
1986). O gene gus vem sendo amplamente utilizado como
repérter desde que foi testado pela primeira vez em plantas
transgénicas (JEFFERSON et al., 1987). Os métodos de de-
teccado da atividade enzimatica da GUS sao simples, rapidos
e versateis, por existirem substratos comerciais que podem
ser utilizados em ensaios histoquimicos, fluorimétricos e
espectrofotométricos (GALLAGHER, 1992), contribuindo
para sua ampla aceitacdo. Soma-se a essas caracteristicas o
fato de a maioria das espécies de plantas ndo apresentar
atividade enddgena significante. A GUS ndo requer cofator,
é bastante estavel, resistente a diversos solventes e deter-
gentes e ativa em ampla faixa de pH (5,0 a 9,0). Quando
fusionada a outras proteinas, tanto na regido N- como na
C-terminal, a GUS, geralmente, ndo perde atividade, po-
dendo ser transportada para cloroplastos, nucleo e outras
organelas (GALLAGHER, 1992; JEFFERSON et al., 1987).

A principal limitacdo para o uso da GUS como
reporter é o fato de os ensaios para sua deteccao nao
permitirem a sobrevivéncia do tecido analisado. Outras
limitacbes, como a atividade enddégena semelhante a
GUS, presente em algumas espécies e tipos de tecidos,
normalmente podem ser contornadas com ajustes nas
condicbes do ensaio (ALWEN et al., 1992; HODAL et al.,
1992; THOMASSET et al., 1996).



Tabela 1. Genes reporteres utilizados em plantas.

Proteina Deteccao Referéncia
nos Nopalina sintase T-DNA de Agrobacterium Eletroforese em papel Bevan et al. (1983)
tumefaciens
ocs Octopina sintase T-DNA de Agrobacterium Cromatografia com uso de Maille (1983)
tumefaciens (*C) arginina
cat Cloranfenicol Transposons e Cromatografia em papel com Prols et al. (1988)
acetiltransferase plasmidios bacterianos  uso de (**C) cloranfenicol
nptll (neo) Neomicina Transposon Tn5 de Eletroforese em papel com  Herrera-Estrella et al.
fosfotransferase Il Escherichia coli uso de (y*P) ATP (1983)
ou aminoglicosideo
3'fosfotransferase Il
lacz B-galactosidase Escherichia coli Ensaios enzimaticos Teeri et al. (1989)

colorimétricos, fluorimétricos
e histoquimicos

uidA (gus) B-glucuronidase Escherichia coli Ensaios enzimaticos Jefferson et al. (1987)
histoquimicos e
fluorimétricos
luc ou lux ou ruc  Luciferase Vaga-lume (Photinus Ensaio enzimatico Koncz et al. (1987),
pyralis), bactéria (Vibrio  luminométrico Mayerhofer et al. (1995)
fischeri) ou coral (Renilla e Ow et al. (1986)
reniformis)
gfp e demais Green fluorescent protein  Agua-viva (Aequorea Microscopia de Chiu et al. (1996) e
variantes victoria) fluorescéncia, luz ultravioleta Millwood et al. (2008)
DsRed2 e Red fluorescents proteins Coral (Discosoma Microscopia de Forner e Binder (2007),
eqFP611 sp.) e anémona fluorescéncia, luz ultravioleta Kremers et al. (2011) e
(Entacmaea quadricolor), Nishizawa et al. (2006)
respectivamente
RecC1 Proteinas envolvidas com Milho (Zea mays) Microscopia de luz Ludwig et al. (1990)

a sintese de antocianinas




Proteina verde-fluorescente
(green fluorescent protein - GFP)

A GFP é originaria da agua-viva Aequorea
victoria, encontrada na costa do Pacifico, na América
do Norte. Esta proteina emite luz verde (508 nm) quan-
do excitada pela luz azul ou ultravioleta (475 nm e
395 nm, respectivamente) (CHIU et al., 1996; CUBITT
et al., 1995). Por ser autofluorescente, ndo necessita
de substratos exdgenos ou cofatores, de forma que
a observacao da fluorescéncia pode ser feita in vivo.
A GFP tem sido amplamente utilizada como repérter
em estudos de microrganismos, animais e vegetais
(CHALFIE et al., 1994; CHIU et al., 1996; KREMERS et al.,
2011). A GFP apresenta 238 residuos de aminoacidos,
com 27 kDa (CHIU et al., 1996; CUBITT et al., 1995).
Permite fusdes tanto N- como C- terminais (GREBENOK
et al., 1997; HANSON; KOHLER, 2001).

O gene gfp nativo apresenta sitios cripticos que
sdo reconhecidos como introns quando expressos em
plantas, comprometendo a sintese de transcritos com-
pletos e o correto dobramento da proteina, resultando
em baixa fluorescéncia (HASELOFF et al., 1997). Para
contornar esses problemas, diversas variantes sintéti-
cas e mutantes da GFP foram produzidas, procurando
eliminar os sitios de reconhecimento de introns, além
de modificar os espectros de absorcao e emissao, a
fotoestabilidade, a resisténcia a pH acido, a velocidade
de formacdo do cromoforo, entre outras propriedades
fisicas (CHIU et al., 1996; DOBBIE et al., 2008; ; HANSON;

KOHLER, 2001; HASELOFF et al., 1997; KREMERS et al.,
2011; SHANER et al., 2005). A GFP é a proteina fluores-
cente mais estudada e mais utilizada como reporter.
Atualmente, porém, diversas outras proteinas auto-
fluorescentes estdao disponiveis, sendo utilizadas em
aplicacbes variadas, como a localizacdo subcelular
de proteinas, a atividade de proteases e fatores de
transcricdo, a translocacdo de Ca*" e alteragdes no pH
celular, o movimento de organelas e proteinas na célula
e o estudo das interacdes entre proteinas por métodos
como fluorescence resonance energy transfer (FRET) e
fluorescence recovery after photobleaching (FRAP). Com
o aperfeicoamento das técnicas e equipamentos de mi-
croscopia de fluorescéncia, as proteinas autofluorescen-
tes tornaram-se ferramentas essenciais para a biologia
celular (KREMERS et al,, 2011; MILLWOOD et al., 2008;
SHANER et al., 2005).

Ao contrario da GUS, a fluorescéncia da GFP e
demais proteinas fluorescentes nao é resultante de uma
reacao enzimatica, cujo produto aumenta com o tempo. A
intensidade da fluorescéncia é diretamente proporcional
ao numero de moléculas presentes na célula, o que dificul-
ta adeteccdo quando hd pouca expressao da GFP (CHALFIE
etal, 1994; DOBBIE et al., 2008; RUIJTER et al., 2003).

Neste capitulo, sdo descritos protocolos usados
para deteccdo histoquimica e fluorimétrica da GUS e para

deteccao de GFP em células vegetais e em plantas.



2 Ensaio histoquimico para
deteccdo da presenca da
GUS em tecidos vegetais

2.1 Material

« Agua destilada.
+ Solucdo de etanol 70% (v/v).

« Tampao de reacdo (100 mL):

Componente Quantidade Concentragao final
Tampao fosfato de 10 mL 100 mM
sédio1 M pH 7,0

Ferricianeto de 65,8 mg 2 mM
potéassio (K,Fe(CN),)

Na,EDTA.2 H,0 372 mg 10 mM
Triton X-100 100 uL 0,1%
X-Gluc 50 mg/mL 1mL 1mM

H,0 g.s.p. 100 mL

Esterilizar a solugédo for filtragéo, distribuir em aliquotas (por exemplo, 5 mL) e
manter a -20 °C.

- Tampao fosfato de sédio 1 M, pH 7,0 (Apén-
dice 4).

+ Solugao de X-Gluc 50 mg/mL (1 mL): pesar 50 mg
de X-Gluc e dissolver em 1 mL de DMSQO, ou
dimetilformamida, ou metanol. Acrescentar ao
tampéao de reagao.

Dimetilformamida (DMF) é altamen-

te toxico, inflamavel e irritante para
os olhos. Sua manipulagdo deve ser
feita com luvas, 6culos e mascara em

capela de exaustao.

Metanol é altamente toxico por inala-

@ ¢do, contato com pele e por ingestdo,
= provoca cegueira e gueimaduras pro-
fundas. Sua manipulacéo deve ser feita

com luvas, 6culos e mascara em capela
de exaustao.

2.2 Procedimento

O ensaio histoquimico é muito utilizado para identifi-
car plantas ou tecidos transformados, para otimizar as condi-
¢oes de transformacdo e para estudos de expressao génica,
particularmente a atividade tecido-especifica de promoto-
res. O substrato utilizado, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-
glucuronideo (X-Gluc), forma um precipitado azul quando
hidrolisado pela GUS (JEFFERSON, 1987) (Figura 1).

1. Incubar o tecido no tampéo de reacao, em volume
suficiente para cobrir a amostra. Vedar o recipiente,
para evitar a evaporagao.

Recomenda-se que seja usado o menor volume possivel de tampao,
devido ao custo elevado do X-gluc. Placas para ELISA ou tubos de
microcentrifuga séo bem apropriados para a reacao.

2. Incubar no escuro, a uma temperatura entre 25 °C e
37 °C. Dependendo da atividade da GUS na amos-
tra, a reacdo pode levar desde alguns minutos até
16 horas ou mais.



Fotos: Cristiano Lacorte

E importante avaliar o desenvolvimento da reacdo periodicamente.
Reacdes prolongadas podem levar a oxidacao dos tecidos.

3. Retirar o tampao de reacado e adicionar etanol 70%,
para interromper a reacao e remover a clorofila, per-
mitindo melhor visualizacdo da coloracao azul. Apds
24 a 48 horas, observar as amostras no microscopio
estereoscopico ou no microscopio de luz.

2.3 Observacoes

O ensaio histoquimico para deteccao da atividade
da GUS requer algumas precaugdes na sua execucao e
na interpretacdo dos resultados. A difusdo do produto

Figura 1. Ensaio histoquimico da atividade
de GUS: A) Exemplo de ensaio para detec-
tar a expresséo em tecidos de plantas po-
tencialmente transgénicas, feito em placas
ELISA de 24 pocos; B) Folhas de tomatei-
ro (Lycopersicon esculentum) transgénico,
contendo o gene gus (direita), e controle ndo
transformado (esquerda); C e D) Expresséo
transiente de GUS em folhas de alho (Allium
sativum) transformadas por biobalistica. Os
ensaios foram feitos em tampdes contendo
0,5 mM (C) e 5 mM (D) de ferricianeto de
potassio. Barra = 50 pm.

da primeira etapa da reacdo (5-bromo-4-cloro-indoxil)
para os tecidos adjacentes pode induzir o acimulo do
produto final (5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo) longe
do sitio de localizacdo da GUS (CAISSARD et al., 1994;
GUIVARC'H et al, 1996). Para minimizar a difusdo do
produto da reacao, recomenda-se adicionar ao tampao
de reacdo um agente oxidante, como o ferricianeto de
potassio — K Fe(CN), -, que também pode ser utilizado
juntamente com o ferrocianeto de potassio - K ,Fe(CN),.
Concentragdes entre 0,5 mM e 5 mM diminuem a difusdo
do produto da reacao (Figura 1C e 1D); porém, concen-
tracdes elevadas inibem a atividade da GUS (GUIVARC'H
etal., 1996).



O uso de GUS em estudos de promotores e meca-
nismos de regulacdo da transcricdao génica em plantas
pode ser influenciado pela elevada estabilidade cito-
plasmatica da enzima. Portanto, ensaios criteriosos, com
a correta e cuidadosa interpretacdao dos resultados sdo
essenciais, principalmente para este tipo de estudo.

No ensaio histoquimico, dependendo do tipo de
tecido, pode ser dificil garantir a penetracao do substrato
X-Gluc nas camadas internas; por isso, recomenda-se
colocar a reacgao por 30 a 60 segundos sob vacuo parcial
antes da incubacao a 37 °C.

Algumas espécies de plantas apresentam ativi-
dade enddégena semelhante a GUS, particularmente em
6rgaos reprodutivos e gametas (HODAL et al., 1992). Em
geral, essa atividade é mais elevada em pH em torno
de 5,0, enquanto o pH 6timo para a GUS de E. coli é em
torno de 7,0 (ALWEN et al., 1992; HODAL et al,, 1992). A
GUS enddgena é mais sensivel a temperatura e, para ina-
tiva-la, recomenda-se incubar a amostra a 50 °C, por 30 a
60 minutos, antes da reacao (HODAL et al., 1992). A pre-
senca de microrganismos endofiticos que apresentam
atividade semelhante a GUS pode levar a erros na inter-
pretacdo dos resultados (TOR et al., 1992).

O gene gus pode ser transcrito por Agrobacterium
spp., levando a falsos positivos em experimentos de
transformacao, principalmente no periodo logo apods a
cocultura (Capitulo 6). Para contornar esse problema,
foram desenvolvidos vetores nos quais foi introduzido

um intron no gene gus, que é excisado apenas pelo sis-
tema eucarioto, impedindo assim a expressao de gus em
Agrobacterium spp. (VANCANNEYT et al., 1990).

Alguns tipos de tecidos podem sofrer oxidacdo
durante a reacao da GUS. Nesse caso, deve-se diminuir o
tempo de incubacdo ou acrescentar, ao tampao de rea-
¢ao, acido ascoérbico ou polivinilpirrolidona-40 (PVP-40)
na concentracao de 1% a 2%. Como alternativa, podem
ser testados outros tampaes, tais como Tris, MES, tampao
citrato e MOPS (ALWEN et al., 1992).

O ensaio histoquimico, apesar de ndo ser um
método quantitativo, pode ser utilizado para estimar a
eficiéncia da transformacao genética por biobalistica
(RUSSELL et al., 1992).

3 Ensaio fluorimétrico para

quantificagdo da atividade
especifica da GUS

O ensaio fluorimétrico é utilizado para quantificar a
atividade da GUS em extratos de tecidos de plantas trans-
génicas ou de explantes. O substrato 4-metilumbeliferil-3-
D-glucuronideo (MUG) é hidrolisado pela GUS, resultando
em acido glucuronico e 4-metilumbeliferona (MU), que

apresenta fluorescéncia em pH alcalino (JEFFERSON, 1987).



3.1 Material

.

Cubetas apropriadas a luz ultravioleta.

EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apéndice 4).

Fluorimetro com comprimento de onda de exci-

tacdo em torno de 360 nm, e emissdo de 460 nm.

Solucdo padrao de MU 1T mM: pesar 19,8 mg de
MU e diluir em 100 mL de 4gua destilada.

Tampado de extracao GUS (100 mL):

Componente Volume Concentragao final
Tampao fosfato de 10 mL 100 mM
sédio 1 M, pH 7,0

EDTA 500 mM 2mL 10 mM
Sarcosil 30% 330 uL 0,1%

Triton X-100 100 yL 0,1%

DTT 1M 100 pL 1mM

H,O g.s.p. 100 mL

- Tampdo de parada (Na,CO, 0,2 M): dissolver
21,2 g de Na,CO, em 600 mL de 4gua destilada
esterilizada por autoclavagem e completar o

volume para 1 L.

« Tampao de reacao (MUG 2 mM): pesar 22 mg de
MUG e dissolver em 25 mL de tampéo de extra-

¢ao. Preparar imediatamente antes da utilizacéo.

« Tampao fosfato de sédio 1 M, pH 7,0 (Apéndice 4)
ou fosfato de sédio monobésico (NaH,PO,)
100 mM, pH 7,0.

« Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL ou placas
para ELISA de 96 pocos.

« Tubos de microcentrifuga de 2 mL ou placas para
ELISA de 24 pocos.

3.2 Procedimento

Extracao

1. Macerar 30 mg a 100 mg de cada tecido a ser testado
em 300 pL a 500 pL de tampao de extracdo em tubos
de microcentrifuga e centrifugar a 12.000 rpm por
10 minutos.

Para facilitar a coleta de tecido foliar, podem-se usar a prépria tampa
do microtubo para retirar discos foliares. Dois discos sao suficientes
para o ensaio (~30 mg).

Como a GUS é muito estavel, geralmente, pode-se macerar os tecidos
a temperatura ambiente.

Entre as amostras a serem testadas, deve-se incluir uma amostra de
tecido ndo transformado, como controle (branco da reacao).

2. Transferir o sobrenadante para novos tubos.

Extratos de plantas transgénicas, contendo a GUS, podem ser man-
tidos a 4 °C por alguns dias ou a -80 °C por alguns meses, embora
possa haver decréscimo da atividade da GUS. Os extratos nao devem
ser mantidos a -20 °C, pois a essa temperatura a enzima nao se man-
tém estavel.



3. Retirar uma aliquota (50 pL a 100 ulL) de cada extrato
para, posteriormente, determinar a concentracao de
proteina total (Capitulo 20).

Calibracao do fluorimetro

4. Ligar o fluorimetro e aguardar por cerca de 15 minu-
tos. Ajustar o “zero’, com 2 mL de Na,CO, 0,2 M.

Qualquer modelo de fluorimetro equipado com filtros de excitagao
em torno de 360 nm ou 460 nm pode ser utilizado para quantificar a
fluorescéncia do MU. O protocolo, aqui descrito, utiliza os modelos
mais simples e acessiveis, 0s quais utilizam cubetas para leitura da
fluorescéncia das amostras.

Utilizar cubetas apropriadas para luz UV, de acordo com as especifi-
cacgOes do aparelho.

5. Diluir 10 uL da solucao padrdao de MU T mMem 10 mL
de H,O (concentrac¢do final de 1 uM). A seguir, diluir
na propria cubeta utilizada no fluorimetro, adicionan-
do 100 pL de MU 1 uM em 1.900 uL de Na,CO, 0,2 M
(concentracao final de MU = 50 nM).

O estoque de MU 1 mM pode ser guardado a 4 °C, no escuro, por
1 més. As diluicbes (1 pM e 50 nM) devem ser preparadas antes da
utilizagéo.

6. Posicionar a cubeta com a solu¢do de MU 50 nM no
fluorimetro e ajustar o aparelho para 500 unidades.
Portanto, 10 unidades de fluorescéncia correspon-
dema 1 nM de MU.

Para os fluorimetros com leitoras de placas, deve-se fazer uma curva
de calibragéo com diferentes concentrages de MU.

Reacao

7. Distribuir aliquotas de 1.980 uL de tampao de parada
em placas para ELISA (de 6 ou 24 pocos) ou em tubos
de microcentrifuga.

8. Para obter o tempo zero, transferir 10 uL de tampéo
dereacao e 10 uL de extrato para o tampao de parada.
O tempo zero da reagdo pode apresentar fluorescéncia em razdo da

presenc¢a de compostos no extrato ou no tampao de reagao, decorren-
te da degradacao espontanea do substrato.

9. Distribuir 100 pL de tampdo de reacao em placas
para ELISA de 96 pocos ou tubos de microcentrifuga.
Incubar a 37 °C, por cerca de 10 minutos.

10. Iniciar a reacdo, adicionando 100 puL de cada extrato
ao tampao de reacao, na placa para ELISA (etapa 7
deste item). A seguir, imediatamente, marcar o tempo
e incubar a placa ou os tubos com a reagao a 37 °C,
no escuro.

E recomendavel incluir uma amostra sem extrato, para avaliar a degra-
dacéo espontanea do substrato.

11. Retirar aliquotas de 20 pulL da reacdo, a cada 10 ou
15 minutos, e transferir para 1.980 puL de tampéo de pa-
rada. Coletar, no minimo, quatro intervalos de tempo.

Os parametros aqui apresentados devem servir apenas como um
exemplo para determinar a atividade especifica da GUS em extratos
de tecidos vegetais. Dependendo do nivel de atividade da GUS e do
tipo de fluorimetro utilizado, pode ser necessario variar o tempo de
reacdo, o volume de extrato na reagdo, a concentragdo de proteina
dos extratos ou o volume das aliquotas transferidas para o tampéao de
parada. Por exemplo, se uma amostra apresentar fluorescéncia acima
de 500 unidades, recomenda-se diminuir o volume da aliquota a ser
quantificada ou diluir o extrato proteico da reagao.



12. Medir a fluorescéncia das amostras no fluorimetro.

O produto da reacao (MU) é degradado com a luz, inclusive durante
a leitura no fluorimetro; por isso, as unidades de fluorescéncia devem
ser anotadas logo apos posicionar a cubeta no aparelho, pois a fluo-
rescéncia tende a diminuir.

13. Determinar a concentracao de proteina total no ex-
trato (Capitulo 20) e calcular a atividade especifica de
GUS (etapa 14 deste item).

Calculo da atividade especifica de GUS

14. Calcular a atividade especifica da GUS de acordo com
a férmula abaixo (ROBIC, 2005). A atividade é expres-
sa em picomoles (pmol) de MU (produto da reacao)
por minuto e por mg de proteina presente na reagao.

AE. = U.r'r.m;'nm-ra X VRI-.‘.-r('.-r‘o

U."fl'.-l LIBRACAO) V.":'.\TR.-] Ta

F, DILUICAD

Vw-:nmn X Cmfm-_'f.\:-r
em que:

AE_ , = atividade especifica de GUS [pmol MU/(min-mg)]

UKCALIBRAC/&O): fluorescéncia correspondente a 1 pmol MU
Uf(MEDIDA) = fluorescéncia por minuto

VREA(;Ao = volume de reagao (mL)

Ve, rraro = VOlume de extrato utilizado no ensaio (mL)
V,eo00 = Volume da reacao usada na medicao (mL)
Coromeina = CONCentracao de proteina total na amostra
(mg/mL)

Fowuicio= fator de diluicdo da amostra

15. A sequir, sera descrito um exemplo de céalculo da
atividade especifica de GUS.

Leitura da fluorescéncia

No exemplo a seguir, foram utilizadas amostras
obtidas de uma planta transgénica contendo o gene gus
e de outra planta nao transformada (controle negativo).
Os valores de fluorescéncia obtidos, subtraindo-se o valor
do tempo zero, foram plotados em funcdo do tempo de
reacao, e calculada a equacgao da reta e os respectivos
coeficientes de determinacdo (R?) (Figura 2).
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Figura 2. Fluorescéncia de MU apds reagdo com extrato de
planta transgénica contendo o gene gus (e) e de planta néo
transformada (e).

Calibracéao do fluorimetro

Na calibracdo do fluorimetro, 10 unidades de
fluorescéncia (U,) correspondem a 1 nM de MU (etapa 6
do item 3.2 Procedimento). Como a atividade de GUS



é expressa em picomoles (pmol) de MU (produto da
reacdo) por minuto e por mg de proteina presente na
reagao, é necessario converter a unidade de MU, de nM
para pmoles. Para converter 1 nM de MU em nmol de MU,
multiplica-se o valor em nM pelo volume da cubeta em
litros (por exemplo, 2 mL = 0,002 L) e, a seguir, por 1.000,
para transformar nmoles em pmoles; entdo: 1 nM de MU
=2 pmol de MU. Portanto, se 2 pmol MU correspondem a
10 U, , logo, no volume da cubeta, 1 pmol de MU corres-
ponde a5 U,; assim, U 5.

f (CALIBRACAO) —

Determinacao da atividade por minuto

Para calcular a atividade por minuto, escolhe-se
um intervalo de tempo, dentro do intervalo linear da
reacao; por exemplo, 30 minutos. Calcula-se o valor da
fluorescéncia pela equacao da reta — nesse exemplo, 282,2
unidades de fluorescéncia em 30 minutos de reacao, ou seja,
9,4 unidades de fluorescéncia por minuto (U, (MEDIDA)). Subtrair
o valor da fluorescéncia por minuto da amostra controle
(planta ndo transformada): U, epioyy = 24— 1,86=7,54.

Determinacao da atividade especifica

A atividade especifica de uma enzima leva em
conta a quantidade de proteina na reacao. Portanto, é
necessario determinar a concentracdo da proteina no ex-
trato (C,.,na) (Capitulo 20), e determinar quanto desse
total de proteina esta presente na reagao, considerando-
-se o volume de extrato utilizado — por exemplo, Veeacio
=02mLeV = 0,1 mL - e o volume dessa reagao

EXTRATO —
que foi utilizado na quantificacdo (V. = 0,02 mL)

MEDIDO

(etapa 10 do item 3.2 Procedimento). Supondo que o
extrato da planta transgénica nesse exemplo contenha
2,0 mg/mL, utilizando a equacdo (etapa 14 do item 3.2
Procedimento), a atividade especifica da GUS (AEGUS)
serd de 75,4 pmol MU/minuto/mg de proteina.

3.3 Observacoes

Na férmula apresentada na etapa 14 do item
3.2 Procedimento, o fator de dilui¢do da amostra (F, , 5.)
representa a diluicdo do extrato proteico antes de ser
adicionado a reacdo. Se o extrato for utilizado sem prévia

diluicao, considerar F, 5, = 1.

Alguns modelos de fluorimetro permitem o ajuste
da intensidade da luz de excitacdo, como também da
luz que chega ao detector (slit opening), influenciando
diretamente o sinal obtido e a sensibilidade do método.
Também pode ser necessario, dependendo do tipo de
fluorimetro, calibrar as unidades da fluorescéncia corres-
pondentes a 1 pmol de MU.

A quantificacao da atividade da GUS pode ser rea-
lizada em fluorimetros com dispositivos para leitura de
placas de ELISA de 96 pocos. Esse tipo de ensaio é mais
rapido e permite a analise simultanea de um grande nu-
mero de amostras (CERVERA, 2005; GALLAGHER, 1992).

A atividade da GUS é inibida por ions divalentes,
dai a adicao de EDTA. O ditiotreitol (DTT) é adicionado
para estabilizar a enzima, podendo ser substituido por
[3-mercaptoetanol 10 mM (JEFFERSON et al., 1987).




A atividade enzimatica da GUS também pode ser
quantificada espectrofotometricamente. Neste ensaio,
o substrato utilizado é o p-nitrofenil-B-D-glucuronideo
(PNPG), cujo produto da reacao, p-nitrofenol, apresenta
coramarela em pH alcalino (JEFFERSON, 1987). Apesar de
a sensibilidade do ensaio espectrofotométrico ser muito
inferior a do método fluorimétrico (cerca de 100 vezes),
o primeiro é um método simples e eficiente, sendo uma
boa alternativa caso ndo haja um fluorimetro disponivel.

Um ensaio qualitativo rapido, utilizando como
substrato o PNPG ou MUG, pode ser utilizado para identi-
ficar plantas ou tecidos transgénicos. Pequenas amostras
do tecido sao maceradas diretamente no tampdo de
reacdo adicionado de PNPG ou MUG. Apds incubar as
amostras a 37 °C, observar a formacao de coloracdo ama-
rela no caso da reacdo com PNPG, e a fluorescéncia, sob
luz ultravioleta, da reacdo com MUG.

4 Observacdo da
fluorescéncia da GFP
a0 microscopio

A observacao da fluorescéncia da GFP em tecidos
vegetais é extremamente simples, utilizando-se um mi-
croscopio de luz ou estereoscdpico com luz UV e os filtros
apropriados (Figura 3). E importante que a observacao
seja feita em uma sala escura, evitando a interferéncia de
outras fontes de luz na visualizacdo da fluorescéncia.

4.1 Material

- Agua destilada.
« Bisturi.
« Laminas e laminulas para microscopia.

+ Microscépio de fluorescéncia, com luz UV e filtros
apropriados (por exemplo, filtro BP 450-490 nm
excitacdo/BP 515-565 emissdo ou filtro PB 450-
490 excitacao/LP 420 emissao).

- Plantas, tecidos ou células do mesmo material,

porém, nao transformadas (controle negativo).

- Plantas, tecidos ou células expressando o gene
gfp.

4.2 Procedimento

1. No microscopio, ligar a fonte de luz UV e aguardar
por, aproximadamente, 5 minutos.

2. Com o bisturi, cortar um pedaco do tecido a ser
observado (aproximadamente 1 cm?), colocar sobre
uma lamina, adicionar algumas gotas de dgua desti-
lada e, cuidadosamente, posicionar a laminula.

3. Posicionar a lamina no microscopio, ligar a fonte de
luz visivel e ajustar o foco.

4. Desligar a luz visivel, ajustar a luz UV e os filtros
apropriados.
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Ao observar uma amostra de folha, se for utilizado um filtro do tipo
longpass (LP) (por exemplo, um filtro PB 450-490 excitagao/LP 420
emisséo), serao visualizadas a fluorescéncia verde da GFP e a fluo-
rescéncia vermelha da clorofila. Se o nivel de expressao de GFP for
baixo, sua fluorescéncia podera nao ser claramente observada. Nesse
caso, um filtro bandpass (BP) (por exemplo, BP 450-490 nm excitagao/
BP 515-565 emissao) que blogueia os comprimentos de onda acima
de 565 nm pode ser necessario, barrando a fluorescéncia vermelha
emitida pela clorofila (~ 650 nm) e evidenciando a fluorescéncia da GFP
(Figuras 3A e 3B).

5. Uma vez selecionados os filtros e o campo apropria-
do no microscopio, captar a imagem com maquina
fotografica digital. No programa utilizado para a
obtencao das imagens, pode ser necessdrio variar,
por exemplo, o tempo de exposicdo e o balanco das
cores, para obter o resultado esperado.

Figura 3. Deteccado da fluorescéncia de
GFP em plantas, tecidos e células vegetais.
A e B) Fluorescéncia em células da epider-
me de folhas de Nicotiana benthamiana
ao microscopio de fluorescéncia utilizando
os filtros (A) BP 450-490 nm / BP 515-565
(excitacdo/emissdo) e (B) PB 450-490 /
LP 420 (excitacdo/emissédo) (etapa 4 do
item 4.2 Procedimento). C) Plantas de
N. benthamiana sob luz ultravioleta: planta
transgénica (esquerda) contendo o gene
mgfp, apresentando fluorescéncia da GFP e
planta ndo transformada (direita), apresen-
tando apenas a fluorescéncia vermelha da
clorofila. D) Deteccéo da fluorescéncia de
GFP em microscépio confocal: protoplasto
de folhas de N. benthamiana infiltradas com
Agrobacterium tumefaciens (Capitulo 7)
apresentando fluorescéncia no reticulo en-
doplasmatico. Barra = 25 pm.

Aincidéncia de luz UV pode causar danos as células, aos tecidos e a
GFP (photobleaching, destruicéo fotoquimica do fluoréforo), afetando
a intensidade da fluorescéncia e, consequentemente, a qualidade
da imagem. Portanto, € importante que a observagéo e obtengdo de
imagens sejam feitas dentro do menor intervalo de tempo possivel.

4.3 Observagoes

A expressdo do gene reporter gfp pode ser detec-
tada in vivo. Essa caracteristica permite uma melhor vi-
sualizacao da célula, evitando os problemas associados a
fixacdo do tecido. O potencial das técnicas que envolvem
a deteccéo de proteinas fluorescentes pode ser mais bem
aproveitado em um microscépio confocal de fluorescén-



cia. Além de maior sensibilidade, a microscopia confocal
de fluorescéncia amplia as possibilidades de analises.
Fusées com a GFP e outras proteinas fluorescentes per-
mitem, por exemplo, estudar a interacdo entre proteinas
e monitorar alteracdes de expressao ou determinar a lo-
calizacao subcelular de uma determinada proteina (Figura
3Q). A preparacdo do material para observacao em micros-
copia confocal de fluorescéncia é essencialmente a mesma
que aquela para um microscépio éptico de fluorescéncia.
Células em suspensao e células da epiderme de cebola
transformadas ou protoplastos obtidos a partir de folhas
infiltradas com Agrobacterium sp. (Capitulo 7) sao alguns
dos sistemas mais utilizados, pois permitem uma melhor
visualizacao ao microscépio.

Apesar de nao apresentar sinal de localizagcao
nuclear ou qualquer outro peptideo de enderecamento
subcelular, a GFP, quando expressa em eucariotos, em
razdo de seu tamanho, difunde-se livremente para o
interior do nucleo (Figura 2A e 2B). Quando fusionada, a
outra proteina pode perder a capacidade de atravessar os
poros nucleares (GREBENOK et al., 1997).

Para estudos de localizagdo subcelular, é impor-
tante que sejam incluidos marcadores apropriados para
cada tipo de organela, os quais podem ser corantes ou
proteinas cuja localizacdo é bem conhecida. Alguns
exemplos desses marcadores sao o DAPI, que se liga ao
DNA (358/461 nm excitacao/emissao), e o MitoTracker,
com diferentes faixas de excitacdo/emisséao, especifico
para mitocondrias.

Existem diversas proteinas fluorescentes, algu-
mas derivadas da GFP, com diferentes propriedades e
aplicacées. O tipo de filtro utilizado deve ser apropriado
para cada versao. Os filtros BP 450-490 nm excitacdo/BP
515-565 (ou LP 420) emissao, por exemplo, podem ser
utilizados para a GFP nativa, mGFP, eGFP (S65T), GFP red
shifted (rsGFP), entre outras.

A fluorescéncia enddgena do tecido pode inter-
ferir e até mesmo inviabilizar a observacdo da GFP. Em
geral, essa fluorescéncia vem de compostos presentes na
parede celular. E dificil diferenciar a fluorescéncia endé-
gena do tecido da fluorescéncia especifica da GFP, mas,
de modo geral, a fluorescéncia endégena apresenta uma
tonalidade mais amarelada ou castanha. Para auxiliar a
observacdo e a interpretacdo das imagens, é importante
observar amostras de tecido nao transformado. Da mes-
ma forma, tecido que expressa GFP pode servir como
controle positivo, facilitando a interpretacao das imagens
e 0 ajuste do microscopio. (BILLINTON; KNIGHT, 2001).

Para experimentos de expressdao transiente, a
epiderme de cebola (Allium cepa L.) é um tecido bastante
conveniente. E um material de facil obtencao, a prepa-
racao das laminas é simples, as células sao grandes, e
nao apresentam cloroplastos, nem outras fontes de au-
tofluorescéncia que sejam significantes. Para a utilizacdo
desse material, as escamas (catafilos), preferencialmente
das camadas intermedidrias do bulbo, sdo separadas,
cortadas em pedacos de aproximadamente 2 cm? e po-
sicionadas numa placa de Petri com a epiderme interna



(adaxial) voltada para cima. O material é transformado
por biobalistica (Capitulo 5) eincubado no escuro por 12 a
24 horas. A seguir, a epiderme é cuidadosamente removi-
da, com a ajuda de uma pinga, posicionada em uma lami-
na sobre uma gota de dgua e observada ao microscépio
de fluorescéncia (VARAGONA et al.,, 1992).

5 Observacdo e obtencdo de
imagens da fluorescéncia
de GFP in planta

5.1 Material

« Filtro amarelo (K2, 8 ou 022).

« Fonte de luz UV (UV longo, 365 nm).

A exposicao a radiacao ultravioleta pode causar danos a
retina e a pele. Sua manipulacao deve ser feita com 6culos
de protecao especificos para luz UV. Procurar nao expor a
pele, usando jaleco de mangas longas e luvas.
« Maquina fotografica digital.
» Plantas ou tecidos que expressam GFP (versao
mGFP5).
- Tripé ou algum tipo de suporte para a maquina
fotografica.

5.2 Procedimento

1. Transferir as plantas que expressam GFP para uma
sala escura. Ligar a luz UV e aguardar por cerca de

10 minutos. Apagar a luz da sala, incidir a luz UV sobre
a planta e observar a fluorescéncia da GFP.

2. Para a obtencédo de imagens da fluorescéncia da GFP,
posicionar a maquina digital com filtro amarelo no
tripé, acertar o enquadramento da imagem, regular o
tempo de exposicao (geralmente entre 5 e 15 segun-
dos) e programar o disparador automatico, para dimi-
nuir a chance de trepidacao da maquina ao acionar o
disparador.

O filtro amarelo melhora a qualidade da imagem, filtrando a luz UV e
realgando o contraste entre a fluorescéncia verde da GFP e a fluores-
céncia vermelha da clorofila (Figura 3C).

3. Uma vez ajustada as condi¢ées da maquina fotogra-
fica, apagar a luz da sala, direcionar a luz UV sobre as
plantas, e acionar o disparador da maquina.

Durante a exposicéo, alterar a posicdo da lampada UV em relacéo a
planta fotografada, com o cuidado de manter a lampada fora do campo
de enquadramento. Isso permitird uma iluminagcdo mais homogénea
do material fotografado. Pelo mesmo motivo, € recomendavel um
tempo de exposicao mais longo (por exemplo, de 5 a 15 segundos).

4. Uma vez obtidas as imagens, desligar a luz UV.

Caso religar a luz seja necessario, aguardar no minimo 15 minutos,
pois acender a luz com a lampada quente reduz sua vida util.

5.3 Observacoes

A fluorescéncia da versao mGFP5 é mais forte e
evidente do que a da GFP nativa, quando se utiliza uma




lampada de luz UV (365 nm). Essa versao, semelhante a
GFP nativa, apresenta um pico de absor¢cdo maximo a
395 nm e outro menor a 470 nm. A versao eGFP (ou sGFP)
apresenta uma mutacdo (S65T) que modifica o espectro
de absorcdo, passando a apresentar um Unico pico a
490 nm (CHIU et al., 1996; CUBITT et al., 1995). A eGFP
emite fluorescéncia em 511 nm, sendo essa mais intensa
(5 a 6 vezes) que a fluorescéncia emitida pela proteina
nativa ou pela mGFP5. A eGFP é mais apropriada a obser-
vacao ao microscopio de fluorescéncia ou confocal.

A GFP pode ser quantificada utilizando um
fluorimetro. No entanto, compostos da planta podem
apresentar fluorescéncia na mesma faixa de excitagao/
emissdo, interferindo nas andlises. Além disso, a GFP é
capaz de formar dimeros e ligacdes hidrofébicas com
outras proteinas de plantas, o que também pode alterar a
intensidade de fluorescéncia medida (ROBIC et al., 2009).
Uma alternativa para contornar esses problemas é medir
a fluorescéncia de GFP em extratos contendo ureia 6 M.
Assim, a fluorescéncia enddgena e as interagdes hidrofo-
bicas podem ser suprimidas, permitindo a quantificacao
mais precisa da GFP (ROBIC et al., 2009).
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1 Introducédo

Isolamento de DNA é uma etapa fundamental em
todos os procedimentos de biologia molecular, inclusive
na andlise da integracao de DNAs exdégenos no genoma
vegetal. Atualmente, existe um ndmero grande de proto-
colos que descreve a extracao de DNA para diferentes es-
pécies e tecidos vegetais; entretanto, o isolamento de DNA
de boa qualidade ainda é considerado fator limitante para
o desenvolvimento da pesquisa em algumas espécies.

A diversidade de protocolos existente reflete a
variabilidade da composicdo bioquimica encontrada em
diferentes plantas e tecidos, o que impossibilita o desen-
volvimento de um Unico protocolo ideal para diferentes
espécies vegetais. Apesar de o numero de protocolos
disponiveis aumentar constantemente, a maior parte de-
les é uma variacdo dos métodos descritos por Dellaporta
etal. (1983) e por Doyle e Doyle (1987), que serdo descritos
neste capitulo. Ambos visam isolar DNA de alta qualidade,
evitando: a) degradacao do DNA por DNAses enddgenas;
b) coisolamento de polissacarideos que podem inibir a
acao de enzimas utilizadas na extracao; c) coisolamento
de substancias fendlicas ou outros compostos secundarios
que podem danificar o DNA ou inibir a acdo de enzimas.

Com o avango de técnicas de sequenciamento,
genotipagem e cédigo de barra em larga escala, surgiu
a necessidade de adaptar protocolos de extracdo de DNA
para um numero grande de amostras simultaneamente,
em um curto espago de tempo e sem comprometer a

qualidade do DNA. Em paralelo a aplicacdo de técnicas de
biologia molecular em condi¢cdes de campo (fora de labo-
ratério) para diagnose, melhoramento assistido por mar-
cadores (MAS), entre outras, ha demanda por protocolos
simples, rapidos, que produzam DNA com qualidade.

A seguir, serdo descritas as etapas basicas da maio-
ria dos métodos de extracao de DNA vegetal utilizados
rotineiramente em laboratérios de biologia molecular,
com a breve explicacao de cada passo.

O primeiro passo é a quebra das paredes celulares
e membrana nuclear. Normalmente, essa etapa é realiza-
da de forma mecanica pela maceragao do tecido vegetal
congelado por nitrogénio liquido. O nitrogénio liquido
mantém o material em baixa temperatura (-196 °C), para
que ndo haja acdo de enzimas liticas ou agao oxidativa.
O po obtido pela maceracdo é imediatamente ressus-
pendido em um tampao de extracdo com pH entre 8,0 e
9,0, que é desfavoravel a acdo de enzimas degradantes.
O composto acido etileno diamonotetracético (EDTA)
é muito utilizado nos tampdes de extracao por ser um
agente quelante de cations divalentes, como Mg*? e Ca*?
e, portanto, inibe a acdo de DNAses que usam metais
como cofatores (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Para evitar
os efeitos indesejaveis da oxidacao, diferentes produtos
podem ser incluidos nos tampdes de extracao, como po-
livinilpirrolidona soluvel (PVP-40) e/ou albumina de soro
bovino (BSA), a concentracbes de 1% a 2%. O PVP é um
antioxidante que inibe a agdo de compostos fendlicos. A
BSA atua absorvendo os polifendis e, portanto, evitando



a acdo dessas substancias que tornam o DNA oxidado e
inacessivel as enzimas de restricao (WEISING et al., 1995).
Outro composto que pode ser incluido no tampao de
extracdo, para evitar a oxidacao de compostos fendlicos,
é o B-mercaptoetanol. Ele é um agente redutor que
desnatura peroxidases e polifenoloxidases, impedindo
a acao danosa dessas enzimas sobre o DNA, e pode ser
utilizado em diferentes concentracdes, dependendo da
necessidade (ALDRICH; CULLIS, 1993). Na maioria dos
protocolos de extracdo de DNA de tecidos vegetais, o
detergente brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) é
utilizado no tampéo de extracdo. O CTAB solubiliza as
membranas, formando um complexo com o DNA, o que
facilita uma posterior precipitacdo diferencial desse com-
plexo (WEISING et al., 1995).

ApOs a etapa de ressuspensao do conteudo celular
em tampado de extracdo, realiza-se, normalmente, a des-
proteinizacdo por meio de uma ou mais extragdes com sol-
ventes organicos (fenol ou cloroférmio:alcool isoamilico),
seguida de centrifugacao para separar a fase organica da
aquosa. Esses solventes desnaturam proteinas que ficam
na interface, enquanto o DNA e outros contaminantes,
como carboidratos e RNAs, se mantém na fase aquosa.
Alguns protocolos incorporam proteases antes da extra-
¢ao com solventes organicos, o que facilita a separacdo do
DNA das proteinas da cromatina (DRAPER et al., 1988).

ApOs a etapa de desproteinizacdo, o DNA é precipi-
tado pela adicdo de um alcool. Nessa etapa, a concentracdo
de sal deve ser compativel com o processo de precipitacao.

Varios tampdes de extragdo contém sais, sendo os mais co-
muns o acetato de sédio ou de amdbnio, que devem estar
pelo menos a 0,3 M ou 2,5 M, respectivamente. Porém,
se a concentracao ainda for inferior a essa, é necessario
ajusta-la antes da adi¢dao do alcool. Na precipitacdo, os ions
positivos do sal neutralizam a carga negativa dos grupos
fosfato dos acidos nucleicos, tornando essas moléculas
menos hidrofilicas e, consequentemente, menos solu-
veis em agua. O dlcool (etanol ou isopropanol) tem uma
constante dielétrica menor do que a da dgua, facilitando a
interacao do sédio (Na*?) com o grupo fosfato dos acidos
nucleicos, diminuindo ainda mais a hidrofilicidade, tirando,
assim, os acidos nucleicos de solu¢do. O precipitado é lava-
do com etanol 70% para retirar o excesso de sais. O DNA é
ressuspendido em dgua ou em tampéo TE. A maioria dos
métodos de extracdo de DNA copurifica RNA junto com o
DNA. Se necessario eliminar o RNA, um tratamento com
RNAse A pode ser realizado.

O aspecto do DNA, ao final da preparacédo, pode
ser utilizado como um diagndstico inicial da qualidade
do DNA, e os problemas mais comuns sdo:

a) A contaminacéo por polifendis pode ser evidenciada
pela coloracdo do DNA, que tende a ficar marrom. O
escurecimento é devido a oxidacao dos polifendis em
compostos quindnicos, que, por sua vez, sdo fortes
agentes oxidantes que danificam DNAs e proteinas
(LOOMIIS, 1974). Nesse caso, uma nova extracao pode
ser realizada com adicdao de PVP-40 e/ou BSA no
tampao de extracdo, a concentracdo de 1% a 2% e a




concentracao de 3-mercaptoetanol pode ser aumen-
tada para até 5%.

b) O coisolamento de polissacarideos, que podem facil-
mente ser detectados pelo aspecto gelatinoso e exces-
sivamente viscoso do DNA e de dificil ressuspensao.
Nesse caso, o DNA pode sofrer diferentes tratamentos
que o separam dos outros contaminantes. Tais méto-
dos incluem precipitacao diferencial ou gradientes de
densidade. O gradiente de cloreto de césio (CsCl) com
brometo de etidio (C,,H, BrN,) € um método de puri-
ficacdo que fornece preparacdes de DNA altamente
puras e pode ser realizado apés qualquer método de
extracao (WEISING et al., 1995). Entretanto, esse mé-
todo é, atualmente, pouco utilizado em razdo de sua
complexidade e do tempo demandado para finalizar a
extracao. Uma boa alternativa é uma nova precipitacao
com acetato de aménio ou de sodio.

Como mencionado anteriormente, ndo existe um
Unico protocolo ideal para extracdo de DNA de diferentes
espécies vegetais. Neste capitulo, serdo descritos quatro
protocolos utilizados em diversos laboratérios e que se
tém mostrado bastante eficientes. O primeiro protocolo
é baseado no detergente CTAB, o qual é o mais utilizado
para extracdo de DNA de diferentes espécies vegetais
(DOYLE; DOYLE, 1987; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
Normalmente, as extragdes por esse protocolo fornecem
DNA suficientemente puro para digestdes com enzimas
de restricdo e para amplificacdes por PCR. Se o pesquisa-
dor néo tiver um protocolo bem definido para a espécie
e/ou tecido vegetal com que trabalha, é aconselhavel que

teste esse protocolo inicialmente. Algumas preparagdes
podem necessitar de uma etapa de purificagdo posterior
para remocao de contaminantes, como fendis ou polis-
sacarideos. Para tal fim, uma precipitacdo com acetato
de sédio, como uma etapa opcional para remocdo de
polissacarideos, também serd descrita.

O segundo protocolo descrito é destinado a extracao
de DNA em pequena escala e, por isso, é utilizado princi-
palmente em experimentos de PCR, que necessitam de pe-
quenas quantidades (20 ng a 200 ng) de DNA (Capitulo 10).
O protocolo é simples, rapido e possui a vantagem de nao
utilizar nitrogénio liquido, podendo ser utilizado quando é
necessario processar varias amostras simultaneamente, ou
quando somente pequenas quantidades de tecido estao
disponiveis. Apesar de ser possivel a amplificacdo por PCR
a partir de preparacoes de DNA de baixa qualidade, a omis-
sdo de alguns dos passos do protocolo aqui descrito pode
comprometer a reprodutibilidade das rea¢des de PCR,
resultando, muitas vezes, em falsos negativos. Portanto,
protocolos extremamente simplificados s6 devem ser utili-
zados apds testes com o tecido e espécie de trabalho.

O terceiro método descrito foi estabelecido por
Dellaporta et al. (1983) e é uma alternativa ao método
CTAB. O método Dellaporta fundamenta-se na preci-
pitacdo simultanea de proteinas e polissacarideos por
alta concentracao de acetato de potassio (CH,CO,K) na
presenca de sédio dodecil sulfato (SDS). Esse método é
simples e muito utilizado em extracao de DNA de diver-
sas espécies vegetais.



O quarto método é indicado para trabalhos de
biologia molecular realizados em condicbes limitadas
de infraestrutura: seja em casos de coleta de material a
campo, seja em laboratérios com condi¢ées menos favo-
raveis. Em casos assim, é possivel adotar metodologias que
demandem menos equipamentos e/ou reagentes de alto
custo. Nesse contexto, aconselha-se utilizar o método que
extrai DNA por maceragao em membrana de nailon, o qual
é uma adaptacao do squash blot (LANGRIDGE et al., 1991).
O protocolo baseia-se na afinidade do DNA, carregado ne-
gativamente, com a membrana carregada positivamente.
Depois de fixado a membrana, o DNA fica aderido e pode
ser eluido para utilizacdo imediata, ou guardado em tem-
peratura ambiente por longos periodos. O DNA obtido é
adequado para procedimentos que demandam pequenas
quantidades. Adaptacbes comerciais desse protocolo
permitem o estoque da amostra fixada na membrana por
varios anos, utilizando o mesmo principio das membranas
de nailon. Esse método pode ser utilizado em laboratérios
nao equipados para biologia molecular, assim como pode
extrair DNA com qualidade para aplicagdes, como genoti-
pagem em larga escala (MCCLURE et al., 2009). Sua maior
limitacdo é a pequena quantidade de material obtido.
Entretanto, pela possibilidade de estocar o DNA por mui-
tos anos, tem sido utilizado para producao de bancos de
DNA (FREGEAU et al., 2003).

A literatura cientifica estad repleta de protocolos
de extracdo e analise de DNA de plantas. Os protocolos
descritos a seguir tentam cobrir os principios basicos de
extracdo, assim como guiar o leitor em alguns métodos

mais tradicionais e de eficicia comprovada para um
grande numero de espécies. Com a automatizacao de
varios procedimentos, como sequenciamento de DNA e
genotipagem em larga escala, varios métodos de extra-
¢ado DNA automatizados também foram desenvolvidos
e estao disponiveis comercialmente. Desde maquinas
automaticas para o rompimento de membrana/parede
celular em placa de 96 ou 384 pocos até estacdes de tra-
balho ou robds (workstations) de preparacao de amostras
estdo disponiveis para laboratérios com demandas para
grandes amostragens de material vegetal. Kits comerciais
também estao disponiveis tanto para pequena quantida-
de de amostras quanto para trabalhos em larga escala.
Dessa forma, dependendo da demanda do material
biolégico e dos recursos financeiros disponiveis, existem
varios métodos, em diversas escalas de trabalho, e cabe
ao pesquisador escolher o que mais se adapta as suas
condicoes.

2 Método CTAB (DOYLE;
DOYLE, 1987, modificado)

2.1 Material

« Acetato de sodio 3 M (Apéndice 4).
« Agitador do tipo Vortex.
- Almofariz e pilao.

« Banho-maria a 37 °C.




« Cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) (v/v).

Cloroférmio é toxico por inalagdo, em contato
com a pele e por ingestdo. Manter o recipiente
bem fechado. Sua manipulacéo deve ser feita

com luvas de nitrila, 6culos e mascara em capela
de exaustéo.

« EDTA 500 mM pH 8,0 (Apéndice 4).
+ Etanol 70% (v/v).

« Isopropanol ou etanol absoluto.

- Centrifuga para tubos de 50 mL.

« Nitrogénio liquido.

+ Tubos de polipropileno de 50 mL.
« NaCl 5 M (Apéndice 4).

« Solucdo de RNAse A 10 mg/mL (10 mL)
(Apéndice 4).

« Tampao TE, pH 8,0 (Apéndice 4).

« Tampao CTAB (500 mL):

Componente Quantidade Concentragao final
CTAB 10g 2%

NaCl 5 M 140 mL 1,4 M
Tris-HCI 1 M, pH 50 mL 100 mM

8,0

EDTA 500 mM 20 mL 20 mM
-mercaptoetanol 1mL 0,2%

H,O g.s.p. 500 mL

B-mercaptoetanol é volatil e altamente toxico.

Sua manipulagdo deve ser feita com luvas, 6cu-

‘e g ; los e mascara em capela de exaustao.

« Tris-HCl 1 M, pH 8,0 (Apéndice 4).

2.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estao
esquematizados na Figura 1.

1. Pesar até 3 g de tecido vegetal fresco.

Preferencialmente, utilizar folhas jovens. Depois de colhidas, devem
ser colocadas imediatamente, e mantidas, em nitrogénio liquido até
o momento de serem usadas. Apds a etapa do congelamento, as
folhas podem ser conservadas a -80 °C por varios meses. No mo-
mento de utilizagéo, as folhas devem ser retiradas do congelador,
colocadas imediatamente em nitrogénio liquido e mantidas até a
maceragao.

2. Colocar as folhas no almofariz e adicionar nitrogénio
liquido.

3. Macerar as folhas congeladas com ajuda de um pildo
até obter um po fino.

O material ndo deve ser descongelado. Se for necessario, adicionar
mais nitrogénio liquido. Tudo deve ser feito com muito cuidado, para
gue o p6 ndo saia do almofariz.

4. Transferir o pé o mais rapidamente possivel para um
tubo de polipropileno contendo 15 mL de tampao
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Fase aquosa
Fase aquosa
p—_ contendo DNA Fesseniicn
"
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Transferir macerado, Adicionar cloroférmio: Centrifugar Transferir fase aquosa

adicionar CTAB, élcool isoamilico (24:1) para novo tubo e
incubara 65°C e agitar adicionar isopropanol

Se necessdrio, transferir fase aq
para novo tubo e repetir (duas a trés vezes)
-~

— e o e —r

Centrifugar e descartar Adicionar etanol 70% Descartar o sobrenadante Deixar o etanol evaporar Ressuspender o
sobrenadante e centrifugar precipitado em TE

Figura 1. Esquema representativo das etapas de extracdo de DNA por meio do método CTAB.

llustragdo: Laura de Alencar Dusi




CTAB preaquecido a 65 °C em banho-maria. Incubar,
nessa temperatura, por 30 minutos a 1 hora, agitando
manualmente a cada 10 minutos.

O B-mercaptoetanol deve ser adicionado ao tampao CTAB apds aque-
cimento, imediatamente antes do uso.

5. Adicionar um volume de cloroférmio:alcool isoamili-
co e agitar o tubo manualmente, ou com o auxilio de
um agitador, por 10 minutos.

A agitagcéo deve ser suave para evitar quebra do DNA, mas suficiente
para a emulsificagéo das fases.

6. Centrifugar por 10 minutos a 10.000 g (12.000 rpm no
rotor Sorvall SS 34).

7. Transferir a fase aquosa (fase superior) para novo
tubo. Deve-se tomar extremo cuidado para nao pipe-
tar nada da fase inferior. Repetir a extracdo (a partir da
etapa 5 deste item).

Esta etapa pode ser repetida mais uma ou duas vezes, levando em
consideracdo que mais extragbes podem tornar a amostra mais pura,
porém, com maiores perdas de DNA.

8. (Caso necessario, adicionar RNAse A, a uma con-
centragao final de 100 pg/mL e incubar a 37 °C, por
30 minutos.

9. Adicionar 0,6 volume de isopropanol gelado ou
2,5 volumes de etanol absoluto gelado. Misturar gen-
tilmente por inversao do tubo varias vezes.

10. Centrifugar a amostra por 20 minutos a 10.000 g
(12.000 rpm no rotor Sorvall SS 34), e cuidadosamen-

te descartar o sobrenadante.

11. Lavar o precipitado com, aproximadamente, 5 mL de

etanol 70% e centrifugar por 3 minutos a 10.000 g.

12. Descartar o etanol cuidadosamente e secar o precipi-
tado, deixando o tubo invertido em papel-toalha ou
colocando o tubo em camara de fluxo laminar para

evaporar o etanol.

O precipitado n&o deve ter residuos de etanol ou isopropanol ou secar
demais, dificultando a ressuspenséo do DNA.

13. Apds a secagem, ressuspender o precipitado em
cercade 500 pL de TE ou dgua bidestilada esterilizada
por autoclavagem e incubar a temperatura ambiente

por meia hora ou mais.

14. Se for necessaria uma purificacdo posterior, seguir

para a etapa 15 deste item.
Tratamento com acetato de sédio (opcional)

15. Adicionar 0,1 volume de acetato de sédio 3 M, mistu-

rar e incubar no gelo por 15 minutos.
16. Centrifugar por 30 minutos (10.000 g, a 4 °C).

17. Retirar o sobrenadante com cuidado para nao pipetar

o precipitado.

18. Repetir as etapas 9 a 13 deste item.



3 Miniextracdo para PCR

3.1 Material

« Agitador para microtubos com controle de

temperatura.

« Cloroférmio:alcool  isoamilico  (24:1)  (v/v)

(Apéndice 4).

@O

« EDTA 500 mM (Apéndice 4).

Cloroférmio é toxico por inalagdo, em contato
com a pele e por ingestdo. Manter o recipiente
bem fechado. Sua manipulacdo deve ser feita
com luvas de nitrila, 6culos e mascara em capela
de exaustéo.

+ Etanol 70% (v/v).

« Isopropanol.

« Microcentrifuga.

« Microtubo de 1,5 mL para microcentrifuga e
minipilao.

« NaCl 5 M (Apéndice 4).

« Tris-HCl 1 M, pH 8,0 (Apéndice 4).

« Tampao TE, pH 8.0 (Apéndice 4).

- Tampao de extracdo para PCR (100 mL):

Componente Quantidade Concentracao final

CTAB 08¢ 0,8%
NaCl5 M 16 mL 800 mM
EDTA 500 mM 4,4 mL 22 mM
Tris-HCI 1 M, pH 8,0 22 mL 220 mM
Sarcosil 1lg 1%
Sorbitol 2,55¢ 140 mM
B-mercaptoetanol 200 pL 0,2%
H,O g.s.p. 100 mL

Inserir B-mercaptoetanol ao tampao imediatamente antes do uso.

lI li B-mercaptoetanol é volatil e altamente toxico.
Sua manipulacéo deve ser feita com luvas, 6cu-
@ los e mascara em capela de exaustao.

3.2 Procedimento

1. Macerar 300 mg de tecido vegetal fresco em um mi-
crotubo com a ajuda de um minipildo que se encaixe

perfeitamente no fundo do tubo.
2. Adicionar 1 mL de tampao de extracdo para PCR.

3. Adicionar ao macerado 400 pL de cloroférmio:alcool

isoamilico.

4. Incubar com agitagao a 55 °C, por 10 minutos.




5. Centrifugar em microcentrifuga a 12.000 rpm, por
5 minutos.

6. Transferir o sobrenadante para um novo microtubo
com cuidado para nao pipetar nada da fase inferior.

7. Adicionar ao sobrenadante 1,2 volume de isopro-
panol.

8. Centrifugar em microcentrifuga a 12.000 rpm, por
10 minutos.

9. Descartar o sobrenadante e lavar o precipitado com
etanol 70%.

10. Repetir a etapa 7 deste item.

11. Descartar o sobrenadante e secar o precipitado,
deixando o microtubo invertido em papel-toalha ou
colocando o microtubo em camara de fluxo laminar.

O precipitado néo deve ter residuos de isopropanol ou secar demais,
0 que pode dificultar a ressuspenséo do DNA.

12. Dissolver o precipitado em 50 pL de tampdo TE ou
agua bidestilada esterilizada por autoclavagem.

4 Método Dellaporta
modificado

4.1 Material

« Acetato de potassio 5 M (Apéndice 4).
« Acetato de s6dio 5 M, pH 5,2 (Apéndice 4).

« Almofariz e pildo.

+ Banho-maria ou banho seco a 65 °C.

« Centrifuga refrigerada para tubos de 50 mL.
« EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apéndice 4).

« Etanol 70% (v/v).

« Filtro do tipo Miracloth™ ou similar.

« Isopropanol resfriado a -20 °C.

- Microcentrifuga.

« Microtubo de 1,5 mL para microcentrifuga.
« NaCl 5 M (Apéndice 4).

« Nitrogénio liquido.

+ SDS 20% (p/v) (Apéndice 4).

« Tampao de extracao Dellaporta (500 mL):

Componente Quantidade Concentragao final

NaCl 5 M 50 mL 500 mM
EDTA 500 mM, pH 8,0 50 mL 50 mM
Tris-HCI 1M, pH 8,0 50 mL 100 mM
B-mercaptoetanol 1mL 0,2%
H,O g.s.p. 500 mL

@ ‘? B-mercaptoetanol é volatil e altamente toxico.

Sua manipulacéo deve ser feita com luvas, 6cu-

‘e g ; los e mascara em capela de exaustao.

« Tampao TE, pH 8,0 (Apéndice 4).



« Tris-HCl 1M, pH 8,0 (Apéndice 4).

» Tubos de polipropileno de 50 mL.

4.2 Procedimento
1. Pesar até 3 g de tecido vegetal fresco.

Preferencialmente, utilizar folhas jovens. Depois de colhidas, devem
ser colocadas imediatamente, e mantidas, em nitrogénio liquido até o
momento de serem usadas. Apos a etapa do congelamento, as folhas
podem ser conservadas a -80 °C por varios meses. Para algumas es-
pécies, é possivel também desidratar as folhas e manté-las em silica
gel até o uso. No momento de utilizacao, as folhas devem ser retiradas
do congelador, colocadas novamente em nitrogénio liquido e mantidas
até o momento de maceragao.

2. Colocar as folhas no almofariz e adicionar nitrogénio
liquido.

3. Macerar as folhas congeladas com ajuda de um pildo
até obter um pé fino.

O material ndo deve descongelar. Se for necessario, adicionar mais
nitrogénio liquido. Tudo deve ser feito com muito cuidado, para que o
p6 ndo saia do almofariz.

4. Transferir o pé o mais rapidamente possivel para um
tubo de polipropileno contendo 15 mL de tampao
de extracdo preaquecido a 65 °C. Manter o tubo
nessa temperatura enquanto as outras amostras sdo
preparadas.

5. Adicionar 1 mL de SDS 20% e misturar por inversao.
Incubar por 20 minutos, a 65 °C. Misturar manual-
mente a cada 10 minutos.

6. Adicionar 5 mL de acetato de potassio 5 M, mistu-
rar por inversdo e incubar por 20 minutos a 65 °C.
Misturar manualmente a cada 5 minutos.

Nesta etapa, ocorre a precipitacdo de proteinas e polissacarideos,
deixando o DNA em solugéo.

7. Centrifugar por 20 minutos (20.000 g a 4 °C). Retirar
o sobrenadante com muito cuidado para nédo pipetar
o sedimento. Filtrar o sobrenadante em filtro do tipo
Miracloth® e transferir para novo tubo.

8. Adicionar ao filtrado 0,7 volume de isopropanol gela-
do, misturar por inversao do tubo e incubar por, pelo
menos, 1 horaa-20 °C.

9. Centrifugar por 20 minutos (20.000g,a4°C). Descartar
o sobrenadante.

10. Secar o precipitado e ressuspender em 300 plL a
700 pL de tampao TE ou agua bidestilada esterili-
zada por autoclavagem. Transferir a amostra para
microtubo.

11. Se for necessaria uma purificacdo posterior, seguir
para a etapa 12 deste item.

12. Precipitar o DNA pela adicao de 1/10 do volume de
acetato de sédio 5 M e 0,7 volume de isopropanol.
Misturar por inversao do tubo.

13. Incubar por, pelo menos, uma hora, a -2 °C.

14. Centrifugar em microcentrifuga (12.000 rpm, por
10 minutos). Lavar o precipitado com etanol 70%.



15. Secar o precipitado, deixando o tubo invertido em
papel-toalha ou colocando o tubo em camara de
fluxo laminar.

O precipitado nédo deve ter residuos de etanol, mas também néo deve
secar demais, pois pode dificultar a ressuspensao do DNA.

16. Dissolver em 100 puL de tampdo TE ou dgua bidestila-
da esterilizada por autoclavagem.

4.3 Observacgao

Vérios autores descrevem métodos nos quais os
nucleos celulares sdo extraidos antes da extracdo de DNA
(LOUREIRO et al., 2007; ROBERTS, 2007). Tais métodos per-
mitem que o DNA nuclear seja extraido sem contaminagao
do DNA de cloroplastos e mitocondrias e utilizado quando
for necessaria uma preparacdo com DNA exclusivamente
nuclear, como na producao de bibliotecas gendmicas em
cromossomos artificiais de bactéria (BACs) ou em estudos
que utilizam a técnica de citometria de fluxo.

5 Extracdo de DNA por
maceracdo em membrana

5.1 Material

« Agua bidestilada esterilizada por autoclavagem.

. Banho seco a 94 °C.

- Bastao de vidro.
« EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apéndice 4).

+ Membrana de ndilon cortada em pedacos de

2cmx2cm.
« Microtubo de 1,5 mL para microcentrifuga.
« NaCl 5 M (Apéndice 4).
« NaOH 1N (Apéndice 4).

- Papel de filtro cortado em pedacos de 3 cm x

3cm.
« Pinca com ponta fina.
- Pipeta de vidro, micropipeta ou pisseta.

- Placa de vidro ou acrilico de cercade 5cm x5 cm

(com pelo menos 3 mm de espessura).

« Solugao 1:
NaCl 5 M 30 mL 15M
Tris-HCI 1 M, pH 8,0 50 mL 0,5M
EDTA 500 mM, pH 8,0 200 pL 1mM
H,O g.s.p. 100 mL

« Tampao TE, pH 8,0 (Apéndice 4).

« Tris-HCl 1M, pH 8,0 (Apéndice 4).



5.2 Procedimen’ro 3. Com o auxilio da pinga, colocar o tecido vegetal sobre
a membrana de ndilon.
Os principais passos deste procedimento estao . . .
) ) 4. Macerar o tecido vegetal com o bastao de vidro.
esquematizados na Figura 2.
1. Na placa de vidro, depositar a membrana de ndilon >. Apds a maceracao, lavar a membrana com NaOH 1N,

sobre o papel de filtro com o auxilio de uma pipeta de vidro, micropipeta ou

pisseta.
A placa de vidro é utilizada para oferecer suporte fisico durante a
maceragdo e evitar o rompimento da membrana. Essa lavagem retira o excesso de restos celulares, deixando o DNA
ligado & matriz (membrana).

2. Embeber a membrana com NaOH 1N de forma que
figue totalmente encharcada, mas sem transbordar. 6. Lavara membrana com a Solucéo 1.

-~ 2 -

—> —> —> —>
Embeber a membrana Lavar membrana  Transferir membrana para microtubo Eluir a 94 °C
comNaOH1 Ne sucessivamente contendo 4gua destilada ou TE por 5 minutos

macerar a folha
com bastdo de vidro

Figura 2. Esquema representativo das etapas de extracdo de DNA por maceragdo em membrana de nailon.

llustragao: Laura de Alencar Dusi




7. Lavar a membrana trés vezes com tampao TE.

Apds cada lavagem, encostar a ponta da membrana em papel de filtro
seco, para que o excesso de liquido escoe por capilaridade.

8. Lavar a membrana rapidamente com agua destilada.

9. Transferira membrana para um microtubo contendo
100 pL de tampao TE ou dgua bidestilada esterilizada
por autoclavagem.

Antes da eluicdo, a membrana pode ser seca e armazenada em tem-
peratura ambiente para posterior utilizagdo do DNA.

10. Para eluir o DNA, aquecer o microtubo a 94 °C por
5 minutos.

11. Descartar a membrana. O DNA eluido em tampao TE
esta pronto para uso.

6 Quantificacdo e andlise
da qualidade do DNA total
extraido

6.1 Estimativa em gel de agarose

Este método é extremamente simples, nao neces-
sita de aparelhos sofisticados e fornece estimativas de
concentracdes do DNA com aproximacao suficientemente
precisa para grande parte das técnicas que utilizam DNA
gendmico. Consiste na comparacao visual de um gradien-
te de concentracao conhecida do DNA (DNA padrao) em

relacdo a amostra extraida, apés eletroforese em um gel
de agarose corado com brometo de etidio (Apéndice 4). O
DNA padrdo deve ser de alto peso molecular (por exemplo,
DNA de fago A) - pois DNA de baixo peso molecular é de
dificil comparagao com DNA gendmico - e, de preferéncia,
produzido comercialmente com uma concentragdo preci-
sa. O gel de agarose também permite verificar degradacao
do DNA extraido, em forma de multiplas bandas de menor
peso molecular do que seria a do DNA gendmico, que se
confundem em uma Unica mancha (smear) difusa no gel.
Observa-se também a coextracdao de RNAs (bandas de
baixo peso molecular) e o excesso de sais (a banda de DNA
gendmico aparece distorcida).

6.2 Quantificagéo por
espectrofotometria

Este método fornece alta precisao na determina-
¢ao da concentracdo de acidos nucleicos. No entanto, exi-
ge preparacdes de DNA bastante puras. Polissacarideos,
proteinas, RNAs e outros contaminantes interferem na
quantificacdo de acidos nucleicos por espectrofotome-
tria. Portanto, a quantificacdo em espectrofotdmetro so6 é
aconselhavel em preparagdes de DNA de alta qualidade.
E importante ressaltar que este método nao permite
visualizar o peso molecular do DNA extraido, ndo se ob-
servando, portanto, o nivel de degradacao.

O método é baseado no principio de que acidos
nucleicos absorvem luz ultravioleta em um padrao es-
pecifico em comprimento de onda de 260 nm. Quando



a luz ultravioleta atravessa a amostra, um fotodetector
mede a quantidade de luz absorvida, que é proporcional
a concentracdo de acidos nucleicos.

Para se obter a quantificacdo de DNA ou RNA isolado
e estimar sua pureza, procede-se a leitura espectrofotomé-
trica medindo-se a absorbancia em diferentes comprimen-
tosdeonda (A, A A .m €A Aquantidade do
acido nucleico presente naamostra € medidaemA,  .No
comprimento de onda de 280 nm, mede-se a quantidade de
polissacarideos na amostra. A leitura obtida no comprimen-
to de onda de 230 nm mede eventuais sujeiras presentes na
cuveta, enquanto a medida em 310 nm estima a presenca
de compostos fendlicos (amostras puras devem resultar em
absorbancia a 310 nm préxima de zero).

A concentracdo de diferentes acidos nucleicos de
uma amostra é dada pelas férmulas:

[DNA] =50 ug/mLx D x A

260nm

[RNA] =40 png/mLxD x A

260nm

[oligonucleotideo fita dupla] = 50 pg/mL x D x A

260nm

em que:

D é o fator de diluicdo usado para fazer a leitura no
espectrofotdmetro.

A, o € 2 leitura da absorbancia da amostra no compri-

mento de onda de 260 nm.

A pureza da amostra do DNA é medida pela razdo
entre as leituras A, e A, . Um DNA puro deve ter uma
razdo entre 1,8 e 2,0. Razdo menor significa contaminacdo
com proteinas; razao maior indica contaminacdo com fenol.

Como nao ha diferenca entre a leitura de DNA e
RNA, para se quantificar o DNA extraido, é necessario que
a amostra esteja sem RNA. No entanto, um procedimento
alternativo baseado na ligacdo de um corante (Hoechst
dye 33258) que se liga somente em DNA permite a de-
terminagao precisa da concentracao de DNA mesmo em
preparacdes contaminadas por RNA. Para tal, é necessario
um espectrofotdbmetro de fluorescéncia para realizar a
quantificacao.

Atualmente, existe uma nova geragao de espectro-
fotdmetros que permite a analise de concentragcdes muito
baixas de amostras (até 3,7 pg/pL) em pequenos volumes
(a partir de 1 ulL). O principio de deteccao das amostras
é o mesmo dos espectrofotdbmetros convencionais, en-
tretanto, seu design permite que um volume bastante
pequeno (a partir de 1 uL) de amostra seja medido com
alta acuidade. Esses equipamentos utilizam uma tecnolo-
gia de retencdao de amostra, que é colocada em uma pla-
taforma hidrofébica, na qual a tensdo superficial mantém
a amostra na posicao correta, eliminando a necessidade
de se utilizarem cuvetas. E utilizada uma ldmpada de arco
de xendnio como fonte de luz, detectada por um charge
coupled device (CCD). Os nanoespectrofotometros sio
ligados a um computador, com programas especificos que
realizam as andlises de quantidade e qualidade. Um cuida-




do especial é necessario ao homogeneizar a amostra. Em
razao do pequeno volume, erros de amostragem podem
causar desvios significativos nos dados gerados. Vérias lei-
turas podem ser necessarias para assegurar a acuidade dos
resultados obtidos. Amostras de DNA genémico sao espe-
cialmente sensiveis a esses erros, pois frequentemente sdo
menos homogéneas que amostras de DNA plasmidial.

Assim, como os espectrofotdmetros convencionais,
0s nanoespectrofotdmetros também oferecem parame-
tros para analisar a pureza do DNA extraido, determinando
as quantidades de contaminantes (RNA, proteina, polissa-
carideos e fendis). Além do mais, para analisar a qualidade
da amostra, é também comum realizar testes enzimaticos
antes de utilizar o DNA extraido. Os dois principais sdo: o
teste da susceptibilidade a acao de enzimas de restricao
(Capitulo 12), no qual uma aliquota do DNA é utilizada para
verificar se o DNA é adequado a servir de substrato para
as enzimas de restricao (sensiveis a presenca de qualquer
elemento estranho a natureza do DNA); e o teste da PCR
(Capitulo 10), no qual o DNA é utilizado como molde para
amplificagao a partir de um iniciador conhecido, de prefe-
réncia para regides repetitivas do genoma, para confirmar
se estd suficientemente puro e sem inibidores enzimaticos
para permitir a acdo da DNA polimerase.
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1 Introducédo

A reacdo em cadeia da polimerase (polymerase
chain reaction, PCR) é hoje uma tecnologia com iniUmeras
aplicagdes em ciéncias bioldgicas, tanto em pesquisa
basica como aplicada, tendo proporcionado a seu autor,
Kary B. Mullis, no inicio da década de 1990, o prémio
Nobel de medicina. Por meio de PCR pode-se, a partir de
uma Unica molécula de DNA, gerar 100 bilhdes de molé-
culas similares em algumas horas (MULLIS, 1990).

PCR pode ser definida como um método in vitro
para produzir grandes quantidades de um fragmento
especifico de DNA, de tamanho e sequéncias definidos,
a partir de uma pequena quantidade de um molde
complexo de acido desoxirribonucleico (DNA) (MULLIS;
FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988). O numero de frag-
mentos duplica-se a cada ciclo de reacdo, aumentando a
quantidade de moldes disponiveis, o que faz a PCR ser
um processo exponencial.

A reacao de amplificacao é catalisada pela enzima
DNA polimerase, que alonga um pequeno fragmento de
DNA de fita simples, chamado oligonucleotideo iniciador
ou primer, que tem complementariedade a fita-molde
(template) de DNA. A extensdo da cadeia é feita pela
adicdo, na extremidade 3’ do iniciador, do nucleotideo
complementar ao nucleotideo correspondente na fita
molde. O fragmento amplificado é aquele compreendido
entre as duas extremidades 3’ de um segmento duplex,
complementares e incluindo os dois iniciadores utilizados

na reacdo. Os iniciadores sdo sintetizados artificialmente,
sendo complementares a uma sequéncia conhecida de
nucleotideos, de maneira a delimitarem a regido que se
deseja amplificar. A PCR (Figura 1) é iniciada pela sepa-
racdo das fitas do DNA molde (desnaturacao), por meio
da elevacao da temperatura da reacado. A temperatura é
entdo diminuida, para que haja anelamento dos inicia-
dores com o DNA molde, e aumentada novamente para
que a polimerase possa atuar, estendendo um novo frag-
mento. O fragmento produzido servird como molde para
o ciclo seguinte. PCR envolve, portanto, ciclos repetidos
de desnaturacdo do DNA, anelamento dos iniciadores
com suas sequéncias complementares e extensdao da
fita complementar ao molde. Os segmentos de DNA sao
sintetizados em uma progressao geométrica, pois a cada
ciclo origina-se um novo segmento a partir do inicial e de
cada um dos segmentos ja produzidos no ciclo anterior.

Inicialmente, a enzima utilizada para a reacdo de
PCR era a DNA polimerase de Escherichia coli, fragmento
Klenow DNA polimerase | (ERLICH et al.,, 1991; SLIGHTON
etal., 1995), que, por ser termoldbil, era adicionada a cada
ciclo de reacéo, pois era destruida na etapa seguinte de
desnaturacao. Atualmente, é utilizada a DNA polimerase
isolada da bactéria termofila Thermus aquaticus (SAIKI
et al., 1988) - por isso, chamada Taqg DNA polimerase.
Essa enzima permite a realizacdo de multiplos ciclos de
reacdo, com uma Unica adicdo de enzima, o que possibi-
litou a automatizagao da reacdo, ampliando o seu uso. A
Taq DNA polimerase suporta temperaturas de 95 °C e é
mais ativa entre 70 °C e 75 °C, temperatura em que o pa-
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Figura 1. Representacédo esquematica de PCR. No primeiro ciclo estdo detalhadas todas as etapas da reacdo que se inicia com a
desnaturacao do DNA em alta temperatura, seguida pelo anelamento dos iniciadores com a fita molde (em azul) com a diminuicéo
da temperatura, e pela extenséo da fita (seta) na extremidade 3’ do iniciador (ponta da seta), pela DNA polimerase, na presenga dos
nucleotideos trifosfato. Essas trés etapas definem um ciclo, e a cada ciclo o numero de segmentos de DNA é duplicado, pois, do
segundo ciclo em diante, as fitas de DNA formadas servem de molde na reacdo seguinte. Assim, a partir de uma molécula de DNA
molde, duas moléculas do fragmento delimitado pelos oligonucleotideos sao geradas ao final do primeiro ciclo. Apés o segundo ciclo,
quatro moléculas séo geradas; ap6s o terceiro ciclo, oito moléculas; e assim por diante em progressao geométrica, até o ciclo “n”, no

qual 2n moléculas serdo produzidas.

llustragdo: Laura de Alencar Dusi

reamento entre os iniciadores e o DNA é mais especifico
(estringente) do que a 37 °C, temperatura 6tima para a
polimerase de E. coli (SINGER; BERG, 1991). Atualmente,
existem opc¢odes de enzimas de alta fidelidade, com taxas
de incorporacdo de erros significativamente menores do
que aTaq DNA polimerase (CLINE et al., 1996). A alta fide-

lidade dessas enzimas se deve a atividade exonucleasica
3’- 5, que permite a enzima corrigir erros de incorporagdo
(proofreading). Alguns produtos sao fornecidos como
misturas entre enzimas Taq e outras com proofreading; em
outros casos, como no da Pfu DNA polimerase, isolada do
organismo Pyrococcus furiosus, a propria enzima ja possui



proofreading. Enzimas de alta fidelidade podem diminuir
erros de incorporagao em até 40 vezes, uma caracteristica
importante para clonagem e expressao de genes (CLINE
etal, 1996).

Para uma reacdo de PCR, é necessaria, portanto,
uma amostra do acido nucleico com o fragmento a ser
amplificado (molde); a enzima capaz de estender uma
nova fita de DNA; os iniciadores especificos para fornecer
a extremidade OH para a DNA polimerase e indicar o pon-
to de inicio da extensao; os nucleotideos que constituirao
o novo fragmento; e os cofatores da reagcao, em tampao.

PCR tem a vantagem de necessitar quantidades
muito pequenas do DNA a ser amplificado. E uma técnica
tao sensivel, que o DNA isolado de uma Unica célula (por
exemplo, protoplastos vegetais) é suficiente para a de-
teccao de sequéncias especificas de genes (BROWN et al.,
1993). Além da deteccdo de fragmento (genes ou ndo) em
uma amostra de DNA gendmico, a PCR pode ser aplicada
para clonagem de fragmentos de DNA; PCRinversa, usada
para analise de sequéncias ndo conhecidas; RAPD (DNA
polimérfico amplificado ao acaso), que permite a analise
gendmica de individuos ou de popula¢ées (WILLIAMS
et al.,, 1990); RT-PCR (PCR, usando como molde o produto
da transcriptase reversa) (LIANG; PARDEE, 1992), que per-
mite a analise da expressao génica, mutagénese direta
ou indireta, andlise da estrutura de genoma, analise de
interagdes DNA-proteina, evolucdo molecular, identi-
ficacdo de mutacdes, deteccdo de novos membros de
familias multigénicas e de polimorfismo, diagnéstico de

patégenos e de doencas hereditarias, e a identificacdo de
anormalidades cromossomais e mutagdes somaticas es-
pecificas (ERLICH, 1989; ERLICH et al., 1991; HAMILL et al.,
1991; HULTEN et al., 2003; MULLIS et al., 1994; SYVANEN,
2001; WRIGHT; WYNFORD-THOMAS, 1990; YAMAMOTO,
2002).

Principais parametros da PCR

O resultado da amplificacdo de acido desoxirri-
bonucleico por PCR pode ser facilmente visualizado por
eletroforese em gel de agarose, apds coloracdo com
brometo de etidio (Figura 2). O sucesso da amplificacao
depende das condi¢des de reacdo, da pureza dos rea-
gentes utilizados e dos diferentes parametros da reacéo.
Tais parametros podem ser testados e otimizados para
diferentes reagdes ou aplicagdes da reacdo e devem ficar
dentro dos limites citados abaixo. Parametros fora desses
limites podem afetar o sucesso da amplificacdao ou gerar
produtos inespecificos. Os parametros sdo:

+ Quantidade da enzima: de 1 U a 2,5 U para rea-
¢6es com volumesde 25 uLa50 uLou1Ua4U
para um volume de 100 pL.

« Concentracao de nucleotideos: os quatro
deoxinucleotideos devem estar na mesma con-
centracdo, para evitar incorporacdes erradas.
A concentracdo de cada nucleotideo deve ficar
entre 20 uM e 200 uM (INNIS; GELFAND, 1990).
Concentragdes muito reduzidas de dNTPs, em
relagdo ao magnésio livre na reagdo, levam a



resultados inconsistentes, com formacdo de
artefatos (MULLIS et al., 1994).

Concentracgao de iniciadores: de 100 nM a 500 nM.

Concentracdo de magnésio no tampao: 0,5 mM
a 2,5 mM acima da concentracao total de nu-
cleotideos. Uma concentracao inadequada deste
ion pode afetar o anelamento dos iniciadores, a
temperatura de desnaturacdo das fitas de DNA,
a especificidade do produto e a atividade e es-
pecificidade da enzima (INNIS; GELFAND, 1990).
A concentragaode 1,5 mM é usualmente adequa-
da, quando se usam 200 uM de cada nucleotideo.
O tampao de reacao é geralmente fornecido pelo
fabricante, e alguns ja contém MgCl,, enquanto
outros fornecem o MgCl, separadamente.

Outros fatores podem também afetar o resultado

da reacdo, como descrito a seguir:

« Pureza da preparacao do DNA a ser amplificado:
impurezas ou reagentes usados na preparacao
de DNA, como SDS, ureia, fenol ou formamida,
podem inibir a acdo da polimerase, provocando
falsos negativos (Capitulo 11). Uma tentativa
de resolver esse problema seria a diluicdo da
preparacdo do DNA ou a purificacdo do DNA em
colunas de silica.

Iniciadores: é um dos fatores mais importantes
para o sucesso de uma reacdo. Seu tamanho pode
estar entre 18 e 30 nucleotideos, mas em geral

sdo usados iniciadores com 18 a 22 nucleotideos
(Tabela 1). Iniciadores muito pequenos tém baixa
especificidade. Entre os parametros a serem con-
siderados para o desenho de iniciadores, os mais
importantes sdo: composicao de GC dos inicia-
dores (deve ser de 50% a 60% do total de bases
e evitando-se a presenca de mais de 3 ou 4 Gs ou
Cs seguidos, na extremidade 3’), tamanho dos
iniciadores, temperatura de anelamento (depen-
de do contetdo GC e tamanho dos iniciadores).
Nao deve haver complementariedade entre os
dois iniciadores, evitando-se sequéncias palindro-
micas para prevenir a formacao de dimeros dos
iniciadores (INNIS; GELFAND, 1990). Existem vdrios
programas eficientes disponiveis para o desenho
de iniciadores, tanto pagos como gratuitos. Entre
eles, um dos mais utilizados é o software gratuito
Primer3" (ROZEN; SKALETSKY, 2000). Também
pode ser usada a ferramenta Primer-BLAST na pla-
taforma do NCBI?, que tem a vantagem de poder
verificar o anelamento em regides inespecificas,
nos casos em que se conhece o genoma comple-
to de determinada espécie.

« Temperatura de desnaturacdo: deve estar entre

90 °C e 98 °C (ERLICH, 1989) - se for baixa, ndo ha
desnaturacao. Uma variacao de PCR comumente
utilizada é o hot start, na qual se utiliza uma DNA

* Disponivel em: <http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm>.

2 Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/>.




polimerase associada a um anticorpo (KELLOGG
et al,, 1994) que inativa sua atividade. A elevacao
da temperatura a 95 °C durante o passo inicial de
desnaturacdo degrada o anticorpo, liberando a
atividade polimerasica. Esse procedimento evita
o0 anelamento e extensao de produtos inespe-
cificos durante o preparo das reacbes de PCR,
que geralmente é feito a temperatura ambiente.
Pode-se também controlar a amplificacdo de
produtos inespecificos, evitando a atividade de
extensdo da polimerase durante o preparo das
amostras, pela adicao da enzima apenas quando
a reacdo tiver a alta temperatura.

Tempo de desnaturacdo: se for longo, podera
inativar a enzima.

Temperatura de anelamento: deve estar entre
40 °C e 60 °C (ERLICH, 1989) e depende da
composicdo de bases, do comprimento e da
concentracao dos iniciadores. A temperatura de
anelamento depende da temperatura de desna-
turacao do iniciador (melting temperature, Tm).
A maneira mais simples de calcular o Tm é por
meio da féormula Tm = 4 °C x (numero de Gs
e Cs no iniciador) + 2 °C x (nimero de As e Ts
no iniciador). Empiricamente, a temperatura
de anelamento é mais baixa (de 3 °Ca 5 °C) do
que o menor Tm do par de iniciador utilizado.
Temperaturas muito baixas favorecem o anela-
mento nao especifico.

- Temperatura de alongamento: deve estar entre
70 °C e 75 °C (ERLICH, 1989). Se for baixa, ha
maior chance de aparecimento de produtos
inespecificos. Em condic¢des ideais, podem ser
incorporados 2.000 nucleotideos em 1 minuto.
Algumas enzimas de alta fidelidade tém ativida-
de 6tima a 68 °C, portanto é preciso consultar a
recomendacao de cada fabricante.

« NUmero de ciclos: ndo deve ser maior que 40. O
aumento do numero de ciclos ndo corresponde
ao aumento da quantidade de produto, pois ha
um platd, resultante do aumento da concentra-
¢ao de fragmentos amplificados, que competem
com os iniciadores no anelamento, acarretando
um desequilibrio entre a quantidade de enzima
e de substrato. Com um nuimero maior de ciclos,
aumenta-se a probabilidade de aparecimento de
produtos nado especificos, como dimeros dos ini-
ciadores, que sao amplificados em concatenacao.

- Tamanho do fragmento de DNA a ser amplifica-
do: em geral deve estar entre 50 e 2.500 nucleo-
tideos. Fragmentos mais longos podem ser am-
plificados (ALLY et al., 1996; NATHAN et al., 1995),
porém, com aumento na probabilidade de erros
de incorporagao. Misturas de polimerases, con-
tendo DNA polimerases de alta processividade
e fidelidade podem permitir a amplificacdo de
produtos maiores, acima de 10.000 nucleotideos.



A taxa de incorporacdes erradas de nucleotideos
pode ser reduzida a menos que 10” nucleotideos por ciclo,
em condicOes de reacao de baixa concentragao de dNTPs
e MgCl,, alta temperatura de anelamento e menor tempo
de alongamento (ERLICH et al., 1991), e também pela
utilizacdo de enzimas de alta fidelidade. Enzimas de alta
fidelidade possuem atividade exonucleasica 3’5, ou sao
misturas entre a atividade polimerasica da Taq polimerase
e aatividade 3'-5'exonucleasica de outra fonte. O resultado
da incorporacao da atividade exonucledsica na reacao de
PCR é o aumento da fidelidade em 10 a 100 vezes quando
comparado com a Taq polimerase normal. Enzimas de alta
fidelidade tém, de um modo geral, um custo mais elevado
em relacdo as Taq polimerases comuns e, por essa razao,
geralmente sao utilizadas apenas quando a preservacao
da sequéncia é essencial, como no isolamento e caracteri-
zacado da sequéncia de um gene-alvo ou na amplificacéo e
expressao de um determinado gene.

A PCR aplicada a plantas transgénicas

A PCR é largamente utilizada em andlise de
plantas transgénicas, pois permite a deteccao rapida de
genes em DNA gendmico e em um grande nimero de
amostras. E possivel automatizar a PCR, utilizando robés
e placas de 96 pocos, permitindo assim uma alta escala
de processamento. A técnica de PCR pode ser utilizada
nao sé para detectar possiveis linhagens transformadas
em laboratério, mas também para monitorar o fluxo de
transgenes em condi¢des de campo, uma preocupacao

Figura 2. Andlises de amplificacdo por PCR por eletroforese
em gel de agarose. Fragmentos de DNA corados com brometo
de etidio, resultantes da amplificagdo do gene gus, a partir de
DNA extraido de plantas de soja transformadas por bombarde-
amento de particulas (1 a 4), utilizando iniciadores para este
gene, descritos na Tabela 1. Foi também incluido DNA de uma
planta ndo transformada como controle negativo (neg) e DNA
do plasmideo utilizado para bombardeamento como controle
positivo (pos). Fragmentos correspondentes ao tamanho es-
perado para os fragmentos amplificados podem ser visualiza-
dos nas quatro linhagens testadas. Foi usado como marcador
de peso molecular (PM) 1 Kb Ladder (Invitrogen).

constante associada a bioseguranca de plantas transgé-
nicas (MESSEGUER, 2003; RIBEN et al., 2011).

A determinacao de sequéncias das regides gené-
micas flanqueadoras de inser¢ées, sejam de T-DNA sejam
transposons, é necessdria para andlises de gendémica
funcional e de desenvolvimento de plantas transgénicas.
Na gendmica funcional, sequéncias de T-DNA e transpo-
sons sao frequentemente utilizados em experimentos
de genética direta, em que mutacdes sao geradas
aleatoriamente e o fendtipo de interesse é descrito. Em
seguida, o gene mutagenizado é mapeado e identificado.

Foto: Nicolau Brito
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No processo de liberacdo comercial de plantas transgé-
nicas, a determinacdo da sequéncia de DNA da regiao de
insercdo do transgene faz parte das requisicoes. Varias
técnicas foram descritas para esse fim, como resgate de
plasmideo, Thermal Asymmetric Interlaced PCR (TAIL-PCR)
e PCRinversa.

Para a deteccao de genes introduzidos no genoma
de plantas transgénicas, sdo necessarias:

+ A selecdao dos iniciadores para a regiao a ser
amplificada.

+ A determinacao das condicdes e parametros da
reacao.

+ A extracao e quantificacdo de DNA gendmico.

Rogers et al. (1996) testaram e compararam a efi-
ciéncia, confiabilidade e tempo de execucdo de seis mé-
todos de extracdo de DNA para PCR, usando folhas, raizes,
sementes ou tubérculos. Dentre estes, destacaram-se o
de Cheung et al. (1993), Edwards et al. (1991) e o de Wang
et al. (1993). Uma pequena quantidade de DNA (20 ng a
200 ng por reacao) é suficiente para uma reacdo de PCR.
De acordo com o material do qual se quer extrair o DNA,
podem ser utilizados diferentes métodos (Capitulo 9).

Para a identificacdo de regides gendmicas de
integracdo de transgenes, pode-se utilizar a técnica de
TAIL-PCR, que se baseia na utilizacdo de trés iniciadores
especificos préximos (nested primers), complementares a
regido integrada, em conjunto com iniciadores de sequén-
cias randoémicas que se ligardo arbitrariamente a regido

genOmica adjacente ao DNA integrado (LIU; WHITTIER,
1995; LIU et al., 1995). O principio do método se baseia nas
diferencas de Tm entre os iniciadores especificos e rando-
micos: os iniciadores especificos tém Tm alta, 60 °C a 65 °C,
enquanto os iniciadores randémicos tém Tm baixa (40 °C
a 45 °C). A programacao de ciclos de PCR que alternam
temperaturas de anelamento de maior estringéncia com
temperaturas de menor estringéncia (PCR assimétrica)
favorece a amplificacdo de produtos especificos em detri-
mento dos inespecificos. Resumidamente, a metodologia
de TAIL-PCR se inicia com uma reacao de PCR primaria e
o primeiro oligonucleotideo especifico mais externo e
a alternancia de ciclos de alta estringéncia com baixa
estringéncia. O produto da PCR primaria é utilizado como
molde para a PCR secundaria, usando-se o oligonucleo-
tideo especifico adjacente e mais interno ao utilizado na
reacdo primaria. De forma similar, a reacdo secundaria
é utilizada como molde na reacdo terciaria, utilizando o
oligonucleotideo especifico mais interno. Os produtos sdo
separados por eletroforese em gel de agarose, clonados e
sequenciados. Alteragdes nessa metodologia bdsica que
combina TAIL-PCR e PCR supressdao foram relatadas para
aumentar a eficiéncia do método e favorecer o isolamento
de fragmentos maiores, denominado high efficiency TAIL-
PCR (hiTAIL-PCR) (LIU; CHEN, 2007).

A PCR inversa se baseia na utilizagéo de iniciadores
desenhados em dire¢des opostas, porém, ndo delimitando
o fragmento a ser amplificado dentro da sequéncia de
DNA conhecida, ao contrario da PCR convencional, em que
os iniciadores sdo desenhados em orientacdes opostas,



porém, delimitam a regido a ser amplificada. Nessa técni-
ca, o DNA gendmico é digerido com enzimas de restricao
que nao cortam a regido de DNA gendémico conhecida, ou
que cortam apenas uma vez. Os fragmentos digeridos sdo
religados, e duas rodadas de PCR sao realizadas (Figura 3).

Genoma da planta Transgene
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= —
i Circularizagio i
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74 A

E1
PCR primaria

Genoma da planta

PCR primaria

PCR secundaria PCR secundaria

Figura 3. Representacdo esquematica da PCR inversa. Os
iniciadores sdo desenhados na borda do transgene com di-
recoes opostas (P1, P2 e P3). O DNA é digerido com uma
enzima de restricdo que ndo tenha sitio no transgene (E1) ou
que tenha apenas um sitio no transgene (E2). O DNA digerido
é religado e submetido a reacéo de PCR primaria (P1/P2) e
posteriormente secundaria (P1/P3). Os produtos de PCR sédo
clonados e sequenciados para determinar a regido de integra-
¢do do transgene.

llustragao: Laura de Alencar Dusi

A religacdo vai gerar fragmentos de DNA circulares conten-
do, entre varias combinag¢des, o DNA conhecido e suas re-
gides flanqueadoras. A partir dessa molécula circular, uma
reacdo de PCR convencional utilizando iniciadores especi-
ficos a regido conhecida é feita. Dessa forma, as regides que
flanqueiam o DNA conhecido sdo amplificadas e podem
ser clonadas e sequenciadas normalmente. Inicialmente
descrita em 1988 (OCHMAN et al.,, 1988), essa técnica tem
sido utilizada para andlise de insercdo de elementos virais
e retroelementos além da insercdo de transgenes (SILVER;
KEERIKATTE, 1989; TRIGLIA et al., 1988).

Neste capitulo, é apresentado um protocolo
para PCR devidamente testado e com as condi¢cdes da
reacdo ajustadas para amplificacdo de fragmentos dos
genes nptll e gus (ARAGAO et al., 1996). Além disso, séo
apresentados protocolos para duas técnicas derivadas
que permitem analisar as regides de integracdo do gene
exdgeno em transgénicos: Thermal Asymmetric Interlaced
PCR (TAIL-PCR) e PCR inversa.

2 PCR e andlise
em gel de agarose

2.1 Material

« Cuba e fonte para eletroforese.

« DNA extraido do material a ser analisado (6 ng/uL
a 10 ng/plL).
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« Gel de agarose (0,8% a 1,0 % p/v) em tampao
TBE 0,5X ou TAE 1X, com brometo de etidio
(Apéndice 4).

Brometo de etidio é considerado um agente
mutagénico, toxico, possivelmente carcinogé-
nico e teratogénico. Sua manipulagdo deve ser

feita com luvas, 6culos e mascara.

Iniciador A 10 uM.
« Iniciador B 10 uM.

« Mistura dos 4 nucleotideos (dANTPs) a 4 mM

cada um.

- Tampao de amostra para eletroforese 10X
(Apéndice 4).

» Tampao para PCR 10X.

« Tampao TBE 0,5X (Apéndice 4).

- Taq DNA polimerase (Taq pol) (5 U/uL).
» Termociclador (DNA Thermal cycler).

« Transiluminador (ultravioleta).

A exposicao a radiagdo ultravioleta pode causar danos a
retina e a pele. Sua manipulacéo deve ser feita com 6culos

de protecao especificos para luz UV. Procurar ndo expor a
pele, usando jaleco de mangas longas e luvas.

« Tubos para reacao de PCR (novos e esterilizados

por autoclavagem).

2.2 Procedimento

1. Preparar a mistura de reacdo, para 10 amostras, em
tubo de microcentrifuga, novo e esterilizado por au-
toclavagem, conforme:

Volume Volume

Componente Concgntragao para para 10
final
1 amostra amostras
Tampéo para PCR 1X 2,5uL 25,0 L
10X
Iniciador A 10 uM 200 nM 0,5puL 5,0 uL
Iniciador B 10 uM 200 nM 0,5 L 5,0 L

dNTPs 4 mM cada 0,16 mM cada 1,0 yL 10,0 yL

Taq pol 5 U/uL 25U 0,5 L 5,0 yL

H,O deionizada 18,0 uL 180 uL

Numero de amostras = 10 (9 contendo DNA e 1 controle)
Volume de reagédo/tubo = 25 pL

Volume final = (25 pL x numero de amostras) - (volume de DNA x nimero de
amostras)

Volume final = (25 x 10) - (2 x 10) = 250 - 20 = 230 yL

2. Adicionar e misturar em cada tubo de reacao:

« 23 plL da mistura de reagao (25 ulL — volume de
solucdo de DNA).

+ 2,0 uL DNA gendmico (6 ng/uL a 10 ng/pL) (no
tubo controle, adicionar o mesmo volume de
H,O deionizada).

Usar tubos compativeis com o termociclador e identificar os tubos,
numerando também as tampas.



3. Colocar uma gota de 6leo mineral sobre a mistura,
para evitar evaporacdo durante a reacao.

Dependendo do tipo de termociclador usado (com tampa aquecedora),
este procedimento ndo é necessario.

4. Colocar os tubos no termociclador.

5. Programar a maquina conforme as seguintes condicdes:

Etapa Temperatura Tempo
Pré-ciclo 95°C 5 minutos
Ciclos (35) 95 °C 1 minuto (desnaturagao)
55°C 1 minuto (anelamento)
72 °C 2 minutos
(alongamento)
Final 72 °C 7 minutos
4°C Indeterminado

Essas condicdes sdo utilizadas em rea¢des com os iniciadores para gus e nptll
(Tabela 1).

6. Darinicio a reacao.

7. Ao término da reacao, aplicar metade do volume das
amostras em gel de agarose e fazer migrar o DNA por
eletroforese (por 1 hora, com uma corrente de 100 V).

Acrescentar entre as amostras um marcador de peso molecular ao gel.

8. Visualizar o DNA corado com brometo de etidio sob
luz ultravioleta.
9. Analisar os resultados.

Para confirmar se os fragmentos amplificados correspondem ao espe-
rado, realizar analise por Southern blot (Capitulo 12).

2.3 Observacgoes

Como sao sintetizadas milhdes de cépias de DNA,
a contaminacao de amostras de rea¢do por residuos, em
tubos usados em outras reacdes ou extracdes, ou por
outras fontes de contaminacdo, deve ser considerada
e minimizada. Essa contaminacdo pode determinar o
aparecimento de falsos positivos, gerando dados que
nao refletem o resultado da pesquisa. Para a deteccéo de
possivel contaminacao, é necessaria a inclusdo de um ou
mais tubos controle, sem adicdo de DNA, aconselhando-
-se também a inclusdo de um controle com adicao de
DNA e sem adicao de iniciadores. Para evitar contami-
nagdes, devem ser usados somente tubos e ponteiras
novos, autoclavados, ponteiras com plugs micropipetas
de uso exclusivo para PCR e capelas de fluxo laminar
para preparacao da reacdo. E importante também dividir
previamente as solu¢des em aliquotas e pipetar cuidado-
samente, evitando a formacdo de aerossol.

Quando houver suspeita de contaminag¢ées com
proteases, a amostra deve ser aquecida a 95 °C por 1 a
2 minutos, antes de se adicionar a Taq polimerase.

As solugdes estoques de 10 mM de dNTPs, quando
preparadas, devem ser neutralizadas para pH 7,0, dividi-
das em aliquotas e conservadas a -20 °C. Dilui-las para
4 mM quando forem usadas.

Para melhorar a eficiéncia da reacdo, isto é, a quan-
tidade de DNA amplificado, ou eliminar falsos negativos,
pode-se usar no tampao de reacao 0,1% (v/v) de Triton



Tabela 1. Exemplos de iniciadores utilizados para analise de plantas transgénicas por PCR.

Referéncia

Posicdo Sequéncia (5’ — 3’)

Tamanho do fragmento

gus 251 TTGGGCAGGCCAGCGTATCGT 420 pb Moore et al. (1992)
(B-glucuronidase) 671c ATCACGCAGTTCAACGCTGAC

neo 60 GAGGCTATTCGGCTATGACTG 410 pb Aragdao et al. (1996)
(neomicina 470 TCGACAAGACCGGCTTCCATC

fosfotransferase)

neo 151 ATGATTGAAGAAGATGGATTG 790 pb Brown et al. (1993)
(neomicina 941 GAAGAACTCGTCAAGAAGGCG

fosfotransferase)

epsps 1 ATGTCGCACGGTGCAAGCAG 654 pb Abud et al. (2007)
(enol-piruvil- 654 CGTCTCGACGGTAAGGTTGG

shiquimato-

fosfato sintase)

bar 90 GGTCTGCACCATCGTCAACC 527 pb Aragéo et al. (2002)
(fosfinotricina 536 CTGAAGTCCAGCTGCCAGAA

acetil trasnferase)

efl® 1 AACAGTTTGACGCATGTCCCTAAC 358 pb Abreu e Aragédo (2007)
(fator de 358 TGTTGCTGTTAAGGATTTGAAGCG

elongacao 1)

® O par de iniciadores efl pode ser usado como controle interno em vérias espécies como feijéo, soja, feijio-caupi, maracuja e milho.

Outros exemplos de iniciadores podem ser encontrados em (HAMILL et al., 1991; SLIGHTON et al., 1995).

X-100 ou surfactante polisorbato 20 a 0,1% (p/v) de
gelatina ou 0,1 png/plL de albumina de soro bovino (BSA)
nao acetilada. Para moldes ricos em GC, DMSO pode ser
utilizado a uma concentracéo final de 2% a 5%, uma vez

que interfere na formagao de estruturas secundarias.

Se 0 motivo de insucesso em uma reacdo nao for

detectado, deve-se tentar produzir novos iniciadores,

movendo por algumas bases em qualquer direcdo do

fragmento a ser amplificado.

PCR é um processo coberto por patente concedida
a Hoffmann-La Roche. No Brasil, o uso de processos ou
produtos patenteados é liberado para fins de pesquisa.
Entretanto, se for utilizado para qualquer fim comercial,

terd que ter licenca do detentor da patente.



3 Thermal asymmetric
interlaced PCR (TAIL-PCR)

3.1 Material

« Agua destilada, esterilizada por autoclavagem.
« DNA gendmico de boa qualidade.

« Iniciadores degenerados [arbitrary degenerate
(AD) primers] (LIU; WHITTIER, 1995).

« Iniciadores especificos P1,P2 e P3a 10 uM.

- Kit para purificacdo de fragmentos de DNA de
gel.

+ Mistura de dNTPs a 4 mM cada.

» Tampao para PCR 10X.

- Taq DNA polimerase de alta fidelidade.
« Termociclador.

« Tubos de microcentrifuga de 1,7 mL e para PCR
de 0,2 mL.

« Vetor para clonagem de produtos de PCR.

3.2 Procedimento

1. Ap6s isolar DNA gendmico, montar a reagdo
de PCR priméria com os seguintes componen-

tes (preparar uma reacdo para cada iniciador

degenerado):
= Volume Volume
Concentragao
Componente . para para
final
1 amostra 10 amostras

Tampdao para 1X 5,0 uL 50,0 uL
PCR 10X
MgSO, 50 mM 2 mM 2,0 uL 20,0 L
Iniciador 100 nM 0,5 uL 5,0 uL
especifico P1
10 uM
Iniciador 100 nM 0,5 L 5,0 uL
degenerado
10 uM
dNTPs 4 mM 248 nM cada 3,1 L 31,0 L
cada
Platinum Taq 15U 0,3 pL 3,0 uL
High Fidelity
5 U/uL
DNA genbmico 100 ng 1,0 uL
(100 ng/pL)
H,O deionizada 37,6 uL 376 uL

2. Colocar os tubos de reagdo no termociclador progra-
mado da seguinte forma:

Etapa Temperatura Tempo

Pré-ciclo 95 °C 1 minuto
95°C 1 minuto

Ciclos (5) 62 °C 1 minuto
68 °C 2 minutos




6. Colocar os tubos de reacdo no termociclador utilizan-

Etapa Temperatura Tempo
95 °C 1 minuto do o seguinte programa:
Ciclos (1) 25°C 3 minutos . Etapa Temperatura Tempo
o H i 1
68°C 3 minutos (ramping) Pré-ciclo 95 °C 1 minuto
68 °C 2,5 minutos
95 °C 30 segundos
95 °C 30 segundos
64 °C 1 minuto
66 °C 1 minuto
68 °C 2,5 minutos
. 68 °C 2,5 minutos Ciclos (12)
Ciclos (15) 94 °C 30 segundos
95 °C 30 segundos
44 °C 1 minuto a4°c 1 minuto
68 °C 2,5 minutos 68°C 2,5 minutos
Ciclo final 68 °C 5 minutos Ciclo final 68 °C 5 minutos
® Ramping refere-se a subida de temperatura de 25 °C a 68 °C ao longo de
3 minutos. 7. Analisar produtos de PCR por eletroforese em gel de

o 3 o ) agarose 1%. Cortar fragmentos do gel, purificar usan-
3. Diluir a reagdo primaria 50 vezes com dgua autocla- ] o
do kits comerciais e clonar em vetores para produtos

de PCR.

vada e usar 1 ulL para realizar a reacdo secunddria
usando os mesmos componentes da reacao primaria,
o iniciador especifico P2 e o0 mesmo iniciador dege-
nerado utilizado na reagdo primaria.

4 PCR inversa (iPCR)

4. Colocar os tubos de reacdo no termociclador e utilizar
0 mesmo programa da reacao primdria (etapa 2 deste

item). 4.1 Material

5. Diluir a reacao secundaria 10 vezes com agua e utili- . Agua destilada, esterilizada por autoclavagem.

zar 1 pL para a reagdo tercidria, utilizando os mesmos

componentes, o iniciador especifico P3 e o mesmo * DNA genémico de boa qualidade.

iniciador degenerado utilizado nas reacdes priméria
e secundaria.

- Fenol:cloroférmio:alcool isoalmilico (25:24:1;
Apéndice 4).



Fenol é téxico por inalagdo, em contato com
a pele e por ingestéo. Provoca queimaduras e
apresenta risco de efeitos graves para a salde
em caso de exposic¢ao prolongada. Sua manipu-
lacéo deve ser feita com luvas, 6culos e mascara
em capela de exaustdo.

Cloroférmio é toxico por inalacéo, em contato
com a pele e por ingestdo. Manter o recipiente bem
fechado. Sua manipulagdo deve ser feita com luvas
de nitrila, 6culos e mascara em capela de exaustao.

« Iniciadores especificos P1,P2 e P3a 10 uM.

- Kit para purificacdo de DNA de gel de agarose.
+ Mistura de dNTPs a 4 mM cada.

- T4 DNA Ligase.

« Tampao de reacdo 10X.

- Taqg DNA polimerase de alta fidelidade.

« Termociclador.

« Tubos de microcentrifuga 1,7 mL e para PCR de
0,2 mL.

- Vetor para clonagem de produtos de PCR.

4.2 Procedimento

1. Digerir de 2 ng a 5 ng de DNA genémico com uma
enzima de restricao apropriada durante 16 horas.

Usar a enzima de acordo com as especificagcdes do fabricante, tendo
o cuidado de que o volume de enzima utilizado nao ultrapasse 10% do
volume final da reagao.

2. Inativar a enzima por aguecimento ou extracao com
fenol:cloroférmio:alcool isoalmilico 25:24:1.

Algumas enzimas sao sensiveis ao calor, e aquecimento de 65 °C a

80 °C por 15 a 20 minutos é o suficiente para sua inativagédo; no entan-

to, outras sdo resistentes ao calor e requerem extragdo com solvente
organico e posterior precipitacdo com etanol ou isopropanol.

3. Montar sistema de ligacdo com a T4 DNA ligase a 12 °C
por 16 horas, de acordo com recomendacdes do fabri-
cante.

Podem-se usar 100 pyL de DNA digerido em um sistema de ligagéo

com volume de 200 pL. Neste ponto, as moléculas circulares serdo
produzidas.

4. Preparar a PCR inversa com os seguintes reagentes:

- Volume Volume
Concentracéo
Componente . para para
final
1 amostra 10 amostras

Tampéao para 1X 5,0 uL 50,0 uL
PCR 10X
MgSO,50 mM 2mM 2,0 uL 20,0 yL
Iniciador 100 nM 0,5 pL 5,0 uL
especifico P1
10 uM
Iniciador 100 nM 0,5 uL 5,0 uL
degenerado
10 uM
Nucleotideos 248 nM cada 3,1 L 31,0 uL
4 mM cada
Platinum Taq 15U 0,3 pL 3,0 uL
High Fidelity
5 U/uL
Produto de 2,0 uL
ligacdo DNA

H,O deionizada 36,6 uL 366 uL




5. Colocar as reacdes no termociclador utilizando o
seguinte programa:

Etapa Temperatura Tempo

Pré-ciclo 95 °C 3 minutos

Ciclos 95 °C 30 segundos

(35 a40) (desnaturacao)
55°C 30 segundos (anelamento)
68 °C 3 a 6 minutos

(alongamento)
Ciclo final 68 °C 10 minutos

6. Paraasegunda reacdo de PCR, utilizar 1 uL da primeira
reacao como molde com o iniciador interno P3 a uma
temperatura de anelamento mais alta (> 60 °C). Utilizar

as mesmas condi¢des e 0 mesmo programa de PCR.

7. Analisar os produtos de PCR por eletroforese em gel
de agarose 1%. Cortar o fragmento de DNA amplifica-
do do gel com bisturi, purificar utilizando um kit de
purificacdo de gel de acordo com as recomendacoes
do fabricante.

8. Clonar os fragmentos purificados em vetor de PCR

apropriado. Sequenciar de 5 a 10 clones.
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Capitulo 11

Preparacdo de sondas

Simone da Graca Ribeiro
Ana Claudia Guerra Araujo




1 Introducédo

Sequéncias complementares de acidos nucleicos
tém a capacidade de se hibridizar, ou seja, as bases pa-
reiam para formar uma estrutura em fita dupla. A capaci-
dade de hibridizagao de duas moléculas de DNA e/ou RNA
constitui, portanto, um teste de sua complementaridade.
Assim, a hibridizacdo de acidos nucleicos é uma técnica
amplamente empregada em biologia molecular, e varias
etapas da clonagem, caracterizacdo e andlise de genes en-
ddgenos e transgenes em plantas envolvem sua utilizacdo.
O sucesso de técnicas de hibridizacdo entre moléculas de
DNA como Southern blot (Capitulo 12) e hibridizacdo in
situ por fluorescéncia (FISH), Capitulo 13, ou de RNA-DNA
(Northern blot e hibridizacao in situ, Capitulos 14 e 16, res-
pectivamente) depende de métodos que permitam a mar-
cacao de fragmentos de acidos nucleicos utilizados como
sondas. A sequéncia da sonda deve ser complementar a
sequéncia do acido nucleico-alvo, e a escolha do método
de marcacao da sonda depende principalmente da sensi-
bilidade e resolucao requeridas pelo experimento.

Sondas podem ser marcadas pela adicdao de nu-
cleotideos com moléculas radioativas ou nado radioativas.
Até o inicio da década de 1970, a marcacao radioativa de
acidos nucleicos somente era possivel por meio de rea-
¢oes metabolicas, nas quais precursores radioativos eram
introduzidos em células que estavam sintetizando o DNA
de interesse. Tais procedimentos envolviam a utilizacdo
de uma enorme quantidade de radioisétopos e de méto-
dos muito trabalhosos de purificacdo do acido nucleico

marcado. Além disso, as sondas obtidas apresentavam
baixa atividade especifica (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).
Métodos mais rapidos e eficientes de sintese in vitro
de acidos nucleicos marcados radioativamente foram
desenvolvidos posteriormente e permitiram a reducao
da quantidade de precursor radioativo, gerando sondas
com maior atividade especifica (BRAY-WARD, 2002;
SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A marcacao de sondas com nucleotideos radioativos,
especialmente [a3?P] ou [a**P] dCTP e dATP e [y*2P] ATP, tem
sido 0 método mais usado para a preparacao de sondas
altamente sensiveis. Entretanto, em razao de problemas ge-
rados pela utilizacao de radioatividade (risco para a saude,
producao e descarte de lixo radioativo, além de meia-vida
curta dos isétopos mais utilizados), métodos alternativos,
que ndao empregam elementos radioativos, tém sido fre-
quentemente preferidos (ACCOTTO et al., 1998).

A marcacdo ndo radioativa de sondas consiste
na adicdo de nucleotideos, preferencialmente uridina,
associada, na maioria das vezes, a moléculas repérteres,
como haptenos, fluoréforos (moléculas que emitem fluo-
rescéncia quando excitadas) ou enzimas. Os haptenos
mais comumente usados como moléculas repdrteres sdo
a digoxigenina (digoxigenina-11-dUTP) e biotina (14 ou
16-dCTP-biotina), enquanto o fluoréforo e a enzima mais
utilizados séo, respectivamente, a fluoresceina-FITC (iso-
tiocianato de fluoresceina) e a fosfatase alcalina.

A deteccao da sonda nao radioativa pode ser feita
direta ou indiretamente. Quando nucleotideos na sonda



estdo marcados com um fluoréforo, os sitios de hibridiza-
¢ao podem ser observados diretamente com auxilio de luz
ultravioleta em microscépio epifluorescente ou com laser
em microscépio confocal. Quando nucleotideos da sonda
estdo marcados com haptenos ou enzimas, a deteccdo
é feita indiretamente. Isso se da por meio do reconheci-
mento dessas moléculas-repdrter por anticorpos ou mo-
[éculas que tenham afinidade com os nucleotideos e que
estejam conjugados a fluoréforos ou a outros marcadores
passiveis de deteccao. Por exemplo, a deteccéo de sonda
marcada com biotina pode ser feita usando avidina con-
jugada a um fluordforo, e os sitios de hibridizacdo podem
ser detectados em microscépio de epifluorescéncia.
Caso a molécula de avidina esteja conjugada a enzima
fosfatase alcalina, é necesséaria a adicdo do substrato
dessa enzima e de um agente que precipita o produto
dessa reacao (deteccdo com substrato colorimétrico
NBT/BCIP - azul nitro de tetrazélio/fosfato de 5-bromo-4-
-cloro-3-indolil). Ainda, pode ser utilizado um anticorpo
antibiotina conjugado a um fluoréforo ou a uma enzima.
Sondas marcadas com digoxigenina sdao normalmente
detectadas por anticorpo antidigoxigenina conjugado a
um fluoréforo ou a uma enzima.

Sondas ndo radioativas apresentam algumas
vantagens em relacdo aquelas radioativas, tais como
periodo menor de tempo de exposicao para deteccao
do sinal de hibridizacdo, maior estabilidade e menor
risco pela auséncia de radioatividade. Entretanto, muitos
experimentos utilizam sondas radioativas, pois sdo mais
sensiveis (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A preparacao de sondas (radioativas ou néo)
pode incluir procedimentos para marcacao uniforme
de cadeias longas de fita dupla (random primer e nick
translation) ou fita simples (riboprobes); marcacao de uma
das extremidades (utilizando fragmento Klenow da DNA
polimerase |, T4 DNA polimerase, T4 polinucleotideo qui-
nase ou terminal transferase) (RIBEIRO, 1998; SAMBROOK;
RUSSEL, 2001); ou ainda, marcacao de sondas por PCR
(SABELLI; SHEWRY, 1995).

Os principios de alguns desses métodos comu-
mente utilizados para a marcacao de sondas de acidos
nucleicos (random primer, nick translation e marcagao de
extremidades 5’ com T4 polinucleotideo quinase) serao
apresentados a seguir e estdo esquematizados na Figura 1.

Marcacao de sondas por random primer
(iniciadores randomicos)

A marcacao de sondas por random primer (ou ini-
ciadores randdémicos - Figura 1A) é baseada no método
descrito por Feinberg e Vogelstein (1983, 1984), que utili-
za sequéncias randomicas de hexa ou heptanucleotideos,
como iniciadores (primers). A sintese da sonda de DNA é
realizada in vitro a partir de iniciadores randémicos que
anelam em varios pontos da sequéncia de nucleotideos
do DNA-molde. A reacdo de polimerizacdo dos nucleo-
tideos é catalisada pelo fragmento Klenow da enzima
DNA polimerase |, com incorporacao de dNTPs marcados
e ndo marcados, fornecidos para a reacdo. A marcacao
é rapida (cerca de 1 hora) e realizada a 37 °C. A sonda
resultante possui fita dupla, e seu tamanho é variavel,
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Figura 1. Esquemas de métodos para marcagdo de sondas de acidos nucleicos: A) Marcacao por random primer (iniciadores ran-
démicos); B) Marcagao por nick translation (deslocamento do corte); Marcagdo de extremidades 5' com T4 polinucleotideo quinase
por: C) reacdes com desfosforilacéo por fosfatase alcalina e D) reag¢Bes por troca.




dependendo do tamanho do DNA-molde e da concen-
tracdo dos iniciadores (sondas maiores sao obtidas com
menores concentracdes de iniciadores). Diferentes dNTPs
marcados podem ser utilizados na marcagao por random
primer, tais como [a*?P] ou [a*P] dCTP ou dATP; digoxige-
nina 11-dUTP ou biotina-14 ou ainda 16-dUTP. Quando se
utiliza dNTP radioativo, as sondas obtidas possuem alta
atividade especifica (~10° cpm/ug) (SABELLI; SHEWRY,
1995; SAMBROOK; RUSSEL, 2001). No entanto, dNTPs ndo
radioativos sao mais seguros e estaveis.

A marcacdo de sondas por random primer pode
ser feita com quantidade de DNA molde de 5 ng a 25 ng
e tamanho < 1.000 pb. Por essas caracteristicas, esse tipo
de marcacdo é comumente utilizado para obtencado de
sondas para experimentos de FISH (Capitulo13). Para DNA-
moldes mais longos (> 1.000 pb), tais como DNA gendmico
ou aqueles oriundos de bibliotecas genémicas (YACs ou
BACs), éimportante que sejam fragmentados (entre 500 bp
e 1.000 bp) por autoclavagem, sonicagdo, mecanicamente
por passagem em seringa com agulha fina, hidrélise alca-
lina ou digestdao com DNAse (SCHWARZACHER; HESLOP-
HARRISON, 2000) antes de sua marcacao.

Marcacao de sondas por nick translation
(deslocamento do corte)

A marcacdo de sondas por nick translation (deslo-
camento do corte - Figura 1B) é baseada na atividade das
enzimas DNAse | e DNA polimerase I. A sintese da sonda
é iniciada pelo tratamento do DNA-molde (fita dupla)
com DNAse I. Em condi¢des controladas, esta nuclease

insere cortes aleatoriamente em uma das fitas do DNA.
Em seguida, a DNA polimerase |, por meio de sua atividade
exonucledsica na direcdo 5" — 3, remove o nucleotideo
da extremidade 5'-fosfato onde foi feito o corte da fita do
DNA-molde. Ao mesmo tempo, essa polimerase catalisa a
adicdo de um nucleotideo na extremidade 3’-hidroxila do
corte. Assim, nucleotideos sao removidos e outros adicio-
nados simultaneamente, havendo um deslocamento do
corte (nick translation) ao longo da cadeia do DNA. Para
adicao de nucleotideos, dNTPs marcados e ndo marcados
sdo fornecidos para areacao (RIGBY et al., 1977). Da mesma
forma que para marcacao de sondas por random primer,
diferentes tipos de dNTPs marcados podem ser utiliza-
dos para nick translation. Quando dNTPs radioativos sao
utilizados, as sondas resultantes tém tamanho variado, e
a atividade especifica é relativamente alta (~10® cpm/pg)
(SABELLI; SHEWRY, 1995; SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A marcacao de sonda por nick translation utilizan-
do dNTPs associados a haptenos tais como digoxigenina
ou biotina é bastante empregada na obtencéo de sondas
para FISH (Capitulo 13). Entretanto, é necessdria uma
grande quantidade de DNA (= 1 ug) e, apesar de nao
necessario, recomenda-se fragmentar sequéncias mais
longas de DNA (= 1 kb) antes da sua marcagao.

Marcacao de sonda nas extremidades 5’
com T4 polinucleotideo quinase

A obtencao de sondas marcadas por T4 polinucleo-
tideo quinase nas extremidades 5’ de fragmentos de DNA
(Figuras 1C e 1D) pode ser realizada por dois tipos de rea-




cao (CHACONAS; SANDE, 1980). No primeiro tipo (reacdes
com desfosforilacdo por fosfatase alcalina, Figura 1C), a
extremidade 5'-fosfato do DNA é desfosforilada pela enzi-
ma fosfatase alcalina. Em seguida, ocorre a transferéncia
do fosfato marcado do [y*?P] ATP para a extremidade 5,
catalisada pela enzima T4 polinucleotideo quinase. O se-
gundo tipo (reagdes por troca, Figura 1D) é realizado na
presenca de um excesso de [y*?P] ATP e ADP. Nessa reacao
ocorre uma transferéncia do fosfato da extremidade 5’'do
DNA para o ADP. A seguir, a extremidade 5’ desfosforilada
do DNA é novamente fosforilada pela T4 polinucleotideo
quinase, pela adicdo do [y*?P]. Geralmente, a reacdo por
troca ndo é tao eficiente quanto a primeira.

Apesar de praticamente todas as moléculas de DNA
presentes na reacao serem marcadas com a utilizagcao
desse método, somente um nucleotideo por molécula
é marcado, portanto, a sonda resultante tem baixa ativi-
dade especifica (BERKNER; FOLK, 1977). Esse é o método
mais utilizado para marcacédo de oligonucleotideos.

Neste capitulo, sao apresentados protocolos para
marcagao por random primer de sondas radioativas,
utilizadas regularmente quando a sequéncia-alvo esta
imobilizada em membrana (secdo 2); e ndo radioativas
(digoxigenina ou biotina), utilizadas em cromossomos
fixados em lamina histoldgica pela técnica FISH (se-
¢oes 4 e 5). A marcacdo de oligonucleotideos utilizando
a T4 polinucleotideo quinase, bastante utilizada para
deteccao de miRNAs em Northern blot, também é apre-
sentada (secdo 3). Um teste para detectar a incorporacdo

de nucleotideos marcados e para estimativa da concen-
tracdo da sonda por dot blot é descrito na secéo 6.

2 Marcacdo radioativa de
sondas por random primer para
hibridizagdo em membranas

2.1 Material
+ [a®2P] dCTP (3.000 Ci/mmol; 10 uCi/uL).

A manipulacdo de material radioativo deve ser realizada
com luvas cirdrgicas, 6culos de protecao, jaleco de manga
comprida e sempre utilizando uma protecdo de acrilico.
Deve-se checar a limpeza das bancadas e do material utiliza-

do com um contador Geiger e proceder a limpeza, com agua
e sabdo, caso sejam detectadas eventuais contaminacdes.

« DTT 1 M (Apéndice 4).

« EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apéndice 4).
 Fragmento Klenow da DNA polimerase I.
« HEPES 1 M, pH 6,6 (Apéndice 4).

+ La devidro.

+ Microcentrifuga.

+ Mistura de dNTPs: 500 uM de cada dNTP nao
marcado.

+ MgCl, 1 M (Apéndice 4).

- Mistura de hexanucleotideos randémicos.



. Solugéo de albumina de soro bovino (BSA) aceti- A centrifugacdo momenténea é para que as goticulas formadas na
parede e na tampa do tubo durante o aquecimento se concentrem no

lada (sem nucleases) 10 mg/mL. fundo.

» Solucdo de DNA-molde (1 ng/uL a 25 ng/ulL).

3. Preparar a reacdo em um tubo de microcentrifuga,
+ Resina Sephadex G-50 ou Bio-Gel P-60. . .
adicionando os componentes na seguinte ordem:

« Tampao M 5X (1 mL):

Componente Quantidade Concentragao final
Componente Quantidade  Concentragao final Tamp&o M 5X 10 pL 1X
Tris-HCI 1 M, pH 8,0 250 pL 250 mM Mistura de dNTPs 2 uL 20 uM de cada dNTP
MgCl, 1 M 25 uL 25 mM (500 M)
DNA-molde 25ng 500 ng/mL
DTT1M 10 pL 10 mM desnaturado
HEPES 1 M, pH 6,6 luL 1mMm BSA 10 mg/mL 2 L 400 pg/mL
Mistura de [a®2P] ACTP 5 pL (50 uCi) 1 pCi/pL
. - @
hexapugleotldeos Variavel 26 A, /mL Klenow 5U 100 U/mL
randémicos
H,O .S.p. 50 pL
H,O g.s.p. 1 mL 2 a-sp- >0 H
W Uma unidade de A, de oligonucleotideos de fita simples é aproximadamente 4. Misturar os componentes cuidadosamente, quatro

igual a 20 pg/mL. . - . .
a cinco vezes, com o auxilio de uma micropipeta, e

» Tampao TE, pH 8,0 (Apéndice 4). incubar a 37 °C por 1 hora ou a temperatura ambiente

« Tris-HCI 1 M, pH 8,0 (Apéndice 4). por 2 a5 horas.

+ Tubos de microcentrifuga de 0,5 mL. 5. Interromper a reacéo, adicionando 2 uL de EDTA
500 mM (concentracgéo final 20 mM).
2.2 Procedimento

O EDTA é um agente quelante que “sequestra” 0 magnésio da reacao,
. o _ gque age como cofator para a polimerase, interrompendo o0 processo
1. Aquecer o DNA por 5 minutos a 100 °C para desnatu de polimerizagdo.

racao. Resfriar rapidamente em gelo, por, pelo menos,

5 minutos. 6. Pararemocao de nucleotideos ndo incorporados, pre-
2. Centrifugar rapidamente a velocidade maxima em parar tubo de microcentrifuga de 0,5 mL para abrigar
uma microcentrifuga. a coluna para filtracdo da sonda. Perfurar o fundo do



tubo com uma agulha e inserir um pouco de la de
vidro no fundo para vedar o orificio (Figura 2).

7. Encher o tubo de microcentrifuga com a resina pre-
viamente homogeneizada.

8. Colocar o tubo de 0,5 mL com resina dentro de um
tubo de 1,5 mL (Figura 2) e centrifugar a 3.000 rpm por
1 minuto, em uma microcentrifuga, para empacotar a
coluna. Descartar o liquido acumulado no fundo do tubo.

9. Adicionar 200 plL de TE a coluna e centrifugar nova-
mente, por 1 minuto, a 3.000 rpm. Descartar o liquido.

10. Transferir o tubo de 0,5 mL com a coluna para novo
tubo de 1,5 mL.

11. Adicionar 50 mL de TE a reacdo de marcacao, homo-
geneizar e aplicar a amostra no centro da coluna.

12. Tampar o tubo e centrifugar a 3.000 rpm por
3 minutos.

13. Recolher o liquido no fundo do tubo (sonda) e
descartar a coluna contendo os nucleotideos nao
incorporados.

A

A coluna deve ser descartada em deposito de lixo sélido de *2P.

Tomar muito cuidado para que a centrifuga e a area de
trabalho ndo figuem contaminadas com radioatividade.
Trabalhar atras do anteparo protetor de acrilico.

14. Aquecer a sonda a 100 °C por 4 minutos para desna-
turacdo. Resfriar imediatamente em gelo por 4 minu-
tos e utilizar diretamente na reacao de hibridizacdo

u Tubo de microcentrifuga de 500 pL

Coluna de resina

Li de vidro

Orificio

Tubo de microcentrifuga de 1,5 mL

Sonda radioativa apés centrifugagio

Figura 2. Coluna para separagéo de dNTPs ndo incorporados.
Fonte: Ribeiro (1998).

(Capitulos 12 e 14) ou armazenar a -20 °C para uso
posterior.

A sonda marcada podera ser utilizada em até 10 dias, sem perda
evidente de sensibilidade.

2.3 Observacoes

Além de dCTP, outros nucleotideos (dATP,
dGTP ou dTTP) radioativos marcados com [a3?P] ou

[033P] podem ser utilizados para a sintese de sondas.



Consultar as instru¢des do fabricante para estabelecer as
quantidades de isétopos a serem utilizadas e as condi-
cOes para a reacao. Descartar corretamente o lixo sélido e
liquido em recipientes para *?P ou *P.

A técnica de random primer para marcac¢ao da son-
da é um método muito eficiente e, geralmente, ndo ha
necessidade de separagao dos nucleotideos radioativos
nao incorporados. Entretanto, se a incorporacéo for baixa
(menor que 50%), pode haver uma alta taxa de hibridi-
zacao ndo especifica (background) nas reacdes. Portanto,
recomenda-se a remocao dos nucleotideos radioativos
ndo incorporados por filtracdo em gel, como descrito nas
etapas de 6 a 13 deste item.

Kits comerciais fabricados por diversas empresas
para marcacdo de sondas pelo método random primer
estao disponiveis, assim como minicolunas pré-empaco-
tadas para filtracdo da sonda.

3 Marcacdo radioativa de
oligonucleotideos por T4
polinucleotideo quinase para
hibridizagdo em membranas

3.1 Material

« Enzima T4 polinucleotideo quinase (T4PNK).

+ [y-*2P]-ATP; 3.000 Ci/mmol, 10uCi/pL.

A manipulacdo de material radioativo deve ser realizada
com luvas cirdrgicas, 6culos de protecao, jaleco de manga
comprida e sempre utilizando uma prote¢do de acrilico.
Deve-se checar a limpeza das bancadas e do material utiliza-

do com um contador Geiger e proceder a limpeza, com agua
e sabdo, caso sejam detectadas eventuais contaminagoes.

« Oligonucleotideo (5 uM).
+ Resina Sephadex G-25 ou Bio-Gel P-6.

« Tampao da enzima T4 polinucleotideo quinase
(10X).

3.2 Procedimento

1. Preparar a reacdo em um tubo de microcentrifuga, mis-
turando cuidadosamente os componentes com o auxilio
de uma micropipeta, e incubar a 37 °C por 1 hora.

Componente Quantidade Concentragao final

TampaoT4PNK 10X 2 L 1X

Oligonucleotideo (5 uM) 1L 0,25 uM

[y-32P] ATP 2,5 uL 1,25 pCi/uL
(25 pCi)

T4 PNK 5U 250 U/mL

H,O g.S.p. 20 pL

2. Adicionar 50 uL de agua deionizada estéril a mistura e
proceder a remocao dos nucleotideos nao incorpora-
dos, utilizando colunas de Resina Sephadex G-25 ou
Bio-Gel P-6 como descrito no item 2.2 Procedimento,
etapas6a 13.



3. Nao é necessario aquecer e resfriar a sonda. Utilizar
diretamente na reacao de hibridizacao (Capitulos 14
e 15) ou armazenar a -20 °C para uso posterior.

A remocéo dos nucleotideos nao incorporados € altamente aconse-
Ihavel para evitar hibridizagdes nao especificas (background). A sonda
marcada podera ser utilizada em até 10 dias, sem perda significativa
de sensibilidade.

3.3 Observacéo

Minicolunas previamente empacotadas de Resina
Sephadex G-25 ou Bio-Gel P-6 para filtracdo da sonda
podem ser adquiridas de diversas companhias.

4 Marcagdo com digoxigenina
de sondas por random primer
para FISH

4.1 Material

+ B-mercaptoetanol 14,3 M.

« Disruptor de DNA ou sonicador.

Digoxigenina 11-dUTP TmM.

EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apéndice 4).

+ Exo-Klenow (40 U/uL).

.

Gel de agarose 1% (Apéndice 4).

- Incubadora ou banho-maria a 37 °C e 95 °C,
respectivamente.

+ MgCl, 1 M (Apéndice 4).
« Microcentrifuga.

« Mistura de dNTPs ndao marcados, contendo dTTP
2,5mM, dCTP 2,5 mM, dATP 2,5 mM, dGTP 2,5 mM
em Tris HCL 1 M e EDTA 0,1 mM, pH 8,0.

A mistura é adquirida pronta do fabricante dentro do kit de marcagéo.
A solugdo-estoque para uso diario pode ser preparada em volumes de
800 L divididos em tubos de microcentrifuga.

+ Octameros randoémicos 7,5 ng/mL.

+ Solugao de DNA-molde (250 ng/uL a 1 pg/mL),
purificado e diluido em dgua bidestilada estéril.

« Solucao de iniciadores randémicos 2,5X.
« Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

« Tris-HCITM, pH 6,8 (Apéndice 4).

4.2 Procedimento

1. Parafragmentar o DNA, colocar 250-1.000 ng de DNA-
molde, na concentracao de 25-100 ng/pL, no tubo de
microcentrifuga, completando o volume para 120 uL
com agua bidestilada estéril, se necessario. Misturar
imediatamente e manter o tubo no gelo.

2. Resfriar a cuba com agua do sonicador, ajustar o
tempo (entre 5 e 10 minutos) e intensidade para



fragmentacao média e proceder a fragmentagao por
ultrassom.

Deve-se utilizar protecao para ouvidos, pois 0 som emitido
pelo sonicador pode causar mal-estar ao usuario.
O tempo necessario de fragmentagéo deve ser testado experimental-
mente, sugerindo-se tempos entre 5 e 10 minutos.

3. Avaliar a uniformidade do tamanho dos fragmentos
em gel de agarose 1% utilizando 1 pL a 2 pL da solu-
¢do de DNA fragmentado.

O DNA fragmentado deve formar, no gel de agarose, uma banda larga,
com 800 pb de tamanho. Caso o tamanho exceda 800 pb, pode-se
sonicar o DNA por mais tempo (2 a 3 minutos).

4. Colocar 23 uL do DNA-molde fragmentado em um
tubo de microcentrifuga e adicionar 20 uL da solucéo
de oligonucleotideos randdémicos 2,5X. Incubar a
95 °C por 5 minutos e resfriarimediatamente em gelo
por 5 minutos.

5. Manter o tubo no gelo e adicionar 4 pL da mistura de
dNTPs nao marcados, 2 uL de digoxigenina 11-dUTP
e 1 uL de Exo-Klenow. Misturar cuidadosamente com
auxilio da micropipeta, centrifugar durante 10 segun-
dos a 3.000 rpm e incubar por 1 hora a 37 °C.

6. Adicionar 5 uL de EDTA, misturar bem e colocar o
tubo no gelo.

7. Proceder a remogdo dos nucleotideos ndo incorpora-

dos utilizando minicolunas previamente empacota-

das, como descrito no item 2.2. Procedimento, etapas
6 a 13, ou por precipitacdo etandlica (Capitulo 2).

8. Utilizar diretamente na reacao de hibridiza¢do por
FISH (Capitulo 13) ou armazenar a -20 °C para uso
posterior.

4.3 Observagoes

Autoclavagem ou digestao com enzimas podem
ser utilizados para fragmentacao de DNA, entretanto,
o ultrassom é o método mais recomendado, pois gera
fragmentos com tamanhos mais uniformes, além de ndo
adicionar enzimas nem sais a solugao. Apds 6 a 8 minu-
tos em intensidade média no sonicador, por exemplo,
25 ng de DNA-molde com aproximadamente 1.100 pb de
tamanho, diluido em 120 uL de 4gua, geram fragmentos
entre 800 pb e 400 pb. Entretanto, dependendo do equi-
pamento e das caracteristicas do DNA, um tempo mais
longo pode ser necessario.

Para FISH, o método random primer é adequado
para marcar sondas de DNA a partir de fragmentos-mol-
de mais curtos (<10.000 pb) e em quantidade limitada
(<200 ng/pL). A fragmentacdo do DNA torna-se necessa-
ria quando o DNA-molde tem mais que 1.000 pb.

Para marcar sondas com digoxigenina para FISH,
também se pode utilizar o método nick translation, bastan-
te conveniente quando se deseja marcar DNA gendémico
total ou insertos longos de DNA (> 10.000 pb). Nesse




caso, nao ha obrigatoriedade de fragmentar o DNA, mas
necessita-se de 1ug de DNA-molde.

Para marcar sondas de DNA com digoxigenina
para FISH, apesar de ser possivel adquirir os componen-
tes separadamente, sugere-se o uso de kits comerciais.

5 Marcacéo com biotina de

sondas por random primer
para FISH

5.1 Material

+ 14-dCTP-biotina 100 mM.

« Disruptor de DNA ou sonicador.

- EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apéndice 4).

+ Fragmento Klenow da DNA polimerase | (40 U/uL).

« Incubadora ou banho-maria a 37 °C e 95 °C,
respectivamente.

- MgCl, 1 M.
« Microcentrifuga.

« Mistura de dNTPs ndo marcados 4 mM, conten-
do: dTTP 1 mM, dCTP 1 mM, dATP 1 mM, dGTP
1 mM em Tris-HCL 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5.

A mistura é adiquirida pronta do fabricante, dentro do kit de marcagao
de RNA. Esta solugéo-estoque deve ser mantida a -20 °C. A solucao

estoque para uso diario pode ser preparada em volumes de 800 pL
divididos em tubos de microcentrifuga.

- Solucdo de oligonucleotideos randémicos 2,5X
(item 4.1. Material).

+ Solucdo de DNA-molde (250 ng/pL a 1 pg/plL),
purificado e diluido em dgua bidestilada estéril.

« Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

5.2 Procedimento

1. Colocar 23 puL do DNA-molde fragmentado (item
4.2 Procedimento, etapas 1 a 3) em tubo de micro-
centrifuga e adicionar 20 pL da solugao de iniciadores
randoémicos. Incubar por 5 minutos a 95 °C e resfriar
imediatamente em gelo por 5 minutos.

2. Manter o tubo no gelo e adicionar 5 uL da mistura de
dNTPs e 14-dCTP-biotina e 1 uL de Klenow. Misturar
cuidadosamente com auxilio da micropipeta e centri-
fugar rapidamente. Incubar a 37 °C por 1 hora.

3. Adicionar 5 plL de EDTA para parar a reacdao, misturar
bem e colocar o tubo no gelo.

4. Proceder a remocgao dos nucleotideos nao incorpora-
dos utilizando minicolunas previamente empacota-
das, como descrito no item 2.2 Procedimento (etapas
6 a 13), ou por precipitacdao etandlica (Capitulo 2).

5. Utilizar diretamente na reacédo de hibridizacéo por FISH
(Capitulo 13) ou armazenar a -20 °C para uso posterior.



5.3 Observacgdo

Para marcar sondas de DNA com biotina para FISH,
podem-se adquirir os componentes separadamente.
Entretanto, assim como para marcagao com digoxigenina,
sugere-se o uso de kits comerciais, que podem ser utiliza-
dos com uma menor quantidade de DNA (até 10 ng), mas o
DNA precisa estar fragmentado (recomendavel que esteja
entre 100 pb e 1.000 pb). Também para marcacdo de sonda
com biotina, pode-se usar o método de nick translation, no
qual o DNA néo precisa estar fragmentado (= 10.000 pb),
mas é necessario 1 ug de DNA-molde para sintese da sonda.

6 Teste de incorporacédo e
estimativa da concentracéo
da sonda por dot blot

6.1 Material

- Anticorpo antidigoxigenina conjugado com fos-
fatase alcalina (quando a marcacdo da sonda for
com digoxigenina, secao 4) e/ou estreptavidina
conjugada com fosfatase alcalina (quando a mar-
cacdo da sonda for com biotina, secao 5).

« Filme plastico de PVC.
« Incubadora ou banho-mariaa 60 °C com agitacao.

« Membrana de nailon.

+ MgCl, 1 M (Apéndice 4).

« NaCl 5 M (Apéndice 4).
- Papel de filtro.
+ Pinca plastica.

« Placa de Petri de poliestireno ou de vidro com
55 mm de diametro ou menor.

+ Reagente de bloqueio.

« Solucdo de deteccao: diluir a estreptavidina
conjugada com fosfatase alcalina no Tampéo 1,
na proporcao 1:500, e/ou diluir o anticorpo an-
tidigoxigenina conjugado com fosfatase alcalina
em tampao 1 na proporc¢ao 1:1000.

Os dois reagentes de detec¢éo (antidigoxigenina e estreptavidina con-
jugados com fosfatase alcalina) podem ser usados simultaneamente,

caso se queira testar sondas com biotina e digoxigenina na mesma
membrana.

+ Solucao de NBT/BCIP: diluir 35 uL de NBT/BCIP
em 5 mL de tampao 3.

A deteccgédo da fosfatase alcalina conjugada com anticorpo ou estrep-
tavidina é feita pelo substrato colorimétrico NBT/BCIP - azul nitro de
tetrazélio/fosfato 5-bromo-4-cloro-3-indolil. O NBT/BCIP pode vir em
forma de pastilha ou liquida dissolvida em 10 mL de agua.

+ Tampao 1:
Componente Quantidade Concentragao final
Tris-HCI 1 M 10 mL 100 mM
NaCl 5 M 0,3 mL 15 mM
H,O g.s.p. 100 mL




- Tampao 2: dissolver 0,05 g do reagente de
bloqueio em 10 mL de tampao 1, concentracao
final 0,5% (p/v), aquecendo a solucao a 60 °C por

1 hora.

Pode-se armazenar o tampao 2 por até 3 a 4 meses, a 16 °C.

« Tampao 3:
Componente Quantidade Concentragao final
Tris-HCI 1 M 10 mL 100 mM
NaCl 5 M 2mL 100 mM
MgCL, 1 M 5mL 50 mM
H,O g.s.p. 100 mL

« Tris-HCl 1 M, pH 8,0 (Apéndice 4).

6.2 Procedimento

1. Cortar uma membrana de ndilon medindo 3,0 cm x
2,0 cm, imergir na placa de Petri contendo 3 mL de
tampao 1 e incubar por 5 minutos. Remover a mem-

brana da placa e secar entre papéis de filtro.
Utilizar pinga plastica para manuseio da membrana.

2. Aplicar 0,5 pL de cada sonda com suas diluicbes
(1:10, 1:100, 1:1000) com uma micropipeta sobre
a membrana e aguardar o DNA ser adsorvido pela

membrana (5 a 10 minutos).

Deve-se aplicar também um controle positivo (marcado com digoxige-
nina ou biotina) com concentracdo conhecida para estimar a concen-
tragao das diluicdes da sonda.

Podem-se incluir, na mesma membrana, sondas com digoxigenina e
biotina, pois a deteccé@o pode ser simultéanea.

Identificar as posigdes de cada sonda utilizando lapis.

3. Colocar novamente 5 mL de tampdo 1 na placa de
Petri e imergir a membrana por 1 minuto. Descartar o
tampao 1, adicionar 5 mL de tampao 2 e incubar por
30 minutos com agitacao leve.

4. Descartar o tampao 2 e distribuir 500 pL da solucdo
contendo anticorpo antidigoxigenina conjugada
com fosfatase alcalina e/ou estreptavidina conjugada
com fosfatase alcalina sobre a membrana. Cobrir com
um pedaco de filme plastico estéril e incubar por
30 minutos a 37 °C, com agitacdo leve.

Se o teste dot blot incluiu sondas com digoxigenina e biotina, utilizar
uma mistura 1:1(v/v) dos reagentes de deteccdo (anticorpo antidigo-
xigenina para sondas com digoxigenina e estreptavidina para sondas
com biotina).

5. Remover cuidadosamente o plastico, adicionar
5 mL de tampao 1 a placa e incubar por 10 minutos,
a temperatura ambiente. Trocar por 5 mL de tampao
3 eiincubar por 5 minutos, a temperatura ambiente.

6. Remover otampao 3, aplicar 5 mL de solucao de NBT/
BCIP sobre a membrana e incubar no escuro (com
papel aluminio em volta da placa de Petri) por 5 a
10 minutos, a temperatura ambiente.

7. Lavar a membrana com dgua corrente e deixar secar.



8. Estimara concentracdo das sondas com nucleotideos
marcados incorporadas, comparando a intensidade
da marca marrom da sonda com aquela do DNA-
controle. Sondas marcadas devem gerar pontos
marrons arroxeados na membrana.

6.3 Observacoes

E altamente recomendavel verificar por dot blot se
os nucleotideos marcados foram incorporados na sonda
antes de proceder a hibridizacdo por FISH (Capitulo 13).
Pode-se fazer uma série de diluicdes da sonda na mem-
brana (por exemplo, 1:10, 1:100) para se estimar a con-
centracdo da sonda, juntamente com um DNA-controle
(com concentracao ja determinada).

Além de estreptavidina, pode-se usar avidina ou
neutravidina conjugada com fosfatase alcalina para de-
teccdo em membrana de sondas marcadas com biotina.

Anticorpo antidigoxigenina conjugado com fosfa-
tase alcalina pode ser adquirido comercialmente, como
também a estreptavidina ou avidina conjugada com
fosfatase alcalina; membrana de nailon; filme plastico de
PVC, e reagente de bloqueio.
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Capitulo 12

Andlise da integracdo
de transgenes pela
técnica de Southern blot

Eduardo Romano
Giovanni Rodrigues Vianna




1 Introducédo

A técnica de Southern blot permite detectar
fragmentos de DNA especificos em amostras de DNA
de composicao complexa como DNAs gendmicos. Essa
técnica baseia-se na hibridizacdo de sequéncias com-
plementares especificas e foi concebida por Edwin M.
Southern em 1975 (SOUTHERN, 1975), e ainda é utilizada
sem alteracdes essenciais desde sua primeira descricdo
(SOUTHERN, 2006).

Entre suas diversas aplicacbes, a técnica de
Southern blot permite detectar sequéncias de DNAs ex6-
genos que tenham sido integradas no genoma vegetal
por qualquer sistema de transformacdo genética. O pro-
cedimento consiste, basicamente, das seguintes etapas:
a) o DNA da planta geneticamente modificada é extraido
e digerido com uma ou mais enzimas de restricao; b) os
produtos obtidos pela digestdo do DNA sao separados de
acordo com o tamanho desses fragmentos, utilizando a
eletroforese em gel de agarose; c) o DNA, ainda no gel, é
desnaturado e transferido para uma membrana de nailon
ou nitrocelulose; d) o DNA é fixado a membrana por luz
ultravioleta ou por alta temperatura (80 °C), dependendo
do tipo de membrana utilizada; e) o DNA é hibridizado
contra uma sonda de DNA ou RNA que possui homologia
com a sequéncia de interesse; f) os fragmentos homo-
logos a sonda sdo visualizados por autorradiografia ou
autofluorescéncia, dependendo do tipo de sonda e da
forma de deteccao utilizados.

A importancia da técnica de Southern blot em ex-
perimentos de transformacao genética de plantas reside
no fato de ela ser considerada uma prova molecular da
integracdo de genes exdgenos no genoma vegetal. A
técnica da reacdo da polimerase em cadeia (polymerase
chain reaction — PCR) (Capitulo 10) também pode ser utili-
zada para tal fim. No entanto, sua confiabilidade é menor
em razdo, principalmente, da sua alta sensibilidade, o que
pode levar a falsos positivos por possibilitar a amplifica-
¢ao de quantidades minimas de DNAs contaminantes
contendo o gene analisado. Outra vantagem da técnica
de Southern blot em relagao a PCR é que os iniciadores
(primers) utilizados na PCR normalmente amplificam
regides internas do transgene. Isso dificulta ainda mais a
diferenciacdo entre o DNA exdgeno integrado e poten-
Ciais contaminantes, pois ambos resultam na amplifica-
cao de fragmentos de tamanhos idénticos. Além disso, a
técnica da PCR, quando utiliza iniciadores que amplificam
uma regiao interna do DNA exdgeno, pode ser utilizada
somente para detectar a presenca ou auséncia do trans-
gene, mas nao permite determinar o numero de cépias
inseridas no genoma vegetal. No entanto, a técnica de
Southern blot, dependendo das enzimas e da sonda uti-
lizadas na analise, pode, além de prover evidéncia mole-
cular da integracdo de uma sequéncia especifica, estimar
o numero de cépias do transgene que foi introduzido no
genoma vegetal. Mais recentemente, tem-se também
utilizado, eficientemente, a técnica da PCR em tempo
real (Capitulo 15) na determina¢dao do nimero de copias



do transgene integradas no genoma vegetal, visando a
caracterizacdo de plantas geneticamente modificadas.
Isso é feito pela comparacdo do genoma vegetal com
um gene enddgeno que tenha um numero de coépias
no genoma previamente conhecido (OMAR et al., 2008;
SHEPHERD et al., 2009).

Digestao do DNA total

Algumas consideracdes sao importantes para que

ocorra a digestao completa do DNA a ser aplicado no gel.

A quantidade de DNA a ser digerida estd dire-
tamente relacionada com o tamanho do genoma, isto
é, quanto menor o genoma, menos DNA é necessario
(SABELLI; SHEWRY, 1995). Por exemplo, para Arabidopsis
thaliana (genoma haploide = 1,45 x 108 pb), 5 ug de
DNA total podem ser suficientes para a deteccao de pelo
menos uma cépia do transgene, enquanto em genomas
maiores, como o de batata (Solanum tuberosum) (geno-
ma haploide = 1,8 x 10° pb), a quantidade deve ser de,
pelo menos, 10 pug. O uso de quantidades maiores de
DNA facilita a deteccdo de cépias Unicas e, portanto, para
plantas com genomas maiores que o da batata, devem-se
usar de 15 pg a 30 pg. Entretanto, quanto maior a quanti-
dade de DNA, mais ineficiente é a digestao. Em geral, para
a maioria das espécies vegetais, tém-se utilizado quanti-
dades de 5 ug a 15 png de DNA total para a obtencao de

resultados satisfatorios.

A quantidade de enzima de restricdo a ser utilizada
deve ser entre 10 U/ug e 15 U/pg de DNA. Nunca devem
ser adicionados mais do que 10% de volume da enzima
de restricdo em relacao ao volume total de reacdo de
digestao. Isso se deve ao fato de as enzimas de restricdo
comerciais frequentemente conterem 50% de glicerol.
Concentra¢des de glicerol acima de 5% (v/v) em reagdes
de restricdo podem afetar a especificidade de reconheci-
mento das enzimas pelos seus sitios de restricao (ativida-
de estrela) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Ovolume final dereacdo pode servariavel. Se possi-
vel, a digestdo deve ser realizada em um volume que caiba
no poco do gel de agarose (~50 pL). No entanto, frequen-
temente é necessério que a reagdo ocorra em volumes
maiores (100 uL a 500 pL). Esse é um artificio que permite
diluir contaminantes provenientes da extracao de DNA
que podeminterferircomaacaodaenzimaderestricdo.No
caso de reacdes em grandes volumes, o DNA deve ser pre-
cipitado apods a reacao utilizando-se etanol absoluto (item
2.2 Procedimento), e dissolvido em um volume menor,
compativel com a capacidade do pog¢o do gel de agarose.

A homogeneidade do DNA na reacdo é um fator
importante para uma acao eficaz das enzimas de res-
tricdo. A formacdo de aglomerados de DNA impede o
acesso das enzimas de restricdo aos seus respectivos
sitios de clivagem. Isso é especialmente importante
quando as preparacdes do DNA estdo contaminadas com
polissacarideos.




Pré-hibridizacao e hibridizacao

As sondas utilizadas para hibridizacao na técnica
de Southern blot podem ser marcadas com radioisétopos
(32P, 33P, 3H e *S), fluorocromos (rodamina ou fluoresceina)
ou com substratos quimioluminescentes (digoxigenina e
biotina). As sondas nao radioativas sao mais seguras para
0 usuario; no entanto, sdo menos sensiveis que as sondas
radioativas (Capitulo 11) e, por isso, sdo menos utilizadas

para deteccao de transgenes em plantas.

Uma pré-hibridizacao € realizada antes da
hibridizacdo, para impedir que a sonda se ligue inespe-
cificamente a membrana. Ambas as etapas podem ser
realizadas em garrafas proprias para tal fim, em sacos de
hibridizacdo ou em vasilhas rasas. E importante garantir
que haja tampao de hibridizacao suficiente para manter

amembrana sempre imersa.

As temperaturas de hibridizacdo variam de acordo
com a solucdo utilizada e, normalmente, utiliza-se 65 °C
com a solucao descrita por este manual. Em formamida
50%, a temperatura deve ser 42 °C. Quando se utiliza uma
solucao oriunda de um kit comercial, deve-se utilizar a
temperatura recomendada pelo fabricante. Varios tipos
de reagentes podem ser utilizados para bloquear a liga-
¢ao inespecifica da sonda a superficie da membrana, e a
solucdo de Denhardt (DENHARDT, 1966) tem sido mais

frequentemente utilizada. DNAs heterélogos, como DNA

de esperma de salméao, também sado utilizados como

agentes de bloqueio.

Quanto maior a concentragao da sonda, maior sera
a cinética de hibridizacdo; no entanto, altas concentra-
¢Oes de sonda podem resultar em hibridizacdes inespe-
cificas. E aconselhavel que a concentracéo da sonda fique
entre 1 ng/mL e 5 ng/mL de solucao de hibridizacao. Por
vezes, sulfato de dextrano ou polietilenoglicol (PEG) sdao
incluidos na solucao de hibridizacdo, a uma concentra-
cao de 10% (p/v). Tal procedimento acelera a cinética de
hibridizacao, ja que os acidos nucleicos sao excluidos do
volume de solugao ocupado por esses polimeros, o que

faz com que a concentracao efetiva da sonda aumente.

Apos a hibridizacao, sdo realizadas lavagens para
remocdo de moléculas de sondas ligadas inespecifica-
mente a membrana e ao DNA. A concentracao de sal da
solucdo de lavagem é menor a cada lavagem, enquanto
a temperatura é maior, o que faz com que a estringéncia
de lavagem aumente, progressivamente. Quanto maior a
homologia da sequéncia alvo com a sonda, maior deve
ser a estringéncia da lavagem (SAMBROOK; RUSSELL,
2001).

Neste capitulo, serdo descritas as etapas neces-
sarias para a andlise da integracdao do DNA exdgeno no
genoma de plantas transgénicas pela técnica de Southern
blot.



2 Digestdo do DNA total e
separacdo em gel de agarose

2.1 Material

« Acetato de s6dio 3 M, pH 5,2 (Apéndice 4).

« Brometo de etidio 1% (p/v) (Apéndice 4).
Brometo de etidio é considerado um agente

@ mutagénico, téxico, possivelmente carcinogé-

nico e teratogénico. Sua manipulacdo deve ser
feita com luvas, 6culos e mascara.

« Cuba e fonte de eletroforese.
« DNA extraido da planta a ser analisada (Capitulo 9).

« Enzima de restricao e tampao especifico de rea-
¢ao 10X (comerciais).

- Etanol absoluto.
« Etanol 70% (v/v).

+ Gel de agarose 1% (p/v) com brometo de etidio
em tampdo TAE ou TBE 1X (Apéndice 4).

- Sistema de fotodocumentacdo com lampada
ultravioleta (UV) para gel de eletroforese.

A exposicdo a radiagdo ultravioleta pode causar danos a
retina e a pele. Sua manipulacao deve ser feita com 6culos
de protecao especificos para luz UV. Procurar ndo expor a
pele, usando jaleco de mangas longas e luvas.

- Tampao de amostra para eletroforese 10X
(Apéndice 4).

« Tampao TE, pH 8,0 (Apéndice 4).

« Tampao TBE ou TAE 1X (Apéndice 4).

2.2 Procedimento

1. Preparar a reacao segundo a tabela abaixo e incubar
a37°C, por4a 16 horas.

Componente Quantidade

DNA X UL (10 pg)

Tampao de reagédo 10X 5puL

Enzima de restricdo 5 pL (20 U/pL)

H,O g.s.p. 50 pL

Se o volume de reacéo for maior do que a capacidade do poco do
gel, aumentar proporcionalmente a quantidade dos componentes da
tabela acima e, ao término da reagdo, precipitar o DNA da seguinte
forma: adicionar 1/10 do volume de acetato de sédio 3 M (pH 5,2) e
2 volumes de etanol absoluto. Homogeneizar cuidadosamente e dei-
xar por, pelo menos, 2 horas a -20 °C. Centrifugar em microcentrifuga
a velocidade maxima (12.000 rpm a 14.000 rpm) durante 30 minutos.
Lavar o precipitado com etanol 70% (v/v). Secar o precipitado e dissol-
ver em um volume menor de TE de acordo com o volume do pogo do
gel (aproximadamente 50 pL).

2. Adicionar 5 uL de tampao de amostra 10X ao DNA,
homogeneizar e aplicar a amostra em gel de agarose

1% (p/v), corado com brometo de etidio.

E conveniente analisar uma aliquota da reaco de digest&o por eletro-
forese em um minigel de agarose para verificar se houve a digestao
total antes de parar a rea¢éo. Caso nao tenha ocorrido a digestéo total,
adicionar mais enzima de restricéo e incubar a reacéo por mais tempo.



3. Fazer migrar, vagarosamente, as amostras por ele-
troforese em gel de agarose utilizando de 1 V/cm a
3V/cm (distancia entre os polos), o que leva entre 6 e
20 horas dependendo do tamanho do gel.

E necessario que um marcador de DNA de peso molecular conhecido
seja aplicado no gel. Controles importantes incluem: plasmidio conten-
do o gene a ser identificado (controle positivo) e DNA de uma planta
ndo transformada (controle negativo), digerido com a mesma enzima
usada nas aliquotas das plantas potencialmente transgénicas.

4. Apbds a eletroforese, fotografar o gel sob luz ultravio-
leta com uma régua graduada fluorescente ao lado
do marcador de DNA de peso molecular conhecido
(com o zero na altura dos pocos) (Figura 1).

2.3 Observacgoes

Em vez de adicionar toda a enzima de restricdo de
uma sé vez no inicio da reacao de digestao, é recomendavel
que o volume total da enzima seja adicionado em aliquotas
distribuidas ao longo de todo o periodo de digestao.

A maior parte das reacdes de digestao com enzi-
mas de restricao é realizada a 37 °C; no entanto, algumas
enzimas apresentam temperaturas Otimas diferentes
(por exemplo, Smal, 25 °C; Bcll, 50 °C) e, portanto, a tem-
peratura de reacdo de digestdo deve ser verificada nas
instrucdes do fabricante.

Muitas vezes faz-se necessario utilizar mais de uma
enzima derestricado na analise do DNA e, nesse caso, deve-
-se optar por enzimas que tenham tampdes compativeis

Foto: Eduardo Romano

Massa molecular (kb)

Xbal

Figura 1. Autorradiografia obtida pela técnica Southern blot
para determinacéo do nimero de copias de T-DNA em plan-
tas transgénicas de fumo (Nicotiana tabacum). DNA total das
plantas foi digerido com Xbal, e a sonda utilizada foi preparada
com um fragmento do gene bar demonstrado no T-DNA abaixo
da autorradiografia: 1) controle positivo; 2) planta ndo transgé-
nica; 3) planta com seis copias de T-DNA,; 4) planta com uma
cOpia de T-DNA, 5) planta com uma cépia de T-DNA.



de uso. Algumas enzimas apresentam atividade 6tima
em tampdes com alta concentragdo de sais, o que pode

inibir completamente a atividade de outras enzimas.

3 Transferéncia e fixacdo
do DNA a@ membrana

3.1 Material

- Agitador do tipo plataforma orbital com controle

de velocidade.
« Filme plastico do tipo PVC.
« Folhas de papel-toalha.
« HCI 0,25 N (Apéndice 4).

« Membrana de nailon.

« NaOH 10 N (Apéndice 4).
« NaCl 5 M (Apéndice 4).
« Papel de filtro.

+ Solugdo de desnaturagao:

Componente Quantidade Concentragao final
NaOH 10 N 25 mL 05N

NaCl 5 M 150 mL 15M

H,O g.s.p. 500 mL

« Solucédo de neutralizacéo:

Componente Quantidade Concentragao final
Tris-HCI 1 M, pH 250 mL 0,5M

7,2

NaCl5 M 150 mL 1,5M

H,O g.s.p. 500 mL

« SSC 20X ou SSPE 20X (Apéndice 4).
« Tris-HCl 1 M, pH 7,2 (Apéndice 4).

3.2 Procedimento

A organizacao do sistema de transferéncia de DNA
para membrana por capilaridade encontra-se esquemati-
zada na Figura 2.

1. Apbs a separacdo dos fragmentos de DNA por eletro-
forese, transferir o gel de agarose para um reservato-
rio de plastico ou vidro. Sob luz ultravioleta, cortar e
retirar, com o auxilio de uma lamina de bisturi e uma
régua, as partes do gel que nao foram usadas.

Manipular o gel cuidadosamente sobre um suporte (por exemplo, uma
placa de vidro) para evitar que ele se quebre.

Brometo de etidio € considerado um agente
mutagénico, toxico, possivelmente carcinogé-
S nico e teratogénico. Sua manipulacéo deve ser

feita com luvas, 6culos e mascara.

2. Incubar o gel em HCI 0,25 N com agitagao suave, por
10 minutos, para que ocorra a hidrolise das bases
purinas e lavar, rapidamente, com agua destilada.
Esta etapa s6 é necessdria se os fragmentos de DNA a



serem identificados possuirem mais que 10 Kb; caso
contrario, passar para a etapa 3.

Nesta etapa, o DNA é parcialmente hidrolisado, por depurinagédo
(hidrélise das bases purinas), o que facilita a transferéncia dos frag-
mentos maiores que 10 Kb para a membrana.

3. Incubar o gel em solugao de desnaturagdo, com agi-
tacao suave, por 30 minutos.

Nesta etapa, o alto pH da solugdo de desnaturacéo faz com que as
ligacdes de hidrogénio entre a dupla fita do DNA se rompam, deixando
o DNA na forma de fita simples.

4. Lavar, rapidamente, o gel com dgua destilada e incu-
bar em solucao de neutralizacdo, com agitacdo suave,
por 30 minutos. Lavar o gel, rapidamente, com agua
destilada.

Nesta etapa, ocorre o restabelecimento do pH para préoximo da neutra-
lidade, mantendo as fitas de DNA desnaturadas.

5. Encher uma vasilha com SSC 20X. Fazer uma platafor-
ma e cobri-la com uma ponte feita de trés folhas de
papel de filtro, embebidas em SSC 20X.

6. Colocar, cuidadosamente, o gel sobre a ponte. Retirar
qualquer bolha de ar que fique entre o gel e o filtro.
Colocar filme plastico do tipo PVC em volta do gel.

Podem-se usar pedacos de filmes de raios X em vez de plastico do tipo
PVC. Esse procedimento impede que o tampao de transferéncia seja
absorvido diretamente pelo papel-toalha que ficara acima do gel. Para
uma transferéncia mais eficiente, o gel deve ser colocado invertido
(com a abertura dos pogos em contato com as folhas de papel filtro),
ja que no momento da aplicacéo das amostras no gel, o DNA assenta-
-se no fundo do poco, fazendo com que esteja mais préximo da parte
inferior do gel, que ficara, assim, em contato com a membrana.

~ Peso
Placa de vidro

Papel toalha

Papel filto 3 mm

- Membrana de nailon
ou de nitrocelulose

Gel de agarose

\\ N Ponte
SSC 20X

Figura 2. Esquema de transferéncia de DNA para membrana
por capilaridade segundo a técnica de Southern blot.

llustragdo: Laura de Alencar Dusi

7. Cortar um pedaco da membrana de nailon exata-
mente do tamanho do gel, embeber em SSC 20X e
colocar em cima do gel, retirando qualquer bolha
de ar que fique entre o gel e a membrana. Fazer um
corte na membrana (por exemplo, no canto esquerdo
superior) para posterior orientagao.

Sempre manusear a membrana com luvas para impedir a contamina-
¢céo com DNAses presentes na derme.

Se houver bolhas de ar entre a membrana e o gel, ndo havera transfe-
réncia de DNA nessa regido.



8. Cortar trés folhas de papel de filtro do tamanho do
gel, embeber em SSC 20X e colocar em cima da mem-
brana. Retirar qualquer bolha de ar que fique entre a
membrana e os papéis de filtro.

9. Colocar uma camada de papel-toalha de, aproxima-
damente, 10 cm sobre as folhas de papel de filtro.

10. Colocar uma placa de vidro sobre a camada de papel-
-toalha e um peso de, aproximadamente, 1 kg sobre
a placa de vidro. Deixar transferir por 12 a 16 horas a
temperatura ambiente.

11. Apds a transferéncia, desmontar o sistema cuidado-
samente. Antes de remover o gel, marcar a posicao
dos poc¢os na membrana utilizando um lapis.

N&o utilizar canetas, pois podem manchar a membrana.

12. Retirar a membrana com o auxilio de uma pinga e
lavar rapida e cuidadosamente com SSC 2X para
remover qualquer residuo de agarose possivelmente
aderido a membrana.

13. Deixar a membrana secar por 1 hora a temperatura
ambiente.

14. Proteger a membrana em um pedaco de papel de
filtro. Fixar o DNA a membrana por incubacao, a 80 °C,
por 2 horas ou por exposicao direta a luz ultravioleta.

O DNA também pode ser fixado a membrana por luz ultravioleta, com
equipamentos chamados UV crosslinker. No entanto, a intensidade da
luz (120.000 microjoules/cm?) e o tempo de exposi¢éo (25 a 50 segundos)
devem ser ajustados e controlados para se obter uma fixagéo eficiente. A
maioria dos aparelhos UV crosslinker séo equipados com um fotodetector

interno que compensa o desgaste das lampadas com o aumento do tem-
po de exposi¢ao, quando utilizados no modo automatico.

15. Proceder a hibridizacao.

3.3 Observacoes

O método de transferéncia aqui descrito é essencial-
mente semelhante ao descrito originalmente por Southern
(1975). No entanto, outras formas de transferéncia ja foram
descritas, como o uso de tampodes de transferéncia alca-
linos (REED; MANN, 1985), pressdo positiva ou negativa
(OLSZEWSKA; JONES, 1988), eletrotransferéncia (ISHIHARA;
SHIKITA, 1990; SMITH et al., 1984) e transferéncia por capi-
laridade para baixo (CHOMCZYNSKI, 1992; LICHTENSTEIN
et al., 1990). Todos os métodos tém vantagens e desvanta-
gens, e alguns podem ser mais rapidos que o método de
transferéncia aqui descrito; no entanto, podem necessitar
de equipamentos especificos e sao aconselhados quando
ha necessidade de se analisarem muitas amostras.

Existem aparelhos que permitem a eletrotransfe-
réncia semisseca de DNA, bem como de RNA e proteinas,
de uma maneira rapida e eficiente, por meio da aplicacao
de uma voltagem no sentido transversal do gel, que faz
com que o DNA migre em direcdo a membrana em poucos
minutos. Para minigéis (até 70 cm?), a transferéncia ocorre
durante 15 a 30 minutos a 10V a 15 V. Para géis maiores, a
transferéncia ocorre durante 30 a 60 minutos,a 15V a25V.

Existem varios tipos de membranas disponiveis
comercialmente e, para Southern blot, as membranas de




ndilon sdo as mais utilizadas em detrimento das de nitro-
celulose por serem menos quebradicas e por terem maior
capacidade de retencao de DNA quando comparadas as
de nitrocelulose. Entretanto, as membranas de nitroce-
lulose permitem a obtencdo de resultados com menos
ligacdes inespecificas (background).

Apo6s a fixacdo do DNA a membrana e sua seca-
gem, esta pode ser armazenada envolvida em papel filtro
e a temperatura ambiente para uso posterior.

4 Pré-hibridizacao
e hibridizacéo

4.1 Material

« Contador Geiger.

- Cassete com telas intensificadoras.
« Filme plastico do tipo PVC.

+ Filme de raio X.

« Forno de hibridizagdo com controle de tempera-
tura e agitacao.

- Papel de filtro.
+ SDS 20% (p/v) (1 L) (Apéndice 4).
« SSC 20X (1L) (Apéndice 4).

« Solucdo-estoque de DNA de esperma de salmao
10 mg/mL (Apéndice 4).

+ Solucdo de Denhardt 50X (Apéndice 4).

« Solucdo de lavagem I:

Componente Quantidade  Concentragao final
SSC 20X 50 mL 2X

SDS 20% 2,5mL 0,1%

H,O g.s.p. 500 mL

+ Solucao de lavagem II:

Componente Quantidade  Concentragao final
SSC 20X 25 mL 1X

SDS 20% 2,5mL 0,1%

H,O g.s.p. 500 mL

+ Solugdo de lavagem lIl:

Componente Quantidade Concentragao final
SSC 20X 2,5mL 0,1X

SDS 20% 2,5mL 0,1%

H,O g.s.p. 500 mL

+ Solucao de pré-hibridizacao:

SSC 20X 12,5 mL 5X
Solugéo Denhardt 50X 5,0 mL 5X
SDS 20% 1,25 mL 0,5%
DNA de esperma de 100 pL 20 pg/mL
salméo 10 mg/mL®

H,O g.s.p. 50 mL

@A solugdo de DNA de esperma de salméo deve ser adicionada por Ultimo. An-
tes da adicao, ferver por 5 minutos, incubar imediatamente no gelo e, somente
entdo, adicionar a solugdo de pré-hibridizacéo imediatamente antes do uso.



- Sonda de DNA ou RNA marcada radioativamente
(Capitulo 11).

A manipulacdo de material radioativo deve ser realizada
com luvas cirargicas, 6culos de protecao, jaleco de manga
comprida e sempre utilizando uma protecdo de acrilico.
Deve-se checar a limpeza das bancadas e do material utiliza-
do com um contador Geiger e proceder a limpeza, com agua
e sabao, caso sejam detectadas eventuais contaminagoes.

4.2 Procedimento

1. Posicionara membrana em um reservatorio de plasti-
co ou uma garrafa prépria para hibridizacdo. Colocar
um volume pequeno de solucdo de pré-hibridizacdo
(20 mL/100 cm?) aquecida a 65 °C (temperatura na
qual sera realizada a hibridizacdo). Incubar por, pelo
menos, 2 horas em agitagao suave em forno de hibri-
dizacdo a 65 °C.

O tempo de 2 horas geralmente é suficiente para uma pré-hibridizacdo
eficiente, mas pode-se estender por mais tempo, até 16 horas, sem
prejuizo para o experimento.

2. Apos a pré-hibridizacao, desnaturar a sonda marcada
radioativamente (Capitulo 11) por aquecimento a
100 °C por 5 minutos, e coloca-la imediatamente no
gelo.

No caso de sondas de RNA, essas ja estdo em fita simples. Portanto,
o procedimento de desnaturagdo € desnecessario. A concentracao
de sonda é importante quando se procura detectar sequéncias nao
repetitivas em DNA total. Uma concentracdo de 1 ng/mL a 5 ng/mL é
aconselhavel. Mais do que 50 ng/mL poderdo resultar em hibridiza-
¢Oes inespecificas.

ATENCAO! A partir desta etapa, tomar todos os cuidados
necessarios ha manipulacéo de material radioativo,

N

3. Adicionar a sonda desnaturada a solucao de pré-
-hibridizacdo. Incubar o sistema por 12 a 16 horas,
sob agitacao suave, em forno de hibridizacao a 65 °C.

A temperatura 6tima de pré-hibridizacdo e hibridizagdo deve ser a
mesma, sendo determinada empiricamente. Porém, a temperatura de
65 °C, com sondas com homologia préximas a 100%, permite bons
resultados. Se as sequéncias do transgene em estudo possuirem
menor homologia com a sonda utilizada, a temperatura de hibridizagédo
devera ser mais baixa. Quanto menor a homologia entre a sonda e
0 transgene, menor deve ser a temperatura de hibridizacdo. Porém,
temperaturas de hibridiza¢cdo muito abaixo de 65 °C podem resultar
em ligagbes inespecificas.

4. Lavar a membrana duas vezes com solucao de lava-
gem |, por 15 minutos, a temperatura ambiente.

As etapas 4, 5 e 6 sdo realizadas para remover moléculas de sonda
que se ligaram inespecificamente ao DNA. Apds cada lavagem, é
recomendavel que se monitore a membrana com um contador Geiger.
As lavagens podem ser interrompidas em qualquer etapa, a partir do
momento em que sejam encontrados sinais radioativos somente em
pontos especificos da membrana, onde se espera que estejam as
bandas correspondentes aos transgenes e aos controles positivos.

5. Lavar a membrana uma vez com solucao de lavagem
I, por 15 minutos, em agitacdo suave em forno de
hibridizacao a 65 °C.

6. Lavara membrana uma vez com solucao de lavagem
lll, por 15 minutos, em agitacdo suave em forno de
hibridizacdo a 65 °C.

A Ultima lavagem é de alta estringéncia e deve ser omitida se a se-
guéncia do transgene em estudo ndo possuir homologia total com a
sonda utilizada. Ap6s essa lavagem, regides da membrana sem DNA



ndo deverdo apresentar sinal radioativo, enquanto regides com homo-
logia & sonda apresentaréo sinal, normalmente, bastante fraco (de 2 a
5 contagens por segundo no contador Geiger). E possivel que regides
com homologia ndo apresentem sinal detectavel, o que néo significa
que a hibridizagao nao tenha ocorrido.

7. Retirar o excesso de solucdo de lavagem lll, e secar
a membrana com papel de filtro. Expor a membrana
ligeiramente Umida, envolvida com filme plastico do
tipo PVC, a um filme de raios X em um cassete com
telas intensificadoras a -80 °C.

A montagem do cassete contendo a membrana envolta em filme plas-
tico do tipo PVC e o filme de raio X devera ser realizada em camara
completamente escura por causa da sensibilidade do filme de raio X
a luz branca.

8. Apos 1 a7 dias de exposicao, revelar a autorradiogra-
fia dentro de uma sala escura, utilizando as solu¢bes
reveladoras e fixadoras.

Se for necessario reutilizar a membrana, deve-se lava-la 1 a 2 vezes
com uma solucao fervente de SDS 0,1% (p/v) até a retirada total do
sinal radioativo.

4.3 Observagoes

A membrana deve ficar ligeiramente Umida para
permitir que a sonda seja posteriormente removida e que
a membrana possa ser, novamente, hibridizada contra
outra sonda.

A exposicao a -80 °C com intensificador aumenta a
intensidade do sinal. Isso ocorre porque, a baixas tempe-
raturas, os intensificadores, quando recebem particulas {3,

emitem fotons e, assim, aumentam o sinal emitido pela
sonda. No entanto, as bandas se tornam menos definidas,
além de ser necessario um freezer a -80 °C. No caso de
exposicao a temperatura ambiente, o uso das telas inten-
sificadoras é dispensavel; entretanto, a deteccao do sinal

€ mais lenta, e o sinal, mais fraco.

Se, apds a terceira lavagem, na provavel localiza-
cao do transgene na membrana, houver sinal detectavel
ao contador Geiger, uma exposicao de 24 horas deve ser
suficiente para visualizacdo das bandas. No entanto, se
esses locais ndo apresentarem sinal detectdvel, pode-se
expor a membrana com dois filmes de raios X simultanea-
mente. Apds 48 horas, revelar o filme mais externo; se nao
for possivel visualizar as bandas positivas, manter o outro

filme exposto até completar 7 dias.

Outra maneira de visualizar o resultado é expor a
membrana marcada a uma placa de armazenamento de
fésforo (phosphor imaging plate), sensivel aos sinais ra-
dioativos emitidos pela sonda marcada. O sinal radioativo
é revelado por digitalizacdo em scanner a laser, normal-
mente apds um periodo de 24 a 96 horas de exposicdo
a temperatura ambiente, gerando uma imagem similar a
de um filme de raios X. As placas de armazenamento de
fésforo podem ser dessensibilizadas por exposicédo a luz

visivel durante 10 minutos e reutilizadas.



5 Determinacéo do niUmero
de cépias do transgene

A técnica de Southern blot pode ser utilizada nao
somente para comprovar a integracao do DNA exdégeno
no genoma vegetal, mas também para estimar o seu
numero de cépias inseridas no genoma da planta de in-
teresse. Com essa finalidade, o DNA da planta transgénica
é digerido com uma ou mais enzimas de restricdo, estra-
tegicamente escolhidas, e um experimento de Southern
blot é realizado, usando como sonda um fragmento do
transgene (por exemplo, um fragmento do T-DNA, quan-
do a transformacao é realizada por Agrobacterium spp.).

A escolha da(s) enzima(s) de restricao utilizada(s)
para digestao do DNA é um fator muito importante na
estimativa do numero de cépias. Serdo exemplificadas
nesse capitulo andlises com plantas transformadas por
Agrobacterium spp., mas os mesmos procedimentos de di-
gestdo do DNA e deinterpretacao de resultados sao validos
para qualquer outra metodologia de transformacao genéti-
ca de plantas. Duas possibilidades de digestao do DNA sao
sugeridas, levando a resultados e interpretacoes distintos.

5.1 Digestdo do DNA da planta
com uma enzima que corte duas
vezes dentro do T-DNA

Neste caso, a digestdo do DNA fornecera um frag-
mento interno de tamanho conhecido (duas enzimas

distintas que gerem um fragmento interno também
podem ser usadas). A sonda utilizada devera ser obtida de
um plasmidio que contenha o T-DNA que foi introduzido
na provavel planta transformada. Esse plasmidio deve ser
digerido com enzima(s) que gere(m) um fragmento do
T-DNA que seja exatamente o fragmento interno gerado
pela digestdo do DNA da planta (nesse caso, as mesmas
enzimas serdo utilizadas) ou por enzimas que gerem um
fragmento menor, mas que fique compreendido entre os
dois sitios de restricdo que geraram o fragmento interno.
Dessa forma, uma Unica banda no Southern blot é esperada
como resultado da hibridizacdo. Esse tipo de digestdo leva
a um resultado em que somente a presenca (ou auséncia)
do transgene é comprovada, e seu nimero de cépias pode
ser estimado pela intensidade do sinal das amostras em
relacdo a um padrao conhecido (Figuras 3 e 4).

A E B H C
1 | 1 | 1
EE GUS NPT Il ED

Figura 3. Representagdo esquematica de vetor binario hipo-
tético, destacando-se os fragmentos que podem ser utilizados
como sonda. A = sonda A; B = sonda B; C = sonda C; E = sitio
de restricdo de EcoRI; H = sitio de restricdo de Hindlll; EE =
extremidade esquerda; ED = extremidade direita; GUS = gene
que codifica para a enzima 3-glucuronidase, sob controle do
promotor e do terminador do 35SCaMV; NPT Il = gene que co-
difica a enzima neomicina fosfotransferase, sob o controle do
promotor e do terminador do gene da nopalina sintase (nos).

llustragdo: Laura de Alencar Dusi
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Figura 4. Analise do numero de copias do T-DNA inserido no
genoma da planta de interesse por comparagéo da intensida-
de das bandas de referéncia e genémica utilizando a técnica
de Southern blot. Todos os DNAs foram digeridos com Hindlll
e EcoRl e hibridizados contra sonda B (Figura 3). Linha 1: DNA
plasmidial equivalente a uma cépia; linha 2: DNA de planta
transgénica contendo uma cépia do T-DNA; linha 3: DNA de
planta transgénica contendo trés cépias do T-DNA,; linha 4:
DNA de planta transgénica contendo cinco copias do T-DNA;
linha 5: DNA plasmidial equivalente a cinco copias. Observar
que, independentemente do nimero de copias de T-DNASs in-
serido, o resultado esperado é sempre um unico fragmento do
mesmo tamanho. Apenas a intensidade do sinal varia, sendo
diretamente proporcional ao nimero de copias de T-DNA.

Fonte: Romano (1998).

5.2 Digestdo do DNA da planta
com uma enzima que corte o
T-DNA somente uma vez

Neste caso, a sonda utilizada deve ser um fragmen-
to interno do T-DNA que esteja localizado fora do local
de corte da enzima escolhida no DNA a ser analisado,
do lado direito ou esquerdo do sitio de corte. Com tal
procedimento, é esperado que exista uma relacdo direta
entre o nimero de bandas obtidas ap6s hibridizacado e o
numero de copias do T-DNA (Figuras 3 e 5). E possivel que
uma banda contenha mais de uma cépia do T-DNA, o que
deve ser determinado pela comparacao da intensidade
das bandas. Fragmentos de restricdo contendo mais de
uma cépia de T-DNA sdo frequentemente observados
quando T-DNAs estao integrados de forma concatenada
(em série) (Figuras 3, 6 e 7) (SABELLI; SHEWRY, 1995).



Figura 5. Andlise do nimero de fragmentos do transgene inseridos no genoma da planta de interesse utilizando a técnica de
Southern blot. Nesse caso, os T-DNAs foram integrados ao genoma vegetal em sitios distintos. A) Todos os DNAs foram digeridos
com EcoRl e hibridizados contra sonda A (Figura 3); B) Todos os DNAs foram digeridos com Hindlll e hibridizados contra sonda C
(Figura 3). Linha 1: DNA plasmidial equivalente a uma cépia; linha 2: DNA de uma planta transgénica contendo uma copia do T-DNA,;
linha 3: DNA de uma planta transgénica contendo trés copias do T-DNA; linha 4: DNA de uma planta transgénica contendo cinco
copias do T-DNA; linha 5: DNA plasmidial equivalente a cinco copias. Observar que, no caso de os T-DNAs integrarem-se ao geno-
ma da planta de interesse em locais distintos, e ndo em série, 0 nimero de bandas corresponde ao numero de copias do T-DNA. A
diferenca entre as letras A e B é apenas o tamanho dos fragmentos de restrigcao.

Fonte: Romano (1998).
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Figura 6. Andlise pelo nimero de bandas. Nesse caso, trés cépias do T-DNA foram integradas ao genoma vegetal, das quais duas
foram inseridas em série e na mesma diregdo (A), como no esquema apresentado. B) Todos os DNAs foram digeridos com EcoRI e
hibridizados contra a sonda A (Figura 3). C) Todos os DNAs foram digeridos com Hindlll e hibridizados contra a sonda C (Figura 3).
Linha 1: DNA plasmidial equivalente a uma copia; linha 2: DNA de uma planta transgénica contendo trés copias do T-DNA; linha 3: DNA
plasmidial equivalente a cinco cépias.

Fonte: Romano (1998).




Eco Rl Hind Il Hind 1l Eco Rl
I I

EE GUS NPT I ED ED NPT II GUS EE

Figura 7. Analise do nimero de fragmentos do T-DNA inseridos no genoma da planta de interesse utilizando a técnica de Southern
blot. Nesse caso, trés copias do T-DNA foram integradas ao genoma vegetal, das quais duas foram inseridas em série e em sentidos
opostos (A), como no esquema apresentado. B) Todos os DNAs foram digeridos com EcoRI e hibridizados contra sonda A (Figura 3).
C). Todos os DNAs foram digeridos com Hindlll e hibridizados contra sonda C (Figura 3). Linha 1: DNA plasmidial equivalente a uma copia;
linha 2: DNA de uma planta transgénica contendo trés copias do T-DNA; linha 3: DNA plasmidial equivalente a cinco copias. Observar
que, nesse caso, a mesma planta pode apresentar nimeros de fragmentos diferentes, com intensidades diferentes, dependendo da
enzima de restri¢c&o e da sonda utilizada nos experimentos de Southern blot.

Fonte: Romano (1998).
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1 Introducédo

A hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) é
utilizada para a localizacdo de sequéncias de DNA em
preparagdes citolégicas contendo cromossomos, que se
ligam as regides com as quais possuem complementari-
dade. A deteccdo se da pela observacao da fluorescéncia
no local onde a sonda de DNA marcada hibridiza com o
DNA complementar, permitindo a localizacéo fisica da
sequéncia-alvo no cromossomo. A FISH é considerada
atualmente sindnimo de hibridizacao in situ de DNA em
cromossomos. O desenvolvimento da FISH foi funda-
mental na evolucgéo da citogenética classica para a era da
citogenética molecular e gendémica.

A técnica de hibridizacdo de DNA-DNA foi ini-
cialmente descrita em 1961 (SCHILDKRAUT et al., 1961)
e logo estendida para preparagdes citologicas (JOHN
et al, 1969; PARDUE; GALL, 1969), em que o DNA-alvo
era desnaturado in situ, antes da hibridizacado e, assim,
estabelecida a hibridizacdo in situ (ISH).

A introducdo do sistema biotina-estreptavidina ou
boitina-avidina e a producao de nucleotideos biotinila-
dos (deoxiuridina trifosfato-dUTP), no inicio da década de
1980 (LANGER et al., 1981), permitiram a substituicdo de
sondas radioativas pelas nao radioativas. Varios analogos
de nucleotideos estao hoje disponiveis, entre eles, a digo-
xigenina-dUTP. Quando esses analogos estao associados
a um fluoréforo, a deteccdo da hibridizacdo é feita de
forma direta, por meio da observacéo do fluoréforo incor-

porado a sonda, usando a microscopia de fluorescéncia.
A deteccdo mais comumente feita é de forma indireta,
por meio de moléculas ou anticorpos especificos que
possuem afinidade ao analogo do nucleotideo na sonda
e que estdo conjugados com fluoréforos (Capitulo 11).

A aplicacao da FISH é bastante ampla e inclui o
ordenamento (mapeamento) fisico de sequéncias de
DNA nos cromossomos permitindo a deteccao de clones
quiméricos; a identificacdo e caracterizacdo de cromos-
somos ou segmentos enddgenos ou exdgenos; e fornece
indicativos de rearranjos e abundancia de sequéncias no
genoma. Essas informagdes auxiliam na compreensdo
dos mecanismos e formas de evolucdo, desenvolvimento,
relagdes filogenéticas do organismo, entre outros (JIANG;
GILL, 2006). Assim, fornecem conhecimento mais amplo
e complexo da estrutura, funcao, organizacao e evolucao
de genes e genomas. As informagdes obtidas via FISH
facilitam o estabelecimento de relagdes estreitas entre a
biologia celular, citogenética convencional e molecular,
filogenia, evolucdo e genémica.

Além de ser uma técnica rapida e in situ, a FISH
apresenta alta resolucdo, contraste, sensibilidade, ndo
utiliza radioisdtopos e permite a observacao simultanea
de mais de um tipo de DNA-alvo por meio do uso de
diferentes sistemas de marcacao-deteccdo (DEVI et al.,
2005). A observacao dos sitios de hibridizacdo é feita
em microscépio de epifluorescéncia, onde o espécime
é iluminado por uma radiacdo com baixo comprimento
de onda (luz ultravioleta, gerada por lampada de mer-



curio), selecionada por um filtro (excitagdo) especifico
para as moléculas fluorescentes no espécime (Figura 1).
A radiacdo é absorvida, e o fluoréforo emite radiagéo.
Para observacao, a luz emitida passa por filtros separado-
res de raios dicromaticos e, entdo, é separada da luz de
excitacao (absorcdo) por um filtro de barreira. A imagem
fluorescente é entdo formada contra um fundo escuro
de alto contraste para ser observada no microscépio
(Figura 1).

As sondas utilizadas na FISH podem ser de tama-
nhos que variam desde 15 pb a 1 Mpb, dependendo do
tipo de DNA-alvo, mas geralmente possuem de 200 pb
a 300 pb. Ainda, pode-se utilizar um conjunto de varias
sondas marcadas diferentemente, e assim cobrir uma
grande extensao do DNA-alvo. Para deteccao de se-
quéncias repetitivas no genoma, as sondas podem, por
exemplo, ser oriundas de amplificacdes por reacdo da
polimerase em cadeia (PCR, Capitulo 10) de parte de ele-
mentos repetitivos de DNA, ou, ainda, oligonucleotideos
sintéticos. Para deteccdo de DNA-alvo com loci Unicos, as
sondas podem ter como origem DNAs complementares
(cDNAs) ou fragmentos clonados de DNA gendmico. Para
deteccao de regides cromossémicas, podem-se utilizar,
por exemplo, sequéncias de bibliotecas genémicas ou
de cDNA (por exemplo, ESTs, YAC ou BAC). Clones BAC
sao comumente utilizados para deteccao de sequéncias
ja mapeadas em regides especificas dos cromossomos e
presentes no clone.

_ Detector

Lente ocular

Filtro de barreira

Espelho dicroico

Filtro de excitagdo

Lente objetiva

Espécime

Figura 1. Esquema do caminho oOptico de iluminagdo do mi-
croscopio de epifluorescéncia.

llustragdo: Laura de Alencar Dusi

A resolucao da FISH para cromossomos metafasi-
cos éde 5 Mb a 10 Mb de distancia entre alvos adjacentes,
enquanto para cromossomos prometafasicos, é de ape-
nas 2 Mb (JIANG; GILL, 2006). Para cromossomos meio-
ticos, a resolucao é de aproximadamente 1 Kb (DE JONG
etal., 1999).

O uso da FISH em plantas teve inicio em 1985 e
tornou-se rotina em diversas areas como, por exemplo,
mapeamento gendmico, incluindo mapeamento fisico de
sequéncias repetitivas de DNA e de familias multigénicas
(JIANG; GILL, 1994). Essa técnica traz também contribui-
¢Oes para deteccao de variacdes somaclonais resultantes




de cultura de tecidos, nas quais o nimero e posicdo de
sequéncias de DNA especificas podem ser comparados
entre plantas regeneradas in vitro e aquelas que nao

passaram pela cultura de tecidos (DEVI et al., 2005).

A FISH tornou-se também estratégica no estudo
de plantas transgénicas: a) na determinacao da posicdo
de insercdo de transgenes em regides especificas do
cromossomo; b) nas analises de expressao génica e he-
reditariedade (SCHWARZACHER, 2009); ¢) na confirmagao
do tipo de integracao (completa, parcial ou concatena-
da) (SOMERS; MAKAREVITCH, 2004); d) na avaliacao da
estabilidade do transgene no genoma hospedeiro (VAIN
et al., 2002); e) na interpretacao do efeito da posicdo do
transgene que traz implicacbes na sua expressao em
diferentes gera¢des e linhagens transgénicas (MATZKE;
MATZKE, 1998); f) na identificacdo de sitios preferenciais
(hot spots) para a integracdo de transgenes (TAGASHIRA
etal., 2005).

Neste capitulo, sdo apresentados procedimentos
experimentais da técnica FISH em uso no laboratério
de microscopia da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, com algumas adaptacdes, de
Capdeville et al. (2009) e Schwarzacher e Heslop-Harrison
(2000). Variacbes e etapas experimentais adicionais, que
possam ser necessarias, dependendo do tipo de amostra
ou da sequéncia a ser detectada, podem ser encontradas

na literatura disponivel.

2 Limpeza de laminas
histologicas

2.1 Material

« Cuba de vidro para coloracdo de oito laminas,
com tampa.
+ Detergente neutro 5% (v/v).

« Laminas histolégicas com borda fosca (76 mm x
26 mm).
+ Lenco de papel.

+ Solugao de etanol 70% (v/v).

2.2 Procedimento

1. Colocar laminas histoldgicas na cuba, contendo de-
tergente neutro, por pelo menos 2 horas.

2. Descartar o detergente, enxaguar com agua corrente
por 10 a 15 minutos até que todo o detergente seja
removido e colocar 4gua destilada por 1 hora.

3. Descartar a agua e colocar solucdo de etanol 70% por
12 horas, com a tampa, para evitar evaporagao.

4. Quando for utilizar, remover a lamina da cuba e es-
correr o excesso de etanol sobre lenco de papel, sem
esfregar ou arrastar.

Esfregar fortemente o papel na lamina pode causar ranhuras visiveis
ao microscépio de fluorescéncia, que poderao refletir luz e interferir na
imagem apds a hibridizagao in situ.



2.3 Observacgdo

O sucesso da FISH depende de um conjunto de ca-
racteristicas que envolvem, na etapa inicial, a boa qualida-
de da ldamina. Laminas com superficie irregular, engordura-
das, arranhadas e empoeiradas nao devem ser utilizadas.
Existem no mercado laminas de alta qualidade, aderentes
e resistentes a solventes, ideais para uso em FISH.

3 Obtencgdo de meristema
radicular e preparacéo de
cromossomos mitéticos

3.1 Material

. Acido citrico monoidratado (C6H807.H20) 100 mM:

dissolver 2,1 g de acido citricoem 100 mL de agua
destilada.

« Banho-maria ou incubadora a 37 °C.
« Bico de Bunsen.
« Bisturi.

- Citrato trissodico dihidratado (C,H,Na,0,2H,0)
100 mM: pesar 2,94 g de citrato trissédico e com-
pletar para 100 mL com agua destilada.

« Estilete.

« Gelo seco ou nitrogénio liquido.

« Laminulas (18 mm x 18 mm).

« Laminas histoldgicas limpas (item 2.1 Material).
« Lapis com ponta de diamante.

« Microscépio com contraste de fase.

+ Microscépio de epifluorescéncia.

+ Microscopio estereoscopico.

« Pinca com ponta fina.

« Placa de Petri (48 mm x 12 mm).

+ Solucao de acido acético 45% ou 60% (v/v).

+ Solucao de DAPI (dihidrocloreto de 4,6-diamidi-
no-2- fenilindol) 200 png/mL: dissolver 2 mg de DAPI
em 10 mL de 4gua estéril e armazenar a -20 °C.

DAPI é considerado um agente mutagénico. Sua manipu-
lacéo deve ser feita com luvas, 6culos e mascara.

+ Solucao de enzimas | (10 mL):

Componente Quantidade Concgntragao
final

Tampéo citrato trissodico 1mL 1X

10X

Enzima celulase Onozuka 0,02¢g 0,2%

R10 Thricoderma viride

0,96 U/mg

Enzima celulase 0,18g 1,8%

Thricoderma sp. 4,7 U/mg

Enzima pectinase 0,309 3,0%
Rhizopus sp. 3,5 U/g

H,O g.s.p. 10 mL

Colocar 1 mL do tampéo, adicionar as enzimas e completar o volume com agua.
Misturar por inversdo em tubo e armazenar a -20 °C.




+ Solucéo de etanol 70% (v/v).

- Solucdo de 8-hidroxiquinolina (8-HQ) 2 mM:
pesar 0,29 g de 8-hidroxiquinolina e completar
para 1.000 mL com dgua destilada.

8-HQ é uma substancia toxica por ser inibidora de diviséo
celular. Sua manipulagdo deve ser feita com luvas em
capela de exaustao.

- Solucao fixadora: etanol: acido acético, 3:1 (v:v).

+ Solucao fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,)
200 mM: diluir 200 mL de Na,HPO, 1M (Apéndice
4) em 800 mL de agua destilada.

« Suporte vertical (estante) para laminas.

« Tampao citrato trissédico 10X (100 mL):

Componente Quantidade Concgntragao
final

Acido citrico monoidratado 40 mL 40 mM

100 mM

Citrato trissddico 60 mL 60 mM

dihidratado 100 mM

A mistura acido-base na proporgédo indicada resultara em solugéo com pH 4,6.
Armazenar a 4 °C.

« Tampao Mcllvaine pH 7,0:

. Concentragéo
Componente Quantidade final
Na,HPO, 200 mM 82 mL 164 mM
Acido citrico 18 mL 18 mM

monohidratado 100 mM

A mistura acido-base na proporgédo indicada resultara em solugéo com pH 7,0.
Armazenar a 4 °C.

Na,HPO, 200 mM: pesar 28,4 g e completar o volume para 1 L de agua destilada.

« Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL ou frascos
com tampa.

3.2 Procedimento

1. Retirar de 5 mm a 10 mm da ponta da raiz, onde esta
o meristema radicular, com auxilio de pinca. Coletar 5
a 10 pontas de raizes, que estejam mais esbranquica-
das, turgidas e firmes.

E necessario determinar o horario em que a divisdo celular esteja in-
tensa para coleta da ponta de raiz, para cada espécie em estudo. Para
plantas de Brachiaria spp. mantidas em casa de vegetagao em Brasilia,
por exemplo, grande nimero de células em metafase mitética é encon-
trado por volta de 9h30; ja para Arachis spp., o horario ideal € 12h00.

2. Imergir imediatamente as pontas de raizes cole-
tadas em frasco com tampa contendo solucao de
8-HQ 2 mM, por 2 horas, a temperatura ambiente.
Recomenda-se trocar por nova solucdo e colocar por
mais 2 horas a 4 °C.

O volume da solugéo deve corresponder a, no minimo, cinco vezes o
volume ocupado pelas amostras. A temperatura para inibicdo de meta-
fase recomendada € a mesma temperatura em que as raizes cresciam,
pois permite que o ciclo mitético continue até o estadio de metéfase, no
qual devera ocorrer a inibicdo. O tempo de incubagédo na 8-HQ varia de
acordo com o material. Por exemplo, experimentos com Arachis spp.
indicaram 6timos resultados apés 2 horas de pré-tratamento a tempe-
ratura ambiente, seguidas por 1 hora a 4 °C, enquanto, em Brachiaria
spp., 0 tempo mais adequado € de 1 a 2 horas a temperatura ambiente.
Amostras de outras espécies podem ser incubadas por 12 horas a 4 °C.
Existem outros agentes antimitéticos que podem ser utilizados, tais
como colchicina, bromouracila, bromonaftaleno, etc.

3. Retirar a solucdo de 8-HQ do frasco e acrescentar a
solucdo fixadora recém-preparada por 2 a 24 horas a



4 °C, trocando a solucao por uma fresca apés a pri-
meira hora.

Apos fixagdo, as amostras podem ficar armazenadas em etanol 70%,
a 4 °C, por 2 a 3 meses até sua utilizacdo. Entretanto, o tempo de
armazenamento vai depender da amostra e deve ser determinado
experimentalmente.

4. Aquecerasolucaodeenzimasla37°Cpor 15 minutos.

5. Selecionar cinco a dez pontas de raizes ndo oxidadas,
turgidas, intactas e colocar em placa de Petri con-
tendo tampdo citrato trissédico 1X por 5 minutos.
Repetir o procedimento mais duas vezes.

Amostras ndo devem sofrer dessecacao. Para tanto, as trocas de so-
lugbes devem ser rapidas, e sempre em volume maior do que aquele
ocupado pelas amostras.

6. Remover cuidadosamente o tampdo da placa com
auxilio de pipeta e adicionar a solucdo de enzimas |
pré-aquecida, até cobrir completamente as amostras.
Incubar a 37 °C por 30 a 90 minutos.

Experimentos conduzidos com Arachis spp. e Brachiaria spp. indica-
ram 6timos resultados apos incubagao por 45 minutos. O tempo de
digestdo e a composicdo da solucdo de enzimas | dependerao dos
componentes e estrutura das paredes celulares da espécie em estudo,
e deverdo ser determinados experimentalmente.

7. Remover cuidadosamente a solucao de enzimas | com
auxilio de pipeta, adicionar tampao citrato trissédico
1X, pré-resfriado a 4 °C, até cobrir completamente as
amostras, e lavar por 5 minutos. Repetir a lavagem
com tampao por trés vezes. Selecionar as pontas de
raizes integras em microscopio estereoscopico.

Apos digestdo da parede celular vegetal, as pontas de raizes ficam
frageis e quebradicas e, portanto, € necessario muito cuidado para
remocgdo de solucdes e manuseio das raizes. A solugdo enzimatica
utilizada pode ser guardada a -20 °C para reutilizagdo, resguardando-
-se o0 risco de contaminagdo entre materiais. Sugere-se manter um
frasco de enzima para cada material bioldgico.

8. Depositar uma gota com 50 pL de 4cido acético 45%
ou 60% no centro da lamina e transferir uma ponta
de raiz digerida para a gota. Isolar a regidao meriste-
matica (1 mm a 3 mm da extremidade) com auxilio
de pinca e bisturi, em microscopio estereoscopico,
descartando tecidos adjacentes.

As células meristematicas radiculares normalmente se soltam apenas
com uma leve pressao na regido da coifa.

9. Separar cuidadosamente as células meristematicas
com movimentos circulares na superficie da gota
utilizando o estilete. Cobrir com laminula e fazer leve
pressao para espalhar as células.

Recomenda-se o uso de laminula com dimensdo de 18 mm x 18 mm
para reduzir a area de espalhamento das células. Pode-se utilizar a
ponta de uma pinca para bater levemente sobre a laminula ou utilizar
o proprio dedo polegar com um papel de filtro sobre a laminula para
fazer a presséo. Deve-se tomar cuidado para nédo deslizar a laminula
sobre a lamina de forma a nao danificar os cromossomos.

10. Observar a lamina em microscépio com contraste de
fase e verificar o espalhamento das células. Se neces-
sario, refazer o esmagamento com maior pressao.

Caso sejam observados diferentes planos de foco para 0 mesmo con-
junto de cromossomos, aquecer rapidamente a lamina em chama de
bico de Bunsen para auxiliar na expanséo da area celular e hidrélise
de elementos do citoplasma, facilitando o melhor espalhamento e
adesdo dos cromossomos a superficie da lamina.
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Foto: Luana Mesquita

Em caso de dificuldade para observagdo dos cromossomos em mi-
croscopia de fase, pode-se tratar uma ou duas laminas com 70 pL
de DAPI 2 pg/mL (100 pL de DAPI em 10 mL de tamp&o Mcllvaine),
colocar uma laminula e observar em microscoépio de epifluorescéncia
ap6s 10 a 20 minutos na solugao (Figura 2). Caso nenhuma metafase
seja observada na lamina, repetir as etapas 8 a 10 deste item com
outra amostra e assim sucessivamente, até que se encontrem laminas
com boas metafases.

11. Caso a lamina observada (em microscopia de fase ou
de epifluorescéncia com DAPI) tenha material com
boa qualidade (metéfases bem espalhadas), colocar
a lamina diretamente sobre uma superficie de gelo
seco por 2 minutos ou mergulhar a lamina em ni-
trogénio liquido lentamente, por 5 a 10 segundos,

Foto: Rosana Falcdo

\

Arachis hypogaea

12.

com auxilio de pinca. Retirar a lamina do ambiente
frio e remover imediatamente a laminula com auxilio
de bisturi. Marcar as bordas da drea onde estava a
laminula (ou seja, area onde os cromossomos foram

espalhados) usando lapis de diamante.

Deixar laminas selecionadas secarem horizontalmen-
te em uma estante, a temperatura ambiente, por
12 horas e refinar a selecao de laminas em micros-
copio com contraste de fase (sem necessidade de
utilizar laminula). As laminas devem ter, pelo menos,

cinco preparagdes com alta qualidade, ou seja, cinco

Musa acuminata Brachiaria decumbens

Figura 2. Cromossomos pré-metafasicos tratados com DAPI, observados em microscépio de epifluorescéncia e fotodocumentados

em preto e branco ou cor.

Foto: Luana Mesquita



metafases completas (todos os cromossomos), bem
espalhadas e sem restos celulares.

13. Prosseguir com as laminas selecionadas diretamente
para hibridizacdo in situ [ir para o item 7 Hibridizacdo
in situ por fluorescéncia (FISH)] ou armazena-las a
-20 °C em caixa selada contendo silica gel para evitar
hidratagdo até a utilizacao.

3.3 Observacoes

Para obtencao de células mitéticas, os melhores
materiais vegetais sao meristemas radiculares jovens.
O momento de maior atividade mitética de uma determi-
nada espécie vegetal depende de fatores como tempe-
ratura, fotoperiodo e época do ano. A determinacao dos
picos mitoéticos (quando ocorre maior atividade mitética
no meristema radicular) é essencial para uma boa prepa-
racdo de laminas.

Para uma boa digestao enzimdtica, as enzimas, e
sua concentracdo, devem ser determinadas experimen-
talmente.

Aqui estao descritos reagentes e métodos testados
com sucesso em Brachiaria brizantha e Arachis hypogaea
(NIELEN et al., 2010a, 2010b, 2011).

A selecdo rigorosa de laminas contendo boas
metafases é absolutamente necessdria para o sucesso da
FISH.

4 Obtencdo de microsporécitos
e preparacdo de cromossomos
em paquiteno

4.1 Material

- Banho-maria ou incubadora a 37 °C.
- Bisturi.

- Corante carmim acético:

Componente Quantidade  Concentracao final
Carmim 19 1%

Acido acético glacial 45 mL 45%

H,O g.s.p. 100 mL

Armazenar a temperatura ambiente em vidro escuro.

&

« Corante fucsina acida em lactofenol:

Acido acético é inflamavel, corrosivo, irritante
para as vias respiratérias e causa queimaduras
na pele. Sua manipulagdo deve ser feita com
luvas, 6culos e mascara em capela de exaustéo.

Componente Quantidade Concentragao final
Fucsina &cida 1g 1%

Acido acético glacial 1mL 1%
Solugéo de lactofenol 50 mL 50%

H,O g.s.p. 100 mL

Acido acético é inflamavel, corrosivo, irritante
para as vias respiratorias e causa queimaduras
na pele. Sua manipulagdo deve ser feita com
luvas, 6culos e mascara em capela de exaustéo.

%



Enzima citohelicase (Helix pomatica) 1%: dissol-
ver 0,1 g em 10 mL de tampao citrato trissédico
1X (item 3.1 Material).

Enzima celulase Onozuka R10 1% (dissolver 0,1 g
em 10 mL de tampao citrato trissédico 1X; item
3.1 Material).

Enzima pectoliase (Aspergillus japonicus) 1%:
dissolver 0,1g (0,94 U/mg) em 10 mL de tampao

citrato trissédico 1X (item 3.1 Material).
Estilete ou agulha com ponta grossa.
Laminas histoldgicas.

Laminulas (18 mm x 18 mm).
Microscopio de luz.

Microscopio estereoscépico.

Pinca com ponta fina.

Pipeta com ponta fina.

Placa aquecedora a 55 °C.

Solucdo de acido acético 60% (v/v).

Solucédo de DAPI (item 3.1 Material).

DAPI é considerado um agente mutagénico. Sua manipu-
lacéo deve ser feita com luvas, 6culos e méascara.

Solugéo de etanol 70% e 90% (v/v).

« Solucédo de enzimas Il

Componente Quantidade Concfgntragao
inal

Enzima celulase 1mL 0,3%

Onozuka R10 1%

Enzima citohelicase 1% 1mL 0,3%

Enzima pectoliase 1% 1mL 0,3%

Misturar por inversdo em tubo até a completa homogeneizagéo.
« Solucdo fixadora: etanol: 4cido acético; 3:1 (v:v).

« Solucao de lactofenol:

Componente Quantidade  Concentragao final
Fenol 10 mL 20%

Acido latico 10 mL 20%
Glicerina 20 mL 40%

H,O g.s.p.50 mL

Armazenar & temperatura ambiente em vidro escuro.

Fenol é toxico por inalagdo, em contato com
a pele e por ingestédo. Provoca queimaduras e
apresenta risco de efeitos graves para a saude
em caso de exposicado prolongada. Sua manipu-
lacao deve ser feita com luvas, 6culos e mascara
em capela de exaustao.

« Tampao Mcllvaine (item 3.1 Material).
« Tampao citrato trissédico 10X (item 3.1 Material).

- Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL ou frascos
com tampa.

4.2 Procedimento

Um esquema geral do procedimento para isola-
mento de cromossomos paquiténicos pode ser encontra-
do na Figura 3A.



1. lIsolar flores com comprimentos variados, em fases de
desenvolvimento anteriores a antese, e colocar cada
flor em um frasco contendo solucéo fixadora recém-
-preparada, a temperatura ambiente, por 1 hora. Trocar
a solucao fixadora por uma nova e manter a 4 °C por
mais 24 horas.

2. Remover o fixador, adicionar etanol 70% e manter a
4 °C por, pelo menos, mais 12 horas.

3. lIsolar as anteras de cada flor, em uma placa contendo
etanol 70%. Observar em microscépio estereoscépico
a dimensao, cor e estrutura das anteras, para estimar a
etapa de divisdo meidtica correspondente (Figura 3B).

4. Colocar apenas uma antera em uma gota de fucsina
acida, de carmim acético ou de DAPI sobre uma lamina
histoldgica. Manter as demais anteras em etanol 70%.

Corantes como fucsina e carmim tém um custo baixo e podem ser ob-
servados em microscopia de luz, permitindo uma nogao geral da célula
e dos cromossomos. Ja DAPI s6 pode ser observado em microscopio
de epifluorescéncia.

5. Macerar a antera na gota sobre a lamina com auxilio
de estilete, cobrir com uma laminula e fazer leve
pressao com movimentos circulares para liberar os
microsporocitos da antera. Remover o excesso de
corante com lenco de papel.

6. Examinar a lamina com a uUnica antera macerada
em microscépio com contraste de fase (fucsina ou
carmim) ou epifluorescéncia (DAPI) e confirmar se a
antera possui microsporécitos em estadio paquiteno,

com cromossomos espalhados parecendo fios alon-
gados (Figura 3C).

Para Musa acuminata, por exemplo, uma das cinco anteras presentes
na flor é usada para preparagao de seis laminas com cromossomos
paquiténicos, enquanto para Phaseolus vulgaris, uma flor é utilizada
para cada lamina.

7. Transferir para tubo de centrifuga as demais anteras
mantidas em etanol 70% (item 4 desta secdo) que cor-
respondam aquela na qual foi observada a presenca
de cromossomos em paquiteno (etapa 6 deste item).
Lavar as anteras por 5 minutos em agua deionizada.
Remover a dgua com auxilio de pipeta e lavar duas
vezes com tampao citrato trissédico 1X por 5 minutos.

8. Remover o tampdo e incubar as anteras em 1 mL de
solucdo de enzimas Il por 2 horas a 37 °C. Colocar o
tubo no gelo, retirar a solugao enzimatica e desidratar
sequencialmente as anteras em solucdo de etanol 70%,
90% e etanol absoluto por 5 minutos em cada vez.

O numero de unidades enzimaticas a ser utilizado na preparagéo da
solugéo de enzimas Il, bem como tempo de digestao, dependera do
tipo de amostra e devera ser determinado experimentalmente.

9. Remover o etanol, adicionar de 50 pL a 100 uL de
solucdo fixadora e macerar as anteras com auxilio
de estilete ou agulha com ponta grossa até obter
suspensao homogénea de células.

10. Umedecer a lamina com vapor de dgua, colocando-a
sobre um béquer com agua destilada em ebuligao.



_’ _’ ’ _’

Digerir e macerar anteras Depositar suspensdo sobre a limina Aplicar gotas de fixador
para obter suspensio nuclear. e espalhar com estilete. em torno da suspensio.
l" .‘[
: X ™
' \
| H /
-. X
v
.
- ‘r' S - -
- "
" A
—p —_— i .
Inclinar ldmina Colocar limina em placa aquecedora
e lavar com fixador a 4 °C. a 42 °C por 2 minutos.

Foto: Rosana Falcao

Foto: Tomas Felipe Costa do Rego
Foto: Marcelo Picanco de Farias

Figura 3. Obtencdo de cromossomos em paquiteno. A) Esquema das etapas de preparagdo de laminas contendo cromosso-
mos em paquiteno. B) Anteras isoladas de Phaseolus vulgaris em microscopio estereoscopico com suas dimensoes assinaladas.
C) Microsporécitos de Elaeis guineensis com cromossomos em paquiteno tratados com DAPI em microscépio de epifluorescéncia.
D) Cromossomos de Musa acuminata em paquiteno tratados com DAPI| em microscépio de epifluorescéncia.

llustragao: Laura de Alencar Dusi
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Umedecer a lamina permite o melhor espalhamento da amostra sobre
a superficie. Deve-se segurar a lamina com auxilio de uma pin¢a longa.

E importante manter a area de espalhamento da gota restrita ao centro
da lamina histoldgica para impedir que o material se disperse por toda
a superficie. Este procedimento facilitara a busca de cromossomos,
bem como economia de solugdo, durante a hibridizacao in situ.

11. Colocar 20 uL da suspensao homogénea de células
(etapa 9 deste item) no centro da lamina umedecida.
Colocar a lamina na placa aquecedora a 55 °C g, ra-
pidamente, adicionar 60 uL de acido acético 60% a
amostra, espalhando a solu¢ao com auxilio de estile-
te ou agulha por 2 minutos, sem que a agulha toque

na lamina.

12. Quando a quantidade da amostra adicionada de 4cido
acético atingir metade do volume inicial em razédo
da evaporacdo, adicionar 40 ulL de solucédo fixadora
resfriada a 4 °C em gotas ao redor da amostra. Em
seguida, retirar a lamina da placa e lavar com solucdo
fixadora resfriada a 4 °C para remover excesso de resi-
duos. Deixar alamina na placaa 55 °C por 1 a 2 minutos
para secar.

13. Retirar a lamina da placa e analisar a qualidade dos
Cromossomos em microscopio com contraste de
fase (sem necessidade de montar com laminula) ou
epifluorescéncia (apos tratamento com solucao de
DAPI e montagem com laminula). Selecionar laminas
contendo cromossomos paquiténicos bem espalha-
dos e sem restos celulares, como aqueles ilustrados
na Figura 3D.

4.3 Observagoes

Deve-se determinar o tamanho dos botdes flo-
rais para coleta para cada espécie vegetal em estudo.
As coletas devem anteceder a antese, com pétalas e
sépalas ainda fechadas. Botdes de Phaseolus vulgaris
com 3 mm de comprimento contém, por exemplo, cinco
anteras de 1,5 mm a 2,0 mm de comprimento. Botbes de
Musa acuminata com 2 cm de comprimento, presentes
em camadas internas das bracteas, possuem anteras de
09 cm a 1,2 cm de comprimento (CAPDEVILLE et al.,
2009).

Durante a divisao celular meidtica, os cromos-
somos tém conformacgdes tipicas para cada etapa, que
podem ser identificadas em microscopia de contraste de
fase ou de luz apds coloracgao.

O estadio de paquiteno (profase I) é caracterizado
por cromossomos pareados, em sinapse e com filamen-
tos espessos.

5 Fixagdo de preparacoes
contendo cromossomos

5.1 Material

« Cloreto de magnésio 1 M (MgCl, 1 M; Apéndice 4).
« Cuba para coloracdo com tampa.

- Etanol absoluto a-20 °C.




+ Solucdo de etanol 70% e 90% (v/v).

« Solucéo de formaldeido 1,48%:

Componente Quantidade Concentracao final
Formaldeido PA = 4,0 mL 1,48%

37%

MgCl, 1 M 5,0 mL 50 mM
Tampao PBS 10X 10,0 mL 1X

H,O g.s.p. 100 mL

Formaldeido é considerado provavel agente
mutagénico e altamente todxico por inalacéo,
contato com pele e por ingestédo. Provoca quei-
maduras e apresenta risco de efeitos graves
para a salde em caso de exposicéo prolongada.
Sua manipulagdo deve ser feita com luvas, 6cu-
los e mascara em capela de exaustéo.

« Tampao fosfato salina - PBS 10X (Tampao PBS
10X; Apéndice 4).

5.2 Procedimento

Opcao 1: fixacao com formaldeido

1. Colocar oito laminas contendo cromossomos na
cuba. Reidratar sequencialmente os cromossomos
com etanol absoluto, 90% e 70%, por 5 minutos em
cada solucao.

2. Remover o etanol e adicionar solucao de formaldeido

a 1,48% por 10 minutos, em capela de exaustao.

3. Remover a solucao de formaldeido e adicionar agua
bidestilada a cuba. Repetir o processo de lavagem
em agua por trés vezes (etapas 1 a 3 deste item), por
5 minutos cada vez. Retirar laminas, colocar em
estante para secar horizontalmente a temperatura
ambiente.

Opcao 2: fixacao com etanol absoluto

1. Colocar oito ldminas na cuba contendo etanol abso-
luto por 12 a 24 horas a-20 °C.

2. Retirar as [aminas e deixar secar horizontalmente a
temperatura ambiente.

5.3 Observacoes

Em razdo das inUmeras lavagens e tratamentos a
que as laminas sdo submetidas durante o experimento,
€ necessario fixar os cromossomos nas laminas de forma
que os cromossomos nao sejam removidos ou morfologi-
camente alterados.

Deve-se ter atencdo ao colocar a ultima lamina,
voltando sua face contendo cromossomos para o interior
da cuba, evitando, assim, o arraste da amostra.

A fixacdo com formaldeido pode apresentar
melhores resultados na preservacdo dos cromossomos
quando comparada a fixacdo com etanol. Entretanto, a
manipulagao do formaldeido deve ser mais cautelosa, em
razéo de sua toxicidade.



6 Pré-hibridizacéo

6.1 Material

« Acido cloridrico (HCI) 0,01N: diluir 4 mL de HCl
2,5N (Apéndice4) em 1.000 mL de dgua destilada.

= Acido cloridrico é um écido forte, altamente
- = toxico e corrosivo. Sua manipulacéo deve ser
feita com luvas, 6culos e mascara em capela de

exaustao.
Camara umida (para mais detalhes, ver Capi-
tulo 16).
Cloreto de magnésio 1 M (MgCl, 1 M; Apéndice 4).
Estufaa 65°Ce 37 °C.
Etanol absoluto.

Laminula plastica: filme plastico do tipo PVC
(24 mm x 50 mm) para cobrir a lamina.

Pepsina a 500 mg/mL: diluir 0,5 g de pepsina em
g.s.p. 1 mL de HCI 0,01N.

Pepsina a 10 pg/mL: diluir 4 uL de pepsina a
500 mg/mL em g.s.p. 200 mL de HCI 0,01 N.

RNase A 100 pg/mL: diluir 5 pL de RNase A
10 mg/mL (sem DNase) (Apéndice 4) em 495 ulL
de tampado SSC 2X (Apéndice 4).

Solucao de etanol 70% e 90% (v/v).

Solucao de formaldeido 1,48% (item 5.1 Material).

- Tampao fosfato salina 10X (Tampao PBS 10X;
Apéndice 4).

« Tampao SSC 20X (Apéndice 4).
6.2 Procedimento

1. Colocar laminas previamente fixadas (sec¢do 5) a 65 °C
por 30 minutos e, em seguida, a 37 °C por 2 ou 12 horas
a temperatura ambiente.

2. Posicionar as laminas horizontalmente sobre um
suporte e adicionar 100 pL/lamina de RNase A sobre
a drea demarcada na lamina contendo cromossomos.
Colocar uma laminula plastica para cobrir a area cui-
dadosamente (sem arraste) e incubar a 37 °C durante
1 hora em camara Umida.

O pléastico para cobrir a lamina histoldgica durante as etapas de pré-
-hibridizacdo pode ser cortado (24 mm x 50 mm), pois tem menor
peso que laminulas de vidro. A posi¢do horizontal das laminas para
incubacgédo permite a utilizacdo de menor quantidade de solucéo, e a
cobertura plastica garante uma distribuicao geral e uniforme.

3. Transferir as [aminas para cuba e lavar trés vezes com
tampao SSC 2X por 5 minutos cada vez. Remover a
laminula plastica sem arraste.

4. Remover o tampao e incubar em HCI 0,01 N por 2 mi-
nutos. Remover as laminas da cuba e escorrer excesso
no papel.

5. Posicionar as laminas horizontalmente, adicionar ime-
diatamente 200 plL/ldamina de pepsina a 10 pg/mL e



cobrir com laminula plastica. Incubar por 1 a 10 minutos
a 37 °C, dependendo do material.

A acdo da pepsina deve ser periférica aos cromossomos (resto
citoplasméatico e proteinas associadas ao DNA), pois visa a facilitar
a penetragdo dos componentes da solu¢éo de hibridizagdo. A acao
da pepsina pode ser prejudicial aos cromossomos menos compac-
tados, causando danos em sua estrutura. Portanto, a necessidade
do tratamento enzimatico, bem como o tempo adequado, devem ser
experimentalmente determinados.

6. Colocar as laminas com agua bidestilada na cuba,
removendo as laminulas com cuidado.

7. Remover o excesso de dgua e incubar em solucao de
formaldeido 1,48% por 10 minutos.

8. Remover excesso de formaldeido e incubar trés vezes
em tampao SSC 2X por 5 minutos cada vez.

9. Remover o tampéo e desidratar sequencialmente as
[dminas em etanol 70%, 90% e etanol absoluto por
3 minutos em cada vez.

6.3 Observacoes

Laminas contendo preparacdes citoldgicas devem
ser tratadas antes da hibridizacdo, visando eliminar restos
citoplasmaticos, manter a estrutura dos cromossomos e
aumentar a acessibilidade dos componentes da reacao
de hibridizacao.

Ap0ds colocar a cobertura plastica sobre a lamina,
sugere-se inverter as laminas (de cabeca para baixo) du-
rante asincubagdes para evitar precipitacdo de reagentes.

Para Brachiaria e Arachis spp., em vez de utilizar for-
maldeido, utiliza-se paraformaldeido 4% pois esse é mais
puro e, portanto, traz menos contaminagao a amostra.

7 Hibridizacdo in situ
por fluorescéncia (FISH)

Um esquema geral com as principais etapas da
FISH é apresentado na Figura 4.

7.1 Material

« Camara umida (para mais detalhes, ver Capitulo 16).
« Formamida PA.

+ Incubadora a 37 °C.

« Laminula (24 mm x 24 mm).

+ Laminulas plasticas (item 6.1 Material).

« Mistura de hibridizacdo (20 pL/lamina):

Componente Quantidade Concentragao final

Solugéo de sulfato de 10 uL 10%
dextrana 20% em HB50

Sonda 50 ng/uL 4 pL 200 ng
Tampao HB50

g.S.p. 20 pL

Preparar para até 10 laminas (200 pL). A essa mistura podem ser adicionados
EDTA 1,25mM e SDS 0,125%, desde que o tampéo fosfato de sédio 1 M do
HB50 seja trocado por quantidade similar de H,0.

« Placa aquecedora a 60 °C ou 80 °C.
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+ Solucdo de sulfato de dextrana 20%:

Componente Quantidade Concentragao final

Sulfato de dextrana 29 20%

Tampao HB50 g.s.p.10 mL

Aquecer a solugdo por 3 horas a 70 °C para dissolver a dextrana. Armazenar a
-20 °C em aliquotas de 1 mL em tubos de microcentrifuga.

« Sonda a 50 ng/pL(Capitulo 11).

« Tampao fosfato de s6dio1 M (Apéndice 4).

» Tampao HB50:

Componente Quantidade Concentracao final
Formamida PA 5,0 mL 50%
Tampao SSC 20X 1,0 mL 2X
Tampéo fosfato de 0,5 mL 50 mM

sodio 1 M

H,O g.s.p. 10 mL

Formamida é altamente toxica por inalacéo, contato com
pele e por ingestdo. Sua manipulagéo deve ser feita com
luvas, 6culos e mascara em capela de exaustéo.

« Tampao SSC 20X (Apéndice 4).

7.2 Procedimento

—_

Preparar a mistura de hibridizacdo com a sonda e
aquecé-la por 10 minutos a 92 °C em banho-maria
para desnaturacdo da sonda. Apos o aquecimento,
resfria-la em gelo imediatamente.

A mistura de hibridizac&o deve ser preparada imediatamente antes do
uso, em um tubo de microcentrifuga. A concentragéo final da sonda
deve ser estabelecida experimentalmente, mas sugere-se iniciar por
aproximadamente 200 ng/lamina.

2. Adicionar 20 pL da mistura de hibridizacdo a cada
lamina, colocar laminula de vidro e depositar [amina
sobre placa aquecedora a 80 °C por 2 minutos e meio,
ou a 60 °C por 6 minutos, para desnaturacdo do DNA
NoOs Cromossomos.

Caso haja diferentes sondas, numerar cada tubo contendo a mistura

de hibridizac¢&o de acordo com a sonda adicionada e numerar cada la-
mina de forma a corresponder ao tubo com a sonda a ser adicionada.

Diferentes combinagGes de tempo e temperatura para desnaturagédo
de cromossomos devem ser testadas, visando garantir a acessibilida-
de dos componentes da mistura de hibridizacdo aos cromossomos,
sem comprometer a integridade de sua estrutura.

Nesta etapa, faz-se necessario o uso de laminula de vidro ou plastica
resistente a incubacéo em alta temperatura.

3. Retirar laminas da placa aquecedora, colocar em ca-
mara Umida e incubar a 37 °C por 12 a 16 horas.

7.3 Observacéo

Recomenda-se sempre o uso de sondas, tais como
para DNA ribossdmico 45S ou 5S teloméricas ou DNA de
cromossomos conhecidos, como controle positivo do
experimento. Caso seja necessario um controle negativo,
deve-se proceder a hibridizacao in situ sem adicionar a
sonda a mistura de hibridizacao, o que informara sobre
ocorréncia de autofluorescéncia, bem como auséncia de
especificidade dos agentes de deteccao.



8 Lavagem pés-hibridizagéao

8.1 Material

+ Banho-maria a 42 °C com agitacao.
+ Cuba de vidro para oito laminas.

+ Solugcdo de formamida 50%: adicionar 20 mL
de tampao SSC 20X (Apéndice 4) a 50 mL de
formamida. Completar para 100 mL com 4gua
destilada.

Formamida € altamente toxica por inala¢éo, contato com
pele e por ingestdo. Sua manipulacéo deve ser feita com
luvas, 6culos e mascara em capela de exaustéo.

« Tampao SSC 20X (Apéndice 4).

8.2 Procedimento

1. Retirar aslaminas da camara Umida apés hibridizacdo
e colocar em cuba contendo tampéo SSC 2X a 42 °C
por 2 minutos, removendo as laminulas. Trocar por
nova solucdo de SSC 2X a 42 °C e incubar por mais
10 minutos. Em seguida, adicionar novo tampao e in-
cubar por 5 minutos adicionais. Recomenda-se agitar
suavemente a cuba durante a incubagao.

2. Incubar as laminas em solucdo de formamida 50%, a
42 °C, trés vezes por 5 minutos cada uma [estringéncia
equivalente a 82%, segundo Schwarzacher e Heslop-
Harrison (2000)].

3. Incubar laminas em SSC 2X a 42 °C por 10 minutos e,
em seguida, em SSC 2X a temperatura ambiente por
10 minutos adicionais.

8.3 Observacédo

Dependendo da complementaridade entre as se-
quéncias da sonda e do DNA-alvo, é necessario determinar
qual a estringéncia necessaria durante as lavagens, de for-
ma a permitir que apenas as sequéncias complementares
da sonda permanecam hibridizadas as sequéncias com-
plementares do DNA-alvo dos cromossomos. Por exemplo,
para aumentar a estringéncia, pode-se usar tampao SSC
1X com formamida 50% a 42 °C, cuja estringéncia equivale
a 90%. Essa estrigéncia confere estabilidade de hibridos
DNA-DNA que tém 90% ou mais de complementarieda-
de entre sequéncias. Uma tabela com as estringéncias
estimadas das solucdes de lavagens estad disponivel em
Schwarzacher e Heslop-Harrison (2000).

9 Deteccdo dos sitios
de hibridizacéo

9.1 Material

« Albumina de soro bovino (BSA) para biologia
molecular.

+ Anticorpo antidigoxigenina, fragmento FAB -
conjugado com FITC, por exemplo (200 png/mL).



« Avidina conjugada com fluoréforo vermelho
(por exemplo, Texas Red 2 mg/mL).

« Camara umida (para mais detalhes, ver Capitulo
16).

+ Cuba de vidro.

+ Incubadora ou banho-maria a 37 °C e 42 °C.
« Laminula (24 mm x 32 mm).

« Laminula plastica (item 6.1 Material).

+ Meio de montagem antidevanescimento.

« Mistura de deteccdo para digoxigenina e/ou
biotina para oito laminas:

Componente Quantidade Concentragao final

Anticorpo 4 pL 800 ng
antidigoxigenina/ FITC
Avidina — Texas Red 3,2 uL 6,4 ug

Tampao de bloqueio g.s.p. 400 pL

Usar 50 pL/lamina. Centrifugar rapidamente a solugé@o contendo o anticorpo an-
tes de colocar sobre a lamina, para evitar a presencga de precipitados.

O anticorpo antidigoxigenina, conjugado com FITC, deve ser usado
na mistura de detecc@o quando for usada na hibridizacdo uma sonda
contendo dig-11-dUTP (Capitulo 11). Quando a sonda contiver biotina,
deve ser usada na mistura de deteccdo a avidina conjugada a Texas
Red (Capitulo 11). Caso as duas sondas sejam usadas simultanea-
mente, deve-se adicionar tanto o anticorpo quanto a avidina a mistura
de deteccao.

« Solucédo de DAPI (item 3.1 Material).

DAPI é considerado um agente mutagénico. Sua manipu-
lacéo deve ser feita com luvas, 6culos e méascara.

- Tampao de bloqueio:

Componente Quantidade Concentracao final
BSA 059 5%
Tampéao de 6 mL

deteccao

H,O g.s.p. 10 mL

Misturar bem e armazenar a 4 °C por até um més.

« Tampao de deteccéo:

Componente Quantidade Concentragao final
Tween 20 0,2 mL 0,2%
Tampéo SSC 20X 20 mL 4X

H,O g.s.p. 100 mL

« Tampao Mcllvaine (item 3.1 Material).

« Tampao SSC 20X (Apéndice 4).

9.2 Procedimento

—_

N

Incubar as laminas hibridizadas em tampéao de de-
teccdo por 5 minutos na cuba. Retirar as laminas e
escorrer o excesso de solu¢do em papel.

Colocar as laminas em suporte horizontal, aplicar
40 pL/lamina de tampédo de bloqueio, cobrir com la-
minula plastica e incubar por 1 horaa 37 °C na camara
Umida. Retirar as laminas, remover a laminula plastica

cuidadosamente, escorrer excesso de solucdo em
papel.



3. Colocar novamente as laminas em suporte horizon-
tal, aplicar 40 pL/lamina de mistura de deteccao para
digoxigenina e/ou biotina, cobrir com laminula e
incubar por 1 hora a 37 °C na camara Umida.

4. Transferir as laminas para cuba contendo tampado de
deteccao a 42 °C, por 2 minutos, e remover a laminula
plastica.

5. Colocar novo tampao de deteccdo a 42 °C e incubar
[aminas mais duas vezes, por 10 minutos cada vez.

6. Remover o excesso do tampdo, aplicar 100 pL/ldamina
da solucao de DAPI, colocar a laminula plastica sobre
alamina e incubar por 10 a 20 minutos, no escuro.

7. Lavar as laminas na cuba com tampao de deteccdo e
remover a laminula plastica.

8. Escorrer o excesso de solugcao com papel e aplicar
40 plL/lamina de meio de montagem na drea de-
marcada pelo lapis de diamante (etapa 12 do item
3.2 Procedimento).

9. Montar a laminula (24 mm x 32 mm) e, entre papéis
de filtro, remover um pouco do excesso de meio de
montagem. Proceder a observacdo das laminas apos
12 horas.

Deve-se evitar a formacgéo de bolhas ao pipetar o meio de montagem e
aguardar por pelo menos 12 horas antes da observagao ao microsco-
pio para que o DAPI e os fluoréforos estejam mais estaveis.

10. Armazenar as laminas horizontalmente, sem umida-
de, no escuro a4 °C.

9.3 Observacoes

O método mais comumente empregado para
deteccdo dos sitios de hibridizacdo é o indireto, no
qual sondas com biotina sdao detectadas pela avidina,
estreptavidina, extra-avidina ou anticorpo contra biotina
conjugado com um fluorédforo. J& aquelas sondas com
digoxigenina sao comumente detectadas por anticorpo
antidigoxigenina, conjugado com fluoréforo. Os fluoro-
cromos mais comumente utilizados sdo isocianato de
fluoresceina (FITC), com excitacao azul a 495 nm e fluores-
céncia de emissdo verde a 523 nm, rodamina, Texas Red
ou Cy3.5 (com excitacdo verde a 560 nm e fluorescéncia

de emissao vermelha a 580 nm).

As laminas devem ser montadas utilizando meio
que reduza o desvanecimento para estabilizar os fluoro-
foros. As solucdes devem ser estéreis para evitar contami-

nacao, principalmente bacteriana.

As laminas podem ficar armazenadas a 4 °C por
anos apos a FISH, se necessario, mas ocorre o desvane-
cimento da fluorescéncia. Muitas vezes, a coloragcdo com
DAPI pode ser recuperada por novo tratamento. Aquece-
se a lamina a 37 °C lava-se em tampao de deteccdo para
remocédo da laminula e do meio de montagem e faz-se

novo tratamento com DAPI, seguido de nova montagem.



10 Andlises em microscopia
de fluorescéncia e captacdo
de imagens

10.1 Material

« Camera CCD ou camera digital monocromatica.
« Filtros de fluorescéncia.
« Laminas com amostra hibridizada.

« Microscépio de epifluorescéncia com opgdes de
objetivas (20, 40, 63, 100X).

. Oleo de imersao.
« Papel defiltro.

« Programa para captacdo e andlise de imagens.

10.2 Procedimento

1. Ligar a lampada ultravioleta e aguardar por 3 a 5 mi-
nutos para estabilizacdo do feixe de luz.

2. Abrir o programa de captacdo de imagens no modo
de importacao de imagens.

3. Pegar a lamina a ser observada, remover o excesso
do meio de montagem entre a lamina e a laminula
e inserir na platina do microscépio. Colocar filtro de
fluorescéncia para DAPI (absor¢do 359 nm e emissao

461 nm) e objetiva de pequeno aumento (20X) para
percorrer a lamina e selecionar a area de interesse.

4. Aumentar para objetiva 40X com o6leo de imersao
(confirmar se é necessario uso de dleo) e focalizar os
nucleos interfasicos, cromossomos metafasicos ou
paquiténicos.

Atencéo, verificar se as objetivas sdo para uso com 6leo de imersao.
A maioria das objetivas dessa classe tem a indicagao oil ou uma faixa
preta na ponta.

5. Alterar para objetiva 63X ou 100X, centralizar a area
de interesse e focalizar os cromossomos usando ocu-
lar do microscépio.

6. Fechar a passagem de iluminacao fluorescente, alte-
rar filtro de fluorescéncia para aquele correspondente
ao fluorocromo a ser observado.

Captacao de imagens (por exemplo,
com o programa Adobe Photoshop)

7. Abrir passagem de iluminagao fluorescente e escolher
a area e objetiva para foto documentacao e focalizar
no monitor.

8. Selecionar FILE — IMPORT — WIA SUPPORT.

9. Determinar o tempo de exposicao para captacao da
imagem azul (expresso em milissegundos) no quadro
importacdo de imagens.

O tempo de exposicéo para captagdo da imagem em azul é de aproxi-
madamente 2.000 milissegundos.



10. Ativar captacao de imagens.

11. Alterar o filtro de fluorescéncia para fluorocromo ver-
de, rever o foco e determinar o tempo de exposicao
para a captacao de imagem (4 a 8 segundos). Ativar a
captacao de imagem novamente.

12. Alterar o filtro de fluorescéncia para o fluorocromo
vermelho, rever o foco e determinar o tempo de ex-
posicao para captacdo (entre 0,5 e 2 segundos). Ativar
a captacao de imagens.

13. Fechar a passagem de iluminacao para fluorescéncia
e salvar cada imagem individualmente.

As imagens devem ser salvas com extensao TIFF ou PSD, descreven-
do o experimento FISH.

14. Proceder a montagem das trés imagens (azul, ver-
melha e verde) utilizando a imagem azul como base:
selecionar toda a imagem vermelha (tecla CTRL+A),
copiar (CTRL+C), e colar sobre azul (CTRL+V), que
estad no outro quadro.

15. Ativar o modo LAYERS e, no quadro abaixo, sele-
cionar modo SCREEN no quadro de controle de
camadas, canais e caminhos (layers, channels e paths,
respectivamente).

16. Selecionar toda a imagem verde (tecla CTRL + A), co-
piar (CTRL + C), e colar sobre azul (CTRL + V), que esta
no outro quadro, ja associada a imagem vermelha.

17. Ativar o modo LAYERS e, no quadro abaixo, sele-
cionar modo SCREEN no quadro de controle de

camadas, canais e caminhos (layers, channels e paths,
respectivamente).

18. Ativar o modo LAYER no menu principal, selecionar
NEW ADJUSTMENT LAYER — LEVELS — OK para
Levels 1.

19. Ajustar excesso de interferéncia (background) para o
vermelho, selecionando RED no quadro que se abre
imediatamente apés o comando CHANNEL, e deslizar
a seta branca do OUTPUT LEVELS toda para esquerda.

20. Repetir procedimento para o verde, selecionando
GREEN no quadro (como na etapa 19 deste item) e
salvar aimagem.

Imagens sobrepostas devem ser salvas em TIFF ou PSD, descreven-
do o experimento FISH e que se trata da sobreposicao de imagens dos
diferentes canais.

21. Ativar Levels 1, selecionando com toque duplo no gra-
fico a esquerda no quadro de controle de camadas,
canais e caminhos (layers, channels e paths).

22. Selecionar CHANNEL em RED e ajustar, com as trés
setas abaixo do grafico, a melhor imagem vermelha,
considerando a interferéncia (background) e a marca-
cdo fluorescente.

23. Repetir a etapa 22 para CHANNEL em GREEN e em
BLUE.

24, Salvar nova imagem processada.

Lembrar-se de fazer uma copia de seguranca das imagens regularmente.




Captacao de imagens (por exemplo,
com software AxioVison, Zeiss)

25. Nomenu superior, selecionar ACQUISITION — SELECT
CAMERA — AXIOCAM MRM (Mr3). Abrir WORK
AREA — MULTIDIMENSIONAL ACQUISITION e optar
pela subpasta MULTIDIMENSIONAL AQUISITION.

Uma janela abaixo da WORK AREA abrira controles para aquisicéo de
imagens em multicanais.

26. Na aba EXPERIMENT, escrever o nome do experimen-
to em IMAGE NAME, incluindo, por exemplo, o tipo de
amostra, sonda usada e outros descritores desejados.
Selecionar SHOW PREVIEW AT START.

27. Selecionar aba C no painel de controles, selecionar o
fluoréforo desejado da lista predefinida com seta ao
lado do campo DYE.

Pode-se mudar a cor atribuida ao fluoréforo, para cores RGB puras,
selecionando a seta em COLOR ou na palheta de cores.

28. Digitar o nome do canal escolhido em NAME (pre-
ferencialmente digitar o nome do fluorocromo em
observacao).

29. Para novo canal, selecionar DUPLICATE e repetir as
etapas 28 e 29 deste item, para configurar um novo
fluoréforo.

Adicionar o nimero de canais necessarios para a observacao, re-
petindo as etapas 28 e 29 deste item. Para salvar as configuragbes
adicionadas, volte a aba EXPERIMENT e, no campo EXPERIMENT,
selecione a opgao SAVE. Para usar configuragbes salvas, selecione a
opc¢do REUSE.

30. Abrir a passagem de iluminacao fluorescente e sele-
cionar LIVE no menu superior. Quando a janela pop-up
abrir com a imagem ao vivo, focalizar e/ou selecionar
EXPOSE para ajuste da iluminagdo para cada objetiva.

31. Ajustar o brilho e o contraste da imagem utilizando os
icones inferiores de MAX/MIN, LINEAR ou BEST-FITE.
Selecionar a objetiva e a cdmera que estao sendo uti-
lizadas no campo PIXEL (exemplo, 100X Mrm Axiop).

32. Naaba(, selecionar o canal 1, correspondente a DAPI.

33. No campo EXPOSE, marcar camera e selecionar
MEASURE. Uma janela pop-up se abrird, mostrando
tempo de exposicao sugerido.

34. Focalizar mais uma vez os cromossomos no monitor.
Ao selecionar OK, a janela se fechara.

Em geral, os valores automaticos sao suficientes para capturar corre-
tamente a imagem. Entretanto, podem-se alterar os valores de tempo
de exposicdo manualmente, usando o cursor apresentado no campo.

35. Selecionar SNAP, no campo SETTINGS a esquerda, e a
imagem sera capturada.

36. Trocar o filtro de fluorescéncia do microscépio, se-
lecionar o préximo canal na aba C (correspondente
ao segundo fluoréforo a ser visualizado) no quadro a
esquerda.

37. Repetir as etapas 34 a 36 deste item, para aquisicao

da imagem para cada fluoréforo a ser observado.

Cuidado para nao alterar a posicao na platina (eixos x e y), nem a
focalizagéo da amostra entre os canais.



38. Fechar passagem de ultravioleta no microscopio, fechar
janelas LIVE e verificar a sobreposicdo das imagens se-
lecionando ON no canto inferior da imagem adquirida.

39. Selecionar FILE — EXPORT no menu principal e SAVE
IN da janela EXPORT da pasta de arquivos para salvar
imagens. Selecionar CREATE PROJECT FOLDER e, no
campo CHANNEL SELECTION, selecionar as opc¢des
GENERATE MERGED IMAGE(S), USE COLOR FOR
CHANNEL IMAGES e USE CHANNEL NAMES.

40. Selecionar ALL no campo MODEL e *TIFF no campo
FILE TYPE. Selecionar APPLY DISPLAY MAPPINS,
BURN-IN ANNOTATIONS, START e, depois, CLOSE.

41. No menu principal, selecionar FILE — SAVE AS e localizar a
pasta criada com EXPORT daimagem para abrir. Selecionar
*ZVI (AxioVision Image) no campo SAVE ASTYPE e SAVE.

Quando se salva na opc¢éo ZVI, todas as informacdes sobre a ima-
gem ficam disponiveis. Porém, esse arquivo s6 abre no programa
AxioVison da Zeiss, que pode ser baixado gratuitamente na versdo LE
no sitio da empresa.

Lembrar-se de fazer uma copia de seguranca das imagens regular-
mente.

10.3 Observacoes

Para definicdo dos filtros e fluorocromos, sugerem-
-se alguns enderecos na internet: Chroma Technology
Corp'; Carl Zeiss do Brasil Ltda? ou Leica Microsystems?.

1 Disponivel em: <http://www.chroma.com>.
2 Disponivel em: <http://www.zeiss.de>.

3 Disponivel em: <http://www.leica-microsystems.com>.

Sitios de hibridizacdo devem ser localizados em
microscopio de epifluorescéncia, com lampada de vapor
de mercurio de 100 W. Diferentemente de DAPI, outros
fluoréforos podem ser observados em fluorescéncia com
lampada de halogénio. Filtros de fluorescéncia devem
ser selecionados de acordo com os fluoréforos utilizados
(consultar fabricante), e cada cor deve ser analisada se-
paradamente. Cameras CCD refrigeradas acopladas ao
microscopio, juntamente com computador, sdo altamente
recomendadas. Podem-se também utilizar cameras CCD
nao refrigeradas ou cameras fotograficas com negativo 35
mm, ASA/ISO 400 ou preto e branco. Veja exemplos de ima-
gens de cromossomos apos hibridizacao in situ na Figura 5.

E fundamental repetir o experimento e que todas
as laminas sejam avaliadas, pois pode ocorrer variacao de
sinais de hibridizacdao entre [aminas que possuem prepa-
racoes celulares distintas.

A presenca de sitios de hibridizacdo deve ser inter-
pretada como presenca de sequéncias de DNA-alvo com
80% a 90% de homologia com a sequéncia da sonda e
presenca de numero suficiente de cépias naquela regiao
do cromossomo que permita a visualizacdo em micros-
copia. J4 a auséncia de sitios de hibridizagao nao deve
ser interpretada como inexisténcia da sequéncia com-
plementar nos cromossomos, mas sim como auséncia de
deteccao.

Processamentos excessivos de imagens devem ser
evitados. A manipulagdo digital da imagem com a adicao
de interferéncia (paint out) ou qualquer outra mudanca
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Figura 5. Micrografias de cromossomos apés FISH. A) FISH em cromossomos metafasicos de Arachis hypogaea, usando son-
da para hibridizagdo com sitios de DNA ribossémico 45S (vermelho) em microscépio de epifluorescéncia. Cromossomos tratados
com DAPI (azul). B) FISH em cromossomos metafasicos de A. hypogaea, usando duas sondas, clones da biblioteca BAC de
A. duranensis: ADH0066124 (verde) e ADHO063P06 (vermelho). Cromossomos tratados com DAPI (azul). Agradecimentos a Pat
Heslop-Harrison e sua equipe do laboratério de citogenética da Universidade de Leicester, Inglaterra, onde essas imagens foram
obtidas. C) FISH em cromossomos meidticos (paquiteno) de Musa sp., usando duas sondas oriundas dos clones BAC MA4_11/M06
(vermelho) e MBP_32/N20 (verde).

(brilho/contraste, cor e filtros) deve ser aplicada em toda
a imagem, uniformemente.

A utilizagdo de microscépio confocal de varredura
a laser é bastante interessante para analises de FISH, pois
permite observacao tridimensional da amostra, espessa
ou inteira, com definicdo e sem efeito de desfoque.
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1 Introducédo

A técnica Northern blot visa a detectar moléculas
especificas de RNA em amostras complexas (ALWINE
et al, 1977). Recebeu esse nome em referéncia a sua
similaridade com a técnica de andlise de DNA, Southern
blot (Capitulo 12), previamente desenvolvida pelo cientista
Edwin Southern (SOUTHERN, 1975). A técnica Northern blot
é muito utilizada na analise da expressdo de RNA de genes
especificos em amostras de tecido ou tipo de célula em
particular, na determinacdo do tamanho de um determi-
nado mRNA transcrito, na deteccao de variantes funcionais
e/ou transcritos oriundos de splicing alternativos e, mais
recentemente, na deteccio de micro RNAs (VALOCZI
et al., 2004). A técnica também é amplamente utilizada
na deteccdo e no monitoramento da expressao génica de
transgenes em plantas geneticamente modificadas (WU
etal.,, 2009). Atualmente, andlises de Northern blot tém sido
muito empregadas na deteccdo de pequenos fragmentos
de RNA interferentes (siRNA) em plantas geneticamente
modificadas, visando ao silenciamento de genes enddge-
nos ou de genes de microrganismos que interagem com a
planta (BONFIM et al., 2007). Neste ultimo caso, a técnica
Northern blot pode ser utilizada tanto para detectar siRNA
nas plantas, quanto nos organismos associados a estas,
que apresentam silenciamento de genes enddgenos ou
mesmo de transgenes (TINOCO et al., 2010).

Apesar da existéncia de técnicas mais modernas e
sensiveis como RT-qPCR (transcri¢ao reversa do RNA por
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo

real; Capitulo 15) e arranjos de DNA (Capitulo 16), a de-
teccao e quantificacdo de mRNAs especificos pela técnica
Northern blot ainda é amplamente utilizada, principalmen-
te devido a seu baixo custo, praticidade e possibilidade de
comparagao da abundancia de determinado mRNA entre
diferentes amostras em uma Unica membrana (STREIT
et al., 2009). Além disso, a hibridizacdo por Northern blot é
extremamente versatil, utilizando-se sondas radioativas ou
nao isotdpicas, que podem ser compostas por oligonucleo-
tideos, e ter homologia total ou parcial com as amostras
imobilizadas (por exemplo, cDNA de uma espécie diferen-
te ou fragmentos gendmicos que podem conter introns).
O Northern reverso é uma alternativa da técnica quando
se faz necessdria a selecdo de uma sequéncia, dentre uma
colecdo ou biblioteca de cDNA imobilizada na membrana,
utilizando-se como sonda marcada o RNA total.

A técnica Northern blot em si é bastante simples e
possibilita a verificacdo de seu progresso em varios pontos
(por exemplo, integridade do RNA total e eficiéncia de sua
transferéncia para a membrana). O procedimento consiste
basicamente na desnaturagao e na separacdo de moléculas
de RNA por meio de eletroforese, seguidas da transferéncia
do RNA para uma membrana, na qual ele é imobilizado e
hibridizado com uma sonda marcada. No entanto, alguns
cuidados se fazem necessarios durante todo o proces-
so, pois, se as amostras de RNA estiverem, mesmo que
parcialmente, degradadas, a qualidade do resultado e a
capacidade de quantificar a expressdo de uma determinada
molécula sdao extremamente prejudicadas. Portanto, o uso
de reagentes, vidrarias e aplicagao de técnicas que eliminem



as ribonucleases (RNAses), enzimas que degradam o RNA,
sdo essenciais em todas as etapas do procedimento.

Atualmente, varios métodos e suas adaptacoes sdo
utilizados na extracao de RNA total de plantas; além disso,
varios kits comerciais ja foram desenvolvidos com essa
finalidade. No entanto, dois métodos que utilizam agentes
desnaturantes fortes sdo mais adotados em funcao de seu
custo e praticidade: o fenol associado ao cloreto de litio (LiCl)
e oisotiocianato de guanidina. Esses métodos sao eficientes
porgque rompem as células e, simultaneamente, inativam as
RNAses, permitindo um grau de integridade elevado ap6s
cada preparacdo. O método de extracdo com fenol, sequido
de precipitacao com etanol e cloreto de litio (BERGER, 1987),
é dividido em duas fases: a) lise das células, remocdo de
proteinas por extracdo com fenol/cloroférmio/SDS com si-
multanea inibicao de atividade das ribonucleases presentes
no tecido; b) separacdo de RNA do DNA e outros compo-
nentes por precipitacao seletiva usando cloreto de litio. Ja
0 método do isotiocianato de guanidina (CHOMCZYNSKI;
SACCHI, 1987) utiliza uma mistura aquosa contendo fenol,
cloroférmio e um potente agente desnaturante (isotiocia-
nato de guanidina) durante a lise celular e a separa¢ao de
fases por centrifugacao, resultando no acimulo do RNA na
fase superior aquosa, enquanto o DNA e as proteinas ficam,
respectivamente, retidos na interfase e na fase organica. O
RNA é entao recuperado da fase aquosa por meio de preci-
pitagdo com etanol ou alcool isoamilico.

Apos o isolamento do RNA total, a separagao das
moléculas que o compdem é realizada por eletroforese

em gel de agarose. O comportamento eletroforético do
RNA total é influenciado pelo seu tamanho, carga e pela
estrutura secundaria da molécula, portanto, para eliminar
as diferencas causadas pela conformacdao da molécula
de RNA, a eletroforese é feita em géis contendo agentes
desnaturantes (formaldeido, glioxal/DMSO ou hidréxido
de metil mercurio) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). A trans-
feréncia do RNA para membrana pode ser feita por capi-
laridade, por vacuo ou por campo elétrico, sendo as duas
primeiras as mais usadas. A transferéncia por capilaridade
é facilmente realizada por ndo requerer equipamentos
especiais, e a taxa de transferéncia depende do tamanho
das moléculas de acidos nucleicos a serem transferidas.
A transferéncia a vacuo é mais eficiente e rapida do que
as outras, levando de 30 minutos a 1 hora, no maximo,
para ser efetuada. Atualmente, a membrana de ndilon é a
mais utilizada, pois apresenta alta capacidade de ligacao
com acidos nucleicos, incluindo fragmentos de pequeno
tamanho, e permite eficiente remocao de sondas, possi-
bilitando novas hibridiza¢cdes. Algumas membranas apre-
sentam uma camada adicional de carga positiva em sua
superficie, aumentando ainda mais sua capacidade de
ligacdo ao acido nucleico (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).
O RNA total é imobilizado na membrana por meio de
exposicao a luz ultravioleta ou solucao alcalina, segundo
modelo e fabricante da membrana.

A hibridizacdo é a etapa em que o RNA, ja imobili-
zado na membrana, tem contato com a sonda marcada
em solucdo. A sonda a ser utilizada pode ser de DNA,
cDNA ou RNA de fita simples ou dupla, radioativa ou nao




(Capitulo 11). A hibridizacdo da sonda ao RNA comple-
mentar se da em condicOes determinadas de estringéncia
que permitem pareamento de sequéncias com diferentes
graus de homologia. Essas condicbes de estringéncia
podem ser alteradas de acordo com a concentracdo de sal
e/ou temperatura de hibridizacao. Antes da hibridizagao
propriamente dita, deve-se proceder a pré-hibridizacao,
de maneira a bloquear ligagdes inespecificas da sonda a
superficie da membrana durante a hibridiza¢ao. Para tal,
pode-se utilizar uma série de agentes bloqueadores, e
o mais utilizado é uma mistura da solucdo de Denhardt
(DENHARDT, 1966), que contém albumina de soro bovino
(BSA) e polimeros de alto peso molecular (Ficoll e PVP),
com fragmentos desnaturados de DNA de esperma de
salmao, de levedura ou de timo de boi, que se ligam ines-
pecificamente a membrana (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).
As solugdes de pré-hibridizacao e de hibridizacdo também
contém SDS, que é um surfactante que reduz a ligagdo ndo
especifica da sonda, e uma solucéo salina (SSC ou SSPE),
para fornecer a estringéncia desejada a hibridizacéo.

Os métodos de hibridizacdo baseiam-se na habili-
dade que os acidos nucleicos apresentam de anelar-se,
na presenca de sequéncias complementares, sob deter-
minadas condi¢des. A formacdo de hibridos de acidos
nucleicos é um processo reversivel, cuja estabilidade é
afetada por alguns parametros que permitem a determi-
nacao de condi¢des adequadas para a hibridizacdo. Uma
medida da estabilidade de um duplex de 4cido nucleico é
a sua temperatura de desnaturacao, melting temperature
(T), correspondente ao ponto exato de transicdo entre

a forma de fita dupla e fita simples. A energia requerida
para separacao das duas fitas é afetada pela forca idnica,
pela composicdo de bases (% GC), pelo tamanho do hibri-
do em pares de base (L), e pela concentracdo de agentes
desestabilizadores do duplex, por exemplo, a formamida.
A estabilidade dos hibridos de RNA-RNA é maior do que
a dos de RNA-DNA, que, por sua vez, é maior do que a
dos de DNA-DNA. A T _ideal para formagao de hibridos
perfeitos de DNA, RNA ou utilizando oligonucleotideos
como sonda esta descrita na Tabela 1 (STRACHAN; READ,
1999). Geralmente escolhe-se como a temperatura ideal
de hibridizacdo aquela que promove a formacao de fitas
duplas a 25 °Cabaixo da T _, conforme as seguintes equa-
¢Oes da Tabela 1.

Tabela 1. Equacdes para determina¢do da temperatura ideal
de hibridizacé&o.

Hibridos T.(°C)

DNA-DNA 81,5 + 16,6 (log, [Na']) + 0,41 (%GC) -
500/L

DNA-RNAou 79,8 + 185 (log, [Na‘]) + 0,58 (%GC) +

RNA-RNA 11,8 (%GC)? - 820/L
oligo-DNAou <20 nucleotideos: 2 (1)
oligo-RNA

20-35 nucleotideos: 22 + 1,46 (| )

Nota: O Na* nas expressdes pode ser substituido por outro cation monovalente,
a 0,01-0,4 M; A % de GC deve ser de 30% a 75%. L = comprimento do duplex
em pares de base; oligo-DNA ou oligo-RNA = oligonucleotideo; | = tamanho
efetivo do iniciador (primer) =2 x (n° de G + C) + (n° de A + T). Para cada 1% de
formamida, a T | é reduzida em cerca de 0,6 °C, enquanto a inclusdo de ureia a
6MreduzaT_ em 30 °C.

Fonte: baseado em Strachan e Read (1999).



A cinética de reassociacdo é um termo utilizado
para medir a velocidade com que moléculas complemen-
tares de fita simples encontram-se umas as outras para
formar fitas-duplas. Geralmente realiza-se a hibridizacdo
por até trés vezes o tempo, em horas, necessario para
atingir 50% de hibridos (3 x T, ). Apds este tempo de
hibridizacdo, a quantidade de sonda disponivel é insig-
nificante (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Em geral, para se
determinar o tempo necessdrio de hibridizacdo de uma
determinada sonda, usa-se a seguinte féormula:

T,,=1/x.y/5.2/10,

em que:
T,, = tempo, em horas, necessario para atingir 50% de
hibridos.

X = peso (em ug) da sonda adicionada na reagdo.

y = complexidade da sonda (tamanho em kb).
Z=volume da reacdo (mL).

Essa cinética é também dependente da temperatura
de hibridizacao e da concentracdo de cations monovalen-
tes na solucao. Dessa forma, usualmente utilizam-se esses
parametros fixos, com temperatura a 65 °C e concentracao
de Na*de 0,3 M NaCl.

Apo6s a hibridizacdo, a membrana é lavada para
remover ligacdes inespecificas entre a sonda e o RNA
fixado na membrana e retirar o excesso de sonda. As

lavagens devem ser realizadas com a maior estringéncia
possivel, isto é, a combinacao da temperatura e da con-
centragdo de sal deve serde 12°Ca 20 °Cabaixodo T_do
hibrido em questdo. A temperatura e condicdes idnicas
podem também ser determinadas empiricamente em
experimentos preliminares. A homologia relativa entre as
sequéncias da sonda e do alvo é também um parametro
determinante; homologia de 100% permite a utilizagdo
de altas temperaturas (65 °C a 75 °C). Caso a homologia
seja menor, deve-se proceder as lavagens em temperatu-
ras mais baixas, iniciando-se entre 37 °C e 40 °C, aumen-
tando-se até que as ligagdes ndo especificas (background)
nao interfiram nos resultados. Outro fator importante é o
tamanho da sonda. Quando sao pequenas (menores que
100 pb), devem ser lavadas a temperaturas mais baixas,
mesmo que apresentem 100% de homologia com o alvo.

Entre os sistemas de marcacdo e deteccao de
sondas nao radioativas mais usados estao os sistemas
digoxigenina-antidigoxigenina (DIG-antiDIG) e biotina-
-estreptoavidina, entre outros. Os hibridos formados en-
tre os transcritos e a sonda podem ser detectados tanto
por substrato cromogénico (colorimétrico) quanto por
substrato quimioluminescente para a enzima envolvida
no sistema (KARCHER, 1994) e sao visualizados por meio
de autorradiograma ou reacgdo colorimétrica.

No presente capitulo, descreve-se a metodologia
de isolamento de RNA pelos métodos de Fenol-LiCl e
Fenol-isotiocianato de guanidina; a quantificacdo de
RNA; eletroforese em gel desnaturante e gel de acrilami-




da para analise de siRNA; transferéncia e fixacdo de RNA
em membrana; e hibridizacdo com sonda radioativa e
nao radioativa (sistema DIG-antiDIG). O preparo da sonda
a ser utilizada estd descrito no Capitulo 11.

2 Isolamento de RNA total
(Método do Fenol-LiCl)

2.1 Material

Preparac¢ao do material

O material utilizado para isolamento de RNA (vi-
drarias e material plastico), deve ser estéril e sem RNAses
exdgenas. Durante as manipulacdes com RNA, devem-se
sempre usar luvas, trocando-as quando houver contato
com superficies e/ou material ndo tratado com dietil piro-
carbonato (DEPC) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). A vidraria
a ser usada deve ser aquecida a 180 °C por no minimo
8 horas. Como alternativa, podem-se tratar a vidraria e o
material plastico com DEPC 0,1% (v/v), enxaguando em
agua previamente tratada com DEPC, e esterilizando em
seguida em autoclave por 20 minutos a 120 °C.

Solucoes

Todas as solucdes, com excecdo de Tris-HCl e sol-
ventes organicos, devem ser tratadas com DEPC, forte
inibidor de RNAses.

« Acetato de sédio 3 M, pH 4,5 (Apéndice 4).

. Agua DEPC 0,1% (Apéndice 4).

DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua
manipulac&o deve ser feita com luvas de borracha, 6culos
e mascara em capela de exaustao.

+ Cloreto de litio 4 M (Apéndice 4).
« EDTA 500 mM (Apéndice 4).

« Etanol absoluto: separar um frasco de etanol
somente para trabalhos com RNA e guardé-lo a
-20 °C.

+ Etanol 70% (v/v) em agua DEPC 0,1%. Guardar a
-20 °C.

- Fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)
(Apéndice 4).

Fenol é téxico por inalagdo, em contato com
a pele e por ingestéo. Provoca queimaduras e
apresenta risco de efeitos graves para a saude
em caso de exposic¢édo prolongada. Sua manipu-
lacdo deve ser feita com luvas, 6culos e mascara
em capela de exaustéo

Cloroférmio é toxico por inalagdo, em contato

com a pele e por ingestdo. Manter o recipiente
bem fechado. Sua manipulagdo deve ser feita

com luvas de nitrila, 6culos e mascara em capela
de exaustéo.

« NaCl 5 M (Apéndice 4).
« Nitrogénio liquido.

« SDS 20% (Apéndice 4).



- Tampao de extracdo NTES:

Componente Volume Concentragao final
NaCl 5 M 2mL 0,1M
Tris-HCI 1 M pH 7,5 1mL 0,01 M

EDTA 500 mM 200 pL 1mM

SDS 20% 5mL 1%

Agua DEPC 0,1%  g.s.p. 100 mL

O tampé&o NTES deve ser preparado pouco antes do uso, adicionando-se o SDS
por ultimo, e estocado a temperatura ambiente (para evitar precipitagdo do SDS).

« Tris-HCI 1 M, pH 7,5 (Apéndice 4).

2.2 Procedimento

1. Coletar as amostras de partes de plantas a serem
analisadas em tubos de centrifuga ou papel aluminio
(sem RNAses exdgenas). Congelar o mais rapidamen-
te possivel, em nitrogénio liquido. Proceder imediata-

mente a metodologia ou guardar a -80 °C.

Usar luvas durante a coleta de amostras e proceder rapidamente ao
congelamento a fim de inibir a acdo de RNAses endogenas.

2. Pesar 2 g de amostra congelada e macerar em almo-
fariz, previamente resfriado com nitrogénio liquido,

até obter-se um po fino.

Deve-se manter o tecido congelado durante a maceragéo adicionando-
-se nitrogénio liquido sempre que necessario.

3. Distribuir 6 mL de fenol:cloroférmio:élcool isoamilico
e 9 mL de tampdo NTES em tubos de centrifuga de
50 mL e resfriar a 4 °C. Adicionar o p6 das amostras
com ajuda de uma espatula, tampar bem e agitar
vigorosamente durante 15 minutos a temperatura
ambiente.

4. Centrifugara 10.000 g por 10 minutos.
5. Coletar cuidadosamente a fase aquosa (superior) com

auxilio de pipeta. Transferir para novo tubo.

Os tubos devem ser previamente resfriados, e as amostras, a partir
deste passo, mantidas sempre no gelo.

6. Adicionar 1/10 do volume de acetato de sédio
3 M (pH 4,5) e 2 volumes de etanol absoluto (-20 °C).
Homogeneizar e incubar a-20 °C por, no minimo, 1 hora.

7. Centrifugar a 10.000 g por 15 minutos. Descartar o

sobrenadante.

O sedimento geralmente apresenta um halo gelatinoso ao seu redor
que corresponde ao RNA.

8. Dissolver o sedimento em 2,5 mL de 4gua DEPC 0,1%,
previamente resfriada.

9. Adicionar 2,5 mL de LiCl 4 M e incubar a 4 °C por, no
minimo, 3 horas.

10. Centrifugar a 10.000 g por 15 minutos e descartar o
sobrenadante.

11. Ressuspender o sedimento em 1,8 mL de dagua DEPC
0,1%, previamente resfriada.




O sedimento deve apresentar-se transllicido e com aspecto gelatino-
s0. O RNA é facilmente ressuspendido em agua.

12. Adicionar 0,2 mL de acetato de sédio 3 M e 4 mL de
etanol (-20 °C). Deixar precipitando a -20 °C durante,
no minimo, 1 hora.

13. Centrifugar a 10.000 g por 20 minutos e descartar o
sobrenadante.

14. Adicionar 5 mL de etanol 70% e centrifugar durante
3 minutos a 10.000 g. Descartar cuidadosamente o
etanol.

O etanol 70% retira 0 excesso de sal precipitado junto com o RNA.

15. Ressuspender o sedimento em 200 pL de dgua DEPC
0,1% resfriada.

16. Quantificar o RNA por meio de leitura espectrofo-
tométrica.

A concentracdo de RNA é dada pela férmula: [RNA] = 40 pg/mL x
F. dil. xA_ ., em que F.dil. é o fator de diluicdo do RNA. Apds quantificar

260’
0 RNA, estimar sua pureza (ver secao 3).

2.3 Observacoes

Deve-se armazenar o RNA isolado na forma precipi-
tada, em acetato de sédio 0,3 M e etanol absoluto, a -80 °C.

A pureza do RNA pode ser estimada pela razao A, /
A, na amostra. Uma preparagao de RNA puro apresenta
razao em torno de 2,0. Razdo menor significa contaminacao
com proteinas, devendo-se proceder a outras extracoes

com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e nova precipita-
¢ao com etanol. Uma razao maior que 2,0 indica contami-
nacdo com fenol, devendo-se proceder a outra precipitacédo
com etanol. Leitura no comprimento de 230 nm significa
presenca de sujeira na cubeta, e valores altos de leitura no
comprimento de 310 nm indicam presenca de fenol na pre-

paracdo, devendo-se proceder a nova precipitacao do RNA.

Para a andlise de siRNA, podem-se utilizar kits dis-
poniveis comercialmente para o isolamento de RNA total.
Entretanto, para alguns tecidos, como sementes em esta-
gios de maturacao ou secagem, o método de isolamento

com cloreto de litio prové maiores quantidades de RNA.

3 Isolamento de RNA total —
Método do fenol-isotiocianato
de guanidina

3.1 Material

Preparacao do material

A esterilizacdo de todo o material e os cuidados na
manipulagao das amostras devem seguir as recomenda-

¢oes descritas para o método anterior (secao 2.1 Material).
Solucgbes

« Agua DEPC 0,1% (Apéndice 4).



DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua
manipulacao deve ser feita com luvas de borracha, 6culos
e mascara em capela de exaustao.

« Cloroférmio.

Cloroférmio é toxico por inalagdo, em contato
com a pele e por ingestdo. Manter o recipiente
bem fechado. Sua manipulacéo deve ser feita
com luvas de nitrila, 6culos e mascara em capela
de exaustéo.

« Etanol a 75% (v/v) em agua DEPC 0,1%. Guardar
a-20°C.

« Isopropanol.
« Nitrogénio liquido.

- Reagente de lise monofésico (solucdo mono-
fasica de fenol e isotiocianato de guanidina).
Consultar o item 3.3 Observacoes.

+ Solucao salina contendo citrato de sédio
(Na,C,H.O,) 0,8 M e cloreto de sodio (NaCl 1,2 M).

Utilizar a solugéo salina apenas para tecidos com altos niveis de polis-
sacarideos e glicoproteinas.

3.2 Procedimento

1. Apds a coleta das amostras, como descrito no item
2.2 (Procedimento), pesar aproximadamente 250 mg
de material vegetal e macerar em almofariz, previa-
mente resfriado com nitrogénio liquido, até obter
um pé fino. O material deve ser mantido congelado
durante todo o processo de maceracgao.

2. Transferir o equivalente a 1 mL do material macerado
obtido para tubos do tipo Falcon de 15 mL, previa-
mente congelados, e manté-los em suporte flutuante
no nitrogénio liquido até o préximo passo.

O protocolo do reagente TRIzol usa a propor¢éo de 100 mg de tecido
para 1 mL de solucdo. Entretanto, o protocolo mostrou também boa
eficiéncia na proporcéo de 2 g para 10 mL de TRIzol.

3. Adicionar 2,5 mL do reagente de lise monofasico.
Misturar imediatamente em agitador do tipo Vortex
até a homogeneizacdo do material. Apds esta etapa,
o material pode ficar a temperatura ambiente ou ser
armazenado para continuagao do processo de isola-
mento do RNA total posteriormente.

4. Centrifugar as amostras a 8.000 g por 10 minutos a
4 °C e transferir a fase aquosa (superior) para novo
tubo.

5. Repetir a etapa 4 deste item.
6. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

7. Adicionar a cada amostra 500 uL de cloroférmio e
misturar em agitador do tipo Vortex a fim de se obter
uma boa homogeneizagao.

8. Incubar a temperatura ambiente por 12 minutos.

9. Centrifugar a 8.000 g por 15 minutos a 4 °C e, com a aju-
da de uma pipeta, transferir, cuidadosamente, 500 pL da
fase aquosa (superior) para um microtubo de 1,5 mL.

10. Adicionar 600 uL de isopropanol.



No caso de tecidos com altos niveis de polissacarideos ou glicoprotei-
nas, utilizar 300 pL de solucéo salina contendo citrato de sédio 0,8 M
e NaCl 1,2 M e 300 pL de isopropanol.

11. Agitar a amostra manualmente a fim de obter a
homogeneizagao.

12. Deixar os tubos a temperatura ambiente por

10 minutos.

13. Centrifugar a 13.000 g por 10 minutos a temperatura
ambiente.

No caso de tecidos muito ricos em polissacarideos ou glicoproteinas,
centrifugar a 4 °C.

14. Descartar o sobrenadante.

15. Adicionar 1 mL de etanol 75% a cada amostra e agitar
rapidamente para que o precipitado seja solto da
parede do tubo.

16. Centrifugar a 13.000 g por 5 minutos a temperatura
ambiente.

No caso de tecidos muito ricos em polissacarideos ou glicoproteinas,
centrifugar a 4 °C.

17. Descartar o sobrenadante.

18. Centrifugar por 5 segundos as amostras para levar ao
fundo do tubo qualquer residuo de etanol que tenha
ficado aderido a parede.

19. Retirar o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta
e deixar secar o precipitado a temperatura ambiente,
por 5 minutos.

20. Ressuspender o precipitado em 10 uL a 50 pL de dgua
ultrapura e sem RNAse.

21. Colocar as amostras no banho seco a 55 °C por
10 minutos para acelerar a ressuspensao.

22. Guardar no congelador a-20 °C ou a -80 °C.

3.3 Observacdo

A composicdo especifica da solucdo monofasica
de fenol e isotiocianato de guanidina néo foi publicada.
No entanto, existem varios produtos comerciais que sao
compostos de solucdes monofasicas contendo fenol,
guanidina ou tiocianato de amonio e agentes solubilizan-
tes. Quando utilizar o produto comercial, recomenda-se
seguir o protocolo do fabricante, que pode variar ligeira-
mente em relagao ao protocolo anteriormente descrito.

4 Eletroforese de RNA
em gel desnaturante

4.1 Material

Sempre que possivel, devem-se utilizar cubas,
suportes e pentes exclusivos para eletroforese de géis
de RNA. As cubas, suportes e pentes para eletroforese de
géis de RNA devem ser tratados previamente com solu-
¢ao detergente (por exemplo, SDS 2% p/v ou detergente
comum) e enxaguados com agua DEPC 0,1%.



« Agarose sem RNAse.
- Agua DEPC 0,1% (item 2.1 Material).
DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua

manipulacéo deve ser feita com luvas de borracha, 6culos
e méascara em capela de exaustao.

« Brometo de etidio 0,1% (p/v) (Apéndice 4).
Brometo de etidio é considerado um agente
mutagénico, toéxico, possivelmente carcinogé-
nico e teratogénico. Sua manipulagéo deve ser

feita com luvas, 6culos e mascara.

- Formaldeido 37% (v/v).

Formaldeido é considerado provavel agente
mutagénico e altamente téxico por inalagéo,
contato com pele e por ingestédo. Provoca quei-
maduras e apresenta risco de efeitos graves
para a salide em caso de exposic¢ao prolongada.
Sua manipulacao deve ser feita com luvas, 6cu-
los e mascara em capela de exaustéao.

« Formamida deionizada: a formamida é deioni-
zada usando resina Dowex XG-8. Apds preparo,

guardar a-20 °C.
Formamida é altamente toxica por inalagdo, contato com
pele e por ingestdo. Sua manipulacéo deve ser feita com
luvas, 6culos e mascara em capela de exaustéo.

- Tampao de amostra 10X para eletroforese
(Apéndice 4).

« Tampao MOPS 10X (1.000 mL):

Componente Quantidade Concentragao final
MOPS 41,859 0,2M
Acetato de sodio 6,809 50 mM
triidratado

Na,EDTA.2H,O 3,72 ¢ 10 mM

Agua DEPC 0,1%  @.s.p. 1.000 mL

Homogeneizar a solugéo e ajustar o pH para 7,0. Esterilizar em autoclave e
guardar em frasco escuro a 4 °C.

4.2 Procedimento

Preparacao de gel desnaturante

1. Dissolver a agarose em agua: 0,56 g em 33,75 mL de
agua DEPC 0,1%, para minigel de 50 mL, ou 2,25 g
em 135 mL de dgua DEPC 0,1%, para gel grande de
200 mL.

2. Fundir a agarose em banho-maria ou forno de micro-
-ondas. Medir o volume da solucdo em proveta e
completar com agua, se necessdrio.

3. Adicionar o MOPS 10X e, apés resfriamento, quando
a solucao estiver em torno de 55 °C, adicionar formal-
deido, na proporcéo indicada abaixo. Homogeneizar
em capela de exaustao.

Reagente Minigel Gel grande
Agarose 0,56 g 2,259
MOPS 10X 5mL 20 mL
Formaldeido 37% 6,65 mL 26,6 mL
Agua DEPC 0,1% g.s.p. 50 mL 200 mL




4. Verter a solugao no suporte para solidificar.

Deve-se evitar a formacao de bolhas de ar no gel, vertendo lentamente
a solucéo.

Preparo das amostras e eletroforese

5. Preparar as amostras de RNA de acordo com o volu-
me a ser aplicado no gel.

Reagente Minigel Gel grande
RNA diluido em agua 7,5 uL 12 L
DEPC 0,1% (10 pga20ug) (20 pg a 30 pg)
Formamida deionizada 14,5 uL 25 L
MOPS 10X 3L 5 pL
Formaldeido 5L 8 pL
Volume da amostra 30 pL 50 pL

Para a analise da expresséo relativa de um determinado gene ap6s
hibridizagao (secbes 6 e 7), é essencial que a mesma quantidade de
RNA total (10 pg a 30 pg) de cada amostra seja depositada no gel.

6. Colocar o gel solidificado em cuba contendo tampéo
MOPS 1X, preparado pouco antes de usar.

Antes de colocar o gel na cuba, conectar os fios e testar se a fonte
fornece a corrente desejada.

7. Desnaturar as amostras por 5 minutos a 65 °C e, em
seguida, colocar imediatamente no gelo.

O RNA ¢é aquecido para que estruturas secundarias sejam rompidas,

linearizando-se, de forma que possa ser separado por tamanho ap6s

a eletroforese.

8. Adicionar 1/10 do volume de tampao de amostra 10X
e 1 uL de brometo de etidio 0,1%.

9. Aplicar as amostras no gel e cobrir a cuba para evitar
evaporacao de formaldeido.

10. Ligar a fonte de eletroforese e aplicar corrente de 80V
por, no maximo, 15 minutos (até as amostras entra-
rem nos po¢os), passando para 60V em seguida.

11. Fotografar o gel ao final da corrida.

Se 0 RNA estiver puro, intacto e ndo degradado, ele podera ser visua-
lizado como apresentado na Figura 1.

Figura 1. Gel de agarose 1% (p/v), apos eletroforese em tam-
pao TBE 1X, contendo RNA total de amostras de raizes de
Arachis stenosperma extraido pelo método do fenol-isotiocia-
nato de guanidina.

Foto: Andressa da Cunha Quintana Martins



4.3 Preparacdo do gel de
acrilamida para andlise de siRNA

1. Preparar a acrilamida, misturando 19 g de acrilamida a
1 g bisacrilamida (proporcdo de 19:1) em 50 mL de dgua.

2. Em sequida, para preparar o gel de acrilamida 20%,

usar:
Reagente Quantidade
TBE 5X (Apéndice 4) 3,0 mL
Mistura acrilamida e bisacrilamida 7,5 mL
Ureia 6,39

Agua DEPC 0,1% g.s.p. 15 mL

3. Dissolver completamente e adicionar 120 ulL de per-
sulfato de amonio 10% (p/v) e 16 uL de TEMED.

4. Misturar a solucdo rapidamente, adicionar ao molde
do gel na cuba e colocar o pente.

5. Deixar polimerizar por 30 minutos a 1 hora.

6. Preparar o tampdo de amostra:

Componente Quantidade Concentragao final
Glicerol (100%) 3,7mL 37%

Azul de bromofenol 2,5 ug 0,025%
Tris-HCI 1 M, pH 8,0 200 pL 20 mM
(Apéndice 4)

EDTA 500 mM 100 pL 5mM
(Apéndice 4)

Agua DEPC 0,1% g.s.p. 10 mL

Em alguns casos, ha a necessidade de aumentar a concentragdo de
glicerol na amostra. Isso pode ser feito adicionando-se 3 mL a 4 mL
de glicerol 100% as amostras ja prontas para serem aplicadas ao gel.

7. As amostras de RNA sdo preparadas para terem 50 L
de RNA total no tampéo de amostra.

8. A eletroforese deve ser realizada em TBE 1X a 250 V

e 60 mA nos primeiros 20 minutos e, depois, a 200 V
e 40 mA por 45 minutos. As condicdes elétricas sdo
dependentes do equipamento a ser utilizado. O azul
de bromofenol do tampédo de amostra deve atingir
3/4 do comprimento do gel.

9. Em sequida, o gel deve ser corado em uma solucdo
de brometo de etidio 1 ug/mL por 15 minutos. Apds
esse tempo, o gel deve ser fotografado (Figura 2).

Deve-se ter o cuidado de fotografar o gel juntamente com uma régua
milimetrada. Isso é importante para que se possa posicionar 0 marca-
dor na membrana, apés a revelacéo.

Pode-se usar um marcador de RNA de baixa massa molecular ou
podem-se, também, utilizar iniciadores (primers) como marcadores.

Em geral, utiliza-se uma mistura de 1 ng de cada iniciador com tama-
nhos entre 40 e 18 nucleotideos.

5 Transferéncia e fixacao
de RNA em membrana

5.1 Material

A transferéncia de RNA para membrana é feita ime-
diatamente ap6s a eletroforese, pois o gel ja é desnaturante.

« Membrana de nailon N+ (GE).

Membranas carregadas positivamente (N+) devem seguir o protocolo
de transferéncia alcalina.
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Figura 2. Andlise pela técnica de Northern blot para detecgao
de siRNA. Em A, tem-se o gel de acrilamida corado com bro-
meto de etideo mostrando mRNA, tRNA e rRNA. Em B, tem-se
a deteccéo dos siRNA com sonda radioativa. Os marcadores
estdo mostrados & esquerda em ndmero de nucleotideos (nt).

« Papel de filtro.
« Papel-toalha.

+ SSC 20X para RNA (1.000 mL) (Apéndice 4).

5.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estao

esquematizados na Figura 3.

1.

Retirar o excesso de gel sob luz ultravioleta e manter
o gel em tampao.

Recortar o papel de filtro (seis pedacos), a membrana
e o papel-toalha do mesmo tamanho do gel.

Colocar trés folhas de papel de filtro embebidas em SSC
20X sobre uma bandeja, evitando a formacao de bolhas.

Para transferéncia alcalina, deve-se lavar o gel em
agua DEPC 0,1% e embeber o gel por 20 minutos em
5 volumes de uma mistura de 0,01 N de NaOH e 3 M
de NaCl.

Colocar a face superior do gel invertida sobre o papel.

O RNA esta mais préximo da face inferior.

6. Justapor a membrana sobre o gel cuidadosamente,

retirando bolhas de ar e fazendo um pequeno corte
para marcar um lado da membrana.

Colocar trés folhas de papel de filtro embebidas em
20X SSC sobre a membrana, evitando bolhas.



Pesor

Placa de vidros

Papel-toalha

3 folhas de papel
com SSC 20X

Membrana

Gel de agarose

_| 3 folhas de papel

com SSC 20X

Figura 3. Sistema de transferéncia de RNA para membrana.
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8. Justapor uma camada de papel-toalha (4 cma 5 cm
de altura).

9. A fim de homogeneizar a pressdo sobre o sistema,
colocar uma placa de vidro e um peso de 1 kg a 2 kg
sobre a placa.

10. Deixar transferir por 12 a 16 horas (durante a noite

toda).

11. Desfazer o sistema, marcando o lugar dos pogos
com lapis, na membrana, e fazer um corte em um
dos lados da membrana para saber sua orientacao

posteriormente.

12. Retirar a membrana com uma pinca. Colocar em for-

no a 80 °C com vacuo durante 2 horas.

Como alternativa, o RNA pode ser fixado a membrana por meio de irra-
diacao ultravioleta (254 nm por 1 minuto e 45 segundos a 1,5 J/cm?) ou
de acordo com a descrigdo do fabricante da membrana. As membranas
carregadas positivamente dispensam essa etapa de fixacao.

13. Cobrir com plastico (PVC) e guardar a 4 °C ou proce-

der a hibridizacao.
14. Fotografar a membrana sob luz ultravioleta.

15. Utilizar a membrana para hibridizacdo com sonda

radioativa (secdo 6) ou nao radioativa (secao 7).

5.3 Observacéo

Para analise de siRNA, tanto o gel quanto a mem-
brana de nailon (usualmente carregada positivamente)
devem ser equilibrados por 15 minutos em TBE 0,5X
(Apéndice 4). A transferéncia deve ser realizada, preferen-

cialmente, em equipamento elétrico de forma semisseca.



6 Hibridizacdo com

sonda radioativa

6.1 Material
- Agua DEPC 0,1% (Apéndice 4).
DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua
manipulacéo deve ser feita com luvas de borracha, 6culos
e mascara em capela de exaustao.

- DNA de esperma de salméao (4 mg/mL).

Formamida.

SDS 20% (Apéndice 4).

Solucdo Denhardt 50X para RNA (Apéndice 4).

Solucdo de pré-hibridizidacdo para andlise de

siRNA (25 mL):

Componente Quantidade  Concentracao final
Na,HPO, 1,779 05M

500 mM EDTA 50 pL 1mM

BSA 0,259 1%

SDS 1,759 7%

Agua g.s.p. 25 mL

« Solucéo de pré-hibridizacdo para RNA (25 mL):

Componente Quantidade Concentragao final

SSC 20X para Northern 6,25 mL 5X
blot

Solucéo Denhardt 50X 1mL 2X
para RNA

SDS 20% 125 pL 0,1%
Agua DEPC 0,1% g.s.p. 25 mL

Preparar a solugéo colocando o SDS por ultimo. Caso haja precipitagio de SDS,

aquecer e homogeneizar.

+ Solugdo de pré-hibridizacdo para RNA (25 mL)

contendo formamida:

Componente Quantidade Concentragao final

SSPE 20X para 6,25 mL 5X
Northern blot

Formamida 12,5 mL 50%
Solugdo Denhardt 50X 1mL 2X
para RNA

SDS 20% 125 pL 0,1%
Agua DEPC 0,1% g.s.p. 25 mL

Preparar a solugéo colocando o SDS e a formamida por Ultimo, na capela de exaustao.
« Sonda marcada radioativamente (Capitulo 11).
« SSC 20X para RNA (Apéndice 4).

« SSPE 20X para RNA (Apéndice 4).



6.2 Procedimento

Pré-hibridizacao

1. Preaquecer a solucdo de pré-hibridizacdo a 42 °C.
Usar 20 mL de solucdo por 100 cm? de membrana.
Colocar a membrana em um recipiente (frasco para
forno de hibridizacéo, caixa ou saco plastico vedado).

A solucédo de pré-hibridizacdo pode ser preparada sem formamida.
Nesse caso, as temperaturas de pré-hibridizacao e hibridizacéo deve-
rao ser de 65 °C, em vez de 42 °C.

2. Desnaturar DNA de esperma de salmao (30 uL/mL
de solucao) por 5 minutos a 95 °C, colocar no gelo
imediatamente. Em seguida, adicionar a solucao de
pré-hibridizacao.

DNA de esperma de salméo € adicionado durante a pré-hibridizacéo
para evitar hibridizagéo inespecifica apds adi¢gao da sonda.

3. Deixar pré-hibridizando por 2 horas a temperatura
6tima que deve ser determinada conforme nota da
etapa 6 deste item.

Para analise de siRNA, a pré-hibridizacéo deve ser feita em 25 mL de
solucéo de pré-hibridizacéo para analise de siRNA por um periodo de
2a3horasa4s°C.

Hibridizacao
4. Caso a sonda seja de DNA de fita dupla, desnaturar

aquecendo por 5 minutos a 95 °C e colocando ime-
diatamente no gelo.

A manipulacéo de material radioativo deve ser realizada
com luvas cirargicas, 6culos de protegao, jaleco de manga
comprida e sempre utilizando uma protecéo de acrilico.
Deve-se checar a limpeza das bancadas e do material
utilizado com um contador Geiger e proceder a limpeza,

com agua e sabdo, caso sejam detectadas eventuais
contaminagoes.

5. Determinar a quantidade de solucao de hibridizacdo

necessaria de acordo com o tamanho e o nimero de

membranas:
Numero de Quantidade de solucéo
Tamanho

membranas para Northern blot

1 10cmx10cm  Minimo de 10 mL

1 220 cmx20cm Minimo de 25 mL

22 =210 cm x 10 cm Suficiente para que as
membranas se movam
livremente

6. Determinar a concentragao de sonda necessdria para
a hibridizacdo para Northern blot de acordo com a

tabela.

. Concentragao Condicdes de
ED 218 St e da sonda hibridizacéo
RNA 10 ng/mL a 12-18 horas, a 65 °C

50 ng/mL
DNA 5ng/mL a 12-18 horas, a 42 °C
20 ng/mL
Oligonucleotideo 1ng/mLa 1 a 6 horas,
10 pmol/mL dependendo do

contetido G+C

A temperatura 6tima de pré-hibridizacéo e de hibridizagdo depende do
tamanho da sonda e de sua homologia com a sequéncia-alvo, poden-



do ser calculada (conforme a Tabela 1 da Introducao deste capitulo) ou
determinada empiricamente.

7. Descartar a solucao de pré-hibridizacdo, adicionar
solucao de hibridizacdo e a sonda marcada. Deixar
hibridizando de acordo com a tabela da etapa 6 desta

secao.

No momento de adicionar a sonda, deve-se ter o cuidado de pipeté-la
diretamente dentro da solu¢@o, sem encostar a ponteira na membrana.

8. Apos a hibridizacado, guardar a solucao de hibridiza-
¢do em um tubo com tampa (por exemplo, tubo de
polipropileno que suporte altas temperaturas) para

ser reutilizada.

Para andlise de siRNA, a hibridizac@o deve ser realizada na mesma
solucéo de pré-hibridizagao por um periodo de 16 horas a 45 °C.

Lavagem

9. Lavar a membrana por 10 minutos a temperatura
ambiente com tampao SSPE 2X; SDS 0,1%.

10. Descartar a solucdo em lixo reservado exclusivamen-
te para material radioativo. Monitorar a lavagem da

membrana com um contador Geiger.

11. Lavar a membrana por duas vezes durante 15 minu-
tos a temperatura de hibridizacdo, com tampéo SSPE
1X; SDS 0,1%.

12. Descartar a solu¢ao em em lixo reservado exclusiva-
mente para material radioativo e monitorar a mem-

brana a cada lavagem.

13. Lavar a membrana durante 15 minutos a temperatura
de hibridizacdo com tampdo SSPE 0,1 X; SDS 0,1%

(opcional).

Essa lavagem é de alta estringéncia e deve ser efetuada quando a
membrana apresentar alta contagem apds as outras lavagens.

Para andlise de siRNA: realizar duas lavagens por 10 minutos a 50 °C
com uma solugdo 2X SSPE contendo 0,1% SDS.

14. Envolver a membrana com papel de PVC. Expor em

filme de raios X.

15. Revelar o filme de raios X (Figura 4).

Como alternativa, a membrana marcada sensibilizada pode ser expos-
ta a uma placa de armazenamento de fésforo (phosphor imaging pla-
te), sensivel aos raios X. O sinal radioativo é revelado por digitalizagao
em scanner a laser ap6s um periodo de 24 a 96 horas de exposicao,
gerando uma imagem similar a de um filme de raios X.

6.3 Observacéo

Todo o trabalho que envolve a utilizagao de
material radioativo deve obedecer a normas estritas
de seguranca estabelecidas no laboratério que devera
ser previamente licenciado pela Comissao Nacional de
Energia Nuclear (CNEN).



Genotipo |

Genoétipo ll

CTR INFEC

A B Cc A B Cc

- - | “»
rthern bfot

Gel de agarose

Figura 4. Andlise pela técnica de Northern blot do RNA total de raizes de amendoim (Gen6tipo | suscetivel e Genétipo Il resistente)
ndo infectadas (controle; CTR) e infectadas (INFEC) com o nematoide-das-galhas. A sonda utilizada na hibridizagao corresponde ao
gene arp (auxin repressed protein), e 0os pontos avaliados na analise da expressao temporal desse gene foram 4 (A), 9 (B) e 16 (C)
dias apos infecgdo (DAI). Para a andlise da expresséo relativa do gene arp pela técnica de Northern blot, foi depositada no gel de

agarose a mesma quantidade de RNA total de cada amostra.

7 Hibridizagéo com
sonda nédo radioativa

7.1 Material

- Agua DEPC 0,1% (Apéndice 4).

O

« Formamida deionizada (item 3.1 Material).

DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua
manipulacédo deve ser feita com luvas de borracha, 6culos
e mascara em capela de exaustao.

- Reagente bloqueador (fornecido no kit pelo
fabricante).

« Sarcosil 10% para RNA: pesar 5 g de sarcosil
(N-lauril sarcosine) e dissolver em agua DEPC
0,1%, completando o volume para 50 mL.

« SDS 20% para RNA (Apéndice 4).
« SSC 20X para RNA (Apéndice 4).

+ Solugao bloqueadora:

Componente Quantidade Concentragao final

Solugéo estoque de 1 20%
reagente bloqueador
Tampao maleato 4 80%

- Solucdo estoque de reagente bloqueador (10%):
100 mM maleato de sédio, pH 7,5, contendo 10%

Fotos: Karina Proite e Patricia Messenberg Guimarées



reagente bloqueador para hibridizacdo de &ci-
dos nucleicos. Tratar a solu¢cdao com DEPC 0,1% e
esterilizar por autoclavagem.

O maleato de s6dio permite o tratamento da solugao estoque de rea-
gente bloqueador com DEPC para inibir RNAses.

«+ Solucdo de lavagem 0,5X:

Componente Quantidade  Concentragao final
SSC 20X 1,25 mL 0,5X

SDS 20% 0,25 mL 0,1%

Agua DEPC 0,1% g.s.p. 50 mL

+ Solucao de lavagem 2X:

Componente Quantidade Concentragao final
SSC 20X 5mL 2X

SDS 20% 0,25 mL 0,1%

Agua DEPC 0,1% g.s.p. 50 mL

+ Solucdo de pré-hibridizacao para Northern blot

(25 mL):

Componente Quantidade Concentragao
final

SSC 20X para Northern blot 6,25 mL 5X

Sarcosil 10% 250 pL 0,1%

SDS 20% 25 L 0,02%

Solucéo bloqueadora 5mL 2%

estoque (10%)

DNA de esperma de 625 uL 100 pg/mL

salméo (4 mg/mL)

Formamida deionizada 12,5 mL 50%

Agua DEPC 0,1% g.s.p. 25 mL

« Tampao maleato:

Componente Quantidade Concentragao final
Acido maleico pH 7,5 0,23 g 100 mM
NaCl5 M 0,6 mL 150 mM
(Apéndice 4)

Agua DEPC 0,1% g.s.p. 20 mL

7.2 Procedimento

Pré-hibridizacao

1. Preaquecer asolucdo de pré-hibridizacdo. Usar 20 mL de
solucdo por 100 cm? de membrana. Colocar a membra-
na em um recipiente (frasco para forno de hibridizacao,

caixa ou saco plastico vedado).

2. Deixar pré-hibridizando por 2 horas a temperatura
Gtima.

Hibridizacao

3. Sondas de DNA de fita dupla devem ser desnaturadas

5 minutos a 95 °C e colocadas imediatamente no gelo.

4. Determinar a quantidade de solucao de hibridizacdo
necessaria de acordo com o tamanho e o nimero
de membranas, como mostrado na etapa 5 do item

5.2 Procedimento.

5. Diluir a sonda em solucdo de hibridizacdo para
RNA de acordo com a tabela da etapa 6 do item

6.2 Procedimento.



6. Descartar a solucdo de pré-hibridizacdo e adicionar
solucao de hibridizacdo contendo a sonda marcada.
Deixar hibridizando de acordo com tabela do item 6

da secao 6.2 Procedimento.

7. Apos a hibridizacdo, guardar a solucao de hibridiza-
¢do em um tubo com tampa (por exemplo, tubo de
polipropileno capaz de suportar altas temperaturas)

para ser reutilizada.

Esta solucdo de hibridizagdo para Northern blot contém grande
quantidade de sonda marcada com DIG que ndo anelou ao RNA alvo.
Identificar o tubo e estocar solugdes a -20 °C (sonda de DNA) e a
-80 °C (sonda de RNA) para futura reutilizacdo. Sondas marcadas com
DIG e estocadas dessa maneira sdo estaveis por pelo menos 1 ano.
Para reutilizar, basta desnaturar a 68 °C por 10 minutos.

Lavagem

8. Lavaramembrana duas vezes por 5 minutos em solu-

¢ao de lavagem a temperatura ambiente.

9. Lavar a membrana por 15 minutos em solucdo de

lavagem 0,5X. Repetir a lavagem.

Quando forem utilizadas sondas maiores que 100 pb, proceder as
lavagens a 68 °C.

Essas lavagens (etapas 8 e 9 deste item) removem restos de sonda
ndo aderida, que levariam a uma alta taxa de hibridizagéo néo especi-
fica (background) se nao fossem removidos.

10. Prosseguir a detec¢do quimioluminescente ou colo-

rimétrica de acordo com as instru¢des do fabricante.
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1 Introducédo

A PCR (sigla em inglés para reacdo em cadeia da
polimerase) revolucionou a deteccdo de acidos nucleicos,
tornando possivel detectar até uma Unica cépia de uma
determinada sequéncia (Capitulo 10). A PCR quantitativa
em tempo real (QPCR) baseia-se na premissa de que a
quantidade de produto em um determinado ponto da
curva de amplificacdo da reacdo, de preferéncia na sua
fase exponencial, estd diretamente relacionada com a
quantidade inicial de fitas-molde de acidos nucleicos pre-
sente na amostra (FREEMAN et al., 1999; RAEYMAEKERS,
2000). A gPCR possibilitou um grande avanc¢o na quan-
tificacdo de acidos nucleicos, uma vez que permite o
monitoramento do acumulo de fitas produzidas a cada
ciclo da reagdo. Quanto maior a quantidade de cépias
do acido nucleico-alvo no inicio da reagao, menor serd o
numero de ciclos necessario para detectar o produto de
amplificacao (@amplicons).

Na gPCR, a metodologia de quantificacdo de
acidos nucleicos presentes em uma amostra baseia-se
na deteccdo e quantificacdo da fluorescéncia emitida
por fluoréforos que se ligam direta ou indiretamente ao
produto de amplificacdo. A fita-molde da reacao pode
ser DNA (plasmidial, genémico ou o préprio amplicon)
ou cDNA (sintetizado pela transcricao reversa de RNA
mensageiro).

Dois tipos principais de sistemas de deteccao sao
utilizados para a deteccao da fluorescéncia a cada ciclo

de amplificacdo em reacées de qPCR. O mais utilizado,
por seu custo/beneficio positivo, é o fluoréforo cianina
assimétrica (MORRISON et al., 1998). A cianina assimétrica
(N’N’-dimetil-N-[4-[(E)-(3-metil-1,3-benzotiazol-2-ilideno)
metil]-1-fenilquinolina-1-ium-2-il]-N-propilpropano-1,3-
-diamina) se intercala nos sulcos menores da estrutura
do DNA fita dupla (de maneira nao covalente), ndo inter-
fere na reacdo de PCR e, quando excitado com luz azul
(A, =497 nm), emite fluorescéncia na faixa da luz verde
(aproximadamente A _ = 520 nm; Figura 1A). Portanto,
quanto maior a quantidade de amplicons produzida
pela reacdo de PCR, maior a fluorescéncia emitida. Esse
sistema de deteccdo tem a vantagem de ser versatil,
pois a cianina assimétrica liga-se indiscriminadamente a
qualquer DNA de fita dupla, podendo ser utilizada com
iniciadores (primers) comuns e sem a necessidade de
sondas de hidrdlise, reduzindo o custo. Entretanto, por
nao reconhecer especificamente amplicons gerados pela
reacdo, a cianina assimétrica apresenta a desvantagem de
se ligar também a amplicons inespecificos. Os corantes
de cianina assimétrica mais utilizados em qPCR sao SYBR®
Green |, SYBR® Green II, SYBR® Gold, YO (Oxazole Yellow),
TO (Thiazole Orange) e PG (Pico Green).

O segundo sistema de deteccdo consiste na utili-
zacdo de iniciadores associados a sondas fluorogénicas
(HEID et al., 1996). A grande vantagem dessa abordagem é
sua especificidade, pois ocorre emissao de sinal apenas na
amplificacdo do produto especifico ao qual a sonda se liga.
Além disso, diferentes genes podem ser estudados em
uma mesma amostra, utilizando-se diferentes fluoréforos
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(multiplex). Ao planejar reagdes com multiplex, deve-se
evitar sobreposicao entre os espectros de deteccdo dos
pares fluoréforo/quelante para que ndo haja emissoes cru-
zadas dos diferentes produtos. Em contrapartida, a grande
desvantagem reside no seu alto custo, uma vez que para
cada produto a ser amplificado, tem que ser gerada uma
sonda especifica. Amplamente utilizada, a tecnologia de
sonda de hidrélise € um exemplo de sonda fluorogénica
de hidrdlise. Existem outros tipos de sondas baseadas em
fluoréforo/quelante que nao requerem hidrélise, como
Molecular beacon e Scorpions. Molecular beacon baseia-se
na estrutura secundaria em forma de grampo da prépria
sonda, enquanto as sondas do tipo Scorpions sao uma
combinacdo de iniciadores com sonda.

A sonda de hidrélise fluorogénica é um oligo-
nucleotideo especifico ao acido nucleico-alvo e possui
um fluoréforo repérter ligado de maneira covalente na
extremidade 5°, e outra molécula quelante da fluorescén-
cia na extremidade 3" (Figura 1B). Enquanto nao houver
amplificacdo da fita-molde, a sonda permanece anelada,
e o quelante inibe a fluorescéncia do fluoréforo repoérter
(LIVAK et al., 1995). A medida que o produto é amplificado
na reacao de qPCR pelos iniciadores, a atividade 5" nuclea-
sica da Taq DNA polimerase cliva a sonda marcada, provo-
cando a separacdo dos fluoréforos e permitindo a emissdo
do sinal fluorescente (Figura 1B). Assim, o aumento de
fluorescéncia indica que houve o acimulo de produtos
de amplificacdo. Ao desenhar uma sonda de hidrdlise
fluorescente, é necessario garantir que o fluoréforo e seu
quelante sejam compativeis, de acordo com a quimica de

deteccéo. A sonda de hidrolise fluorogéncia mais utilizada
em qPCR é TagMan®.

O monitoramento da reacdo de gPCR é feito em
termocicladores que possuem uma fonte luminosa para
excitacao de fluoréforos, cameras para captacdo da fluo-
rescéncia e blocos ou camaras para o controle de tempera-
tura. Esses elementos sao controlados por programas que
acompanham cada sistema de gPCR, que, tipicamente,
geram um grafico (Figura 2) da relacéo entre a fluorescén-
cia captada no final de cada ciclo (R) e o numero do ciclo
correspondente da PCR. A curva de amplificacdo é expo-
nencial, até a reacdo atingir o grau de saturacao (plateau).
A fluorescéncia basal, conhecida como linha de base, cor-
responde a intensidade de sinal do produto amplificado
que ainda nao ultrapassa a intensidade da fluorescéncia
encontrada no meio. Qualquer aumento da fluorescéncia
que ultrapasse a linha de base indica a deteccao do am-
plicon. O limiar de deteccdo de fluorescéncia pode ser
estabelecido no inicio da fase exponencial da reacao e é
definido como threshold (Figura 2). Esse limiar pode ser
fixado manualmente pelo operador ou automaticamente
pelo programa de tratamento de dados, a depender das
condi¢des de cada reacao. O parametro Cq (quantification
cycle) indica o ciclo da reagao em que a fluorescéncia do
produto amplificado de cada amostra atinge o threshold.
O valor de Cq depende da quantidade inicial de acido
nucleico-alvo e da eficiéncia da reacdo de amplificacéo.
De uma maneira geral, os programas calculam automati-
camente o threshold, para cada iniciador, como dez vezes o
desvio padrao da linha de base, e estabelecem esse limiar
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Figura 2. Grafico representando a reagao de PCR quantitativa
e seus principais parametros. A fluorescéncia (R; eixo ‘y’) é
medida a cada ciclo de PCR (eixo ‘X’). A diferenga (AR) entre a
quantidade de fluorescéncia apos n ciclos de reacéo (Rn) e no
inicio (R,) indica a quantidade total de fluorescéncia gerada. A
linha de base consiste na fase da PCR em que nado ha incre-
mento da fluorescéncia. O threshold é determinado quando a
fluorescéncia ultrapassa a linha de base, indicando o inicio da
fase exponencial da reacéo. O ciclo da gPCR correspondente
ao threshold é chamado de Cq (quantification cycle), e é um
dos parametros mais importantes na analise de expressao gé-
nica.

no inicio da fase exponencial de amplificacdo, na qual ndo
ha limitacdo de componentes para a reacao de PCR, e a
sensibilidade é alta.

Podem-se realizar dois tipos de quantificacdo géni-
ca a partir dos dados provenientes da qPCR: a quantifica-

¢ao absoluta e a relativa (WONG; MEDRANO, 2005). Além
da quantificacdo génica, a qPCR possui vasta aplicacdo
na deteccao precisa de sequéncias nucleotidicas em es-
tudos de genotipagem e discriminacao alélica; inser¢bes/
delecdes; translocagdes cromossdmicas; mutagoes, assim
como no diagnoéstico de doencas genéticas; na identifi-
cacdo e caracterizacdo genética de virus e patdégenos, na
avaliacdo da eficdcia de tratamentos medicamentosos
(farmacogenética); na medicina forense para identificacdo
de individuos por meio da amplificacdo de Short Tandem
Repeats, no progndstico de doencgas; entre outras. Na
Tabela 1, alguns exemplos séo fornecidos. Essas aplicacoes,

Tabela 1. AplicacGes da técnica de qPCR.

Aplicagao Referéncias

Variacdo de numeros de copias  Bubner e Baldwin (2004)
e Wu et al. (2007)

Lind e Kubista (2005)

Puppo et al. (2005) e
Sandoval et al. (2004)

Espy et al. (2006)

Espy et al. (2006) e
Mackay (2004)

Mackay et al. (2008)

Imuno-PCR em tempo real

Imunoprecipitacdo de cromatina

Quantificagéo de carga viral

Deteccgédo de patdgenos

Instabilidade gendémica
(microssatélites)

Genotipagem de polimorfismo de Vandemark e Miklas
nucleotideo Unico (SNPs) (2005) e Wittwer et al.
(2003)

Campan et al. (2009)

Bubner e Baldwin (2004)
e Yang et al. (2005)

Detecc¢éo de metilagdo de DNA

Determinacao do nimero de
cOpias de transgenes




diferentemente da quantificacdo génica, alvo deste capitu-
lo, séo realizadas com dados de fluorescéncia do produto
amplificado obtidos ao final da qPCR (end point analysis)
e permitem resultados qualitativos (e ndo quantitativos).
Assim, as aplicagdes da gPCR sao mais numerosas que da
PCR convencional, uma vez que permitem a deteccdo dos
produtos nafase exponencial dareacdo de PCR, tornando-a
uma técnica rapida, de alta sensibilidade e especificidade.
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A curva-padrdo é importante tanto para quantifi-
cacdo absoluta como relativa. A curva-padrao é estabe-
lecida por diluicbes seriadas, nas quais os valores de nu-
mero de copias, ou a quantidade do acido nucleico-alvo,
utilizados para cada ponto de diluicdo sao previamente
conhecidos (Figura 3). Esses diferentes pontos da curva
serdo utilizados para calcular a regresséo linear, na qual a
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Figura 3. Graficos representativos de uma curva-padrdo. Diluigbes seriadas sao preparadas e utilizadas em reagdo de qPCR.
A) Arelagao entre fluorescéncia (y) e ciclo de gPCR (x), mostrando que diluicées de base 10 tém uma diferenga de aproximadamente
trés ciclos (Cq); 100 cépias (roxo); 10 copias (azul); 2 copias (verde) e 0,4 copias (rosa); B) Arelacdo entre Cq (y) e log da quantidade
de produto por diluigédo (x). Aregressao linear resulta na equagao de reta, na qual o coeficiente de correlagdo (R2) devera ser proximo
de 1,0. Aiinclinagéo da reta (slope) é utilizada para calculo de eficiéncia, por meio da férmula E = [10¢Ys,e-11x100. A eficiéncia deve
ser entre 90% e 110%.



inclinagao da reta (slope) de -3,32 significa uma eficiéncia
(E) da reacdo de PCR de 100% (com E = [10¢"/slorel-1] x
100). A eficiéncia de amplificacdo pode ser definida como
a taxa na qual o produto é amplificado a cada ciclo da
PCR durante sua fase exponencial. Para uma eficiéncia de
100%, havera o dobro de produto a cada ciclo; para 90%,
haverd um aumento de 1,9; para 110%, um aumento de
2,1; e assim por diante. O valor designado para a eficiéncia
é uma medida de desempenho global do ensaio de qPCR.
Como idealmente a eficiéncia devera estar entre 90% e
110% para todos os iniciadores (secdo 4 deste capitulo),
a inclinacdo da reta (slope) deverd ser basicamente entre
= -3,6 (para uma eficiéncia de 90%) e = -3,1 (para uma
eficiéncia de 110%) (ver cdlculo abaixo). A producao da
curva-padrao, portanto, é necessaria para o célculo da efi-
ciéncia e tem que ser altamente especifica, reprodutivel
e abrangente. O indice de correlacdo entre os diferentes
pontos da diluicdo seriada e os valores de fluorescéncia
obtidos no Cq precisam estar bem ajustados, ou seja, o
coeficiente de correlagdo (R2) tem que ser proximo de
1,0. Como fita-molde para estabelecer essa curva-padrao,
podem-se usar dilui¢des seriadas de cDNA ou do proprio
produto de amplificacdo do gene de interesse (Gl). Os
programas de andlise de dados de qPCR geralmente ja fa-
zem o célculo da eficiéncia da reacdo, que também pode
ser realizado por programas especificos de célculo de
eficiéncia como LinReg e PCRMiner. Para a quantificacédo
absoluta, a curva-padrao também é utilizada para deter-
minar o valor das amostras desconhecidas, que é obtido
pela interceptacdo dos valores de Cq de cada amostra na

curva-padrdo, em que o eixo ‘X’ representa o nimero de
copias do fragmento amplificado, e 'y’ representa o valor
Cq correspondente (Figura 3B).

Célculo de inclinacdo de reta baseado em eficién-
cia de 90%:

E =0,90 = 10¢"/slpe) - 1
<> 1,90 =10¢/slope)
—log1,90 =-1/x
<« X=-1/log1,90
—Xx=-3,587=-36

Quantificacao absoluta

A quantificacdo absoluta determina o numero
exato de cépias ou a quantidade (expressa em peso) de
um acido nucleico-alvo presente na amostra inicial por
interpolacdo a partir de uma curva-padrao. Esse calculo
é feito pela extrapolacdo de valores das amostras em
estudo com valores de uma amostra de quantificacdo
conhecida, utilizada para estabelecer uma curva-padrao
(secdo 5 deste capitulo). A quantificacdo absoluta é
frequentemente aplicada na pesquisa com plantas para
a quantificacdo de carga viral de patégenos e de transge-
nes em organismos geneticamente modificados (OGM:s).
Para quantificacdo absoluta, a curva-padrao pode ser
baseada em concentracdes conhecidas de moléculas
de DNA, como plasmidios, DNA gendmico, amplicons,
oligonucleotideos comerciais, entre outros. E importante
enfatizar que a curva-padrao utilizada para quantificacao




absoluta deverd ser incluida em toda corrida para as
amostras em estudo.

Quantificacao relativa

A quantificacao relativa determina quantas vezes
(fold change) um determinado Gl é expresso em relacao
a um ou mais genes de referéncias (GRs), os quais sdo
utilizados como controles internos e cuja expressao é
estavel (nao variavel) em todas as amostras analisadas. A
quantificacao relativa pode ser utilizada para determinar
o fold change de um determinado Gl em uma dada amos-
tra ou a alteracao do seu padrao de expressao em respos-
ta a um tratamento, variacdo ambiental ou no decorrer
do desenvolvimento de uma célula, tecido, érgdao ou
sistema. Nesse caso, utiliza-se uma amostra calibradora
como referéncia (amostra “nao tratada’, por exemplo), e
os valores das outras amostras sdo divididos pela amostra
calibradora para determinar a alteracao de expressao do
Gl.

Os GRs mais comumente utilizados na quantifi-
cacdo relativa estdao envolvidos com processos celulares
basicos, como gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
ubiquitina, actina, genes ribossomais, entre outros. Nao
ha um GR universal que funcione para todos os experi-
mentos de gPCR, e sua escolha depende da espécie (ou
mesmo do gendtipo), da condicdo experimental, e do
tecido em estudo, portanto, é necessdrio determinar
quais os GRs mais adequados para as amostras utilizadas
ao se delinear um experimento de qPCR (SUZUKI et al.,

2000). A expressdao do GR tem que ser significativamente

estdvel em todas as amostras em estudo para que a quan-
tificacdo relativa seja confidvel, ja que ela pode variar nos
diferentes 6rgdos; por exemplo, um GR utilizado para ve-
rificar variacdo de expressao em folha em resposta a um
determinado tratamento pode néo ter expressao estavel
entre 6rgaos vegetativos e reprodutivos, como mostra o
exemplo da Figura 4. Varios programas disponiveis gra-
tuitamente calculam os niveis de estabilidade de genes
candidatos a GR, como GeNorm (VANDESOMPELE et al.,
2002), NormFinder (ANDERSEN et al., 2004) ou BestKeeper
(PFAFFL et al., 2004). E fortemente aconselhavel o uso de
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Figura 4. Grafico de uma reagao de RT-qPCR tipica para teste
de gene de referéncia em diferentes partes de planta, suge-
rindo que o gene testado pode ser utilizado para analises de
expressao génica relativa no mesmo érgédo, mas deve ser evi-
tado para analises entre os diferentes érgaos.



mais de um GR como normalizador na analise da expres-
sdo relativa de um determinando Gl.

Para o calculo da quantificacao relativa, os valores
de Cq obtidos para o(s) GR(s) sdo deduzidos dos valores
obtidos para o Gl na mesma amostra (secdo 4 deste capi-
tulo). Essa normalizacdo elimina o efeito de variagbes ndo
bioldgicas, como a quantidade inicial de acido nucleico,
em cada amostra, por menores que sejam, e garante
que as diferencas de quantificacdo observadas para o Gl
sejam verdadeiras.

2 Tratamento com DNAse
e sintese de cDNA

2.1 Material

» 2 ug de RNA total de alta qualidade em um volu-
me de até 8 uL (Capitulo 14).

« Desoxirribonuclease (DNAse) sem Ribonuclease
(RNAse) a 2 U/ulL e seu tampao 10X.

« DTT a 200 mM, diluido a partir da solucao DTT
1M (Apéndice 4).

« EDTA 25 mM, pH 8,0, diluido a partir da solucao
EDTA 500 mM (Apéndice 4).

+ Inibidor de RNAse a 40 U/puL.

« Mistura de desoxinucleotideos (ANTPs) a 10 mM
cada um (Apéndice 4).

« Oligonucleotideo poli(T) [(dT)....]1a 500 ug/mL.
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« Ponteiras com filtro.

« Termobloco ou banho-maria com regulacao de
temperatura para 37 °C, 65 °C, 42 °Ce 70 °C.

 Transcriptase reversa a 200 U/uL e respectivo
tampao de reacdo 5X.

« Tubos de microcentrifuga de 200 ulL (microtubo),
préprios para manipulagdo com RNA.

2.2 Procedimento

1. Em um microtubo de 200 pL, acrescentar 2 pg de
RNA total, 2 U de DNAse sem RNAse e 1 uL de tampao
de DNAse 10X. Completar o volume para 10 uL com
agua deionizada estéril.

2. Incubar por uma hora a 37 °C. Acrescentar 1 uL de
EDTA 25 mM, misturar e incubar durante 10 minutos
a 65 °C. Incubar no gelo por 5 minutos e centrifugar
rapidamente.

O EDTA e 0 aquecimento a 65 °C tém como objetivo inibir a atividade
enzimatica da DNAse.

Em alguns protocolos, a DNAse é inativada pela extragdo com
fenol:cloroférmio, seguida de precipitagdo com etanol.

3. No mesmo tubo no qual foi realizado o tratamento
com a DNAse, adicionar 1 uL de Oligo(dT),,..e 1T uL
de dNTPs.
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4, Aquecer a 65 °C por 5 minutos, levar imediatamente
ao gelo e centrifugar rapidamente.




Nesta etapa ocorre a desnaturagdo de estruturas secundéarias de RNA
e 0 anelamento do oligo(dT) a sua cauda poli-A.

5. Adicionar 4 uL do tampao de reacao de transcriptase
reversa, 1 uL de DTT e 1 uL de inibidor de RNAse.
Misturar delicadamente.

6. Incubar a 42 °C por 2 minutos e adicionar 1 uL de
transcriptase reversa. Misturar cuidadosamente e
centrifugar rapidamente.

Conferir com o protocolo do kit da enzima transcriptase reversa a
temperatura adequada, pois algumas enzimas usam a temperatura de
50 °C.

7. Incubara 42 °C por 50 minutos.

8. Inativar a transcriptase reversa por aquecimento a
70 °C por 15 minutos. Armazenar o cDNA a -20 °C.

Caso seja prevista a amplificacdo de produtos maiores que 1 Kb,
adicionar 2 U de RNAse H e incubar a 37 °C por 20 minutos.

9. Para verificar a qualidade do cDNA recém-sinteti-
zado, proceder a uma reacao de PCR convencional
(Capitulo 10), utilizando o cDNA como fita-molde (RT-
PCR) e iniciadores de genes conhecidos da espécie
em estudo. Para tanto, diluir 1 uL do cDNA obtido
(secao 8 deste capitulo) em 1 uL de dgua e utilizar 1
pL dessa diluicdo como molde em uma reagao de RT-
PCR, para um volume final de 25 pL.

Uma reacdo de RT-PCR é uma PCR (Capitulo 10) que utiliza cDNA
como fita-molde.

10. Verificar a qualidade do produto de amplificacdo por
eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v), corado
com brometo de etidio (Apéndice 4), de uma aliquota
de 10 pL do volume final da reacao.

2.3 Observagoes

A qualidade do 4cido nucleico a ser usado como
molde para a qPCR é de fundamental importancia para
0 sucesso do experimento. Em caso de andlise de expres-
sao génica, o RNA deve ser de alta qualidade, preferen-
cialmente extraido com o mesmo protocolo para todas as
amostras analisadas (ver Capitulo 14 de extracao de RNA
para mais detalhes). Varios kits comerciais de extracdo de
RNA estao disponiveis, bem como kits em coluna para
purificacdo de RNA a partir de pequena quantidade de
tecido. Essas diferentes metodologias devem ser testadas
para determinar a que garante melhor qualidade e custo/
beneficio de acordo com o material a ser analisado.

Antes de iniciar o tratamento com DNAse, a quanti-
dade e aintegridade do RNA devem ser estimadas por es-
pectorometria. Recomenda-se confirmar posteriormente
essa estimativa em gel agarose desnaturante (Capitulo
14) aplicando-se a mesma quantidade de RNA (200 ng a
500 ng, por exemplo) de todas as amostras experimentais
e de uma amostra-controle com quantidade previamente
conhecida. Aintensidade dabanda de RNA deve ser seme-
Ihante paratodas asamostras e analoga a daamostra-con-
trole. Aintegridade do RNA pode ser adicionalmente ana-
lisada com mais acuracia por eletroforese de capilaridade.



A precisdo da quantificacdo é importante para que néo
haja grandes variagdes na expressao do GR em razdo de
variacdes na quantidade inicial de RNA total na reacao de
sintese de cDNA. Apesar de que essas variacdes podem
ser corrigidas na normalizacdo dos dados, quanto menor
o erro, mais confidveis e reprodutiveis serao os resultados.

Para a andlise de expressao génica, é necessario
eliminar residuos de DNA gendmico da amostra de RNA.
A presenca de DNA gendmico pode resultar em produtos
de amplificacdo indesejaveis e alterar os resultados da
quantificacdo do gene transcrito. Geralmente, os residuos
de DNA contaminante sao eliminados por tratamento
com DNAse antes da sintese de cDNA, como descrito
neste Capitulo. Alguns kits de extracdo de RNA também
preveem a eliminacdo do DNA diretamente na coluna,
0 que evita o risco de perda de RNA por contaminacdo
com RNAse ou na precipitacdo durante o tratamento com
DNAse.

Diferentes kits comerciais estdo disponiveis para
a sintese de cDNA a partir de RNA total. Esses kits ge-
ralmente utilizam iniciadores oligo(dT) para favorecer
a sintese de cDNA a partir de RNA mensageiro (mRNA)
pelo anelamento em sua cauda poli-A caracteristica. No
entanto, uma opcdo é a utilizacdo de oligonucleotideos
aleatorios (random primers) para a sintese de cDNA. A
utilizacdo de oligonucleotideos aleatérios na sintese de
cDNA tem a vantagem de rendimento, portanto, podem
ser recomendados nos casos em que a quantidade inicial
de RNA total é limitada (< 1 ng).

Para a sintese de cDNA recomenda-se que a quanti-
dade de RNA estejaentre 1 ug e 5 ug. Em casos de genes de
baixa abundancia e, portanto, raros, recomenda-se utilizar
3 ug e 4 pug. De um modo geral, a quantidade entre 2 ug e
3 ug é suficiente para amplificar a maior parte dos genes.

A presenca residual de DNA genémico na amostra
pode ser verificada de duas maneiras: a) amplificacdo de
um fragmento utilizando iniciadores que flanqueiam um
itron (intron-spanning primers) de um gene conhecido.
Dessa maneira, a reacdao de RT-PCR contendo apenas
cDNA nao devera ter a presenca do intron, enquanto a
reacao contendo DNA gendmico contaminante resultara
em um fragmento maior do que na amostra proveniente
do cDNA. Caso nao seja possivel: b) utilizar controles
negativos, nos quais a transcriptase reversa é omitida da
amostra de RNA total utilizada para a sintese de cDNA;
dessa maneira, se houver produto de amplificacdo, o
DNA contaminante é usado como molde e, portanto, esta
presente na amostra.

3 Estabelecimento
de curva-padrdo e
quantificagdo relativa

3.1 Material

« ¢DNA ou DNA genémico (dependendo da anili-
se a ser realizada).



« Iniciadores “forward” e “reverse” especificos do
GRou Gla 10 uM cada um.

« Mistura contendo o fluoréforo cianina assimé-
trica, Tag DNA polimerase, tampao da reacao e
dNTPs.

« Ponteiras com filtro.
» Termociclador para PCR em tempo real.

« Tubos de microcentrifuga (microtubos) de 200 pL
ou placa de 96 pocos, a depender do modelo do
termociclador, proprios para manipulacdo com
RNA.

3.2 Procedimento

1. Preparar diluicdes seriadas de base 10 (por exemplo,
107; 10% 103 10% e 10°) a partir da solucdo-estoque
da fita-molde [DNA ou cDNA (item 2 deste capiulo)].

Para o preparo da curva de diluicdo, pode-se utilizar tanto cDNA ou
DNA, amplicons purificados em gel ou clonados em vetor. Diluiges in-
termediarias (como 2X ou 5X) também podem ser utilizadas. A série de
diluicdo devera ser informada no programa do termociclador utilizado.

Caso seja conhecida a concentragdo do cDNA, realizar um gradiente
da quantidade de cDNA de 100 ng, 50 ng, 25 ng, 12,5 ng e 6,25 ng.

A fita-molde utilizada no estabelecimento da curva-padrdo podera ser
uma amostra aleatdria ou, de preferéncia, uma mistura equimolar de
todas as amostras experimentais em estudo.

Ao preparar as diluicdes, evitar utilizar volumes pequenos, que séo
menos precisos. Por exemplo, realizar diluicdes de 10 pL de fita-molde
em 90 pL de &guaemvez de 1 L em 9 pL.

2. Preparar a mistura de reacdo de acordo com o nime-
ro de amostras (n) de cada experimento, conforme
tabela abaixo:

Componente Concentracdo Volume por Volume para

final reacao “n” reacdes
Iniciador F 200 nM 0,2 uL 0,2puL xn
Iniciador R 200 nM 0,2 uL 0,2puL xn
Mistura 1X 5,0 L 50puL xn
Cianina
assimétrica
H,O 2,6 pL 26 L xn

Ao se determinar o nimero total de amostras, é importante lembrar que cada
amostra deve ser feita em triplicata técnica, e que, para cada par de iniciadores,
uma controle sem fita-molde deve ser incluida (no template control — NTC).

3. Distribuir 8 puL da mistura em cada tubo ou pogo de
reacao.

4. Adicionar 2 ulL da fita-molde (cDNA ou DNA genomi-
co) das amostras e misturar.

5. Fechar o tubo, ou selar a placa com adesivo 6ptico
apropriado, e centrifugar a 4 °C por 1 minuto a 1.000 g.

6. Colocaras amostras no equipamento e iniciar progra-
ma nas seguintes condicdes:

Etapa Temperatura Duragéo
Pré-ciclo 95°C 1 a 10 minutos
Ciclos (40) 95 °C 15 segundos
58 °C a 60 °C 15 segundos
72 °C 15 a 20 segundos
Curva de 95 °C 15 segundos
desnaturacdo 58 °C a 60 °C 1 minuto
95 °C 15 segundos

O pré-ciclo corresponde a ativagéo da Taq polimerase, geralmente do tipo hot
start. Pode haver diferenga quanto ao tempo necessario para ativar a enzima.
Seguir recomendagéo do fabricante.



7. Certificar-se da especificidade do produto amplifica-
do por meio da analise da curva de desnaturacao e da
eficiéncia da reacao, que devera estar entre 0,9 e 1,1
(secao 4 deste capitulo).

8. Proceder a andlise estatistica dos dados que deverd
ser feita utilizando valores Cq em programas especi-
ficos para analise de dados de qPCR (secdo 4 deste
capitulo).

9. Apos a andlise da curva de diluicdo seriada e a oti-
mizacdo de todos os parametros, proceder a reacdo
de qPCR (etapas 2 a 6 deste item), utilizando todas as
amostras em estudo com os iniciadores dos Gls e GRs.

Analisar todas as amostras em triplicatas técnicas.

Se possivel, proceder a gqPCR das mesmas amostras com os iniciado-
res de Gl e de GR na mesma placa.

10. Analisar a expressao relativa dos Gls (secdo 4 deste
capitulo).

3.3 Observacoes

A mistura contendo o fluoréforo cianina assimétri-
ca, disponivel comercialmente, contém todos os reagentes
necessarios para realizacao da reagao de qPCR, incluindo:
Taq DNA polimerase (geralmente do tipo hot start, que
evita amplificacdes inespecificas e necessita de aqueci-
mento a 95 °C por 1 a 10 minutos para ativa¢ao), tampao
de reacdo otimizado, dNTPs, o corante fluorescente de
cianina assimétrica (como SYBR® Green ) e o corante de

referéncia passiva ROX. O corante passivo ROX serve para a
normalizacao do sinal do corante fluorescente, eliminando
variacdes entre amostras devido a volume ou concentra-
¢ao. Portanto, os principais ajustes que podem ser feitos
nos reagentes de uma reacdo de qPCR, que utiliza uma
mistura comercial contendo o fluoréforo cianina assimétri-
ca, estao na quantidade de fita-molde e na concentragao/
proporc¢ao dos iniciadores a serem adicionados a reacéo.
Normalmente, as concentracdes finais utilizadas variam
de 150 nM a 250 nM na reacdo; no entanto, podem-se
testar gradientes de concentra¢des mais amplas, de 50 nM
a 900 nM, inclusive testando quantidades diferentes de
iniciadores “forward” e “reverse”. As concentracoes ideais
devem levar em consideracdo o Cq do produto (na faixa
de alta precisao: entre 15 e 30) e a fluorescéncia, ou ARn (a
maior possivel), além da auséncia de dimeros e de amplifi-
cagoes em controles negativos sem molde (NTC).

Existem novos fluoroforos que prometem ser mais
eficientes que o fluoréforo cianina assimétrica.

Algumas misturas comerciais fornecem MgCl, se-
paradamente para otimizagao das condi¢des da reacao.

Algumas misturas comerciais utilizam dUTP asso-
ciado a UDG (dUTP DNA glicosilase). Essa combinacao
evita amplificacdo em razdo de contaminantes por DNA.
dUTP é incorporado ao DNA e removido de modo espe-
cifico pela UDG. Nesse caso, uma incubacdo a 50 °C por
2 minutos (seguir recomendacdo do fabricante) deve
preceder o hot start.




A curva de diluicao seriada (ou curva-padréo seria-
da) deve ser realizada para cada novo par de iniciador/
fita-molde em estudo e é essencial para se determinar:
a) a faixa de fita-molde que a qPCR pode detectar, isto &,
se a quantidade de fita-molde inicial produz resultados
dentro da faixa linear dinamica de um ensaio (Cq na faixa
de alta precisao: entre 15 e 30); b) a precisao das réplicas,
isto é, em um ensaio preciso, o coeficiente de variacdo
(R2) deve ser menor ou igual a 0,99; ¢) a eficiéncia da
reacao (ver secao 4 deste capitulo).

4 Andlise dos dados
pelo método AACq

Na quantificacao relativa, o método mais utilizado
para analise de dados se baseia na utilizacdo da variagcao
do valor Cq, denominado AACq (delta-delta Cq) ou Cq
comparativo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para se obter
uma quantificacao reprodutivel e confidvel, é necessario
que as eficiéncias de amplificacdo dos Gls e GRs para as
mesmas amostras sejam semelhantes e proximas de
100%. O método AACq ja faz essa inferéncia, portanto, é
importante confirma-la para uma maior confiabilidade
dos resultados. Caso a eficiéncia ndo seja satisfatoria,
pode ser necessario ajustar a reacdo de qPCR, testando-
-se diferentes concentragdes (realizar uma titulacao de
100 nM a 600 nM) e proporcdes entre os iniciadores
“forward” e “reverse” e a temperatura de anelamento.
Alternativamente, pode ser necessario desenhar outro

par de iniciadores para garantir uma melhor eficiéncia de
amplificacao.

Na situacao hipotética, em que se estd investigando o
efeito de um determinado tratamento na expressao de um
Gl, a diferenca de Cq entre o Gl e 0 GR (normalizador) de uma
mesma amostra sera o ACq. Em seguida, a diferenca entre o
ACq de cada amostra e o ACq de uma amostra calibradora
sera o AACq. A amostra calibradora é uma das amostras ex-
perimentais usada como base para comparagao de resulta-
dos, isto €, a amostra 1X e todas as quantidades das demais
amostras serao expressas como uma diferenca de n vezes
em relacao a ela. O valor AACq é colocado na formula 224¢4
para obter a quantidade relativa de Gl (normalizada para o
GR e em relagdo a amostra calibradora). Este valor de AACq
representa os niveis de expressdo basal de Gl ou os niveis
de expressdao de Gl em uma amostra tratada em relacdo a
seu controle nao tratado; ou seja, quantas vezes a mais (ou
amenos) o Gl é expresso em resposta ao tratamento. Assim,
pelo método AACq, a expressdo relativa é calculada pela
formula (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008):

Para expressao basal:
RQ= 2-AACq
ou para tratamentos:
RQ = 224 da amostra tratada/ 22*“® da amostra controle
em que:

RQ = quantificacdo relativa;



AACg = ACq da amostra experimental - da amostra
calibradora;

ACq = Cq (Gl) - Cq (GR).

Caso a eficiéncia de amplificacdo de Gl e a de GR
nao sejam proximas (>10%) ou fora da faixa de 100+£10%,
pode-se usar uma variacdo do método AACq, que é o
método Pfaffl (PFAFFL, 2001). Nesse método, a expressao
relativa é calculada pela féormula:

RQ — E (GI)ACq(Gl)/E (GR)ACt(GR)
em que:
RQ = quantificacao relativa;

E = eficiéncia de amplificacdo do Gl ou do GR, calculada
como E=1Qtslerel; @

ACq = Cq (amostra controle) - Cq (amostra tratada).

Como mostra a férmula, a equacao de Pfaffl utiliza
as eficiéncias (E) do Gl e do GR. Caso as eficiéncias do Gl
e GR sejam iguais ou muito préximas, os resultados dos
métodos Pfaffl e AACq serdo equivalentes.

Os dados obtidos com os modelos descritos
devem ser analisados estatisticamente em relacdo ao
efeito de cada fator experimental e sua significancia. As
hipéteses bioldgicas e o desenho experimental adotado
sao preponderantes na escolha do modelo de analise
estatistica a ser aplicado aos dados da qPCR. O Cq é a
varidvel dependente do tratamento, da concentracdo
inicial do material em estudo, do tempo de exposicao
ao tratamento, dos diferentes gendtipos utilizados e de

outras varidveis experimentais. Alguns modelos também
permitem avaliar o efeito interativo entre as variaveis.

A andlise estatistica dos dados deve comecar pela
determinacdo da distribuicdo dos dados (normal ou ndo
normal). Para tanto, podem ser aplicados testes como
Shapiro/Kolmogorov. No caso da normalidade, a analise
de variancia (ANOVA) indicara se existe efeito significativo
do tratamento sobre as amostras. Em caso afirmativo, tes-
tes como Tukey ou Bonferroni deverdo apontar se os con-
trastes entre os tratamentos sao diferentes. Finalmente, os
contrastes entre os efeitos principais de cada tratamento
e das combinacgdes das interagdes entre eles podem ser
apresentados sob a forma de dendogramas. E importante
ressaltar que, de acordo com o desenho experimental
escolhido, outras ferramentas estatisticas poderao ser
necessdrias. Para um aprofundamento sobre métodos
estatisticos, sugere-se Rieu e Powers (2009).

4.1 Observagoes

A mistura comercial para utilizacdo de cianina as-
simétrica na qPCR contém os componentes necessarios
paraareacdo, comexcecdodafita-molde edosiniciadores.
Portanto, o desenho dos iniciadores torna-se um aspecto
fundamental para a reacdo de gPCR. Seguindo-se alguns
parametros no desenho de iniciadores, aumenta-se a
possibilidade de ter eficiéncias altas e proximas entre os
diferentes Gls e GRs em estudo, o que aumenta a confia-
bilidade da quantificacdo. Esses parametros incluem:



« Tamanho do amplicon gerado: deve ser peque-
no, preferencialmente entre 100 pb e 200 pb.

« Tamanho dos iniciadores: geralmente de 18 a 22
nucleotideos.

« Auséncia de autocomplementaridade: deve ser
prevista no desenho dos iniciadores, pois leva a
formacdo de grampos dentro do iniciador, dificul-
tando o anelamento ao molde e a amplificacdo do
produto, o que diminui a eficiéncia da reacao.

- Baixa probabilidade da formacdo de dimeros:
ocorre quando ha complementaridade entre o
par de iniciadores, o que, além de competir com o
anelamento com a fita-molde, gera DNA dupla fita
ao qual o fluoréforo cianina assimétrica é capaz de
se ligar, resultando na emissao de fluorescéncia e
mascarando os dados de fluorescéncia dos Gls e
dos GRs.

« Temperatura de desnatura¢do (Tm) dos iniciado-
res: geralmente entre 58 °C e 62 °C.

« Porcentagem de contetido GC dos iniciadores:
geralmente entre 45% e 55%.

Existem diversos programas para o desenho de
iniciadores em que esses parametros sao analisados para
uma escolha adequada. Entre os mais utilizados esta
o primer3Plus' (disponivel gratuitamente na internet).
Apesar de esses programas serem eficientes no desenho

1 Disponivel em: <http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm>.

de iniciadores, ainda ha necessidade de testa-los em
curvas-padrdo para determinacao de sua eficiéncia.

Diversos programas oferecem a possibilidade de
fazer andlises estatisticas de dados, sendo alguns gra-
tuitos, geralmente desenvolvidos por universidades, e
outros a serem adquiridos. Entretanto, qualquer que seja
o programa escolhido, é necessario o conhecimento ba-
sico de estatistica para que o usudrio possa decidir quais
ferramentas do programa aplicar ao seu experimento.

O numero de cépias de um transgene pode ser
determinado por quantificacdo relativa, dividindo-se o
numero absoluto obtido para o transgene pelo numero
absoluto obtido para o GR. Para tanto, é necessario que as
eficiéncias da reacao sejam proximas, e a regressao linear
das duas curvas-padréo seja préxima de 1,0 (YANG et al.,
2005; YUAN et al., 2007).

5 Quantificacdo absoluta

O mesmo principio, material e procedimento
descritos para a quantificacdo relativa (secdo 3 deste
capitulo) se aplicam para a quantificacao absoluta, com a
diferenca de que é necessario o preparo da curva-padrao
usando quantidades conhecidas de moléculas da fita-
-molde. A férmula usada no calculo do nimero de cépias
dependera do tipo de amostra utilizada, que podera ser
de DNA, RNA, cDNA ou oligonucleotideos. O nimero de
copias é calculado pela seguinte formula:



Ndmero de copias em 100 ng/ul =

X8 DNA
uL

tamanho do plasmideo em bp x 660

) =6,022x10%

A curva-padrdao é geralmente estabelecida com
quatro diluicdes de base 10 entre 103 e 10°. Os valores
das amostras desconhecidas devem estar todos dentro
do limite estabelecido pelos pontos de maior e menor
quantidade da curva. E importante salientar que a curva-
-padrao tem que ser incluida em cada placa de gPCR. Para
andlise de numero de cépias de plantas transgénicas, tem
que se estabelecer uma curva padrao para um GR com
numero de cépias conhecido, e estabelecer outra curva
padrdo para o transgene.

6 Observacoes

A montagem de uma reacdo de gPCR requer os
mesmos cuidados de uma reacdo de PCR convencional
para evitar contaminacdo ambiental ou cruzada entre as
amostras. A utilizacdo de luvas sem talco, pipetas exclusi-
vas para PCR e ponteiras com filtro sao cuidados comuns
entre laboratérios que utilizam essa técnica.

As reacoes de qPCR deverdo ser feitas em triplicatas
bioldgicas, o que facilita a andlise estatistica e aumenta a
confiabilidade dos resultados.

E desejavel a utilizacdo de robds programados ou
micropipetas automaticas para realizar a distribuicdo dos

reagentes e amostras em placa ou tubos. A automacédo
pode aumentar a reprodutibilidade das repeticdes intra e
interexperimentais e reduz os erros por pipetagem, além de
poupar o manipulador do desgaste da pipetagem manual.

A formacao de produtos inespecificos pode ser
detectada ao se analisar a curva de desnaturacao quando
se utiliza o fluoréforo cianina assimétrica, que é gerada no
final da reacao de qPCR pelo aumento gradativo da tempe-
ratura de 60 °Ca 95 °C. O aquecimento leva a desnaturagdo
da dupla fita de DNA (produto da amplificacao), que é
medida pelo valor da fluorescéncia a cada incremento de
0,2 °Ca0,5°C de temperatura. A temperatura de desnatu-
racao (melting temperature — Tm) depende essencialmente
do tamanho da molécula e da sua composicao, ou seja, do
conteudo relativo de CG, e é especifica de cada produto de
amplificagdo. Na reacdo de gPCR, quando se atinge a tem-
peratura de desnaturacdo, ocorre uma diminuicao subita
de fluorescéncia em razdo da liberacdo do corante (Figura
5). A andlise da curva de desnaturagao é um aspecto im-
portante da reacao de qPCR, uma vez que permite inferir
a especificidade do produto gerado. Reacdes altamente
especificas tém apenas um pico de desnaturacao relativo a
apenas um fragmento especifico amplificado (Figura 5A). A
presenca de picos distintos indica que amplicons distintos
foram produzidos na reacao, podendo inclusive detectar
a presenca de dimeros entre os iniciadores (Figura 5B).
Além de determinar a especificidade da reacdo de qPCR, a
analise da curva de desnaturagao é a base de algumas apli-
cac¢oes da qPCR, como detectar diferencas entre membros
de familias génicas, diferencas alélicas e genotipagem de




populacdes e patdgenos, como subtipos virais. Diferencas
entre sequéncias, inclusive de apenas um nucleotideo
(Single Nucleotide Polymorphim — SNP), podem ser detecta-

das pelo desvio do pico a curva de desnaturagao.

Para garantir resultados confidveis, é importante re-
petir o experimento com diferentes extracdes de RNA nas
mesmas condi¢cdes experimentais. Muitas vezes, isso pode
provocar resultados discrepantes, o que pode ser evitado
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pela padronizacao rigida das metodologias de coleta de te-
cido (especialmente em se tratando de amostras coletadas
ao longo do desenvolvimento de um érgao ou tecido), de
extracao de RNA e de sintese de cDNA. Essa padronizacao
garantira resultados mais consistentes entre experimentos
e repeticdes bioldgicas. E importante lembrar que altera-
¢oes de resultados podem ser provocadas por mudanca de
reagentes, principalmente do proprio fluoréforo cianina
assimétrica, bem como da maquina de qPCR.
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Figura 5. Analise da especificidade de reagao pela analise da curva de desnaturagéo. Ao final da qPCR, o produto da reagéo (am-
plicon) é submetido a aumento de temperatura com a fluorescéncia monitorada. A queda de fluorescéncia indica a desnaturagédo da
dupla fita do produto, que depende de seu tamanho e da composi¢cdo em guanina e citosina (% GC). Produtos especificos apresen-
tam apenas um pico (A). Mais de um pico indica a presenga de produtos inespecificos (B). Esse parametro pode ser utilizado para
distinguir alelos, por exemplo, em que polimorfismos vao gerar curvas de desnaturagao distintas.



A medida da variacdo entre as unidades expe-
rimentais de um mesmo tratamento constitui o erro
experimental. Uma estimativa do erro experimental é
necessaria para testes de significancia e para estimativa
de intervalos de confianga. Essa estimativa é gerada pela
repeticao de um tratamento no experimento. Assim, o
desenho experimental deve prever repeticdes bioldgicas
e técnicas. As repeticdes técnicas retratam a reproduti-
bilidade da técnica de qPCR, que é testada pela quanti-
ficacdo de uma mesma amostra diversas vezes, visando
a identificar variagcdes instrumentais, de reagentes ou
de manipulagao. As condi¢des de qPCR devem ser alte-
radas até que as repeticdes técnicas indiquem pouca ou
nenhuma variabilidade. As repeticdes bioldgicas indicam
as variacoes devidas as condicdes experimentais, como
variabilidade genética entre individuos ou oscilagcbes
ambientais durante um determinado tratamento. Como
a qPCR é um método de alta sensibilidade, as réplicas bio-
I6gicas devem ser executadas com extremo cuidado para
evitar variagcdes que dificultem ou mesmo inviabilizem
as andlises estatisticas dos dados; recomendam-se, por
exemplo, condi¢ées ambientais bem controladas, como
em camara de crescimento, e plantas de gendétipos seme-
Ihantes, como linhagens quase isogénicas (Near isogenic
lines — NILs) ou clones.
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Capitulo 16

Hibridizacdo in situ para
deteccdo da expressdo de
genes em tecidos vegetais

Diva Maria de Alencar Dusi




1 Introducédo

A hibridizacao in situ é o pareamento e a ligacdo
especifica de uma sequéncia de acido nucleico marcada
(sonda) a uma sequéncia complementar (alvo) em um
material biolégico morfologicamente preservado. Essa
técnica permite a localizagdo de sequéncias de RNA ou
DNA em amostras de cromossomos, células, 6rgdos,
organismos, ou em secdes de tecidos. O local em que
ocorreu a hibridizacdo é indicado pelo local em que a
sonda é visualizada (WILKINSON, 1992).

Desde seu desenvolvimento para a localizacdo de
DNA por método radioativo, ha mais de 45 anos (PARDUE;
GALL, 1969), essa técnica modificou-se e seu uso foi
diversificado (WARFORD; LAUDER, 1991). Atualmente,
a hibridizacdo in situ tem sido bastante utilizada para
a deteccdo de RNA mensageiro (mMRNA) em estudos de
expressao de genes e também na localizagao de genes
em cromossomos por hibridizacdo in situ por fluores-
céncia (FISH, Capitulo 13). Quando combinadas numa
mesma preparacdo, as técnicas podem ser utilizadas na
visualizacdo da organizacdo de transgenes em nucleos
em interfase, assim como na localizacdo dos transcritos
de RNA (SANTOS et al., 2006).

Na localizacdo de mRNA, as sondas mais utilizadas
sao as de RNA, por produzirem hibridos mais estaveis
do que as de DNA. Para a confeccdo da sonda, pode-se
utilizar marcagao por compostos radioativos ou por mé-
todos nao radioativos, que é possivel pela introducao de

uma molécula repérter na sonda, de RNA. Nesse caso, um
hapteno, como a digoxigenina (SCHMITZ et al,, 1991) ou
a biotina, é incorporado a sonda, e sua deteccao pode ser
de duas formas: a) com anticorpos marcados com os fluo-
réforos, por exemplo, fluoresceina ou rodamina, seguida
de visualizacdo ao microscépio de fluorescéncia; b) com
anticorpos marcados com a enzima fosfatase alcalina, a
visualizacao sendo feita apds reacao colorimétrica com
substratos, que, em presenca da enzima, reagem resul-
tando em um sedimento colorido no local da reacao.

A hibridizacao in situ com sonda de mRNA mar-
cada com haptenos, ndo radioativa, € uma técnica que
apresenta boa resolucao (uma célula), rapidez de resul-
tados e marcacdo de alta estabilidade. Outro beneficio
da utilizacdo de sondas nao radioativas é a possibilidade
de se fazer wholemount, ou seja, hibridizacdo em 6rgéao
ou organismo completo (GARCIA-AGUILAR et al., 2005;
SCHMIDT et al.,, 1997; WILKINSON, 1992).

Por possibilitar a deteccdo de expressdo local e
temporal de genes, a hibridizagdo in situ é utilizada nas
andlises da expressao de transgenes, em especial daque-
les regulados por promotores com expressao especifica
(espacial ou temporal), por exemplo, em determinados
orgaos, tecidos ou células (SCHOLZ-STARKE et al., 2003;
TRINDADE et al., 2003; YAMAMOTO et al,, 1991) ou ainda
por promotores induziveis sob condicbes especificas.
A hibridizacdo in situ é especialmente importante em
plantas recalcitrantes a transformacao, para as quais
normalmente ndo se faz a confirmacao prévia de espe-



cificidade do promotor utilizando um gene repérter.
Além disso, a técnica auxilia no estudo de funcdo génica
durante o desenvolvimento (LACERDA et al., 2012), pela
localizagao da expressao de genes em gendtipos silves-
tres (ROMANEL et al., 2011) e em mutantes obtidos por
transformacao genética (JAVELLE et al.,, 2011; ZHOU et al.,
2012). A hibridizacdo in situ tem uma vantagem sobre a
imunocitoquimica, uma vez que nessa ultima, a reacao de
imunolocalizagao que é visualizada numa célula pode ser
resultado da sintese da proteina realizada em outra célula
e, entdo, transportada ou secretada (KIERNAN, 2008).

A técnica de hibridizacao in situ envolve seis eta-
pas principais:

Preparacao do material de laboratoério
e das laminas de microscopia

Toda a vidraria e os tampodes a serem utilizados
antes e durante a hibridizacdo devem estar sem RNAse.
Em geral, a vidraria é exposta, por varias horas, a um
tratamento térmico para eliminacdo de nucleases em
estufas que chegam de 180 °C a 300 °C. As laminas de
vidro de microscopia devem ser tratadas com poli-L-lisina
ou organosilano (aminopropiltrietoxisilano) para melhor
retencao das sec¢des do tecido vegetal depositado.

Preparacao do material bioldgico

O material vegetal deve ser fixado para preservacao
da morfologia das células e tecidos e retencdo do acido
nucleico alvo, protegendo-o contra a acao de nucleases.

A fixacdo deve levar em conta a natureza e o tamanho
do material bioldgico, o tampdo utilizado e o agente
fixador. Agentes fixadores com alto teor de etanol, como,
por exemplo, o FAA (formalina:acido acético glacial:alcool
etilico) (ITO; SHINOZAKI, 2002), podem ser utilizados em
experimentos de hibridizacao in situ principalmente em
materiais dificeis de fixar. Entretanto, os agentes fixado-
res que combinam paraformaldeido e glutaraldeido em
baixo teor, em solucdo aquosa, sdo muito utilizados por
promoverem boa retencdo do RNA e acessibilidade da
sonda ao mesmo tempo em que preservam a morfologia
do material bioldgico. Uma vez fixado, o material pode
ser preparado e utilizado diretamente para hibridizacdo
do tipo wholemount (SCHMIDT et al., 1996) ou passar por
um processo de infiltracdo em uma matriz de parafina
(SANTA-CATARINA et al., 2012; STEINER et al., 2012), ou de
um composto a base de parafina, como a mistura parafina
com poli-isobutileno, ou mesmo de resina do tipo butil
metil metacrilato (BMM), e ser seccionado (SALAJ et al.,
2008). Neste capitulo, serdo descritos dois métodos de
infiltracdo: o primeiro utilizando mistura parafina com poli-
-isobutileno, e o segundo, BMM. A mistura parafina com
poli-isobutileno é mais macia e permite cortes seriados
em fita de espessura de até 5 um. O BMM é uma resina
mais firme que produz cortes de seccbes isoladas de até
2 um. O BMM geralmente produz melhor preservacao na
morfologia nas sec¢des de tecido quando comparado com
as misturas a base de parafina. No entanto, os produtos a
base de parafina sao de uso mais comum em laboratoérios.



Sintese da sonda de RNA
marcada com digoxigenina

A sequéncia de cDNA molde deve estar clonada em
um vetor entre os promotores das RNA polimerases de
origem viral (T7 e SP6 ou T3 RNA polimerase). A transcricdo
da sequéncia de cDNA em RNA fita simples pode ser feita a
partir de vetor linearizado ou a partir de produto de PCR. A
marcacdo da sonda é feita durante a transcricao pela RNA
polimerase com a utilizacdo de uridina-5'-trifosfato (UTP)
marcada com digoxigenina. A sonda serd mais compe-
tente para detectar apenas a sequéncia-alvo, quanto mais
especifica for a sequéncia utilizada como molde.

Pré-hibridizacao

Os tratamentos de pré-hibridizacdo visam a per-
meabilizacdo do tecido para facilitar a penetracdo da
sonda, o alcance da sequéncia-alvo e a reducao de ruido
nao especifico (background). Para permeabilizar o tecido,
o tratamento mais utilizado é a aplicacao de proteinase
K, mas detergentes e acidos (LEWIS; WELLS, 1992) tam-
bém podem ser utilizados. Apds o uso de proteinase K, é
desejavel fazer uma segunda e breve fixacdo do tecido,
denominada pés-fixacdo (SAMANANI et al., 2005). A redu-
¢ao do background causado por ligagdes ndo especificas
a grupos amino positivamente carregados pode ser feita
pela incubacao do tecido com trietanolamina e anidrido
acético, neutralizando cargas positivas (HOUBEN et al.,
2006; SAMANANI et al., 2005). Para verificar a integridade
do RNA no tecido, apds todo o processo de fixacao, infil-
tracdo e seccionamento, amostras do tecido podem ser

coradas com laranja de acridina que indica, em laranja, a
presenca de RNA total (BIMAL et al., 1995).

Hibridizacao da sonda com o acido
nucleico alvo no tecido ou érgao

A hibridizacdo é feita com a sonda antissenso,
complementar a sequéncia-alvo. Entretanto, controles de
hibridizacdo devem ser feitos, e 0 mais comum é o controle
negativo que é realizado fazendo-se a hibridizacdo do ma-
terial com a sonda senso ou com outra sonda de mesmo
comprimento, ja previamente conhecida, por nao hibridi-
zarnotecido utilizado. As condi¢des que interferemno grau
de associacao das fitas de acidos nucleicos, a estringéncia,
podem ser ajustadas para elevar ao maximo o pareamento
e a ligacao especificos da sonda com as sequéncias-alvo
complementares. Na pratica, a concentracao dos sais e da
a formamida sao mantidas, e ajusta-se a estringéncia com
a adequacao, principalmente, da temperatura. A tempera-
tura ideal de hibridizacdo depende da natureza da sonda,
sendo os hibridos RNA:RNA mais estaveis, e é de 10 °C a
25 °C abaixo da Tm — melting temperature ou temperatura
de desnaturacao (Capitulo 15). As temperaturas entre 42 °C
e 60 °C sao as mais utilizadas (ALVES et al., 2007; SAMANANI
et al., 2005; SANTA-CATARINA et al., 2012; SILVEIRA et al.,
2012).

Pés-hibridizacao

Apos a hibridizacao, sdo feitas lavagens para retirar
toda a sonda que ndo hibridizou. Alguns autores também
tratam o tecido com RNAse A, para remocao de todo frag-
mento de sonda nao hibridizado (DE BLOCK; DEBROUWER,



1993; SAMANANI et al., 2005). Ap6s o bloqueio dos sitios
de ligacdo néo especificos, uma reacdo imunocitoquimi-
ca é realizada, durante a qual ocorre a incubagcdo com
um anticorpo especifico para a digoxigenina acoplado a
um marcador, que pode ser uma enzima (como fosfatase
alcalina e peroxidase) ou um fluoréforo como a fluores-
ceina ou a rodamina. A deteccao do complexo antigeno/
anticorpo pode ser visualizada por meio colorimétrico,
ou fluorimétrico. O método que tem sido mais utilizado
é o colorimétrico, em que a reacdo imunoquimica ocorre
com o anticorpo antidigoxigenina acoplado a enzima
fosfatase alcalina (antidig AP fragmentos Fab, AP para
fosfatase alcalina). Essa enzima desfosforila o substrato
BCIP (5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato), que, na presenca
do agente oxidante NBT (Nitroblue tetrazélio cloreto), se
oxida e forma um sedimento de cor azul-escura. O NBT,
quando reduzido, também forma um sedimento de cor
azul purpura. Os dois corantes concentram-se na regido
onde o hibrido sonda-acido nucleico alvo foi formado. A
localizacao da sonda pode ser observada por microsco-
pia de luz de campo claro (para secdes de tecido) ou de
contraste de interferéncia diferencial (para wholemount).
Em reagdes que utilizam fluorocromos, as observacoes
podem ser feitas utilizando-se microscépio de fluores-
céncia com filtro adequado ao fluoréforo utilizado.

Neste capitulo, é apresentado um protocolo
basico de deteccdo de transcritos em se¢des utilizando
sonda de mRNA marcada com digoxigenina, baseado
nos protocolos de hibridizacao in situ descritos por Alves
et al. (2007), Bimal et al. (1995), DIG Application... (2008),

Dusi (2001) e Engler et al. (2001). A sintese da sonda se
baseia em Javelle et al. (2011). A preparagao de material
biolégico em BMM foi baseada em Baskin et al. (1992) e
Kronenberger et al. (1993). O teste de laranja de acridi-
na foi baseado em Bimal et al. (1995). A preparacao de
NBT e BCIP é feita de acordo com instrucdes da Thermo
Scientific (2011). Nas notas, sao descritas alternativas ao
protocolo apresentado.

2 Preparacdo do material
de laboratério e das
ldminas de microscopia

2.1 Material

« Cubas de vidro para coloracdo de laminas de
vidro.

- Forno ou estufa para esterilizacdo que atinja
180 °Ca 250°C.

« Laminas de vidro para microscopia e laminulas
de 22 mm x 50 mm.

» Ponteiras para micropipetas.

+ Solucao de poli-L-lisina: 100 pg/mL de poli-L-
-lisina em tampdo 10 mM de tris-HCI (pH 8,0;
Apéndice 4).

Poli-L-lisina pode ser guardada a -20 °C em estoque de 4 mg/mL.

« Tubos de 1,5 mL para microcentrifugas.




2.2 Procedimento

1. Lavar e secar totalmente toda a vidraria, garrafas,
cubas de vidro, laminas para microscopia e laminulas.
Cobrir o material com papel aluminio e colocar em es-
tufa a 250 °C por 4 horas para eliminacao de RNAses.

Quando expostas a altas temperaturas, vidrarias com umidade podem
rachar.

As ponteiras e tubos de microcentrifuga novos devem ser manusea-
dos com luvas novas e autoclavados.

2. Tratar as laminas de microscopia sem RNAse em
solucdo de poli-L-lisina imergindo-as varias vezes por
pelo menos 10 minutos.

3. Secaraslaminas por 1 diaem capela de exaustao e guar-
dar a-20 °C numa caixa selada com fita adesiva crepe.

Laminas de vidro de microscopia sem RNAse previamente tratadas
com poli-L-lisina ou organosilano séo encontradas no mercado. Como
opgédo, € possivel tratar as laminas sem RNAse com organosilano
(3-aminopropiltrietoxisilano): imergir as laminas varias vezes em eta-
nol 100% ou acetona; em seguida, imergir as laminas em organosilano
1% (p/v) e etanol 100% ou acetona.

4. Proceder a preparacao do material biolégico que
pode ser feita utilizando mistura de parafina com
poli-isobutileno (secdo 3 deste capitulo) ou BMM
(secdo 4 deste capitulo).

2.3 Observacoes

Toda a vidraria a ser utilizada antes e durante a hi-
bridizacao deve estar sem RNAse. Material contaminado

com RNAses pode degradar a sonda e os RNAs presentes
na amostra bioldgica, interferindo diretamente no resul-
tado da hibridizacgao.

Esterilizacao em autoclave nao elimina as RNAses.

Na auséncia de forno que permita temperatura de
até 250 °C, para tratar a vidraria, é possivel utilizar trata-
mento de até 180 °C por 2 a 18 horas.

3 Preparacdo do material
biolégico utilizando mistura de
parafina com poli-isobutileno
(“parafina”)

3.1 Material

- Agua destilada e esterilizada em autoclave.

. Agua tratada com DEPC 0,1% (Apéndice 4).

DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua
manipulacéo deve ser feita com luvas de borracha, 6culos
e mascara em capela de exaustao.

- Barra magnética e agitador magnético com
aquecimento.

- Base para blocos de parafina.
« Bisturi ou lamina para cortar o material vegetal.
+ Cubas de vidro para laminas de microscopia.

« Estufa entre 56 °C e 58 °C.



- Etanol absoluto.
- Faca de aco para micrétomo.
- Fita indicadora de pH.

« Formas de metal ou placas de Petri descartaveis
(35 mm x 10 mm).

« Laminas de vidro de microscopia tratadas com
poli-L-lisina.

« Microscépio estereoscédpico e microscopio de
luz.

» Micrétomo.

- Parafina.

. Paraformaldeido

« Formaldeido 5%: em um béquer contendo 30 mL
de dgua DEPC, adicionar 2 g de paraformaldeido.
Incluir a barra magnética e colocar o béquer
sobre agitador magnético com aquecimento a
65 °C. Adicionar uma a uma gotas de NaOH 5 N
(Apéndice 4) até dissolver totalmente o parafor-
maldeido. Ajustar o volume para 40 mL.

Paraformaldeido e formaldeido s&o con-
siderados provaveis agentes mutagénicos e
altamentes toxicos por inalagédo, contato com
pele e por ingestdo. Provocam queimaduras
e apresentam risco de efeitos graves para a
salide em caso de exposi¢ao prolongada. Sua
manipulac&o deve ser feita com luvas, 6culos e
mascara em capela de exaustao.

« Tampao fosfato de sédio 10 mM, pH 7,0
(Apéndice 4).

« Solucéo de fixagao:

Componente Quantidade Concentragao final
Formaldeido 5% 40 mL 4%
Glutaraldeido 25% 0,5 mL 0,25%
Tampao fosfato de 0,5mL 10 mM

sédio 1 M, pH 7,0

H,O DEPC g.s.p. 50 mL

O pH da solugao ficara entre 7,0 e 7,4; checar com uma fita indicadora de pH.
Preparar a solugdo imediatamente antes da utilizagéo.

+ Solucao comercial de glutaraldeido 25%.

Glutaraldeido é altamente toxico por inalacéo,
contato com pele e por ingestdo. Sua manipula-
¢do deve ser feita com luvas, 6culos e mascara

em capela de exaustao.

=
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Xilol é inflamavel, irritante aos olhos, pele e
sistema respiratério. Sua manipulagao deve ser
feita com luvas, 6culos e mascara em capela
de exaustéo.
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3.2 Procedimento

—_

Coletar e cortar o material biolégico em pequenos
pedacos e colocar imediatamente em frasco de vi-
dro de 10 mL contendo 3 mL de solucao de fixacao.
Aplicar vacuo parcial por 1 hora, trocar a solugao e
deixar por 4 horas a temperatura ambiente ou a 4 °C
por aproximadamente 18 horas.

Para materiais dificeis de fixar, pode-se utilizar como fixador o FAA
(Formaldeido 37%, &cido acético glacial, alcool etilico 70% (v/v) na



proporcédo de 5:5:90). A concentracdo de alcool etilico 50% (v/v)
também pode ser utilizada. Nesse caso, apos a retirada do fixador,
deve-se seguir direto para a etapa 4 deste item.

2. Remover a solucdo de fixagao.
3. Lavar o material em tampao fosfato de sédio 10 mM.

4, Desidratar o material em série crescente de etanol
(10%, 30%, 50%, 70%), por 30 minutos cada vez, e
etanol 96% e 100% trés vezes, por 1 hora cada vez.

O material pode ser guardado em etanol 70% a 4 °C por 12-18 horas
ou em etanol absoluto a -20 °C por muitos meses.

5. Transferir o material para solucao de etanol: xilol 3:1,
1:1, 1:3 e, finalmente, trés vezes em xilol puro, deixan-
do por 30 minutos em cada solugao.

6. Adicionar ao xilol um terco do volume de parafina e
deixar por 1 dia ou adicionar as pastilhas de parafina
a0s poucos.

7. Adicionar ao xilol: parafina mais um volume de para-
fina e deixar por 1 dia, em estufa a temperatura de
fusao indicada pelo fabricante (56 °C a 58 °C) dentro
de capela de exaustao.

8. Abrir ofrasco.

Nessas condigbes, o xilol vai evaporar, restando ao final apenas a
parafina.

9. Fazer a troca da parafina por nova previamente derreti-
da na estufa por trés vezes, deixando por 1 dia cada vez.

10. Colocar as formas de metal, ou as placas de Petri
descartaveis, em uma chapa preaquecida entre 56 °C

e 58 °C e verter as amostras em parafina nas formas.
Posicionar as amostras com auxilio de estilete.
Desligar a chapa e deixar a parafina solidificar lenta-
mente por 1 dia.

11. Montar o bloco de parafina numa base e secionar
numa espessura de 5 um a 10 um, em micrétomo,
com faca de aco, em angulo de 6 graus.

12. Em lamina de vidro de microscopia, previamente
tratada, contendo gota de 1 mL de 4gua sem RNAse,
depositar as fitas de parafina com as seccoes.

13. Colocar as laminas em placa preaquecida a 42 °C,
previamente limpa, até esticar a fita.

14. Retirar a 4gua, com o auxilio de papel filtro ou papel
toalha, e deixar secando na placa a 42 °C por apro-
ximadamente 12 horas para as seccoes ficarem bem
aderidas a lamina.

Manter as laminas cobertas durante a secagem em placa a 42 °C para
proteger o material.

Se necessario, as laminas contendo as se¢des podem ser armazena-
das em caixas plasticas proprias para laminas de microscopia a 4 °C
até a hora de remover a parafina.

15. Remover a parafina em xilol, colocando as laminas com
as se¢des na cuba de vidro contendo xilol por 15 minu-
tos, duas vezes; xilol: etanol (1:1), 5 minutos; etanol, 10
minutos; etanol: agua (DEPC), 5 minutos; agua (DEPC)
por duas vezes, 5 minutos cada vez sob leve agitacao.

Se necessario, as laminas contendo as sec¢des podem ser armazena-
das em caixas plasticas proprias para laminas de microscopia -20 °C
até a hora de utilizar.



3.3 Observacoes

A infiltracdo em parafina permite cortes seriados
que facilitam a analise, enquanto a infiltracago em BMM
permite melhor preservacdao da morfologia do material
bioldgico.

Tanto a infiltracdo com parafina quanto com BMM
podem ser feitas mais lentamente e em maior nimero de
gradientes, sendo o tempo de infiltracdo proporcional ao
tamanho das amostras.

4 Preparacdo do material
biolégico utilizando butil metil
metacrilato (BMM)

4.1 Material

- Acetona.

Acetona é facilmente inflamavel, irritante aos
olhos, pele e sistema respiratério. Sua mani-
pulacédo deve ser feita com luvas em capela de
exaustéao.

« Agua destilada e esterilizada em autoclave.

« Agua tratada com DEPC 0,1% (Apéndice 4).

DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua
manipulacéo deve ser feita com luvas de borracha, 6culos
e mascara em capela de exaustao.

. Camara de luz ultravioleta.

A exposicao a radiagéo ultravioleta pode causar danos
a retina e a pele. Sua manipulagdo deve ser feita com
6culos de protegao especificos para luz UV. Procurar
ndo expor a pele, usando jaleco de mangas longas e
luvas.

- Capsulas plasticas ou do tipo gelatina.

« Cloroférmio.

Cloroférmio é toxico por inalagcdo, em contato
com a pele e por ingestdo. Manter o recipiente
bem fechado. Sua manipulagdo deve ser feita
com luvas de nitrila, 6culos e mascara em capela
de exaustéo.

+ Cubas de vidro para laminas de microscopia.
- Etanol absoluto.
« Faca de vidro para ultramicrétomo.

- Formaldeido 5% (como descrito no item
3.1 Material).

Formaldeido é considerado provavel agente
mutagénico e altamente téxico por inalagéo,
contato com pele e por ingestdo. Provoca quei-
maduras e apresenta risco de efeitos graves
para a saude em caso de exposi¢éo prolongada.
Sua manipulacéo deve ser feita com luvas, 6cu-
los e mascara em capela de exaustao.

« Ultramicrétomo.

« Laminas de vidro de microscopia tratadas com
poli-L-lisina.

« Microscépio estereoscopico e microscopio de luz.



- Resina butil metil metacrilato (BMM):

Componente Quantidade Concentragao final
Butil metacrilato 40 mL 80%

Metil metacrilato 10 mL 20%
Etoxi-benzoina 250 mg 5 mg/mL
Volume total 50 mL

Misturar, evitando a formagéo de bolhas e o contato do BMM com o ar.
Guardar a 4 °C ou a -20 °C.

BMM e seus componentes sdo extremamente toxicos e
podem ser volateis. Sua manipulacéo deve ser feita com
luvas, 6culos e mascara em capela de exaustéo.

- Solucdo de fixacdo (como descrito no item
3.1 Material).

A solucdo de fixagdo contém formaldeido e glutaraldeido que séo
extremamente toxicos e volateis. Manipular com luvas e utilizar capela
de exaustao.

4.2 Procedimento

1. Fixar e desidratar o material vegetal como descrito

nas etapas 1 a 4 do item 3.2 Procedimento.

2. Transferir o material para uma série de solucbes de
etanol:BMM nas proporgoes (v/v) de 5:1, 5:2; 5:3, 5:4,
1:1, 4:5; 3:5, 2:5, 1:5 e em BMM puro por duas vezes,

por 4 horas cada vez, a 4 °C.

Se necessario, deixar por 12 horas em qualquer das etapas.

3. Colocar o material em capsulas plasticas ou do tipo
gelatina, completar com BMM, fechar a tampa e colo-
car as capsulas em suporte apropriado.

4. Polimerizar, colocando o suporte com as cdpsulas em
camara fechada sob luz UV, 24 horas (ou mais), a-20 °C.

A distancia da céapsula a lampada deve ser, no minimo, de 15 cm.

ApOs a polimerizagao da resina, guardar as capsulas a 4 °C.

5. Montar o bloco de BMM em suporte para micrétomo.

6. Cortar a superficie do bloco de BMM num formato
trapezoidal.

A amostra deve ser orientada de forma a se cortar da base para o

topo do trapézio, produzindo assim uma seccao, contendo uma fatia

da amostra na orientacdo desejada (longitudinal ou transversal).

7. Seccionar, numa espessura de 2 um a 4 um em ul-
tramicrétomo, com navalha de vidro (angulo de 6°),
e colocar as sec¢des em gotas de adgua tratada com
DEPC em laminas de vidro de microscopia.

8. Esticaras sec¢ées com vapor de cloroférmio, aplicado
em um chumaco de algodao, e deixar secar em placa
preaquecida a 60 °C, por 1 hora.

As laminas contendo as sec¢des podem ser armazenadas em caixas

plasticas proprias para laminas de microscopia a 4 °C até a hora de
remover o BMM.

9. Remover o BMM, colocando as laminas com as sec-
¢oes em cuba de vidro contendo acetona duas vezes
por 10 a 15 minutos. Trocar a acetona por mistura de
acetona:dgua tratada com DEPC (1:1, v/v). Apds 5 mi-



nutos, colocar as laminas em dgua tratada com DEPC.
Trocar a dgua e deixar por mais 5 minutos.

As laminas contendo as se¢8es podem ser armazenadas em caixas plas-
ticas proprias para laminas de microscopia a -20 °C até a hora de utilizar.

4.3 Observacéo

Caso o material vegetal tenha facilidade em oxidar,
adicionar 10 mM DTT (ditiotreitol) em etanol 96% ou em
etanol absoluto quando for fazer a desidratacéo, e também
acrescentar 0,08 g de DTT na mistura de BMM e misturar bor-
bulhando gés nitrogénio através da mistura por 15 minutos.

5 Sintese da sonda de RNA
marcada com digoxigenina

5.1 Material
« Acetato de s6dio 3 M, pH 5,2 (Apéndice 4).

A solucéo de acetado de sédio deve ser preparada utilizando reagente
manuseado com material e recipiente sem RNAse e com agua DEPC.

. Acido acético 10% (v/v).

Acido acético é inflamavel, corrosivo, irritante
para as vias respiratérias e causa queimaduras
na pele. Sua manipulacéo deve ser feita com
luvas, 6culos e mascara em capela de exaustao.

« Agua DEPC 0,1% (Apéndice 4).

DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua
manipulacao deve ser feita com luvas de borracha, 6culos
e mascara em capela de exaustao.

- Banho-maria.

« Cloroférmio.

Cloroférmio é toxico por inalacdo, em contato
com a pele e por ingestdo. Manter o recipiente
bem fechado. Sua manipulagéo deve ser feita
com luvas de nitrila, 6culos e mascara em capela
de exaustéo.

« DNAse | (sem RNAse).

« EDTA 0,2 M, pH 8,0 (Apéndice 4) sem RNAse.

Etanol absoluto e solucao de etanol 70% (v/v).

- Fenol.

Fenol é toxico por inalagdo, em contato com

oo a pele e por ingestdo. Provoca queimaduras e

=, apresenta risco de efeitos graves para a saude

o= em caso de exposi¢éo prolongada. Sua manipu-

lac&@o deve ser feita com luvas, 6culos e mascara
em capela de exaustao.

« Formamida deionizada 50%.

Formamida é altamente toxica por inalagdo, contato com
pele e por ingestdo. Sua manipulagdo deve ser feita com
luvas, 6culos e mascara em capela de exaustao.

+ Gel de agarose 1% (p/v) em tampao TBE sem
RNAse (Apéndice 4).

+ Inibidor de RNAse 20 U/pL.

+ Microcentrifuga.




« Mistura de NTPs contendo DIG-UTP 10X (tampéao
Tris-HCl, pH 7,5 contendo ATP 10 mM , CTP 10
mM, GTP 10mM, UTP 6,5 mM, DIG-UTP 3,5 mM).

A mistura é adquirida pronta do fabricante, dentro do kit de marcagao
de RNA com digoxigenina ou separadamente.

« RNA polimerase SP6 e T7 e tampdao de transcri-
¢ao 10X.

O tampao pode ser adquirido juntamente com RNA polimerase SP6 e
T7 ou dentro do kit de marcacéo de RNA com digoxigenina.

« Suporte para tubos de microcentrifuga.

«+ Solucéo de hidrolise de sonda:

Componentes Quantidade Concentragao final

Carbonato de sodio 30 pL 120 mM
(Na,CO,) 200 mM
Bicarbonato de sddio 20 yL 80 mM

(NaHCO,) 200 mM

Volume total 50 yL

A solucéo de hidrélise deve ser preparada utilizando reagentes manu-
seados com materiais e recipientes sem RNAse e agua DEPC.

« Tubos de microcentrifuga livres de RNAse.

5.2 Procedimento

1. Realizar uma minipreparacdao do plasmidio (Capi-
tulo 2) contendo o gene alvo clonado entre os pro-

motores T7 e SP6 (ou T3), para ligagao das respectivas
RNA polimerases.

2. Linearizar o plasmidio em duas reacdes separadas
para a sintese das sondas senso e antissenso, com
enzimas de restricao que flanqueiam a sequéncia
de interesse conforme esquematizado na Figura 1.
Utilizar sempre reagentes sem RNAses.

A linearizacéo do plasmidio deve ser feita de forma que a transcrigéo
termine logo apos o inserto.

Evite a utilizac@o de enzima que gere extremidade coesiva 3'.

Idealmente, os fragmentos do gene estudado devem ter entre 400 pb
e 600 pb para facilitar a sintese e também evitar possiveis regides de
similaridade com sequéncias néo alvo.

3. Purificar o plasmidio linearizado, acrescentando, a
20 uL do plasmidio linearizado, 180 pL de agua tra-
tada com DEPC, e adicionar 100 pL de fenol e 100 pL
de cloroférmio. Misturar em agitador tipo Vortex e
centrifugar por 15 minutos a 14.000 rpm. Transferir
o sobrenadante para um novo tubo de microcentri-
fuga e adicionar 200 pL de cloroférmio, misturar em
agitador tipo Vortex e centrifugar por 15 minutos a
14.000 rpm. Transferir 180 puL do sobrenadante para
um novo tubo.

4. Precipitar adicionando 18 pL de acetato de sédio 3M
pH 5,2 e 400 pL de etanol absoluto, misturar e incubar
a-20°Cpor8horasoua-80°C por 1 hora. Centrifugar
por 15 minutos a 14.000 rpm a temperatura ambien-
te. Lavar o sedimento com 500 uL de etanol 70% (v/v)
a 4 °oC e centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm.



Enzima 1

NTPs + DIG - UTP
+ SP6 polimerase
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Figura 1. Esquema da preparagdo da son-
da marcada com digoxigenina. A sequén-
cia de cDNA molde (em vermelho) esta
clonada no plasmidio circular entre os promo-
tores das T7 e SP6 RNA polimerases no sen-
tido T7 para SP6, indicado pela seta branca.
O plasmidio é linearizado em duas reacgdes se-
paradas com enzimas de restricdo (por exemplo,
enzimas 1 e 2) que reconhecem sitios em cada
lado da sequéncia cDNA molde. Na presenca de
uridina-5’-trifosfato (UTP) marcada com digoxige-
nina (DIG-UTP), a transcricdo da sonda antissen-
so (enzima 1) é feita utilizando a enzima SP6 po-
limerase, enquanto a transcri¢do da sonda senso
(enzima 2) é feita utilizando a enzima T7 polimera-
se. Apresenca de promotores M13 forward (verde
escuro) e M13 reverse (verde claro) no plasmidio
permite, alternativamente a linearizacdo, que o
molde linear para transcri¢do seja obtido por PCR.

llustracdo: Laura de Alencar Dusi
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Remover o etanol e secar ao ar. Ressuspender o sedi-

mento em 25 plL de dgua tratada com DEPC.

5. Checar a linearizacdo do plasmidio por eletroforese
em gel de agarose 1% (p/v). Ajustar a concentragdo

do plasmidio para 1 pug/uL

6. Para a reacao de sintese da sonda, preparar em tubo
de microcentrifuga, colocado sobre gelo, o sistema

de reacdo descrito abaixo, misturar e incubar a 37 °C.

Componentes Quantidade Concentragao final

DNA molde linearizado 1uL 0,05 pg/uL
1 pg/uL

Mistura de NTPs 2 uL 1X
contendo DIG-UTP 10X

Tampao de transcri¢cdo 2 L 1X
10X

Inibidor de RNAse 20 1pL 1 U/uL
U/uL

RNA Polimerase SP6 2 pL 2 U/uL

ou T7 20 U/uL
H,O DEPC 0,1%

g.s.p. 20 pL

7. Apos duas horas de reacao, adicionar 2 puL de DNAse |
(sem RNAse) e incubar a 37 °C por 15 minutos.

8. Parar areacéo adicionando 2 uL de EDTA 0,2 M.
O rendimento final da sonda deve ser de 10 ug de RNA marcado por
1 pug de DNA molde.

A eficiéncia da sintese de RNA pode ser checada por analise em gel
de agarose.

9. Se for necessario, hidrolisar a sonda; caso contrario,
ajuste o volume para 100 pL com agua tratada com
DEPC e siga para a etapa 13 deste item.

Em geral, sondas de até 500 pb ndo necessitam de hidrélise.

Hidrélise da sonda (opcional)

10. Calcular o tempo de hidrélise conforme equacédo

abaixo:
{= Lo - Lf
K.L, .Lf
em que:

t=tempo de hidrélise em minutos (a 60 °C)
L, = comprimento inicial da sonda (em Kb)
L, = comprimento final da sonda (em Kb)

K = taxa constante = 0,11 Kb/min

O comprimento final da sonda (L,) indicado para uma melhor dinamica
de hibridizagao € de 150 pb a 200 pb.

11. Acrescentar, aos 24 pulL da sonda marcada, os 50 pL de
solucao de hidrélise de sonda e ajustar o volume para
100 uL com agua DEPC.

12. Incubar a reacédo a 60 °C pelo tempo calculado e neu-
tralizar a reagdo adicionando 5 plL de acido acético
10%.



13. Purificar a sonda, acrescentando a reacdo 10 ulL de
acetato de sédio 3M pH 5,2 e 200 uL de etanol, mistu-
rar e incubar a -20 °C.

Podem-se utilizar, ap6s a hidrdlise alcalina, carreadores como glico-
génio ou tRNA para uma precipitagdo mais eficiente dos fragmentos.
Neste caso, ndo seré possivel checar a integridade apos precipitagéo,
e deve-se seguir diretamente para a etapa 15.

14. Apés 8 horas de precipitagdo, centrifugar por
15 minutos a 14.000 rpm em microcentrifuga, descar-
tar o sobrenadante, lavar o sedimento em etanol 70%,
deixar secar e ressuspender em 50 uL de dgua DEPC.

15. Checar o tamanho e concentracao do fragmento da
sonda em eletroforese em gel de agarose 1% utilizan-
do marcador de concentracao e de peso molecular.

16. Ajustar a concentragdo da sonda para 100 ng/pL com
adgua DEPC ou com formamida deionizada 50% em
agua DEPC. Distribuir em aliquotas e conservara-20°C.

17. Conferir se a sonda esta marcada fazendo um dot blot
(secao 6 deste capitulo) se necessario, ou seguir para
o procedimento descrito na secdo 7 deste capitulo.

5.3 Observacoes

Uma alternativa a linearizacdo do plasmidio é fazer
uma PCR com os iniciadores M13 reverse e M13 forward e
sintetizar a sonda, utilizando como molde o produto da PCR.

Sondas de até 500 pb podem ser utilizadas sem
necessidade de hidrélise (KOMMINOTH, 1996).

6 Reacdo imunoquimica
para deteccdo da marcacdo
da sonda (opcional)

6.1 Material

« Agua DEPC 0,1% (Apéndice 4).

DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua
manipulacao deve ser feita com luvas de borracha, 6culos
e mascara em capela de exaustao.
- Antidig AP fragmentos Fab 0,75 U/uL.
- Microcentrifuga.

- Membrana de nailon.

« Solucdo de BCIP 50 mg/mL: dissolver 0,5 g de
BCIP (sal de p-toluidina) em 10 mL de DMF 100%,
dividir em aliquotas e guardar no escuro a 4 °C
ou -20 °C.

+ Solugao de NBT 50 mg/mL: dissolver 0,5 g de
NBT em 10 mL de dimetilformamida (DMF) 70%
(v/v) em agua. Dividir em aliquotas e guardar no
escuro a4 °Cou-20°C.

DMF é altamente toxico, inflamavel e irritante
para os olhos. Sua manipulagdo deve ser feita
com luvas, 6culos e mascara em capela de

exaustao.



« Tampao 1:

Componentes Quantidade  Concentragao final
Tris HCI1 M pH 7,5 100 mL 0,1M
(Apéndice 4)

NaCl 8,779 0,15 M

H,O deionizada g.s.p. 1.000 mL

Esterilizar em autoclave a 121 °C por 20 minutos e conservar a temperatura
ambiente.

» Tampao 2:

Componentes Quantidade

Concentragao final

Albumina de soro 29 2%
bovino (BSA)

- Solugdo de coloracdo: misturar a 5 mL de
Tampao 3, 22,5 puL de NBT (50 mg/mL) e 17,5 puL
de BCIP (50 mg/mL).

Preparar a solugao imediatamente antes da utilizagao.

E possivel também utilizar uma solugéo comercial pronta de NBT/BCIP.

« Tampao 4:
Componentes Quantidade  Concentragao final
Tris HCI 1 M pH 8,0 10 mL 0,01 M
EDTA 500 mM, 2 mL 1mM
pH 8,0 (Apéndice 4)
H,O deionizada g.s.p. 1.000 mL

Tampéo 1 g.s.p. 100 mL

Dissolver aquecendo a 70 °C. Deixar esfriar, preparar aliquotas e conservar a
-20 °C.

O BSA pode ser substituido por 1% do reagente de bloqueio (do inglés
blocking reagent).

» Tampao 3:
Componentes Quantidade  Concentragao final
Tris HCI1 M pH 7,5 100 mL 0,1M
(Apéndice 4)
NaCl 5,849 0,1M
MgCl,.6H,0 10,17 g 0,05 M
H,O deionizada g.s.p. 1.000 mL

Ajustar o pH para 9,5. Filtrar ou esterilizar em autoclave a 121 °C por 20 minutos
e conservar a temperatura ambiente

Apos esterilizagdo em autoclave, € comum a formagéo de sedimento.

Esterilizar em autoclave a 121 °C por 20 minutos.

+ Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL sem RNAse.

6.2 Procedimento

Ensaio de dot blot para detectar a marcacao da sonda

1. Cortar um fragmento de 30 mm x 30 mm da membra-
na de nailon, utilizando uma tesoura ou bisturi sem
RNAse.

2. Depositar o recorte de membrana em placa de Petri

de 50 mm de diametro.

3. Aplicar 1 uL daamostrae 1 uL de sonda controle com-
provadamente marcada com digoxigenina (se¢ao 5

deste Capitulo) em locais distintos na membrana.



Para verificar, também, o rendimento da marcagéo da sonda, aplicar a
membrana diluigGes seriadas de 1/10 feitas da sonda sintetizada e da
sonda controle de concentragdo conhecida.

4. Colocar a membrana por 1 hora a 80 °C ou em um
esquipamento UV crosslinker seguindo as instrucoes

do fabricante, para fixar o RNA a membrana.

5. Adicionar 5 mL de Tampao 1, deixar 1 minuto a tem-

peratura ambiente.

6. Remover o Tampdo 1 e adicionar 5 mL de Tampao 2 e

deixar 30 minutos a temperatura ambiente.

7. Remover o Tampéo 2 e adicionar 5 mL de Tampao 1,
contendo 1 uL de anticorpo conjugado antidig AP
fragmentos Fab. Deixar por 30 minutos a temperatura

ambiente, no escuro.

8. Remover a solug¢do com anticorpo e lavarem 5 mL de

Tampao 1, por 5 minutos, por duas vezes.

9. Remover o Tampao 1, adicionar 5 mL de solucdo de

coloragao e manter por aproximadamente 15 minutos.

10. Remover a solucao e adicionar 5 mL de Tampao 4

para parar a reagao.

11. Se a sonda estiver marcada, uma coloracdo purpura
aparecera na regiao de aplicacdo da sonda em pou-

cos minutos, ap6s a adicao da solucao de coloracéo.

O rendimento da marcagao pode ser verificado comparando a intensi-
dade da coloragdo da sonda sintetizada com a do controle.

6.3 Observacdo

O modo de preparo das solucdes de NBT e BCIP
pode ser encontrado nos catdlogos das empresas que os
fabricam.

7 Pré-hibridizacdo (opcional)

7.1 Material
- Agua DEPC 0,1% (Apéndice 4).

DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua
manipulacéo deve ser feita com luvas de borracha, 6culos
e mascara em capela de exaustéo.

« Camara Umida: recipiente com tampa que
mantém a umidade, pois contém agua ou papel
umedecido no fundo, e na qual é possivel dispor
as laminas de microscopia na horizontal.

« Cuba de vidro para laminas de microscopia.

« EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apéndice 4) sem RNAse.

« Formaldeido 4% em tampéo fosfato de sédio
10 mM, pH 7,0 (como descrito no item 3.1
Material).

Formaldeido é considerado provavel agente
mutagénico e altamente téxico por inalagéo,
contato com pele e por ingestdo. Provoca quei-
maduras e apresenta risco de efeitos graves
para a salde em caso de exposic¢éo prolongada.
Sua manipulagdo deve ser feita com luvas, 6cu-
los e mascara em capela de exaustao.



« HCl 2,5 N (Apéndice 4).

Acido cloridrico é um &cido forte, altamente
téxico e corrosivo. Sua manipulagdo deve ser
feita com luvas, 6culos e mascara em capela de
exaustéo.

« Proteinase K: dissolver a proteinase K em agua
tratada com DEPC, ajustar a concentracdo para
1 ng/mL, deixar a 37 °C por 30 minutos, distribuir
em aliquotas e guardar a -20 °C.

« Tampao fosfato de sédio 1 M e 10 mM, pH 7,0
(Apéndice 4) sem RNAse.

« Tampao acetato 0,2 M: em um béquer, contendo
200 mL de agua deionizada e esterilizada em
autoclave, adicionar 3 mL de acido acético glacial
gota a gota sob agitacdo suave. Completar o volu-

me para 250 mL e ajustar o pH para 2,1 com HCl.

Acido acético é inflamavel, corrosivo, irritante
para as vias respiratorias e causa queimaduras
na pele. Sua manipulagdo deve ser feita com
luvas, 6culos e méscara em capela de exaustéo.

+ Solucdo de laranja de acridina 0,05%: 0,05 g de
laranja de acridina em 100 mL de dgua DEPC.

Laranja de acridina é toxica e considerada um agente
mutagénico. Sua manipulagdo deve ser feita com luvas,
6culos e mascara. O corante pode ser encontrado nos
catélogos das empresas fabricantes também em solugéo
aquosa, 0 que evita a etapa de pesagem.

« Tampao para Proteinase K:

Componentes Quantidade Concentracéo
final

Tris HCI 1 M pH 8,0 1mL 0,01 M

(Apéndice 4) sem RNAse

EDTA 500 mM pH 8,0 1mL 5mM

(Apéndice 4) sem RNAse

H,O DEPC g.s.p. 100 mL

Esterilizar em autoclave a 121 °C por 20 minutos.

« Tampao veronal-acetato pH 7,8:

Componente Quantidade Concentracao final
Saédio-barbital 0,599 0,029 M
Acetato de sédio 0,399 0,047M

H,O deionizada g.s.p. 100 mL

estéril

Ajustar o pH para 7,8 com HCI 1N e esterilizar em autoclave.

Barbital é toxico. Sua manipulacdo deve ser feita com
luvas, 6culos e mascaras em capela de exaustéo.

« Tris-HCl 1 M, pH 7,5 (Apéndice 4), sem RNAse.

7.2 Procedimento

—_

Aplicar em cada lamina contendo as seccdes de
tecido (secdo 5 deste capitulo) 200 puL de solugao
1 ng/mL de proteinase K em tampao para proteinase
K, por 10 a 30 minutos, a 37 °C.

Aconcentragao e o tempo de tratamento com proteinase K podem variar
dependendo da planta e do tecido. Uma anélise prévia por microscopia
da preservacdo do tecido, submetido a diferentes concentracfes e



intervalos de tempo de tratamento, deve ser feita para estabelecer qual de vidro para ldAminas de microscopia e acrescentar
a melhor combinagao que ndo afeta a morfologia. B
100 mL de tampdo acetato 0,2 M.

2. Lavartrés vezes em agua DEPC. 6. Apods 5 minutos, retirar as laminas da cuba, secar a

3. Fixar novamente o material, colocando uma gota parte inferior e dispor as laminas em camara umida.
de formaldeido 4% em tampdo fosfato de sédio
10 mM pH 7,0 por 5 minutos e, depois, lavar em tam-
pao fosfato de sédio 10 mM.

7. Acrescentar, a cada lamina, 100 pL da solucao de
laranja de acridina e cobrir com laminula.

4. Se desejar verificar a integridade do RNA total, ou 8. Apods 30 minutos, lavar as laminas em cuba contendo

seja, se nao houve degradacao de RNA durante o pro-
cessamento, separar algumas laminas e fazer o ensaio 9. Retirar as laminas, montar em tamp&o veronal-aceta-
de coloracdo com laranja de acridina ou seguir para
o procedimento descrito na secdo 8 deste capitulo .

tampéo veronal-acetato.

to e cobrir com uma laminula.

10. Examinar com o auxilio de microscopio de fluores-
Coloracao com laranja de acridina (opcional) T
céncia utilizando luz azul ou UV.

5. Separar algumas laminas para o teste de preservacao A coloragdo alaranjada significa presenga de RNA, e a coloragéo

de RNA. Colocar as laminas restantes em uma cuba verde significa presenca de DNA (Figura 2A).

Fotos: Diva Maria de Alencar Dusi

Figura 2. Seccdes longitudinais de ovario e anteras de Brachiaria decumbens infiltrados em BMM (A-C). A) Observagao em micros-
copio de fluorescéncia apos coloragdo com laranja de acridina, mostrando em laranja o RNA total preservado, e em verde, o DNA.
B) e C) Observagao em microscopio de luz mostrando coloragéo purpura na antera, apos hibridizagdo com a sonda antisenso (B)
e auséncia de marcagéo apos hibridizagcdo com a sonda senso (C). a: antera; ov: ovario. Barras: A= 15 ym; B = 10 um; C = 15 pym.



7.3 Observacoes

A pré-hibridizacdao é opcional. O tratamento com
proteinase K é especialmente importante quando se utili-
zam maiores concentracdes de glutaraldeido no tampao

de fixacdo ou quando as sondas forem longas.

As laminas usadas para teste com laranja de acridi-

na nao deverao ser usadas para hibridizacao.

Todos os reagentes e solugdes devem ser prepa-
rados e manuseados com materiais e recipientes sem

RNAse e dgua DEPC.

A concentragao e o tempo de incubagao com pro-
teinase K devem ser ajustados de acordo com o material

vegetal e com o comprimento da sonda.

8 Hibridizacdo
da sonda no tecido

8.1 Material

- Agua DEPC 0,1% (Apéndice 4).

DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua
manipulacédo deve ser feita com luvas de borracha, 6culos

e mascara em capela de exaustao.

« Solucéo de hibridizagao.

Componente Quantidade Concentragao final
Tris HCI1 M pH 7,5 100 pL 10 mM
NaCl 3M (Apéndice 4) 1mL 300 mM
Formamida deionizada 5mL 50%
EDTA50 mM pH 8 200 pL 1mM
(Apéndice 4)

Solucéo de Denhardt 200 pL 1X
50X (Apéndice 4)

Sulfato de dextrano 2mL 10%
50% (p/v)

H,O DEPC 0,1% 500 pL

Preparar aliquotas da solugdo e guardar a -20 °C. Antes de utilizar, retirar uma
aliquota e colocar no gelo.

A concentragao final é obtida somente apds o acréscimo da sonda na
proporcéo de 1/10 (v/v); ver etapa 1 do item 8.2 Procedimento.

« Sonda marcada com digoxigenina a 100 ng/uL
(secao 5 deste capitulo).
+ Tris-HCl 1 M, pH 7,5 sem RNAse (Apéndice 4).

« tRNA a 100 ng/pL.

8.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estao
esquematizados na Figura 3.

Para hibridizar a sonda em 10 laminas, preparar
1 mL de solucdo de hibridizacdo contendo 0,5 ng/uL de
sonda marcada:
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Figura 3. Etapas da hibridizacdo in situ utilizando sonda antissenso. Inicialmente, 100 pL da solucdo de hibridizaco, contendo a
sonda marcada com digoxigenina séo aplicados as secgdes de tecido em cada lamina. A laminula é depositada sobre a lamina, que
é colocada em camara Umida por 18 horas, no escuro, a temperatura de 42 °C. As laminas sé@o entdo lavadas em cuba de vidro
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com o anticorpo antidig AP. Apos lavar as laminas, é feita a reagdo de coloragao utilizando NBT e BCIP. A reacao é interrompida
guando aparece a coloragdo azul parpura, caracteristica da ocorréncia da hibridizagdo. Em se¢des ou locais em que ndo ocorreu

hibridizagao, a coloracéo purpura ndo aparece.

llustragao: Laura de Alencar Dusi



1. Adicionar, a um tubo de microcentrifuga, 5 pL de
tRNA 100 ng/uL (total de 500 ng), 5 pL de sonda
100 ng/pL (total de 500 ng) e 90 plL de agua DEPC.

O volume de sonda adicionado pode ser alterado caso se deseje
concentragédo final ou volume diferentes.

2. Incubara 80 °C por 5 minutos.
3. Colocar imediatamente no gelo.

4. Completar o volume para 1.000 puL com solucdo de
hibridizacao.

Dessa forma, a concentragéao final da sonda fica 0,5 ng/pL.

As quantidades apresentadas neste procedimento podem ser ajus-
tadas, dependendo do nimero de laminas que serdo utilizadas na
hibridizagao.

A concentracdo de sonda marcada com digoxigenina a ser aplicada
em cada lamina pode variar e deve ser ajustada dependendo da sonda
e do material vegetal utilizado.

5. Aplicar 100 pL em cada lamina (num total de 50 ng da
sonda marcada com digoxigenina), cobrir com lami-
nula para espalhar a sonda e hibridizar por 12 horas a
42 °C, no escuro, em camara Umida.

A quantidade de sonda aplicada e o tamanho da laminula podem
variar dependendo da area da lamina a ser coberta.

8.3 Observacoes

A partir da secdo 8, ndo ha necessidade de se man-
ter o material sem RNAse.

A temperatura de hibridizacdo pode ser aumenta-
da até 60 °C, sempre que for exigida maior estringéncia
na hibridizacao.

Todos os reagentes e solu¢bes devem ser prepa-
rados e manuseados com materiais e recipientes sem
RNAse e agua DEPC.

9 Poés-hibridizacao

9.1 Material

- Agua dionizada e esterelizada em autoclave.

« Anticorpo antidig AP (fragmentos Fab) 1:1.000
em tampao 1.

« Camara umida.

+ Laminulas.

« Microscopio de luz.

« Microscopio estereoscédpico.
« Papel-toalha.

- Solucdo de coloracdo: misturar a 2 mL do
Tampao 3,9 uL de NBT (50 ng/mL) e 7 uL de BCIP
(50 ng/mL)

« Tampodes 1 a 4, conforme descritos no item

6.1 Material.
« Tampao SSC 20X (Apéndice 4).



9.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estdao
esquematizdos na Figura 3.

1. Remover a laminula e lavar as laminas em cuba de
vidro contendo tampdo SSC nas concentragdes 4X,
2X, 1X e 0,5X por 30 minutos cada vez, a 37 °C.

2. Enxaguar as laminas em Tampdo 1 por 5 minutos.

3. Retirar as laminas, secar a parte de baixo com papel-
-toalha e colocéa-las em camara umida, acrescentan-
do em cada lamina 1 mL de Tampao 2, e deixar por

30 minutos a 1 hora a temperatura ambiente, no

escuro.

4. Enxaguar as laminas por imersao em Tampao 1, por

5 minutos.

5. Secar a parte de baixo das laminas com papel-toalha
e colocéd-las em camara Uumida, acrescentando em
cada lamina 100 pL a 150 pL de anticorpo antidig
AP em Tampao 1. Cobrir com laminula e deixar por
1 hora no escuro a temperatura ambiente ou a 4 °C.

A concentracdo do anticorpo antidig AP pode ser ajustada, se neces-
sério, para 1:2.000 ou 1:3.000.

A laminula de vidro pode ser substituida por filme plastico de parafina
(pelicula flexivel, semitransparente, utilizada para vedagao de frascos
em laboratérios) cortado do tamanho de uma laminula.

6. Remover a laminula e lavar as laminas em cuba de vi-
dro contendo Tampao 1, por 15 minutos, duas vezes.

7. Enxaguar as laminas por imersdo em Tampdo 3, por
5 minutos.

8. Secar a parte de baixo das laminas com papel-toalha
e colocar 200 pL de solugdo de coloragao. Cobrir com

laminula e colocar as laminas em camara umida.

9. Deixar por 15 minutos a algumas horas, a tempera-
tura ambiente, no escuro. Verificar, utilizando um
microscopio estereoscépico, o desenvolvimento de

coloracao azul purpura.

10. Ao sinal de presenca de uma cor purpura, parar a rea-
cao, retirando as laminulas e colocando em Tampao 4
por 10 minutos.

A lamina contendo a sonda senso serve de controle negativo, e 0
aparecimento de coloragdo azul purpura nessa lamina é um sinal de
gue esta ocorrendo ruido ndo especifico de que a coloragao deve ser
interrompida imediatamente. Em alguns casos, a sonda senso pode
hibridizar com sequéncias existentes no tecido e, entdo, nao deve ser
utilizada como controle negativo.

11. Enxaguar em &gua deionizada por 5 minutos, por

duas vezes.

12. Colocar a laminula e examinar diretamente em mi-
croscopio de luz, ou acrescentar glicerol 50% (v/v)
e observar em microscopio de luz com contraste de

interferéncia diferencial.

13. No local da hibridizacdao, aparecerd uma coloracao
azul purpura (Figura 2B). O controle negativo nao
deve apresentar esta coloracéo (Figura 2C).




9.3 Observacgdo

E possivel também fazer a montagem definitiva da
l[amina: utilizando capela de exaustéo, desidratar, subme-
tendo a lamina a uma série crescente de etanol [de 10%
(v/v) a etanol absoluto] por 1 minuto cada vez; depois, em
etanol absoluto: xilol na proporc¢ao de 3:1, 1:1, 1:3, 100%
xilol (5 minutos cada vez). Acrescentar uma gota de meio
de montagem a base de resina comercial soltvel em xilol
(por exemplo, Depex ou Permount) utilizada na monta-
gem de laminas permanentes. Depositar a laminula e
deixar secar em capela de exaustao.
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Capitulo 17

Deteccdo de proteinas
pela técnica de
ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay)

Francisco José lima Aragdo
Simone da Graca Ribeiro




1 Introducédo

No final da década de 1950, comecou a surgir uma
nova perspectiva para a deteccdao de proteinas por meio
de imunoensaios. Yalow e Berson (1959) conduziram um
trabalho pioneiro, ao descreverem a detec¢ao da insulina
por radioimunoensaio.

Os imunoensaios caracterizam-se pela utilizacao
de anticorpos produzidos contra antigenos em animais
que apresentam resposta imune. Uma caracteristica cha-
ve da resposta imune é a capacidade de producdo de um
vasto repertério de anticorpos especificos para inimeros
epitopos (anticorpos policlonais) (HARLOW; LANE, 1988).
No entanto, essa caracteristica dos anticorpos policlonais
é limitante para determinados ensaios que requerem
maior especificidade, além de sua producao ser limitada.

Posteriormente, surgiram varias inovagdes que me-
Ihoraram sobremaneira a deteccdo de proteinas por imu-
noensaios. Uma dessas inovacoes foi a possibilidade de se
produzirem anticorpos monoclonais a partir de hibridomas
(KOHLER; MILSTEIN, 1975), o que permitiu a producdo de
quantidades ilimitadas de moléculas idénticas de anticorpo
com especificidade para um so6 epitopo. Desde o inicio da
década de 1970, os imunoensaios passaram a utilizar rea-
gentes nao radioativos. Esses ensaios, denominados ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) (ENGVALL; PERLMAN,
1971; WEEMEN; SCHUURS, 1971), além de usarem reagen-
tes enzimaticos, apresentam alta sensibilidade, facilidade
na preparacao dos reagentes, rapidez e reprodutibilidade

dos resultados. Tais caracteristicas, aliadas a variedade dos
tipos de ensaio, fizeram com que a técnica de ELISA fosse
amplamente adotada em andlises de anticorpos e anti-
genos soluveis, facilitando bastante a deteccao de vérias
proteinas e virus, com ampla aplicagdo em diagnésticos
clinicos. Posteriormente, a técnica de ELISA passou a ser
utilizada em todas as areas de andlises bioldgicas.

A técnica permite identificar uma proteina presen-
te em uma populagao de outras proteinas, utilizando-se
preparacdes cruas ou semipurificadas. Assim, pela técnica
de ELISA, é possivel a deteccdo de uma proteina codifi-
cada por um gene exégeno em uma planta transgénica.
Essa técnica, que tem a vantagem de ser rapida e simples,
além de permitir ensaios com um grande numero de
amostras, possibilita a analise de populacdes de plantas
transgénicas (analise de progénie).

Anticorpos conjugados de forma covalente a
diferentes enzimas, como fosfatase alcalina, peroxidase,
[3-galactosidase, glucoamilase, urease e penicilinase, tém
sido utilizados com sucesso nos testes de ELISA (Tabela 1)
(HORNBECK, 1991). Entre elas, a fosfatase alcalina é a en-
zima mais utilizada, pois apresenta uma rapida atividade
catalitica, alta estabilidade e é relativamente facil de ser
obtida e de se conjugar ao anticorpo. Existem varios tipos
de ELISA. No entanto, os ensaios do tipo ELISA-indireta,
ELISA-direta e ELISA-sanduiche sao mais utilizados para a
deteccao de proteinas em plantas transgénicas.

No ensaio indireto (Figura 1), os extratos proteicos
das amostras que se pretende analisar sao colocados na



Tabela 1. Enzimas e respectivos substratos cromogénicos comumente utilizados em diferentes ensaios de ELISA.

Enzima Substrato Abreviatura Cor inicial/final Pico de absorbancia
(nm)
Peroxidase Acido 2,2’-azino-bis ABTS Incolor/verde 410
(3-etilbenzotiazoluina-6-sulfénico)®
o-Fenilenodiamina® OPD Incolor/marrom 492
3,3',5,5-Tetrametilbenzidina® TMB Incolor/amarelo 450
B-galactosidase 0-Nitrofenil-B-D-galactopiranosideo® ONPG Incolor/amarelo 410
Fosfatase alcalina p-Nitrofenil fosfato® PNPP Incolor/amarelo 405

Fonte : @Postmann et al. (1981); @Voller et al. (1979); ®Holland et al. (1974); “Craven et al. (1965); ®Snyder et al. (1972).

placa para testes ELISA, que é geralmente uma placa de
poliestireno de 96 pocos. Nessa etapa, varias proteinas
presentes no extrato (proteina-alvo e proteinas endoge-
nas) ligam-se a placa. Em seguida, adiciona-se o anticorpo
especifico ou primario, geralmente IgG (imunoglobulina
G), produzido em coelho ou camundongo. Apds o perio-
do de incubacao, as moléculas de anticorpo que ndo se
ligaram as proteinas-alvo sdo eliminadas por lavagem.
Adiciona-se, entdo, o anticorpo secundario (anti-lgG, de
coelho ou camundongo produzido em outro animal)
conjugado a uma enzima (por exemplo, fosfatase alcalina
ou peroxidase). Apdés um periodo de incubacdo, quando
0 anticorpo secundario se liga ao primdrio, é feita uma
nova lavagem para eliminar os anticorpos que nao se li-
garam. Por fim, adiciona-se o substrato para que a enzima
atue sobre ele, modificando-o, alterando sua cor (ensaio

colorimétrico) ou permitindo que este fluoresca em
determinados comprimentos de onda (ensaio fluorimé-
trico). O ensaio do tipo ELISA-indireta é bastante versatil e
tem-se mostrado extremamente util, permitindo detectar
tanto a expressao transiente de proteinas 24 horas apés
introducao dos genes pelo sistema biobalistico (Capitulo
5) (ARAGAO et al., 1992; LACORTE et al., 1997), como a
expressao estavel de proteinas em plantas transgénicas
(BALDONI et al., 2010; CUNHA et al., 2011; MARCELLINO
et al.,, 1996). A técnica de ELISA-indireta também é usada
para estudar o silenciamento génico em plantas trans-
génicas modificadas pela estratégia de RNA interferente
e nas analises de populacbes e progénies de plantas
transgénicas em geral (DODO et al., 2008; LI et al., 2003;
OLHOFT et al., 2007).
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Figura 1. Etapas do ensaio de ELISA-indireta.
Fonte: adaptado de Aragdo e Ribeiro (1998).

No ensaio do tipo ELISA-direta (Figura 2), as eta-
pas sao muito semelhantes as do ensaio do tipo ELISA-
indireta. O extrato proteico é colocado na placa, e, em
seguida, é feita uma lavagem. Mas, nesse caso, é utilizado
apenas um anticorpo, especifico para a proteina de inte-
resse (proteina-alvo), conjugado a uma enzima. As etapas
seguintes de lavagem e revelacdo sdo iguais as do tipo
ELISA-indireta.

No ensaio do tipo ELISA-sanduiche (Figura 3),
emprega-se um excesso de anticorpo primario especifico

A Anticorpo primério

. Proteina de interesse

para recobrir a superficie da placa. Esses anticorpos irdo
capturar as proteinas especificas presentes no extrato.
Em seguida, as proteinas ndo ligadas sdo lavadas e, entao,
adiciona-se o anticorpo secundario, que também deve
ser especifico para a proteina-alvo, conjugado a uma
enzima. Ap6s uma lavagem para eliminar os anticorpos
nao aderidos, adiciona-se o substrato da enzima. O en-
saio ELISA-sanduiche é, em muitos casos, de duas a cinco

vezes mais sensivel que os dois primeiros.
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o
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Adicionar anticorpo primério Revelar
especifico conjugado com enzima (adicionar substrato)

Figura 2. Etapas do ensaio de ELISA-direta.
Fonte: adaptado de Aragdo e Ribeiro (1998).

Algumas consideracbes devem ser levadas em
conta ao se escolher entre um e outro tipo de ensaio
de ELISA. As caracteristicas de cada um dos ensaios sdo
apresentadas na Tabela 2.

Neste capitulo, trata-se do uso da técnica de ELISA
na deteccao de proteinas-alvo sintetizadas em plantas
transgénicas. Sao também apresentadas as caracteristi-
cas das enzimas conjugadas ao anticorpo e cromoforos
empregados, bem como alguns inibidores de proteases
que podem ser adicionados ao tampao inicial de extracdo

®  Proteina bloqueadeora (BSA)

Proteina endégena

Anticorpo primério
conjugado a uma enzima

o>

Proteina de interesse

Tabela 2. Caracteristicas dos tipos de ELISA.

Tipo de ELISA Requerimentos/comentarios

ELISA-indireta

Requer quantidades relativamente
grandes de antigeno. Nao requer anticorpo
especifico conjugado com enzima

ELISA-direta Requer anticorpo especifico conjugado
com enzima. Rapido

ELISA- Requer quantidades relativamente grandes

sanduiche de anticorpo de captura e anticorpo

especifico conjugado com enzima. Mais
sensivel que os demais testes
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® Proteina bloqueadora (BSA)
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marcado com enzima

—> —> A Anticorpo primario
Lavar e adicionar anticorpo primario Lavar e revelar
especifico conjugado com enzima (adicionar substrato) . Proteina de interesse

Figura 3. Etapas do ensaio de ELISA-sanduiche.
Fonte: adaptado de Aragdo e Ribeiro (1998).

de proteinas da planta. Os protocolos descritos servem
como referéncia e devem ser adaptados para a deteccéo

de cada tipo de proteina-alvo. 2.1 MG‘I’GFiG'

2 Extracéo de proteinas totais » Almofariz e pilso.

- Agitador do tipo Vortex.
Neste capitulo, apresenta-se um exemplo de pro-

tocolo de extracao de proteina de plantas para deteccdo
por ensaio de ELISA.

« Microcentrifuga.

Nitrogénio liquido.



« Tampao de extracdo (100 mL):

Componente Quantidade Concentragao final
Tampao fosfato de 10 mL 10 mM

sédio 100 mM, pH 7,2

NaCl 299¢ 500 mM
B-mercaptoetanol 71 L 10 mM

g.s.p. 100 mL

‘ ‘ B-mercaptoetanol é volatil e altamente téxico.
Sua manipulagao deve ser feita com luvas, 6cu-
‘ @ los e mascara em capela de exaustao.

« Tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 7,2 (diluir
10 vezes a solucao-estoque a 1 M; Apéndice 4).

« Tubos para microcentrifuga de 1,5 mL (micro-
tubos).

2.2 Procedimento
1. Triturar o tecido em nitrogénio liquido até que se
forme um pé fino.

2. Transferir o p6 obtido para um microtubo contendo
tampao de extracao (250 mg de tecido por mililitro
de tampado).

3. Homogeneizar por 30 minutos, a 4 °C, em agitador do
tipo Vortex.

4. Centrifugar durante 10 minutos a 12.000 rpm.

5. Transferir o sobrenadante para um novo microtubo.
O sobrenadante pode ser armazenado a -20 °C para futuras analises.

6. Determinar a concentracdo de proteina total da
amostra pelo método de Bradford (Capitulo 19).

2.3 Observacgoes

Pode-se também macerar o tecido em presenca
do tampado de extracdo sem o uso de nitrogénio liquido.
Esse procedimento pode ser empregado sem proble-
mas quando se tratar de folhas e outros tecidos de facil
maceracdo. Nesse caso, as amostras podem também ser
maceradas em sacos plasticos apropriados para essa
finalidade.

Dependendo do tipo de tecido, pode-se adicionar
um ou mais inibidores de proteases ao tampao de extra-
¢ao (Tabela 3).

3 ELISA-indireta

3.1 Material

« Anticorpo primario, isto &, anticorpo especifico
para a proteina que se deseja detectar.

«+ Anticorpo secundario: anti-mouse IgG ou anti-
-rabbit IgG, produzido em cavalo ou cabra e con-
jugado com fosfatase alcalina.



Tabela 3. Inibidores de protease que podem ser adicionados ao tampdao de extragao.

Inibidor Protease-alvo Concentracéo usual Solucgao-estoque Comentério

Aprotinina Serinas 0,1 pg/mL a 2 pg/mL 10 mg/mL em PBS Evitar congelar e
descongelar repetidamente

EDTA Metaloproteases 0,5mMa2mM 500 mM em agua, pH 8,0

Leupepitina Serinas e tioproteases 0,5 pg/mL a 2 pg/mL 10 mg/mL em agua

a-macroglobulina  Largo espectro 1 U/mL 100 U/mL em PBS Evitar agentes redutores

Pepsina Proteases acidas 1 pg/mL 1 mg/mL em metanol

PMSF Serinas 20 pg/mL a 100 pg/mL 10 mg/mL em isopropanol  Usar solugdes novas

« Espectrofotémetro com microleitor de placa de
96 pocos com filtro de 405 nm.

- Pastilhas de 5 mg de p-Nitrofenil fosfato (pNPP).

pNPP é toxico. Sua manipulagao deve ser feita com luvas,
Oculos e méascara.

« Pisseta com agua destilada.

« Placa de ELISA de poliestireno ou PVC com
96 po¢os.

« Tampao de bloqueio: adicionar BSA (albumina
de soro bovino) 0,25% (p/v) ao tampao PBST.

« Tampao do substrato (TS): medir 97 mL de dieta-
nolamina, completar o volume até 1 L com agua
destilada e ajustar o pH para 9,6 com HCl.

« Tampao fosfato salina - PBS 10X (Apéndice 4).

- Tampao PBST: adicionar surfactante polisorbato
20 a 0,05% (v/v) ao tampao PBS 1X.

3.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estao

esquematizados na Figura 1.
Ligacao do antigeno a placa

1. Adicionar 50 uL do extrato proteico total de cada
amostra (da secao 2 deste capitulo) a cada pogo de
uma placa de ELISA. Agitar manualmente a placa para
garantir que o extrato esteja bem distribuido no fun-
do do poco. Fechar a placa, colocar em uma camara
Umida, como esquematizada na Figura 4. Incubar
durante 14 a 16 horas a temperatura ambiente, ou
durante 4 horas, a 37 °C.

A quantidade limite de proteina que é capaz de se ligar a um poco
de uma placa de ELISA é de 100 ng. Entretanto, dependendo da
proporcéo da proteina-alvo no extrato proteico, devem-se adicionar de
500 ng a 2.000 ng de proteina total.



2. lLavar a placa com agua destilada. Encher cuidado-
samente cada po¢o com a ajuda de uma pisseta,
evitando a mistura dos contetidos dos poc¢os durante
a lavagem. Esperar por 5 minutos e eliminar a 4gua
invertendo a placa.

Pode-se também usar tamp&o PBS ou PBST para a lavagem da placa;
entretanto, € mais pratico o uso de agua.

Nas etapas de lavagem, pode-se utilizar uma lavadora automatica de
placas de ELISA.

3. Repetir duas vezes a etapa 2 deste item. Remover
qualquer liquido residual, invertendo a placa sobre
papel de filtro.

Recipiente de plastico
hermeticamente fechado

Agua destilada

Suporte

Placa ELISA

Figura 4. Camara Umida para incubacéo de placas de ELISA.
Fonte: adaptado de Aragdo e Ribeiro (1998).

Bloqueio dos sitios residuais de ligacao na placa

4. Adicionar 100 puL de tampdo de bloqueio. Incubar
em camara Umida, como esquematizada na Figura 4,
durante 14 a 16 horas, a temperatura ambiente.

5. Lavar a placa trés vezes com agua destilada, como
descrito na etapa 2 deste item.

Adicao do anticorpo primario

6. Adicionar 50 plL do anticorpo primario (diluido entre
1:1.000 e 1:5.000 em tampado de bloqueio) a cada
poco. Incubar durante um tempo minimo de 2 horas,
a temperatura ambiente.

Um tempo de incubagao de 2 horas é suficiente na maioria dos casos;
entretanto, um sinal mais forte pode ser obtido com uma incubagéo de
5a 10 horas.

7. Lavar a placa trés vezes, como na etapa 2 deste item.

8. Adicionar 100 uL de PBST, agitar e incubar durante
10 minutos, a temperatura ambiente.

9. Lavar a placa trés vezes, como descrito na etapa 2
deste item. Remover qualquer liquido residual, inver-
tendo a placa sobre papel de filtro.

Adicao do anticorpo secundario

10. Adicionar 50 pL do anticorpo secundario (diluido en-
tre 1:2.000 e 1:5.000 em PBS). Incubar por, no minimo,
2 horas a temperatura ambiente.

A intensidade do sinal pode ser aumentada por incubagdes mais lon-
gas (5 a 10 horas).




11. Lavar a placa trés vezes como descrito na etapa 2

deste item.

12. Remover qualquer liquido residual, invertendo a pla-

ca sobre papel de filtro.

Revelacdo

13. Preparar o tampao de reacdo: dissolver uma pastilha

de pNPP (5 mg) em 5 mL de tampao TS.

14. Adicionar 50 puL do tampao de reagdo a cada poco.
Incubar a temperatura ambiente ou a 37 °C. Monitorar
a hidrdlise do substrato visualmente, verificada pelo
aparecimento de uma coloracdo amarela (qualita-
tivamente) (Figura 5) ou por meio de um leitor de
placa, usando um filtro para comprimento de onda

de 405 nm (quantitativamente).

Areagao deve ser incubada em ambiente escuro, pois o pNPP é sen-
sivel a luz. O aparecimento da cor amarela se d&, geralmente, dentro
de 30 a 60 minutos (Figura 5). Entretanto, em alguns casos, requer-se

um maior tempo de incubagéo.

A reagao pode ser interrompida pela adigdo de 50 uL de NaOH 3N

(Apéndice 4) em cada poco.

As lavagens podem ser automatizadas e mais bem padronizadas se
uma lavadora de placa de ELISA for utilizada.

Foto: Francisco José Lima Aragao

Figura 5. Placa de ELISA mostrando a detecgdo da protei-
na GCH1 [Guanosina-5'-Trifosfato (GTP) Ciclohidrolase I] em
folhas de alface (Lactuca sativa). Linha A: controle negativo
(planta ndo transgénica); Linha B: proteina GCH1 purificada
de Arabidopsis thaliana; Linhas C e D: plantas geneticamente
modificadas de alface, expressando o gene que codifica para
a proteina GCH1. Os numeros 1 a 3 indicam as repeti¢oes.

4 ELISA-direta

4.1 Material

« Anticorpo especifico conjugado com fosfatase

alcalina.

« O mesmo descrito no item 3.1 Material, exceto

0s anticorpos.



4.2 Procedimento
Os principais passos deste procedimento estao
esquematizados na Figura 2.

1. Proceder como nas etapas 1 a 5 do protocolo de
ELISA-indireta (item 3.2 Procedimento).

2. Adicionar 50 uL de anticorpo especifico conjugado
com fosfatase alcalina.

3. Incubar durante 2 a 4 horas, a temperatura ambiente.

4, Proceder como nos itens de 11 a 14 do protocolo de
ELISA-indireta (item 3.2. Procedimento).

5 ELISA-sanduiche

5.1 Material

« O mesmo descrito no item 3.1 Material, exceto
0s anticorpos.

« Anticorpo especifico conjugado com fosfatase
alcalina.

« Anticorpo primario especifico (de captura).
5.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estdao
esquematizados na Figura 3.

1. Adicionar 50 plL de anticorpo primario especifico (de
captura), diluido em tampdo PBS 1X, a cada poco.
Incubar durante 2 horas, a 37 °C, ou durante 14 a
16 horas, a temperatura ambiente, em camara Umida
(Figura 4).

Para determinados testes, pode ser necessario colocar de 100 pL a
150 pL de anticorpo primario especifico em cada pogo.

2. Llavar e bloquear a placa como descrito nas eta-
pas 2 a 5 do protocolo de ELISA-indireta (item
3.2 Procedimento).

3. Adicionar 50 uL do extrato de proteinas e incubar, no
minimo, por 2 horas, a temperatura ambiente.

4. Lavara placa como descrito nas etapas 7 a 9 do proto-
colo de ELISA-indireta (item 3.2 Procedimento).

5. Adicionar 50 uL de anticorpo especifico conjugado
com fosfatase alcalina e incubar durante 2 horas, a
temperatura ambiente.

6. Lavara placacomo descrito nas etapas 7 a 9 do proto-
colo de ELISA-indireta (item 3.2 Procedimento).

7. Revelar como nas etapas 13 e 14 do protocolo de
ELISA-indireta (item 3.2 Procedimento).

5.3 Observacoes

No tampao de bloqueio, pode-se, em alguns casos,
aumentar a concentracao de BSA para 3% (p/v) ou subs-
titui-la por leite em p6 desnatado (< 1% de gordura) a 5%



(p/v). Entretanto, pode ocorrer interferéncia na ligacao
do anticorpo. Esses reagentes bloqueadores competem
com proteinas (anticorpos, antigenos ou outras proteinas
presentes no extrato vegetal) pela ligacdo em sitios nao
ocupados nos pocos da placa de ELISA.

Os anticorpos especificos e os anticorpos conjuga-
dos devem ser diluidos em recipientes de polietileno ou
vidro que nao interagem facilmente com os anticorpos.
Evitar a utilizacao de recipientes de poliestireno, polipro-
pileno ou policarbonato.

As concentracdes 6timas dos anticorpos e do ex-
trato proteico devem ser empiricamente determinadas.
Para tanto, deve-se dispor de extratos positivos e de
antigenos purificados ou semipurificados.

Tanto anticorpo policlonal quanto monoclonal
podem ser utilizados nos imunoensaios.

Para uma quantificacdo mais acurada, incluir as
amostras em triplicata, além de controle positivo (protei-
na-alvo purificada ou semipurificada), negativo (extrato
proteico de planta ndo transgénica) e controle de tampao
(apenas tampao de extracdo) em cada teste.

Anticorpos produzidos em qualquer animal po-
dem ser utilizados. Embora o soro total seja geralmente
utilizado, é recomendado, em alguns protocolos, o uso
da fracdo das imunoglobulinas (principalmente imuno-
globulina G-lgG).

Ao utilizar conjugados com peroxidase, deve-se
levar em conta que extratos de plantas podem conter

polifenol oxidases ou peroxidases enddgenas que po-
dem hidrolisar os substratos utilizados pela peroxidase,
levando a resultados falsamente positivos.

Durante a aplicacdo das amostras e anticorpos nos
pocos, deve-se evitar a formacao de bolhas. Em determi-
nadas placas, a utilizacdo de pocos nas bordas pode cau-
sar reacoes inespecificas, portanto, recomenda-se cautela
na utilizacdo de pocos nas bordas das placas.

Para que o resultado do teste seja valido, o controle
positivo deve apresentar coloracdo intensa, e o controle
do tampdo deve permanecer incolor (Figura 5). Para
testes quantitativos, o coeficiente de variagcao entre trés
pocos (repeticdes) deve ser menor que 20%.

6 Preparacéo de anticorpo
conjugado a fosfatase
alcalina

6.1 Material

- Agitador do tipo Vortex.

« Anticorpo (> 0,2 mg/mL) em tampao PBS.
« Filtro de 0,2 um.

« Fosfatase alcalina (= 2.000 U/mg).

 Glutaraldeido 25% (v/v), utilizado em microsco-
pia eletronica.



Glutaraldeido é altamente toxico por inalagéo,
contato com pele e por ingestdo. Sua manipula-
¢ao deve ser feita com luvas, 6culos e mascara
em capela de exaustao.

« La de vidro.
« Sephadex G-25.
» Seringade 10 mL.

« Tampao fosfato salina PBS 10X (Apéndice 4).

« Tampao PBSEL (100 mL):
Componente Quantidade Concentracao final
Tampéao PBS 10X 10 mL 1X
Etanolamina (free 600 pL 100 mM
base)
Lisina (free base) 1,46 g 100 mM
H,O g.s.p. 100 mL

« Tubos para microcentrifuga de 1,5 mL (microtubos).

6.2 Procedimento

1. Em um microtubo, preparar uma mistura de anti-

corpo:fosfatase alcalina (1:3) em tampao PBS.

A concentragéo final da mistura deve ser maior que 0,2 mg/mL.

Normalmente, uma preparacdao com 0,5 mg de anticorpo e 1,5 mg de
fosfatase alcalina ird produzir uma quantidade de anticorpo conjugado
suficiente para analisar de 200 a 800 placas de ELISA.

2. Adicionar glutaraldeido a mistura para uma concen-
tracdo final de 0,2%. Incubar por 2 horas, a tempera-
tura ambiente.

Durante a adi¢é@o de glutaraldeido, o microtubo deve ser agitado vigo-
rosamente em agitador do tipo Vortex.

3. Parar a reacdo adicionando 1 volume de tampado
PBSEL.

4. Preparar a coluna de Sephadex-G25 para dessalinizar
IgG-conjugado: misturar 3 g de Sephadex e 15 mL de
tampao PBS. Agitar por 1 a 2 minutos e depositar a
suspensao em uma seringa de 10 mL (fechar a saida
da seringa com uma porc¢do de Ia de vidro). Deixar
o tampao fluir por gravidade e aplicar mais 5 mL a
10 mL de tampdo PBS para empacotar a resina. Em
seguida, aplicar a amostra.

Colunas de Sephadex-G25 pré-empacotadas sdo comercializadas por
diversas empresas.

5. Dessalinizar a amostra por meio de cromatografia na
coluna de Sephadex G-25 em tampao PBS.

6. Coletar em fragdes correspondentes a 1/4 do volume
da reacao.

7. Analisar cada fracdo, adicionando 2 pul da fragdo a um
microtubo contendo 50 plL de tampao de reagao (eta-
pa 13 do item 3.2 Procedimento). Juntar as fragdes
que apresentarem reacdes de hidrélise mais fortes.

8. Filtrar utilizando um filtro de 0,2 um e guardar a 4 °C.
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1 Introducédo

A técnica de imuno-histoquimica é baseada na
interacdo antigeno/anticorpo para localizar, por meio
de microscopia, proteinas enddégenas e exdgenas em
seccOes de tecidos fixados, ou seja, in situ. Essa técnica
permite avaliar a distribuicao espacial e temporal de
proteinas, bem como de seus precursores, em tecidos,
células, organelas e subestruturas celulares preservadas,
como também acompanhar as etapas de processamento
e translocacdo nos compartimentos. A imunodeteccao
pode ser de proteinas enddgenas, tais como da ricina du-
rante o desenvolvimento do fruto de mamona (BALDONI
et al, 2010), ou de proteinas exdgenas ou transgénicas,
tais como proteinas humanas em vacuolos de sementes
de soja (CUNHA et al.,, 2010), pré-protaumatina Il em
botodes florais e frutos de pepino (SZWACKA et al., 2009),
de alfa-zeina em endosperma de milho (COLEMAN et al.,
2004), entre outros exemplos. Quando a deteccdo do
antigeno é feita somente em células, a técnica de imuno-
-histoquimica é designada imunocitoquimica.

A técnica de imunocitoquimica, por envolver a
interacdo antigeno-anticorpo e ser mais localizada e es-
pecifica, traz vantagens em relacdo aquelas que utilizam
coloragbes enzimaticas. A imunocitoquimica é normal-
mente utilizada quando ndo se tém maiores informacodes
sobre a sequéncia nucleotidica ou proteica de interesse,
visando a uma analise qualitativa e ndo quantitativa.
Reproduzivel, possui alta sensibilidade e especificidade,
e tem potencial para detectar multiplos antigenos si-

multaneamente, apesar de ser primariamente utilizada
para revelar somente uma proteina. Utilizam-se, para
imunodeteccdo, anticorpos ou imunoglobulinas, que
sao glicoproteinas que reconhecem antigenos, os quais
sao moléculas complexas contendo proteinas, polissa-
carideos e/ou lipopolissacarideos. O reconhecimento
estrutural e quimico desses componentes promove uma
interacdo antigeno-anticorpo precisa, por meio de ligacao
nao covalente. Os anticorpos distinguem a conformacao
estrutural e isbmera do antigeno.

A interacdo antigeno-anticorpo pode ser detecta-
da diretamente pelo anticorpo primdrio (deteccao direta)
conjugado a um marcador quimico detectavel. Na maioria
das vezes, esse marcador é um fluorocromo. Entretanto, a
interacdo antigeno-anticorpo é frequentemente detecta-
da de forma indireta, por meio do uso de um anticorpo
secundario que tem afinidade pelo anticorpo primario ou
por proteinas com capacidade de reconhecer anticorpos
(como a proteina A e G). Tanto o anticorpo secundario
como essas proteinas estao conjugados a um marcador
quimico. Diferentes marcadores quimicos podem ser
conjugados aos anticorpos (primario e secundario) ou as
proteinas A e G (BENDAYAN, 1984), tais como: radioiséto-
pos, enzimas, fluoréforos para microscopia de luz (ML) ou,
ainda, na microscopia eletrénica (ME), os marcadores sao
conjugados as particulas eletrondensas como tungsténio
ou ouro coloidal (FAULK; TAYLOR, 1971), que aumentam a
dispersdo de elétrons e auxiliam na formacao de imagens
com alto contraste na forma de pontos pretos.
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Para a correta deteccdo de antigenos, é neces-
sario que o componente a ser detectado (alvo) esteja
estabilizado, ou seja, com a sua composicdo quimica e
conformacdo estrutural preservadas, principalmente
seu epitopo. O processamento cuidadoso da amostra
contendo o alvo é, portanto, primordial para o sucesso
da deteccao, pois caso o alvo esteja alterado ou, ainda,
nao acessivel, o anticorpo ndo o reconhecera. Além disso,
a escolha do tipo de anticorpo, de sua especificidade e
de sua concentracdo sdo fundamentais para que o com-
plexo antigeno-anticorpo seja estavel e em quantidade
suficiente para deteccéo.

A escolha do tipo de microscopia a ser utilizada na
deteccao da interacdo antigeno-anticorpo por meio de
imunocitoquimica esta baseada no conceito de limite de
resolucao, definido como a distancia minima existente
entre dois pontos, de modo a ser ainda possivel distingui-
-los como entidades separadas. Quanto menor for a estru-
tura celular da amostra a ser observada, menor deve ser
o limite de resolucdo, ou seja, os pontos ainda distintos
como dois podem estar bem proximos entre si, mas po-
deréo ser vistos como dois. Segundo a formula de Abbe
[d=A/ (2NA )1, 0 limite de resolucao (d) é diretamente
proporcional ao comprimento de onda da luz (A) e inver-
samente proporcional ao tamanho da abertura numérica
das lentes do microscépio escolhido (NAobj). Portanto,
quanto menor o comprimento de luz, menor serd o limite
de resolucdo e, consequentemente, maior a resolucdo
da imagem. A ME utiliza a emissao do feixe de elétrons,
que interage com a amostra e utiliza os diversos elétrons

resultantes dessa interacdo para formar aimagem. Como
o comprimento de onda dos elétrons é bem menor do
que das demais fontes de iluminagdo em microscopia, o
limite de resolucao (d) é menor. Portanto, a ME permite
distinguir dois pontos bastante préximos entre si, que
seriam observados como um unico ponto em ML (luz visi-
vel), microscopio de epifluorescéncia (luz ultravioleta) ou,
ainda, microscopia de varredura a laser confocal (laser).
Por esse motivo, a imunocitoquimica ultraestrutural, que
corresponde a técnica de imunocitoquimica por meio da
ME, traz mais sensibilidade e maior resolucao das estru-
turas que outras técnicas de imunodeteccao com outros
microscépios, como a coloracdo enzimatica em ML e,
consequentemente, uma informagao mais acurada sobre
a localizacdo das proteinas in situ (FAULK; TAYLOR, 1971).

Pode-se aplicar aimunocitoquimica ultraestrutural
para andlises em microscopia eletrénica de varredura
(MEV), na qual o alvo deve estar na superficie da amos-
tra, ou em microscopia eletronica de transmissao (MET),
que, por suas caracteristicas, juntamente com a forma de
preparacdo de amostras, permite a visualizacdo de com-
partimentos internos da estrutura celular e tecidual que
contém a proteina-alvo.

A preparacdo de amostras para andlise por imu-
nocitoquimica ultraestrutural para observacées em MET
requer atencao quanto a fixacao, desidratacao e espessu-
ra das seccbes das amostras para garantir a formacao da
imagem com qualidade. Recomenda-se que a deteccao
do complexo antigeno-anticorpo seja realizada por via




indireta, isto é, usando anticorpos ou proteinas conju- ultraestrutural para MET que sdo utilizados rotineira-
gadas as particulas elétron-densas (BENDAYAN, 1984; mente na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
FAULK; TAYLOR, 1971). Particulas de ouro coloidal com As principais etapas da técnica estao esquematizadas na
Figura 1.Variacdes nos protocolos e etapas experimentais
adicionais, bem como adaptacdes para preparacdo de
amostras e formas de deteccdo em ML e microscopio
de fluorescéncia, podem ser encontradas na literatura
(BOZZOLA; RUSSELL, 1999; BUCHWALOW; BOCKER, 2010;

diametros entre 5 nm e 50 nm conjugadas ao anticorpo
secundario ou as proteinas, comercialmente disponiveis,
sdo visualizadas em MET como pontos uniformes pretos,
bastante densos.

Neste capitulo, serdo apresentados os procedi- DASHEK, 2000; DYKSTRA, 1993; HAYAT, 2000; RENSHAW,
mentos experimentais da técnica de imunocitoquimica 2007).
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Figura 1. Principais etapas do processamento de amostras (A—C) e obtencdo de secg¢des semifinas (D—E) para analise da quali-
dade da amostra em microscopia de luz (ML). Micrografia de secgao longitudinal de semente 10 dias apds polinizagdo de mamona
(Ricinus communis) (F) e secgéo transversal da epiderme foliar de amendoim (Arachis hypogaea) (G), ambas coradas com azul de
toluidina.



2 Coleta e processamento
de amostras

2.1 Material

- Caixa refletora de inox (ou caixa de isopor reves-
tida por papel laminado), com lampada ultravio-
leta (UV) com 6 Wa8W, com 15 cm a 20 cm de
distancia do suporte para capsulas.

» Capela de exaustao.

« Capsulas de gelatina transparente.

- Etanol absoluto.

« Homogeneizador para tubos ou vidros.
» Microscépio estereoscopico.

+ Pinca com ponta fina (3 mm).

- Resina para imunocitoquimica ultraestru-
tural (polimerizacdo a baixa temperatura,
preferencialmente).

Para polimerizacdo de resinas, normalmente sao utiliza-
dos agentes téxicos. Verificar, antes da preparagéo, quais
os cuidados necessarios para manipulagdo e descarte da
resina utilizada. Sua manipulacéo deve ser feita com luvas
em capela de exaustao.

» Solucédo de etanol 30%, 50%, 70%, 90% e 95%
(v/v).

« Solucéo fixadora (100 mL):

Componente Quantidade Concentracéo
Glutaraldeido 25% 2mL 0,5%
Solucéo de 20 mL 2%
paraformaldeido 10%

Tampao cacodilato 25 mL 0,05 M

de s6dio 0,2 M

H,O g.s.p. 100 mL

Preparar imediatamente antes do uso.

A concentracéo de glutaraldeido e a de formaldeido podem variar de
acordo com a origem da amostra. Combinagées de 4% formaldeido
contendo ou nédo glutaraldeido sdo frequentemente usadas para loca-
lizacdo de proteinas de origem vegetal ou animal.

+ Solucdo de glutaraldeido 25% (v/v) comercial.

Glutaraldeido é altamente t6xico por inalacao,
contato com pele e por ingestdo. Sua manipula-

¢ao deve ser feita com luvas, 6culos e mascara
em capela de exaustao.

« Solucao de formaldeido 10%: aquecer 90 mL de
agqua destilada a 65 °C e adicionar 10 g de para-
formaldeido, sob agitacdo, em capela de exaus-
tao. Apos total dissolucao do po, ajustar o pH da
solucao para o valor de 7,2 utilizando gotas de
NaOH 10N (Apéndice 4) e, entdo, completar o
volume para 100 mL. Distribuir em aliquotas de
5 mL em tubos plasticos, sem deixar ar em exces-
so (pois este altera as propriedades do formal-
deido), e armazenar a -20 °C.



Paraformaldeido é considerado provavel
agente mutagénico e altamente toxico por ina-
lacdo, contato com pele e por ingestao. Provoca
queimaduras e apresenta risco de efeitos graves
: para a salide em caso de exposicéo prolongada.
=B/ Sua manipulacéo deve ser feita com luvas, 6cu-
los e mascara em capela de exaustéao.
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- Suporte para capsulas, tipo estante, que permita
a passagem de luz por toda a capsula.

« Tampao cacodilato de sédio 0,2 M: dissolver 32 g
de cacodilato de sédio tri-hidratado [Na(CH,),
AsO,] em 900 mL de dgua destilada. Ajustar o va-
lor do pH para 7,2 com gotas de HCI 5 N e entao
completar o volume para 1 L. Armazenar a 4 °C.

Cacodilato de so6dio possui acido arsénico, o qual é
altamente téxico por inalacdo, ingestdo e contato com
pele. Pode provocar queimaduras e possiveis efeitos
cancerigenos. Sua manipulagao deve ser feita com luvas
em capela de exaustao.

O tampéao cacodilato pode ser substituido por PBS pH 7,0 ou tampao
PIPES pH 6,9.

« Tubos para microcentrifuga (microtubos) de
1,5 mL (obrigatoriamente transparentes ou bran-
cos leitosos e com tampa).

« Tubos pldsticos ou vidros para cintilacdo de 3 mL.

2.2 Procedimento

1. lsolar por¢des da amostra com aproximadamente
1 mm? sobre uma lamina ou superficie limpa, com
auxilio de pinca fina e bisturi (Figura 1A). Incubar em

solucdo fixadora a 4 °C por 12 horas, sob movimenta-
¢ao no homogeneizador para tubos (Figura 1B).

Essa coleta de amostra pode ser efetuada sob um microscopio
estereoscopico para melhor selecdo da regido de interesse. A troca
de solugao para fixagao deve ser feita para incuba¢des mais longas,
como no caso de amostras mais solidas e dificeis de ser infiltradas.

A solugao fixadora deve ser preparada em volume cinco vezes maior
que da amostra e utilizada logo apés sua preparagdo. A identificacdo
de tubos deve ser feita a caneta permanente e recoberta com fita
adesiva transparente.

2. Remover solucao fixadora com auxilio de uma pipeta
e adicionar tampao cacodilato de soédio (com volume
pelo menos cinco vezes superior ao da amostra) por
15 minutos. Manter em rotacdo no homogeneizador
por 10 minutos. Repetir esta etapa duas vezes.

3. Remover quase todo o tampao com auxilio de uma
pipeta, deixando um pouco para que a amostra nao
sofra dessecacao. Adicionar solucdo de etanol 30% e
manter por 1 hora a 4 °C. Repetir procedimento com
etanol 50%, 70%, e, por duas vezes, com etanol 90% e
duas vezes com etanol 95%. A amostra deve perma-
necer por 1 hora em cada solugdo.

Material mais sélido pode ser desidratado por 2 horas ou mais; para
tanto, fazer uma interrupgao da incubagéo a 70% por 12 horas e dar
prosseguimento no dia seguinte. N&o se deve interromper em concen-
tracéo de etanol outra que ndo 70%. Diluigdo é feita em agua.

As solucdes de etanol devem ser preparadas logo antes da utilizagéo e
colocadas em volume ao menos cinco vezes maior que o da amostra.

Fazer as trocas de solugdes rapidamente, sem deixar a amostra
dessecar.

Todas as etapas de lavagem com tampéo e desidratacdo devem ser
realizadas em rotagdo no homogeneizador.



4. Remover um terco do volume de etanol 95% e com-
pletar com resina a 4 °C, manter em rotagao por 12 a
24 horas.

5. Remover metade do volume do tubo e completar
com resina a 4 °C, manter em rotagao por 12 a
24 horas. Repetir uma vez essa etapa.

6. Remover o volume total do tubo e completar com
resina a 4 °C, manter em rotacdo por 12 a 24 horas.
Repetir essa etapa pelo menos por mais uma vez.

Todas as etapas de infiltragdo das amostras com resina devem ser
realizadas em rotacéo no homogeneizador.

As amostras podem ser armazenadas naresina a 4 °C por semanas ou
até meses, caso seja necessario antes de proceder a polimerizagao.

7. ldentificar a amostra a lapis em pequeno pedaco de
papel e encosta-lo, com a ajuda de uma pinca de
ponta fina, a parede interna da capsula. Logo ap0s,
colocar um pouco de resina na capsula, e inserir a
amostra no fundo do tubo, dispondo-a na posicao
desejada.

8. Completar o volume do tubo com resina a 4 °C até o
topo e fechar bem a capsula.

A presenca de oxigénio interfere na polimerizagao da resina. Portanto,
a capsula deve estar completa com resina e bem tampada.

A orientagdo da amostra deve ser feita no tubo (na vertical ou na
horizontal) de acordo com a intencdo em se obterem em secgbes
transversais ou longitudinais.

9. Colocar as capsulas no suporte, e este, na caixa refle-
tora de inox no congelador a-20 °C por 24 a 72 horas.

10. Proceder a microtomia da amostra para obtencdo de
seccoes semifinas e ultrafinas.

2.3 Observacgoes

A preparacao das amostras é etapa fundamental
para o sucesso de imunocitoquimica ultraestrutural, cujos
principais objetivos sdo manter as caracteristicas quimi-
cas e estruturais do antigeno da proteina em estudo e
preservar toda a ultraestrutura celular. Portanto, desde a
coleta até a obtencao das sec¢des ultrafinas, é importan-
te considerar o tipo de amostra, a acessibilidade ao sitio
antigénico, o anticorpo e o método de deteccao, fazendo
as alteracdes necessdrias e ajustando o protocolo.

Se as células possuirem parede celular espessa,
com quitina, queratina ou lignina, a penetracao das
solucdes sera mais dificil. Pode-se, entdo, aumentar o
tempo de fixacdo, ou utilizar a condicdo de baixo vacuo
por 1 hora, ou uma combinacao dessas duas estratégias.
Caso a amostra possua alto teor de lipideos, sugere-se o
tampao PIPES 0,2 M, pH 7,4 e um cuidado maior durante
a desidratagao, com periodos maiores a 4 °C.

A desidratacdo anterior a infiltracdo (etapas 3 a 5
doitem 2.2 Procedimento) é importante e deve finalizar a
90% ou 95% de etanol, dependendo da resina escolhida
para inclusdo das amostras.

Uma variedade de resinas desenvolvidas para a
infiltracdo de amostras utilizadas em imunocitoquimica
ultraestrutural estd disponivel comercialmente. Essas




« Papel de filtro.
« Pinca de ponta fina (0,3 mm).
« Pisseta com dgua bidestilada.
+ Placa de Petri.

« Solucdo aquosa de acetato de uranila 2%: dissol-
ver 0,2 g de acetato de uranilaem 10 mL de 4gua
destilada. Armazenar em frasco escuro, a tempe-
ratura ambiente, em ambiente de contencao.

ﬁ Acetato de uranila é um componente radioativo.

A manipulacéo de material radioativo deve ser realizada
com luvas cirtrgicas, 6culos de protecao, jaleco de manga
comprida e sempre utilizando uma prote¢do de acrilico.
Deve-se checar a limpeza das bancadas e do material
utilizado com um contador Geiger e proceder a limpeza,
com agua e sabdo, caso sejam detectadas eventuais
contaminacgdes.

+ Solucdo de azul de toluidina 0,5%: dissolver 0,5 g
de azul de toluidina em 100 mL de agua destila-
da. Filtrar a solucdo e estocar em frasco escuro, a
temperatura ambiente.

« Ultramicrétomo.

3.2 Procedimento

Microtomia, obtencao de sec¢oes semifinas (Figura 1)

1. Remover a cdpsula plastica envoltéria da amostra
polimerizada com auxilio de uma lamina de inox,
expondo a inclusao com a amostra.

Prender a base da inclusdao (oposto ao da amostra) ao
porta-amostra do micrétomo e remover o excesso de
resina em torno da amostra com lamina, utilizando o
microscopio estereoscépico e deixando, aproximada-

mente, 2,5 mm?de superficie.

Prender o porta-amostra ao braco giratério do ultra-
micrétomo, colocar a navalha de vidro no micrétomo
e ajustar a distancia entre a face da superficie da
inclusdo, onde esta a amostra, e o fio cortante da

navalha.

Verificar instrugdes especificas de uso do ultramicrétomo utilizado.

4.

Proceder a microtomia para obter sec¢des semifinas
com 2 um a 4 um de espessura. Recolher cada seccao
individualmente, com auxilio de uma pinca, e depo-
sitar 4 a 5 sec¢des em uma pequena gota de dgua
(15 plL) sobre uma lamina histolégica limpa. Secar a
gota na chama da lamparina ou em placa aquecedora
a37°C.

Adicionar uma gota do corante azul de toluidina
sobre as seccOes, aquecer rapidamente a gota em
chama ou placa aquecedora e remover o excesso
de corante por meio de lavagens repetitivas com a
pisseta contendo agua.

Deve-se colocar o bico da pisseta na parte posterior, que ndo contém a
amostra da lamina, e deixar a agua escorrer por 1 ou 2 minutos sobre
toda a area da lamina.



6. Colocar uma gota de dgua sobre as seccdes e colocar
uma laminula sobre a gota. Remover o excesso de
agua entre lamina e laminula pressionando com um
papel de filtro e examinar seccbes sob microscopio
de luz.

Deve-se verificar se a secgdo contém area de interesse, se esta pre-
servada e bem infiltrada, e a superficie lisa.

7. Documentar as imagens das seccdes semifinas.
Uma vez confirmada a qualidade da preparacao da
amostra nas sec¢des semifinas em microscopia de luz
e selecionada a area da amostra onde a presenca da
proteina serd detectada, proceder a ultramicrotomia.
Para tal, a drea para seccionamento ultrafino deve ser
reduzida a 0,5 mm?e, portanto, é necessario desbas-
tar, com uma lamina cortante, o excesso de resina e
amostra que nao serao seccionadas.

Ultramicrotomia: obtencao de
secg¢oes ultrafinas (Figura 2)

8. Remover ainda mais o excesso de resina em torno da
amostra na inclusdo (etapa 2 deste item), deixando a
superficie com, aproximadamente, 0,3 mm?2

A remocao da resina deve ser cautelosa, e a area de seccionamento
deve incluir somente aquela que interessa na amostra.

9. Prender o porta-amostra no braco giratério do
ultramicrétomo, trocar a navalha de vidro pela de
diamante e encher com dgua destilada a superficie
da navalha até formar uma superficie espelhada,

utilizando uma seringa com um filtro, para inserir a
agua e evitar que impurezas contaminem a amostra
quando a seccao for coletada.

Verificar as instrugdes especificas de uso do ultramicrétomo utilizado.

10. Aproximar a amostra ao fio cortante da navalha e pro-
ceder a ultramicrotomia para obtencao de seccoes ul-
trafinas com, aproximadamente, 70 nm de espessura.

11. Segurar, com o auxilio de uma pinga, a grade de ni-
quel na borda fosca e, por meio da imersdo da grade
na agua da navalha, recolher aproximadamente 10 a
20 sec¢odes ultrafinas por grade, em um Unico movi-
mento de insercdo da grade na agua.

A pinca deve ser antimagnética, e as secgdes devem ser esticadas,
antes de serem recolhidas, em éter ou cloroférmio por meio da aproxi-
magao (sem encostar) de uma haste flexivel de plastico com algodao
na ponta, embebido no liquido.

12. Depositar a grade contendo as sec¢des ultrafinas
coletadas sobre papel de filtro. Colocar o papel de
filtro com a grade em uma placa de Petri para secar, a
temperatura ambiente, por 12 horas.

13. Contrastar a grade para aumentar a elétron-densidade
dos componentes celulares no MET, colocando o lado
gue contém as secdes em contato com a gota de acetato
de uranila, que esta sobre superficie plastica dentro de
placa de Petri recoberta por papel aluminio, em condi-
¢ao escura, por 30 a 40 minutos. Esta etapa deve ser rea-
lizada dentro da caixa de contencdo de radioatividade,
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Figura 2. Principais etapas de obtencédo de secgdes ultrafinas (A-B), analise em microscopio eletrénico de transmissdo (MET)
(C-D), imunocitoquimica ultraestrutural (E—I) e observagcdes em MET (J-L). Secgbes de semente de mamona (Ricinus communis)
(J) e soja (Glycine max) (K-L) apds realizacdo de imunocitoquimica ultraestrutural utilizando, para deteccao, anticorpo secundario
conjugado a particulas de ouro coloidal, detectaveis nas estruturas de armazenamento das sementes.



resinas podem ser polimerizadas a baixa temperatura
e apresentam tolerancia a uma pequena quantidade
de agua durante sua polimerizacdo, permitindo que a
amostra guarde um pouco de umidade e, assim, altere
menos sua estrutura, gragas a manutencao da polaridade
proteica.

A escolha da resina deve considerar o menor grau
de extracdo de componentes celulares e extracelulares,
maior solubilidade em solventes organicos utilizados no
processo de desidratacao, facilidade para penetracao na
amostra e polimerizacao, facilidade para o seccionamen-
to ao ultramicrétomo, menor variacao de seu volume du-
rante a polimerizacao e estabilidade ao feixe de elétrons
ao MET (revisto por NEWMAN; HOBOT, 1999). Existem
resinas a venda que atendem a maior parte desses requi-
sitos, além de apresentarem uma viscosidade proxima
a da agua, o que permite a utilizacdo em qualquer tipo
de célula ou tecido, principalmente naquelas de dificil
penetracdo, como as células vegetais.

A polimerizacdo sob UV traz algum aquecimento a
resina e, consequentemente, a amostra. Por isso, deve-se
polimerizar a resina com as amostras a baixas tempera-
turas. Agentes aceleradores da polimerizacdo a baixa
temperatura normalmente acompanham os kits das
resinas, visando aumentar a chance de preservacao das
ultraestruturas celulares. Deve-se ter aten¢dao ao comple-
tar a capsula contendo a amostra com resina até o topo,
e, assim, diminuir a presenca de ar, fator que dificulta a
polimerizacao.

3 Microtomia e
ultramicrotomia

3.1 Material

- Caixa em acrilico para contencdo de radioativi-
dade (Capitulo 11).

+ Filme plastico de PVC.

- Grades de niquel para MET com 200 mesh
(=200 malhas em grade com 2,54 cm de diame-
tro) recobertas com Formvar (polimero de alcool
polivinila e formaldeido, como copolimeros com
acetato de polivinila, usado como suporte para
grades para TEM), que podem ser comercialmen-
te adquiridas.

« Lamina de inox para barbeador.
Evitar ferimentos causados pela lamina.

« Laminas histologicas.

« Lamparina.

« Microscopio de luz.

« Microscépio eletronico de transmissao (MET).
« Microscopio estereoscédpico.

« Navalhas de vidro para microtomia.

« Navalha de diamante para ultramicrotomia.




em capela de exaustao (Capitulo 11). Guardar as demais
grades em caixa coberta para proteger de poeira.

A face da grade contendo as secc¢des deve estar voltada para a gota
de acetato de uranila.

Nao ha necessidade de contrastar todas as grades ao mesmo tempo,
pois podem ser armazenadas para posterior contrastacao (ver o item
3.3 Observagoes).

14. Lavar repetidamente a grade utilizando uma pisseta
com agua.

15. Depositar a grade contrastada sobre papel de filtro
e colocar dentro de placa de Petri para secar por
12 horas.

16. Analisar em MET a qualidade do material (Figura 2).

A qualidade da amostra deve ser obrigatoriamente avaliada antes de
prosseguir com a imunocitoquimica. A sec¢éo deve conter a area de-
sejada, e a grade deve ter a repeticdo dessa area. Deve-se confirmar
se a fixagdo foi adequada (estruturas celulares integras), se houve
limpeza da preparacao, e estabilidade da seccdo quando exposta ao
feixe.

3.3 Observacdes

Durante o seccionamento das amostras, deve-se
selecionar a drea onde se espera a presenca da proteina a
ser detectada pela técnica de imunocitoquimica.

A qualidade das sec¢des ultrafinas depende, prin-
cipalmente, da preparacao da amostra. Por isso, o tecido
deve estar bem preservado e a selecdo de drea deve ser
previamente avaliada em microscopia de luz. A etapa de

retirada do excesso de resina em torno da amostra pode
ser feita sob microscopio estereoscopico, desde que a
amostra esteja presa em base fixa para evitar acidentes
com a lamina. Deve haver um compromisso entre a area
daamostra a ser observada e amenor face adequada para
seccionamento (quanto menor a area de seccionamento,
maior sera a qualidade das seccoes).

As navalhas de vidro utilizadas para microtomia
de sec¢des semifinas sao produzidas a partir de barras de
vidro comercialmente adquiridas, com espessura e qua-
lidade adequadas, utilizando-se equipamento adequado
para confeccao de navalhas (knifemaker). As navalhas de
vidro também podem ser usadas para ultramicrotomia,
desde que um suporte pléstico para permitir a formacédo
da superficie de d4gua, para contencao das sec¢des ultrafi-
nas, seja colado a navalha.

A coloracdo de seccdes semifinas com azul de
toluidina, corante acidéfilo, para avaliacdo da qualidade
de preparacdao da amostra, é a mais comumente utiliza-
da. Mas pode ser substituida por carmim acético, azul de
metileno ou outros corantes. Quando a coloracao azul
fica muito fraca nas estruturas, pode-se colorir a lamina
novamente. Quando muito forte, pode-se remové-la com
etanol, mas essa remoc¢édo nao é uniforme.

Células produzem pouco contraste quando obser-
vadas em MET, em razdo de sua composicao elementar
(C, H, O, N). Para aumentar o contraste e facilitar a visua-
lizagao das estruturas celulares, agentes contrastantes
tais como uranila e citrato de chumbo sao utilizados para



contrastar negativamente a seccdo ultrafina (REYNOLDS,
1963).

A utilizacdo de grades limpas é essencial, pois um
grao de poeira pode sobrepor-se a area de interesse.
Podem-se usar caixas especificas para armazenagem de
grades, comercialmente disponiveis, ou utilizar papel de

filtro em placas de Petri.

Grades contendo sec¢des podem ser armazenadas
paraposteriorcontrastacdo.Paratanto,agrade podeserre-
coberta, apés limpeza, com solucao de Formvarou colédio
e armazenadas a temperatura ambiente por, no maximo,

2 a 3 meses, resguardada de poeira.

A ultramicrotomia deve gerar seccdes ultrafinas,
mas que permitam algum contraste e resistam ao feixe
eletronico do MET. A espessura recomendada é de 50 nm

até 90 nm caso as secgoes estiverem se rompendo.

A avaliacao da qualidade das sec¢des em MET deve
considerar: a estabilidade da pelicula sob o feixe eletréni-
co, sua limpeza, o contraste da amostra, a adequacado da
espessura para o foco, a estabilidade da seccao na area
desejada, e a preservacao e repeticao das estruturas de
interesse. Em caso positivo, pode-se continuar o proce-
dimento de imunocitoquimica com as grades que ndo
foram contrastadas. Aquelas ja contrastadas nas etapas
13 e 14 deste item podem ser Uteis para micrografias das

estruturas.

4 Imunocitoquimica
ultraestrutural por meio
indireto (Figura 2)

4.1 Material

« Albumina de soro bovino (BSA).

+ Anticorpo primario: diluir anticorpo primario em

solucao de bloqueio 1:250 (v/v).
« Béqueres de 20 mL.
- Detergente nao idnico (detergente neutro).
« Filme plastico de PVC.

- Grades com sec¢Oes ultrafinas da amostra sem
contraste (item 3.2 Procedimento).

« Microscopio eletronico de transmissao (MET)
com camera para fotografia, com filme fotografi-
co ou com captacao digital de imagens.

« Papel de filtro.
- Pinga de ponta fina (0,3 mm).
+ Pisseta com agua bidestilada.
+ Placa de Petri.

« Proteina A conjugada com particula de ouro
coloidal 15 nm (comercial).




- Solucdo aquosa de acetato de uranila 2% (item
3.1 Material).

+ Solucdao de bloqueio: detergente nao idnico a
0,5% e BSA 2% (p/v) em tampao PBS 1X.

+ Solucdo de deteccdo: proteina A conjugada com
particula de ouro coloidal com 15 nm de diame-
tro diluida 1:500 (v/v) em tampao PBS 1X.

- Tampao Fosfato Salina - Tampéao PBS
(Apéndice 4).

4.2 Procedimento

1. Colocar gotas da solucao de bloqueio sobre um filme
plastico, em placa de Petri. Incubar as grades conten-
do seccbes ultrafinas flutuando sobre a gota da solu-
cdo de bloqueio, por 1 hora, a temperatura ambiente.

2. Retirar as grades da gota com auxilio de uma pinca
e remover o excesso de solucdo encostando a grade
em papel de filtro.

3. Colocar uma gota de anticorpo primario sobre o fil-
me plastico, em placa de Petri, e incubar a grade, por
1 hora, a temperatura ambiente.

Reservar duas grades sem incubar em anticorpo primério como con-
trole negativo, deixando-as em tampéao PBS (etapa 6 deste item) até a
etapa de incubag&o na solugéo de detecgéo.

4. Incubar a grade em gota de tampao PBS 1X por
30 minutos. Repetir duas vezes o procedimento.

5. Incubar a grade em solucdo de deteccéo por 1 hora.

6. Incubar a grade em gota de tampao PBS 1X por
15 minutos. Repetir duas vezes o procedimento.

7. Lavar repetidamente a grade utilizando pisseta com
agua.

8. Remover o excesso de d4gua e guardar a grade sobre
papel de filtro, com a face contendo as secc¢des volta-
das para cima. Deixar as grades sobre papel, dentro
de placa de Petri, secando por, pelo menos, 12 horas.

9. Contrastar a grade com acetato de uranila por
15 minutos.

Lembrar que a face da grade contendo as sec¢des deve estar voltada
para a gota, e também de ndo contrastar todas as grades.

10. Lavar repetidamente a grade com agua utilizando
pisseta.

11. Depositar a grade contrastada sobre novo papel de
filtro, com a face contendo as sec¢des voltadas para
cima. Deixar as grades dentro de placa de Petri secan-
do por, pelo menos, 12 horas.

12. Analisar e fotodocumentar em MET sem contrastacdo
negativa.

4.3 Observagoes

A vantagem da utilizacdo das particulas de ouro,
tanto conjugadas a proteina A como ao anticorpo se-



cundario, estd na maior definicdo da imagem em razéo
da elétron-densidade do ouro e da uniformidade mor-
folégica. Além disso, pode-se fazer a deteccao de dois
antigenos ao mesmo tempo, utilizando dois diametros
diferentes de particulas de ouro no mesmo experimento.

Existem diversas estratégias para realizacdo da
imunocitoquimica, como a pré ou pdés-inclusao. A pré-in-
clusdo consiste na deteccdo da proteina na amostra antes
da inclusdao em resina, enquanto a pos-incluséo é a que
aqui foi detalhada. No método de pré-inclusao, primeiro
se faz a deteccdo imunocitoquimica da proteina alvo, e
depois se fixa, desidrata e inclui a amostra em resina. No
método pds-inclusao, primeiro processa-se a amostra,
secciona-se e, entao, faz-se a deteccdo. A escolha pelo
método vai depender se o alvo é suficientemente estavel
para a deteccdo antes do processamento da amostra.

A etapa de bloqueio é uma forma de hidratar as
seccoes, facilitando a penetracao do anticorpo, e de blo-
quear grupamentos reativos presentes na amostra e na
resina. Outros agentes bloqueadores, além de detergente
nao iénico e de BSA, também podem ser usados, como
cloreto de amonio, albumina, polietilenoglicol, detergen-
tes ibnicos, entre outros.

A concentragao e o tempo de incubacao da grade
no anticorpo primario devem ser estabelecidos expe-
rimentalmente. Esse tempo dependera da afinidade/
especificidade do anticorpo e da disponibilidade dos
sitios antigénicos. Também para o anticorpo primario, a
concentracao e o tempo de incubagcdo com o anticorpo

secundario ou proteina A marcados dependerdao do
numero e da disponibilidade do complexo antigeno-
-anticorpo formado. O aumento no tempo de incubacao
normalmente nao traz beneficios, somente aumenta as

ligacdes inespecificas (background).
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Capitulo 19

Deteccdo e andlise
de proteinas pela
técnica Western blot

Lucilia Helena Marcellino
Maria Fatima Grossi de Sé




1 Introducédo

Recentes estudos em gendmica vegetal resulta-
ram em um aumento significativo do conhecimento a
respeito de diversos genes, como sequéncia nucleotidica,
localizagcdo no cromossomo, niveis de expressao e fungao.
Entre esses estudos, cita-se o sequenciamento de diver-
sos genomas de plantas como: arabidopsis (Arabidopsis
thaliana), soja (Glycine max), arroz (Oryza sativa), milho
(Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor), videira (Vitis vinifera)
e alamo (Populus trichocarpa) (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2012). Esses conheci-
mentos ampliaram as possibilidades de utilizacdo dos
genes em sistemas heterélogos, em particular em plan-
tas, permitindo a expressao de proteinas para estudos de
estrutura, funcdo ou para fins biotecnolégicos. A detec-
¢ao especifica de proteinas &, entdo, uma importante fer-
ramenta auxiliar para esses estudos, e a técnica Western
blot (ou immunoblot) é muito utilizada para tal fim.

Na técnica Western blot, a deteccdo de proteinas
especificas ocorre apds a separacdo de uma mistura de
proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida e sua
transferéncia para membranas de nitrocelulose ou nailon.
A deteccdo é feita pelo uso de anticorpos, que reagem es-
pecificamente com epitopos da proteina em estudo e de
reacdes colorimétricas ou radiogréficas. Dessa maneira, a
técnica combina a resolucdo de uma eletroforese com a
especificidade da deteccdo imunolégica. A Figura 1 ilustra
o uso de Western blot para a analise de sementes de va-
riedades de feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris). Nesse

exemplo, a arcelina, proteina potencialmente envolvida
no processo de resisténcia a pragas de armazenamento,
é identificada no extrato proteico de sementes do acesso
selvagem, mas nao nas variedades domesticadas.

Essa técnica é uma importante ferramenta para a
analise de plantas transgénicas. Por meio dela, a expressao
de uma proteina, resultante da traducao de um transgene,
pode ser avaliada. Pode-se determinar a presenca e a quan-
tidade da proteina e se ela mantém suas caracteristicas
de peso molecular e processamento ou, ainda, identificar
o local de expressao na planta transgénica, ou seja, raiz,
folha, semente, etc. Essa técnica, por exemplo, foi utilizada
para avaliar a expressao do transgene HNL (codante para a
hidroxinitrilo liase, uma enzima envolvida na degradacao
de compostos cianogénicos) em folha e raiz de mandioca
(Manihot esculenta) (NARAYANAN et al., 2011). E possivel
também utilizar Western blot para deteccdao da expressao
transiente de proteinas (DUBIN et al., 2008). Outro exemplo
é a sua utilizacao em estudos para producao de vacinas
em plantas ou para obtencao de plantas resistentes a
patdégenos. Recentemente, foi demonstrada a expressao
de uma proteina componente do virus HIV em Nicotiana
benthamiana (LOMBARDI et al., 2009) e de uma proteina do
Bean golden mosaic virus (BGMV) na obtencao de feijoeiro
resistente a esse virus (FARIA et al., 2006).

O termo Western blot é uma alusdo as técnicas de
Southern e Northern blot (capitulos 12 e 14, respectiva-
mente), nas quais a andlise dos acidos nucleicos, de forma
semelhante, é feita em uma membrana apds a separacdo



de fragmentos de DNA ou RNA por eletroforese em gel de
agarose. Embora o termo tenha sido proposto por Burnette
(1981), o principio da técnica ja havia sido estabelecido an-
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Figura 1. Detecgdo da proteina arcelina em acesso de
Phaseolus vulgaris selvagem, pela técnica de Western blot.
A) Andlise em SDS/PAGE 13% de proteina total de sementes
de feijoeiro: linha 1 — extrato proteico de sementes do acesso
selvagem de P. vulgaris; linhas 2 e 3 — extrato proteico de
sementes de variedades domesticadas. B) Western blot de
um gel idéntico ao apresentado em A, utilizando antiarcelina
como anticorpo primario. A arcelina € detectada no acesso
selvagem, mas ndo nas variedades domesticadas.

Foto: Lucilia Helena Marcellino

teriormente. Inicialmente, as proteinas eram detectadas di-
retamente sobre o gel de poliacrilamida (BURRIDGE, 1976;
SHOWE et al., 1976); posteriormente foram estabelecidas
as condicdes de transferéncia das proteinas do gel para
uma membrana de nitrocelulose (TOWBIN et al., 1979).

A técnica de Western blot envolve seis etapas prin-
Cipais, esquematizadas na Figura 2.

Obtencao de extratos proteicos

Obtém-se um extrato proteico de células ou teci-
dos. No caso de plantas, o material (folha, raiz, semente,
etc.) que se deseja analisar é, normalmente, congelado
em nitrogénio liquido e, em seguida, macerado. As pro-
teinas sdo, entdo, solubilizadas em tampao adequado.

Separacao dos polipeptideos por
eletroforese em géis de poliacrilamida

O extrato proteico é submetido a eletroforese em
gel de poliacrilamida, geralmente em condi¢des desna-
turantes, na presenca de SDS. Nesse caso, as proteinas
migram através da matriz do gel, de acordo com o seu
peso molecular, e em direcdo ao polo positivo (anodo).

Transferéncia dos polipeptideos separados
em gel de poliacrilamida para uma membrana

A transferéncia pode ser feita colocando a mem-
brana de nitrocelulose ou nailon em contato com o gel e
submetendo todo o conjunto a um campo elétrico. Dessa
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Figura 2. Esquema da técnica de Western blot. A técnica envolve seis etapas: obtencao de extratos proteicos; eletroforese em gel de
poliacrilamida; transferéncia para uma membrana; bloqueio dos sitios inespecificos de ligacéo; incubagdo com anticorpos; deteccéo

do complexo antigeno-anticorpo.
Fonte: adaptado de Marcellino e Grossi de Sa (1998).

llustrac&o: Laura de Alencar Dusi

forma, as proteinas migram do gel para a membrana, guar-
dando as mesmas posicoes relativas que se encontravam
no gel. Por suas propriedades quimicas, essas membranas
sdo capazes de ligar-se inespecificamente as proteinas,
retendo-as em sua matriz. Embora existam variacdes de
método de transferéncia, o mais utilizado envolve a eletro-

transferéncia (BURNETTE, 1981; TOWBIN et al., 1979).

Bloqueio dos sitios de ligacao

inespecificos na membrana

Os locais da membrana nao ocupados pelas
proteinas transferidas do gel estdo livres para a ligagao
com qualquer tipo de proteina. Assim, para evitar que
esses locais interajam inespecificamente com o anticorpo

durante as incubacgbes posteriores, eles devem ser blo-



queados com uma solugao contendo alta concentracdo
de proteina, geralmente BSA 3% (albumina de soro bo-
vino) ou gelatina 3% ou, ainda, leite em pd desnatado na
concentracao de 5%.

Incubacgdo com anticorpo

Apds o bloqueio dos sitios inespecificos, a locali-
zacao da proteina de interesse normalmente é feita pelo
anticorpo especifico contra essa proteina (anticorpo
primario), seguido pelo anticorpo secundario (contra o
anticorpo primario) acoplado a um marcador, que pode
ser uma enzima (por exemplo, fosfatase alcalina, peroxi-
dase) ou um radioisétopo (por exemplo, 1), etc. Pode-se
utilizar também deteccao direta, na qual o marcador é
acoplado ao anticorpo primario.

Deteccao do complexo antigeno-anticorpo

Esse complexo é visualizado por meio colorimé-
trico, ou radiografico, dependendo do tipo de marcador
utilizado. Se o anticorpo estiver acoplado a uma das
enzimas, utiliza-se um substrato que produz um produto
insoluvel colorido (HARLOW; LANE, 1988). No caso de
estar acoplado a um radioisdtopo, a deteccao é feita por
autorradiografia. Existe também a deteccdo lumines-
cente. Nesse caso, o anticorpo secundario é acoplado a
peroxidase e utiliza-se, para a revelacdao, um substrato
que emite luz ao ser oxidado pela enzima. Essa luz pode
ser entdo detectada na autorradiografia. O limite de
deteccao depende de vérios fatores, entre eles, o tipo de
membrana e o sistema de deteccao utilizados. Na maioria

dos casos, esse limite corresponde a cerca de 20 femto-
moles (10" moles); isso significa que, para uma proteina
de 50 kDa, é possivel detectar 1 ng.

Neste capitulo, é apresentado um protocolo bem
estabelecido para a analise de proteinas por Western blot.
Entretanto, inUmeras variacbes desse protocolo basico
sdao possiveis, dependendo, entre outros fatores, das ca-
racteristicas da proteina de interesse ou mesmo da planta
a ser analisada. Serao descrevitas a extracao de proteinas
de sementes e folhas (utilizando, como modelo, a planta
de fumo, Nicotiana tabacum), a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS/PAGE), e a transferéncia e aimunode-
teccdo de proteinas em membrana.

2 Extracdo e quantificacao
de proteinas

2.1 Material

+ Albumina de soro bovino (BSA) 25 pg/mL.
« Almofariz e pildo.

- Corante para quantificacdo proteica.

No procedimento aqui descrito, utiliza-se corante comercial, baseado
no método de Bradford (BRADFORD, 1976).

- Espectofotdbmetro para medir absorbancia a
595 nm.

« Microcentrifuga.



« NaCl 5 M (Apéndice 4).
« Nitrogénio liquido.

« Tampao de extracao | (sementes):

Componente Quantidade Concentragao final

Tris-HCI 1 M, pH 7,5 0,5 mL 50 mM
NaCl5M 60 pL 30 mM
B-mercaptoetanol 100 pL 1%

Surfactante octil fenol 100 pL 0,1%

etoxilado-100 10%

H,O g.s.p. 10 mL

Filtrar utilizando filtro de 0,45 pm; estocar a -20 "C.

A esse tampdo, podem-se adicionar, no momento da utilizagdo,
inibidores de protease: fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 2 mM e
leupeptina 0,13 mg/mL, concentragao final.

B-mercaptoetanol é volatil e altamente téxico.
Sua manipulagdo deve ser feita com luvas, 6cu-

@ los e mascara em capela de exaustao.

« Tampao de extracao Il (folhas):

Componente Quantidade  Concentracao final
Tris-HCI 1 M, pH 6,8 0,5 mL 50 mM
3-mercaptoetanol 100 pL 1%
Polivinilpirrolidona 20 mg 0,2%

(PVP)

H,O g.s.p. 10 mL

Ver a nota descrita para o tampao |.

« Tris-HCl 1 M, pH 6,8 (Apéndice 4).
« Tris-HCl 1 M, pH 7,5 (Apéndice 4).

 Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

2.2 Procedimento

Extracdo de proteinas

1.

Pesar 200 mg de sementes ou folhas e triturar em um
almofariz na presenca de nitrogénio liquido.

Colocar o macerado em tubo de microcentrifuga de
1,5 mL, adicionar 0,5 mL de tampao de extracao | (no
caso de sementes) ou tampao Il (no caso de folhas).
Incubar durante 1 hora, sob forte agitacao, a 4 °C.

Centrifugar em microcentrifuga a 10.000 rpm durante
30 minutos. Transferir o sobrenadante para um novo
tubo.

Determinar a concentracdo de proteinas no sobrena-
dante como descrito a seguir.

Determinacao da concentracao proteica

A determinacdo da concentracdo proteica aqui

descrita é feita pelo ensaio colorimétrico baseado no

método desenvolvido por Bradford (1976). Este protocolo

descreve um microensaio (1 pug a 10 pug de proteina/mL)

e se inicia com o estabelecimento de uma curva padrao.

1.

Para o estabelecimento da curva padrao, numerar nove
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. Preparar oito dilui-



¢bes a partir de uma solucdo de BSA 25 pg/mL, como

indicado:
Tubo BSA 25 pg/mL H,O Mg de BSA
1 O puL 800 pL 0,0 ug
2 50 pL 750 pL 1,25 g
3 100 pL 700 pL 2,50 ug
4 150 pL 650 pL 3,75 ug
5 200 pL 600 pL 5,00 ug
6 250 pL 550 pL 6,25 g
7 300 pL 500 pL 7,50 pg
8 350 pL 450 pL 8,75 ug
9 400 pL 400 pL 10,0 pg

2. Adicionar 200 pL do corante citado anteriormente

para quantificacdo proteica.
3. Agitar manualmente, evitando a formacéo de bolhas.

4. ApOs 10 minutos, medir a absorbancia A, a 595 nm
das nove diluicdes. Nao exceder o tempo de 60 minu-

tos para iniciar a medida.

5. Colocarem um grafico os valores de A, . emrelagao a

microgramas de BSA. Esta sera a curva padréo.
Determinacao da concentra¢ao proteica nos extratos

6. Colocar um volume de extrato em um tubo de ensaio.

Geralmente utilizam-se de 5 uL a 10 pL.

7. Completar o volume com dgua até 800 pL.

8. Adicionar 200 ulL do corante. Agitar cuidadosamente,
evitando a formacao de bolhas. Observar se a cor
obtida esta dentro da curva padrao. Caso nao esteja,
repetir a partir da etapa 6, aumentando ou diminuin-

do a quantidade de extrato conforme for necessario.

9. Apo6s 10 minutos, medir a absorbanciaa 595 nm(A,)).
Determinar a concentracao da amostra, comparando

a absorbancia obtida com a curva padrao.

2.3 Observacgoes

Muitos tampdes podem ser usados para extragao
de proteinas e analise em gel de poliacrilamida. A escolha
do tampao mais apropriado depende do tipo de proteina

ou tecido que se pretende analisar.

Na determinacdo da concentracdao de proteinas
pelo método de Bradford, o corante é uma solucdo con-
tendo azul de Coomassie G-250 0,01% (p/v), etanol 4,7%
(v/v) e acido fosforico 8,5% (p/v). O principio da técnica é
que, em uma solucao 4cida, o azul de Coomassie muda
0 seu maximo de absorbancia de 365 nm para 595 nm
quando ocorre ligacdo a proteinas (BRADFORD, 1976).

A presenca de detergentes pode interferir na quan-
tificacdo das proteinas. Dessa forma, deve-se observar a
composicdo do tampdo no qual a amostra esta dissolvida

e usar os controles adequados.




3 Eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE)

3.1 Material

« Isobutanol saturado com dgua: misturar um vo-

lume de isobutanol com dois volumes de dgua
destilada. Esperar a formacao de duas fases.

Persulfato de aménio 10% (p/v): dissolver 100 mg
de persulfato de amonio em 1 mL de dgua desti-
lada e estocar a 4 °C. A solucéo é estavel por uma
semana.

Solucdo acrilamida/bisacrilamida: dissolver 29,2 g
de acrilamida e 0,8 g de bisacrilamida em 100 mL
de 4gua destilada. Filtrar utilizando filtro 0,45 pum.
Estocar a 4 °C em recipiente escuro. A solucao é
estavel por 1 més.

Acrilamida e bisacrilamida séo téxicos e poten-
tes neurotdxicos de efeito cumulativo e podem
ser absorvidos pela pele e sdo. Sua manipulacédo
deve ser feita com luvas, 6culos e mascara em
capela de exaustdo. O material polimerizado ndo
possui efeito téxico, no entanto, o uso de luvas
ndo deve ser dispensado, pois existem residuos
de acrilamida nao polimerizada nesse material.
Recomenda-se também n&o submeter solugdes
de acrilamida/bisacrilamida a forte agitacéo para
evitar efeito aerossol e respingos.

A acrilamida, com o tempo, vai se transformando em &cido acrilico que

pode causar distor¢des no gel; por essa razdo, nao é recomendavel o

estoque prolongado dessa solugéo.

« SDS 20% (p/v) (Apéndice 4).

+ Solugao para coloracdo do gel:

Componente Quantidade Concentragao final
Azul de 2549 0,25%
Coomassie R-250

Metanol 450 mL 45%

Acido acético 100 mL 10%

H,O gs.p.- 1L

Dissolver o azul de Coomassie no metanol, filtrar em papel filtro de celulose de

11 um, adicionar o acido acético. Completar o volume com agua destilada.

+ Solucao para descoloracdo:

Componente Quantidade Concentragao final
Metanol 450 mL 45%

Acido acético glacial 100 mL 10%

H,O g.s.p.1L

« Tampao de corrida 5X:

Componente Quantidade Concentracao final
Tris base 1519 125 mM
Glicina 729 960 mM

SDS 59 0,5%

H,O gs.p.1L

Estocar a temperatura ambiente. O pH devera ser de aproximadamente 8,3.



« Tampao de amostra 2X:

Componente Quantidade Concentracao final
Tris-HCI 0,5 M, 2,5mL 125 mM

pH 6,8

SDS 20% 2,0 mL 4%
B-mercaptoetanol 1,0 mL 10%
Glicerol 2,0 mL 20%

Azul de 4 mg 0,04%
bromofenol

H,O g.s.p. 10 mL

« TEMED (N’ N, N, N’ tetrametiletilenodiamina).

« Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8: dissolver 18,16 g de Tris
base em 80 mL de 4gua. Ajustar o pH para 8,8.
Completar o volume com dgua até 100 mL. Filtrar
utilizando filtro 0,45 um e estocar a 4 °C.

« Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 (Apéndice 4). Filtrar utili-
zando filtro 0,45 um e estocar a 4 °C.

3.2 Procedimento

O sistema de eletroforese aqui descrito foi basea-
do no sistema descrito por Laemmli em 1970 (LAEMMLI,
1970), sendo um dos mais utilizados para a analise de pro-
teinas por eletroforese. E composto pelos chamados gel
concentrador e gel separador. O primeiro possui pH 6,8
e, geralmente, tem uma concentracao de poliacrilamida
que varia de 3,5% a 5%. O separador possui pH 8,8, é mais
concentrado que o primeiro e nele ocorre a separacdo

das proteinas apos a eletroforese. O gel é preparado entre
duas placas de vidro cuidadosamente limpas. Sera descri-
ta a seguir a preparacdo de um gel utilizando placas de
160 mm x 140 mm e espacadores de 0,75 mm.

Preparacao do gel separador

1. Preparar a seguinte solu¢ao de acordo com a concen-
tracdo de poliacrilamida desejada:

Concentracéo de poliacrilamida

Componente

8% 10% 12% 15%
H,O 7,0 mL 6,0 mL 5,0mL 3,5mL
Acrilamida/ 4,0 mL 5,0mL 6,0 mL 7,5 mL
bisacrilamida

Tris-HCI1,5M, 3,8 mL 3,8mL 3,8mL 3,8mL
pH 8,8

SDS 10% 150l 150puL 150 gL 150 L

Persulfato de 75 pL 75 L 75 pL 75 pL
amdnio 10%

TEMED 75uL 75pL 75uL  7,5uL

Misturar rapidamente, evitando a formagao de bolhas (a polimerizagéo se inicia-

ré assim que o TEMED for adicionado).

2. Verterasolugao entre as placas de vidro, previamente
montadas conforme indicacao do fabricante, deixan-
do um espaco suficiente para a montagem do gel
concentrador (cerca de 4 cm).

3. Antes da polimerizacao, verter isobutanol saturado
com agua (volume suficiente para cobrir a superficie

do gel). Aguardar por 30 minutos, retirar o alcool,



lavar com agua destilada, retirando o excesso com
papel de filtro.

O isobutanol impede a oxigenacéo da solugéo (o oxigénio dificulta o
processo de polimerizacéo), além de uniformizar a superficie do gel.

Preparacao do gel concentrador (5%)

4. Preparar 5 mL da seguinte solucao:

Componente Quantidade

H,0 2,8mL
Acrilamida/bisacrilamida 830 uL
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 1,26 mL
SDS 10% 50 pL
Persulfato de amonio 10% 50 pL
TEMED 5uL

Misturar rapidamente, evitando a formagao de bolhas (a polimerizacéo se inicia-

ra assim que o TEMED for adicionado).

5. Verter a solucao sobre o gel separador, preparado
anteriormente, e inserir o pente. Aguardar a poli-
merizacdo. Retirar o pente, lavar os po¢os com agua
destilada para eliminar vestigios de acrilamida.

A polimerizacédo é visivel entre 15 e 20 minutos, mas ela continua
ocorrendo por mais tempo. E aconselhavel aguardar por 90 minutos
para a utilizagéo do gel.

6. Montar o gel na cuba de eletroforese. Adicionar
tampdo de corrida 1X nos reservatoérios superior e
inferior, evitando a formacao de bolhas. Neste ponto,
o0 gel esta pronto para receber as amostras.

N&o deve ser realizada pré-corrida, pois esse procedimento eliminaria
a descontinuidade do gel, estabelecida pelos géis concentrador e
separador.

Aplicacao das amostras no gel e eletroforese

7. Para cada volume de extrato proteico, adicionar um
volume de tampdo de amostra 2X.

A quantidade de proteina (extrato total) a ser aplicada deve ser entre
50 pg e 150 pg por pogo. Quantidades superiores a 150 pug podem
causar distorgdes no perfil proteico.

Além dos extratos proteicos das plantas a serem analisados, deve-
-se incluir um controle positivo (20 ng da proteina de interesse) e um
negativo (por exemplo, extrato proteico da planta ndo transgénica).

8. Aquecer as amostras por 3 a 5 minutos, a 100 °C.
Aplicar no gel.

Considerando a sensibilidade da técnica de Western blot, deve-se evi-
tar qualquer extravasamento de amostra de um poco para o outro. Os
pogos que ndo foram ocupados com amostras devem ser preenchidos
com tamp&o de amostra 1X. Isso permite que a migracdo seja mais
uniforme.

9. Proceder a eletroforese. Iniciar com cerca de 10 mA,
corrente constante (até que o azul de bromofenol
alcance o gel separador). Em seguida, aumentar para
15 mA a 30 mA, até que o azul de bromofenol atinja
o final do gel separador (aproximadamente 4 horas).

10. Desmontar o aparato, retirar o gel concentrador e pro-

ceder a transferéncia das proteinas para a membrana.

A préxima etapa se destina a coloragdo do gel com azul de Coomassie
para avaliagao do perfil proteico do extrato em PAGE.



Caso pretenda-se dar prosseguimento ao Westen blot, o gel ndo deve
ser corado. Proceder diretamente a transferéncia das proteinas para
a membrana.

11. Imergir o gel em solugao para coloracéo, incubar du-
rante a noite, a temperatura ambiente. Em seguida,
imergir o gel em solucdo para descoloracao e incu-
bar sob leve agitacdo, trocando a solug¢ao quando
necessario.

A solucéo utilizada para coloracdo pode ser reaproveitada.

4 Transferéncia
para a membrana

4.1 Material

- Membrana de nitrocelulose ou nailon.
« Papel de filtro de celulose de 11 um.

« Solucdo vermelho-Ponceau 2% (opcional): dis-
solver 2 g de vermelho-Ponceau S em 100 mL de
uma solucédo contendo acido tricloroacético 30%
(v/v) e &cido sulfosalicilico 30% (v/v).

Essa solugao também esta disponivel comercialmente.

Acido tricloroacético é irritante para as vias
respiratorias, causa queimaduras na pele e
lesbes oculares. Sua manipulacdo deve ser
feita com luvas, 6culos e mascara em capela de
exaustao.

- Tampao de transferéncia (Tris/Glicina/metanol
20%): dissolver 20 mL de metanol em 60 mL
de 4gua e adicionar em 20 mL de tampao Tris/
Glicina 5X.

O metanol deve ser dispensado quando se usa a membrana do tipo
zeta-probe. Para proteinas de alto peso molecular, pode-se reduzir o
metanol para 10% no tampao de tranferéncia.

- Tampao fosfato salina - PBS 10X (Apéndice 4).

« Tampao Tris/Glicina 5X:

Componente Quantidade Concentragao final
Tris base 15,15¢g 125 mM
Glicina 729 960 mM

H,O gs.p.1L

O pH devera ser de aproximadamente 8,3.

Para a transferéncia de proteinas de alto peso molecular, pode-se
adicionar SDS até uma concentracao final de 0,05%. Entretanto, deve-
-se atentar a possibilidade de o SDS reduzir a eficiéncia de ligacédo a
membrana.

4.2 Procedimento

Embora o uso de um campo elétrico para a transfe-
réncia de polipeptideos de géis para a membrana seja o
mais utilizado, outros métodos foram relatados. A difusao
(BOWEN et al., 1980; RENART et al., 1979) e a eluicao a
vacuo (PEFEROEN et al., 1982) sdo exemplos que podem
ser citados. Entretanto, o método de eletrotransferéncia
é o mais eficaz. A eletrotransferéncia pode ser semisseca



ou molhada. Na primeira, o gel é colocado em contato
com a membrana. Esse conjunto gel/membrana é colo-
cado entre papéis de filtro embebidos com o tampéao de
transferéncia, e todo o conjunto é, entao, submetido a um
campo elétrico. Na segunda, o conjunto gel/membrana é
submerso em tampao e também submetido a um cam-
po elétrico. Os dois sistemas ddo excelentes resultados.
A vantagem do sistema semisseco, em relacdo ao molha-
do, é ser mais rapido e econdémico.

Serdo descritos a seguir dois métodos para a
transferéncia:

Transferéncia semisseca

1. Equilibrar o gel no tampao de transferéncia por
15 minutos.

Esta etapa facilita a remogao de sais e detergentes provenientes da
eletroforese. Para proteinas de peso molecular menor do que 10 kDa,
recomenda-se que o tempo da incubagéo seja menor que 10 minutos.

2. Cortar a membrana nas dimensbes do gel. Imergir
lentamente a membrana em tampao de transferéncia
e incubar por 15 a 30 minutos.

Esta etapa permitirda que a membrana fique uniformemente umedeci-
da, evitando a formacédo de bolhas que podem prejudicar a retencéao
dos polipeptideos.

A presenca de 6leos na membrana também prejudica a retengdo
dos polipeptideos; por isso, devem-se usar luvas ou pingas para
manipula-la.

3. Cortar quatro pedacos de papel de filtro nas dimen-
soesdogel.Umedecé-losemtampao de transferéncia.

As etapas a seguir referem-se a montagem da uni-
dade de transferéncia, esquematizada na Figura 3.

4. Remover a tampa de seguranca e o catodo (polo
negativo; unidade imediatamente inferior a tampa).

5. Colocar sobre o anodo (polo positivo) dois pedacos
de papel de filtro umedecidos em tampéao de trans-
feréncia (etapa 3 deste item), evitando a formacao de
bolhas.

As eventuais bolhas podem ser retiradas rolando-se um tubo de en-
saio ou uma pipeta Pasteur sobre os papéis.

6. Sobrepor a membrana completamente umedecida
(etapa 2 deste item). Novamente retirar as bolhas de
ar.

7. Sobrepor o gel a ser transferido, previamente equi-
librado (etapa 1 deste item). Nenhuma parte do gel
deve ultrapassar as dimensées da membrana.

8. Sobrepor dois pedacos de papel de filtro umedecidos
em tampao de transferéncia (etapa 3 deste item).
Remover as bolhas de ar.

9. Repor o catodo cuidadosamente para nao interferir
no conjunto acima montado.

10. Transferir, por 30 minutos a 1 hora, entre 15V e 25V
(no caso de minigéis, transferir, por 15 a 30 minutos,
entre 10Ve 15V).

11. Ap6s a transferéncia, desmontar o aparato. Descartar
os papéis de filtro e cortar no canto da membrana,



indicando a posicdo nimero 1 do gel. A membrana
pode ser corada para o monitoramento da eficiéncia
de transferéncia ou identificacdo do marcador de
peso molecular (MPM). Essa coloracdo nao é perma-
nente e pode ser feita com vermelho-Ponceau S.

Proteinas de peso molecular menor gqdo que 10 kDa ligam-se com
menor eficiéncia as membranas. Pode-se aumentar a fixagcdo destas
a membrana de nailon por tratamento com glutaraldeido, conforme
descrito por Karey e Sirbasku (1989):

1. Imediatamente apo6s a transferéncia, incubar a membrana em PBS
1X contendo glutaraldeido 0,5% (v/v) por 5 minutos.

2. Transferir a membrana para uma nova solucéo de PBS 1X/glutaral-
deido e incubar por mais 10 minutos.

3. Transferir a membrana para uma solu¢cdo de PBS 1X contendo
glicina 50 mM.

4. Transferir a membrana para a solucdo de bloqueio e seguir as eta-
pas subsequentes de bloqueio e detec¢ao.

12. O gel transferido poderd ser corado com azul de
Coomassie, para verificar a eficiéncia de transferéncia.

Transferéncia molhada

1. Cortar a membrana (de nitrocelulose ou nailon) e
quatro folhas de papel de filtro nas dimensdes do gel
a ser transferido.

2. Imergir lentamente a membrana em tampdo de
transferéncia e incubar durante 5 minutos.

3. Montar o aparato de transferéncia na seguinte ordem:
um suporte plastico, uma esponja, duas folhas de pa-
pel de filtro umedecidas em tampao de transferéncia,
o gel e a membrana (retirar as bolhas entre o gel e a

membrana). Sobre a membrana, colocar duas folhas
de papel de filtro também umedecidas em tampao
de transferéncia, uma esponja e um suporte em plas-
tico (Figura 3). Prender todo o conjunto com ligas de
borracha.

@ Catodo

I Paeel de filtro

Gel

Membrana

Diregdo de transferéncia

<

I PaEeI de filtro

@ Anodo

Figura 3. Transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida
para membrana. O gel e a membrana séo colocados em conta-
to e dispostos entre papéis de filtro embebidos em tampéo de
transferéncia, conforme a ordem apresentada. Todo o conjunto
€ submetido a um campo elétrico, e as proteinas migram em
diregéo ao polo positivo (anodo), ficando retidas na membrana.

Fonte: adaptado de Marcellino e Grossi de S& (1998).

llustragdo: Laura de Alencar Dusi.



Nesta etapa, deve-se atentar para que todos os componentes do
conjunto estejam completamente embebidos no tampé&o. As espumas,
bem como cada camada do conjunto, ndo devem conter bolhas.
Recomenda-se monta-lo em uma vasilha contendo o tampéo de
transferéncia.

4. Colocar dentro da cuba de eletroforese, com a
membrana voltada para o eletrodo positivo (ano-
do). Transferir a 30 V durante aproximadamente
16 horas, ou 100 V por 1 hora. Para evitar aqueci-
mento, colocar a cuba de transferéncia dentro de um
recipiente com gelo.

5. Apds transferéncia, desmontar o aparato. Descartar
0s papéis de filtro e cortar o canto da membrana para
indicar a posicao do primeiro poc¢o do gel. Proceder
como nas etapas 11 e 12 do protocolo de transferén-
cia a semisseca.

Coloracao da membrana com
vermelho-Ponceau S (opcional)

Esta é uma coloragao ndao permanente das protei-
nas na membrana. Ela permite verificar se a transferéncia
das proteinas foi efetiva e se estas estdo em quantidades
equivalentes nos diferentes pocos, além de identificar o
marcador de peso molecular.

Essa coloracdo ndo deve ser realizada quando se usa membrana de
nailon.

1. Lavara membrana uma vez com vermelho-Ponceau S
0,2% (diluir a solucao estoque em agua).

2. Trocar uma vez a solu¢do de vermelho-Ponceau 0,2%
e incubar a temperatura ambiente, sob leve agitagao.

3. Transferira membrana para tampéao PBS 1X e incubar
por 1a 10 minutos com agitagao, até que as proteinas
sejam evidenciadas.

4. ldentificar o marcador de peso molecular (MPM) e
marcar as bandas a lapis.

MPM previamente corados estéo disponiveis no mercado. A vantagem
destes € que podem ser identificados na membrana sem a necessida-
de de coloracédo com vermelho-Ponceau.

5. Descorar, lavando com tampao PBS 1X.

4.3 Observacéo

As membranas de nitrocelulose sdo comercialmen-
te disponiveis, com tamanho de poro variando de 0,1 um
a 0,45 um. Embora a eficiéncia de transferéncia dependa
de um grande nimero de fatores, como peso molecular
das proteinas, tempo de transferéncia, corrente, entre
outros, o uso de nitrocelulose com poro de 0,45 um per-
mite a retencao de polipeptideos de uma ampla faixa de
peso molecular. Para proteinas de baixo peso molecular
(menores que 20 kDa), pode-se considerar a utilizacdo
de uma membrana de nitrocelulose com poro de 0,2 um,
ou uma membrana de ndilon carregada positivamente,
conhecida como zeta-probe. Essa membrana tem um
maior poder de retencao de polipeptideos, aumentando
as possibilidades de deteccdo de proteinas de baixo
peso molecular. Outra op¢do é a membrana de fluoreto
de polivinilideno (PVDF), que possui maior resisténcia



quimica e mecanica, além de uma capacidade superior
de retencgéo de polipeptideos (100 pg/cm?a 200 pg/cm?).

5 Bloqueio, incubacéo
com anticorpo e detecgdo

5.1 Material

« Anticorpo primdrio: anticorpo contra a proteina
que se pretende analisar. Normalmente o anti-
corpo é feito em coelho ou camundongo.

+ MgCl, TM (Apéndice 4).
« NaCl 5 M (Apéndice 4).

+ Solucao de bloqueio; pode-se optar por uma das
seguintes: a) albumina de soro bovino (BSA) 3%
(p/v) em PBS 1X; b) leite em pd desnatado 5% (p/v)
em PBS 1X, ou c) gelatina 3% (p/v) em PBS 1X.

Se o sistema de detecgéo for com fosfatase alcalina substituir o PBS
por TBS.

» Solucdao de incubacdao do anticorpo; pode-se
optar por uma das seguintes: a) albumina de soro
bovino (BSA) 1% (p/v) em PBS 1X; b) leite em pé
desnatado 1% (p/v) em PBS 1X, ou c) gelatina 1%
(p/v) em PBS 1X.

Se o sistema de detecgéo for com fosfatase alcalina, substituir o PBS
por TBS.

- Tampao fosfato salina - PBS 10X (Apéndice 4).

Se o sistema de deteccgéo for com fosfatase alcalina, usar o tampéo
Tris-Salina (TBS) (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM).

« Tris-HCl 1 M, pH 7,5 (Apéndice 4).
Solugoes para sistema de detec¢ao com peroxidase

« Anticorpo secundario: anti-lgG de camundongo
ou coelho, dependendo do anticorpo primério
utilizado, conjugado com peroxidase.

- Solucdo A: 30 mg de 4-cloro-1-naftol em 10 mL
metanol gelado (-20 °C). Preparar imediatamen-
te antes da utilizacao.

+ Solugao B: 30 uL de agua oxigenada (H,0,) 30%
(v/v) em 50 mL de PBS. Preparar imediatamente
antes da utilizacao.

Solugoes para o sistema de
deteccao com fosfatase alcalina

« Tampao de revelacdo:

Componente Quantidade Concentragao final
Tris-HCI 1 M, 100 mL 100 mM

pH 9,5

NaCl 5 M 20 mL 100 mM
MgCL, 1 M 5mL 5mM

H,O gs.p.1L

« Anticorpo secunddrio: anti-lgG de camundongo
ou coelho, dependendo do anticorpo primério
utilizado, conjugado com fosfatase alcalina.



« EDTA 20 mM, pH 8,0 em PBS 1X (Apéndice 4).

« Solucdo NBT (Nitro blue tetrazolium): dissolver 50
mg de NBT em 1 mL de dimetilformamida 70%
(v/v). Estocar a 4 °C em frasco escuro. Estavel por
1 ano.

« Solucdo BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato):
dissolver 25 mg de BCIP em 1 mL de dimetilfor-
mamida. Estocar a 4 °C em frasco escuro. Estavel
por 1 ano.

5.2 Procedimento

Bloqueio de sitios inespecificos na membrana

1. Lavara membrana com tampao PBS 1X ou TBS.
Dar preferéncia ao TBS, se a detec¢éo for com fosfatase alcalina.

2. Incubar a membrana com a solu¢ao de bloqueio,
durante 2 horas, a temperatura ambiente, ou durante
a noite, a 4 °C, com leve agitagao.

3. Remover a membrana da solucao de bloqueio e lavar
brevemente com PBS 1X ou TBS. A membrana estd
pronta para incubagdo com o anticorpo.

Incubacdao com o anticorpo e deteccao

4. Incubar a membrana em solucdo de incubacgao con-
tendo o anticorpo primario na diluicdo adequada,
durante 4 a 6 horas, a temperatura ambiente ou

por aproximadamente 16 horas, a 4 °C. Nesta etapa,

utiliza-se uma vasilha plastica fechada ou saco plasti-

co selado, evitando a presenca de bolhas.

Diluicdo do anticorpo primério: no caso de sobrenadante em cultura,
utilizar sem diluigéo ou diluido 1:10. Para policlonais, fluido ascitico ou
anticorpo purificado, a diluigdo devera ser determinada pela titulagdo
dos anticorpos.

A seguir, serao descritos dois métodos muito usuais
para deteccao das proteinas em Western blot, utilizando
anticorpo conjugado com peroxidase (a) e utilizando

anticorpo conjugado com fosfatase alcalina (b):
(a) Anticorpo conjugado com peroxidase

Neste caso, a deteccao se da pela atividade enzima-
tica da peroxidase sobre um substrato cromogénico, por
exemplo, 4-cloro-1-naftol. O produto gerado pela acédo da
enzima é azul-escuro. Essa coloracdo nao é permanente e

esvanece com o tempo.

5. Apds a incubagcdo com o anticorpo primario, lavar a

membrana em PBS 1X, trés vezes, por 15 minutos.

Para diminuir as ligagdes inespecificas (background), recomenda-se
0 uso de PBS contendo o surfactante polisorbato 20 a 0,05% (v/v)
durante a lavagem.

6. Transferir a membrana para a solucdo de incubacéao
contendo o anticorpo secunddrio conjugado com
peroxidase, na diluicdo recomendada pelo fabricante.

Incubar por 3 a 4 horas, a temperatura ambiente.



7. Lavartrés vezes com PBS 1X, por 15 minutos cada vez.

Para diminuir as ligagdes inespecificas (background), recomenda-se
0 uso de PBS contendo o surfactante polisorbato 20 a 0,05% (v/v)
durante a lavagem.

8. Para a revelacdo, misturar as solucées A e B (1:1) e
adicionar a mistura sobre a membrana. Agitar leve-
mente até que a coloragao das bandas seja visivel. O
tempo médio para o aparecimento da coloragdo é de
aproximadamente 30 minutos.

9. Pararareacao, lavando a membrana em agua corren-
te, por 10 minutos.

Geralmente, tecidos de plantas contém altos niveis de atividade pe-
roxidase enddgena. Para identificar essa atividade, caso ela exista,
deve-se adicionar um controle apropriado (material de planta nao
transformada).

(b) Anticorpo conjugado com fosfatase alcalina

Neste caso, o substrato cromogénico usado é o
BCIP associado ao NBT. O produto gerado pela acdo da
enzima é de cor purpura. O sistema com fosfatase alcalina
é mais sensivel que o sistema com peroxidase, e a cor
gerada é estavel.

5. Apos a incubagao com o anticorpo primario, lavar a
membrana trés vezes, por 15 minutos, em TBS.

6. Incubarem solucao deincubacao contendo o anticor-
po secundario conjugado com fosfatase alcalina, na
diluicdo recomendada pelo fabricante (normalmente
1:2.000), durante 1 hora, a temperatura ambiente, sob
leve agitagdo. Nesta etapa, utiliza-se uma vasilha de

plastico fechada ou saco de plastico selado, evitando

a presenca de bolhas.

A melhor diluicdo deve ser verificada experimentalmente. Uma diluigao
entre 1:200 e 1:2.000 normalmente produz resultados satisfatorios.

7. Lavar a membrana quatro vezes em TBS, por 5 minu-

tos, cada vez.

Para diminuir as ligagdes inespecificas, recomenda-se o uso de TBS
contendo o surfactante polisorbato 20 a 0,05% (v/v) durante a lavagem.

8. Para a revelacao, preparar a seguinte solucdo ime-
diatamente antes do uso: 66 pL de solugao NBT em
10 mL de tampao de revelacdo. Misturar bem e adi-

cionar 33 pL de solugao BCIP.

9. Incubar a membrana nessa solucao. Agitar sua-
vemente, monitorando o aparecimento da cor. O
tempo médio de incubacédo é de aproximadamente

30 minutos.

Incubacgéo por tempos superiores (por exemplo, durante a noite) pode
ser utilizada para intensificar o sinal desejado. Entretanto, deve-se
atentar para o aumento de sinais inespecificos.

10. Retirar a solucdo de revelacdo e adicionar EDTA 20 mM

em PBS 1X, para parar a reagao.

O EDTA é um quelante de ions de Mg*? essenciais para a atividade da
fosfatase alcalina.
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1 Introducédo

A protedmica é definida como a andlise da expres-
sdao de proteinas em larga escala em uma célula, organis-
mo ou fluido bioldgico. O estudo do proteoma representa
um grande desafio, uma vez que a expressdo génica de
uma célula é muito dinamica e dependente do estadio de
desenvolvimento, da presenca de ativadores e inibidores e
de condi¢des ambientais. Entretanto, a analise proteémica
constitui uma importante abordagem para a compreensao
de como os genes funcionam, pois representa a analise
do produto final da expressao génica, que é a proteina. O
estudo do proteoma pode levar a importantes resultados,
com implicagdes diretas em varias areas da biologia e
biotecnologia, como a descoberta de vias metabdlicas, e
identificacdo de novas moléculas bioativas e de marcado-
res para uma determinada condicao bioldgica.

A andlise protedmica por meio de eletroforese bi-
dimensional (2-DE) é bastante complexa e envolve vdrias
etapas, incluindo a extracao, quantificacdo e separacao
das proteinas por pl (ponto isoelétrico) e massa molecular.
Posteriormente, é realizada a digestao in gel das protei-
nas selecionadas para identificacdo por espectometria de
massa (MS). Atualmente, varios avangos nas técnicas de
MS e métodos computacionais tém sido descritos, visan-
do a uma maior identificacdo de proteinas. Esses avancos
tém levado a uma utilizagao crescente de técnicas inde-
pendentes de gel, como cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massa (LC-MS). A Tabela 1, baseada
em Garbis et al. (2005), apresenta algumas vantagens e

limitacbes da técnica de 2-DE. Apesar dessas limitacoes,
2-DE constitui, ainda, a metodologia mais bem estabe-
lecida e amplamente utilizada em andlises protedmicas,
permitindo o estudo de misturas complexas de proteinas
e a criacdo de bancos de dados de proteinas identificadas
de uma grande variedade de espécies e tecidos.

A técnica de 2-DE envolve a migragao diferencial
de proteinas de acordo com seus pontos isoelétricos
(primeira dimensao) e, posteriormente, pelas suas massas
moleculares (segunda dimensao). Apds a eletroforese, as
proteinas sdo coradas com nitrato de prata (BLUM et al.,

Tabela 1. Vantagens e limitagBes da eletroforese bidimensio-
nal de proteinas.

Vantagens LimitacOes

Método mais bem Necessidade de grande
estabelecido até o momento quantidade de proteinas
para andlise global de (400 pg/gel a 600 pg/gel)
proteinas

Visualizag&o de centenas de
proteinas em um gel

Dificuldade de solubilizagao
de proteinas hidrofébicas

Capacidade de deteccao
de modificagdes pos-
-traducionais

Limitagdes na deteccéo de
proteinas pouco abundantes

Permite andlise qualitativa e
quantitativa

Dificuldades na
reprodutibilidade em
razéo de problemas na
quantificagdo de proteinas

Compatibilidade com
métodos de identificagcao
por imunoensaios e
espectrometria de massa




1987) ou azul de coomassie (coomassie brilliant blue, CBB),
0s quais sdo os principais métodos de coloracao, permi-
tindo a visualizacao de centenas de proteinas que devem
ser validadas estatisticamente por softwares especiais
(VALLEDOR; JORRIN, 2011). O método de coloracao das
proteinas é crucial para a obtencao de reprodutibilidade
e posterior identificacdo por espectrometria de massa.
Para a obtencao de um maior indice de identificacao das
proteinas, recomenda-se a utilizacdo de CBB e, portanto,
somente esse método serd descrito neste capitulo.

A qualidade dos reagentes utilizados e os cuidados
para evitar contaminacgdes, principalmente com querati-
na, sao também de extrema importancia para maximizar
o numero de proteinas identificadas. A queratina esta
presente na pele, no cabelo, na saliva e na poeira e possui
alta capacidade de ionizacdo. Dessa forma, a presenca de
queratina na amostra suprime o sinal da proteina que esta
sendo analisada, impedindo a sua identificacdo. Portanto,
cuidados devem ser tomados em todas as etapas da ana-
lise prote6bmica para evitar contaminagdes e obter uma
maior eficiéncia na identificacao das proteinas.

Este capitulo descreve um método de extracao de
proteinas, utilizado para diversos tipos de amostra, bem
como métodos de 2-DE, coloracdo de proteinas com CBB e
digestao in gel para posterior identificacdo por espectrome-
tria de massa. InUmeras variacoes desses protocolos estdo
disponiveis e, portanto, as metodologias apresentadas
podem ser complementadas e adaptadas para os diferentes
tipos de amostra a serem analisados.

2 Extracdo de proteinas totais

2.1 Material

+ Acetato de amoénio 0,1 M em metanol (Apén-
dice 4).

+ Acetona 80% (v/v).

- Almofariz e pilao.

« DTT 1 M (Apéndice 4).

« Nitrogénio liquido.

+ Solucao de fenol equilibrado (pH 7,0 a 8,0).

Fenol é toxico por inalagdo, em contato com

a pele e por ingestdo. Provoca queimaduras e

apresenta risco de efeitos graves para a saude

em caso de exposicao prolongada. Sua manipu-

lacéo deve ser feita com luvas, 6culos e mascara
em capela de exaustao.

« Solucao de hidratacao:

Componente Quantidade Concentragao final
Ureia 12 g 8 M
CHAPS 0,59 2% (p/v)
Tampéo IPG 500 uL 2% (viv)

Azul de bromofenol Tracos -

H,O g.s.p. 25 mL

Adicionar 90 pL de DTT 100 mM para cada 500 pL de solucéo de hidratagao e
utilizar imediatamente.

CHAPS = (3-[(3-colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propano sulfonato). O tampéo
IPG (imnmobilized pH gradient |) deve estar de acordo com a faixa de pH da
tira de IPG.




- Tampao de extracdo (estocar a 4 °C):

Componente Quantidade Concentracao final

Sacarose 29,9¢g 0,7M
Tris base 7,579 0,5M
HCI concentrado 37% 310 pL 30 mM
Na,EDTA.2H,0 2,329 50 mM
KCI 0,93¢g 0,1M
H,O g.s.p. 125 mL

Apenas no momento da extragdo, adicionar 0,4 mL de DTT 1 M para
cada 10 mL de tampé&o de extragdo (concentragéo final de 40 mM).

Acido cloridrico é um &cido forte, altamente
téxico e corrosivo. Sua manipulagdo deve ser
feita com luvas, 6culos e mascara em capela de

exaustao.

2.2 Procedimento

1. Triturar todo o material vegetal em almofariz, com
adicdo sucessiva de pequenos volumes de nitrogénio
liquido até que se forme um po fino.

2. Transferir de 100 mg a 200 mg do tecido macerado
para tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e adicionar
750 uL de tampdo de extracao (contendo DTT 40 mM)
e deixar a temperatura ambiente por 15 minutos.

Um total de 150 mg de tecido macerado ocupa um volume equiva-
lente a, aproximadamente, 0,3 mL em um tubo de microcentrifuga de
1,5 mL.

3. Adicionar 750 uL de fenol e deixar sob forte agitacao,
preso com fita crepe, em agitador do tipo Vortex, por
15 minutos.

4. Centrifugaravelocidade maxima em microcentrifuga,
por 3 minutos, recuperar o sobrenadante e transferi-
-lo para outro tubo de microcentrifuga. Repetir esse
procedimento duas vezes.

Ao recuperar o sobrenadante, deve-se recuperar 0 maior volume
possivel, evitando contaminacdo com a interfase, para maximizar o
rendimento da extrac&o proteica. Recomenda-se utilizar uma pipeta
de 200 pL.

5. Centrifugar a velocidade maxima em microcentrifuga
por 3 minutos, recuperar o sobrenadante (aproxima-
damente 500 pL) e dividir o volume em dois tubos
(aproximadamente 250 uL cada um).

6. Adicionar 5 volumes (aproximadamente 1.250 ulL) de
acetato de amoénio 0,1 M em metanol, inverter para
misturar e manter a-20 °C por 2 a 16 horas.

7. Centrifugar por 15 minutos, descartar o sobrenadan-
te e adicionar 500 plL de acetato de amonio. Repetir
este processo duas vezes.

8. Centrifugar por 15 minutos, descartar o sobrenadan-
te e adicionar 500 pL de acetona 80%.

9. Centrifugar por 10 minutos, descartar o sobrenadan-
te e secar o precipitado a 37 °C por 5 a 10 minutos e
armazenar a -20 °C.

Deve-se observar um precipitado branco ao final da dltima
centrifugagéo.



10. Hidratar o precipitado pela adicao de 50 puL a 100 pL
de tampao de hidratacao.

11. Quantificar as proteinas pelo método de Bradford
(1976), conforme Capitulo 19.

O método de Bradford (1976) € o mais utilizado para a quantificagéo
de proteinas. Recomenda-se fazer varias quantificagdes para confir-
macao dos resultados antes da realizagédo da focalizagéo isoelétrica,
além de utilizar um gel (minigel) para confirmar a homogeneidade da
quantidade de proteinas em cada amostra.

O rendimento médio de proteinas obtido a partir de 100 mg a 200 mg
de material vegetal é bastante variavel em funcéo do tecido e da es-
pécie em estudo. Recomenda-se realizar duas extragdes (dois tubos

de microcentrifuga) visando estimar o rendimento médio de proteinas
para cada novo material.

2.3 Observacdo

Existem inUmeros protocolos para extracao de
proteinas; dessa forma, esse protocolo pode ser comple-
mentado ou adaptado de acordo com a amostra a ser
analisada. O protocolo descrito foi adaptado do método
reportado por De Mot e Vanderleyden (1989).

3 Focalizagdo isoelétrica
(primeira dimensao)

3.1 Material

« Azul de bromofenol.

« Immobiline dry strip cover fluid.

- Solucdo de hidratagao (item 2.1 Material).
« Tiras de IPG (immobilized pH gradient).

« Tiras de papel para eletrodo.

3.2 Procedimento

Para a focalizacdo isoelétrica, existem diferentes
sistemas e fabricantes disponiveis no mercado. Neste ca-
pitulo, serdo descritos os sistemas Multiphor Il e IPGPhor 3.

Multiphor Il

1. Solubilizar 600 pg de amostra de proteina em solu-
¢ao de hidratacao e aplicar na bandeja de hidratacao
(reswelling tray), evitando a formacao de bolhas de ar.

Volume de solucdo de hidratacdo necessario para
cada tira IPG:

Tamanho datira de IPG Volume total por tira (uL)

7 125
1 200
13 250
18 350

2. Deslizar a tira IPG com o lado contendo o gel voltado
para baixo na canaleta contendo a solucdo de protei-
na (Figura 1).

3. Cobrir a tira com immobiline dry strip cover fluid ou
6leo mineral e deixar por 16 horas.
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Tranferir tiras e Cobrir extremidades Acoplar eletrodos
adicionar 6leo mineral com tira de papel

Cobrir extremidades Acoplar eletrodos Iniciar a focalizagdo
com tira de papel

d

— — — —

Reduzir e alquilar as
proteinas focalizadas

Preparar o gel Adicionar as tiras Realizar a eletroforese
de poliacrilamida e selar com agarose e coloragdo dos géis

zm

Analisar as imagens Realizar a digestao Analisar os perfis de massa Identificar as proteinas de interesse
com auxilio de um software in gel das proteinas

Figura 1. Fluxograma da analise protedbmica por meio de eletroforese bidimensional e espectrometria de massa. Parte superior da

figura: sistema Multiphor Il (acima) e sistema IPG-Phor 3 (abaixo).



4.

Verificar a homogeneidade da hidratacéo das tiras e
coloca-las com o lado do gel voltado para cima no

aligner.

Preparar a cuba para focalizacao isoelétrica: colocar
10 mL de immobiline dry strip cover fluid sobre a placa
de resfriamento e posicionar a bandeja immobiline

dry strip sobre a placa de resfriamento.

Remover apenas as bolhas grandes entre a bandeja e a placa de
resfriamento.

Adicionar aproximadamente 15 mL de immobiline dry

strip cover fluid na bandeja immobiline dry strip.

Deslizar o aligner na bandeja immobiline dry strip,

evitando bolhas de ar (Figura 1).

Colocar a parte acida da tira de IPG voltada para o lado negativo
(vermelho) da cuba.

10.

Cobrir as extremidades das tiras IPG com tiras para
eletrodo umedecidas de forma perpendicular as tiras
IPG (Figura 1). As tiras para eletrodo deverdo tocar as

extremidades das tiras IPG.

Colocar os eletrodos sobre as tiras para eletrodo e
realizar a eletroforese de acordo com o tamanho da
tira de IPG e faixa de pH (Tabela 2).

Apbds a eletroforese, armazenar as tiras de IPG a-20 °C

até a eletroforese de segunda dimenséo.

Ettan IPGphor 3

1.

Seguir procedimento de solubilizacdo de amostra e
reidratacdo da tira conforme descrito para o sistema
Multiphor Il (etapas de 1 a 4 da se¢ao 3.2 Proce-

dimento).

Posicionar a placa resfriadora sobre o Ettan IPGphor 3

(Figura 1).

Transferir as tiras de IPG do reswelling tray para os

sulcos da placa resfriadora.

Atentar para o posicionamento das extremidades acidas e basicas
(Figura 1).

4,

Acomodar pedacos de tiras para eletrodo previamen-
te umedecidos com dgua destilada nas extremidades
das tiras a fim de proteger o gel do contato direto

com o eletrodo (Figura 1).

Adicionar em torno de 10 mL de immobiline dry strip

cover fluid em cada sulco contendo a tira.

Acomodar os eletrodos sobre os papéis de filtro em
contato com as tiras e acopla-los a placa de resfria-

mento (Figura 1).

No programa de controle do equipamento, deter-
minar as condicoes elétricas de acordo com a quan-
tidade e as caracteristicas dos géis (comprimento,

intervalo de pH, linear ou ndo linear) (Tabela 3).




Tabela 2. Condic¢des para focalizagdo isoelétrica utilizando o sistema Multiphor 1.

Tamanho da tira (cm) Faixa de pH Fase Voltagem (V) Corrente (mA) Poténcia (W) (horggzrs]gi:gatos)
11 4-7 L 1 300 2 5 0:01
2 3.500 2 5 1:30
3 3.500 2 2 2:20a3:30
Total 3:50 a 5:00
11 3-10L 1 300 2 5 0:01
2 3.500 2 5 1:30
3 3.500 2 5 1:45 a 2:35
Total 3:15 a 4:05
13 4-7 L 1 300 2 5 0:01
2 3.500 2 5 1:30
3 3.500 2 5 3:45a4:20
Total 5:15 a 5:50
13 3-10 L e 3-10 NL 1 300 2 5 0:01
2 3.500 2 5 1:30
3 3.500 2 5 3:10 a 4:00
Total 4:40 a 5:30
18 4-7L 1 300 2 5 0:01
2 3.500 2 5 1:30
3 3.500 2 5 5:40 a 7:40
Total 7:10 a9:10
18 3-10 L e 3-10 NL 1 300 2 5 0:01
2 3.500 2 5 1:30
3 3.500 2 5 4:50 a 6:20
Total 6:20 a 7:50

Nota: durante a fase 2, a voltagem sera aumentada do valor determinado para a fase 1 até 3.500 V. Na fase 3, a voltagem ira permanecer em 3.500 V.



Tabela 3. Condigdes para focalizacéo isoelétrica utilizando o sistema Ettan IPGPhor 3.

Tamanho da tira (cm) Faixa de pH Modo de voltagem Voltagem (V) Tempo (h:min)
11 4-7 L 1 Step and hold 500 1:00 0,5
2 Gradient 1.000 1:00 0,8
3 Gradient 6.000 2:30 8,8
4 Step and hold 6.000 0:10 a 0:50 0,9-4,9
Total 4:40 a 5:20 11,0-15,0
11 3-10L 1 Step and hold 500 1:00 0,5
2 Gradient 1.000 1:00 0,8
3 Gradient 6.000 2:00 7,0
4 Step and hold 6.000 0:10 a 0:40 0,7-3,7
Total 4:10 a 4:40 9,0-12,0
13 4-7 Le 3-10 NL 1 Step and hold 500 1:00 0,5
2 Gradient 1.000 1:00 0,8
3 Gradient 8.000 2:30 11,3
4 Step and hold 8.000 0:25 a 0:55 3,4-7.,4
Total 4:55 a 5:25 16,0-20,0
13 3-10L 1 Step and hold 500 1:00 0,5
2 Gradient 1.000 1:00 0,8
3 Gradient 8.000 2:30 11,3
4 Step and hold 8.000 0:10 a 0:30 1,4-4,4
Total 4:40 a 5:00 14,0-17,0
18 4-7 L e 3-10 NL 1 Step and hold 500 1:00 0,5
2 Gradient 1.000 1:00 0,8
3a Gradient 8.000 3:00 13,5
4a Step and hold 8.000 1:30 a 2:40 12,2-21,2
3b Gradient 10.000 3:00 16,5
4b Step and hold 10.000 0:55a 1:50 9,2-18,2
Total 27,0-36,0
18 3-10L 1 Step and hold 500 1:00 0,5
2 Gradient 1.000 1:00 0,8
3a Gradient 8.000 3:00 13,5
4a Step and hold 8.000 0:46 a 1:30 6,2-12,2
3b Gradient 10.000 3:00 16,5
4b Step and hold 10.000 0:20 a 0:55 3,2-9,2
Total 21,0-27,0




8. Ao final da programacao, é recomendavel adicionar

um passo de espera de, pelo menos, 3 horas a 300 V.

Para uma eletroforese de 12 horas nas tiras de 11 cm e 13 cm, aumen-
tar a fase 1 para 6 horas e diminuir a fase 4 em 3 kVh.

Para uma eletroforese de 12 horas nas tiras de 18 cm, aumentar a
fase 1 para até 8 horas e diminuir a fase 4 com a quantidade de kVh
adicionada na fase 1 para atingir o valor total de kVh.

4 SDS-PAGE
(segunda dimensdo)

4.1 Material

Acrilamida:bisacrilamida 49:1, solucdo 50%

(Apéndice 4).

Agarose.

Agua bidestilada.

« Cubas para eletroforese vertical.

- DTT.

DTT é considerado irritante para vias respiratorias, pele e
olhos. Sua manipulagéo deve ser feita com luvas, 6culos
e mascaras.

- Espacadores.

- Gel de acrilamida 12%:

Solugdo estoque Volume

Acrilamida:bisacrilamida 50% 10,8 mL

Tris 1 M, pH 8,8 25,8 mL

SDS 10% 0,44 mL

Persulfato de amonio 55mgem 1 mL
de agua bidestilada

TEMED 50 pL

Agua bidestilada 6,36 mL

Composicdo para 1 gel de acrilamida 12% de 16 cm x 16 cm, para os sistemas
V-16 e V16-2 (Biometra) com espagador de 0,75 mm.

Acrilamida e bisacrilamida séo toxicos e poten-
tes neurotoxicos de efeito cumulativo e podem
ser absorvidos pela pele e séo. Sua manipulacéo
deve ser feita com luvas, 6culos e mascara em
capela de exaustdo. O material polimerizado néo
possui efeito téxico, no entanto, o uso de luvas
nao deve ser dispensado, pois existem residuos
de acrilamida ndo polimerizada nesse material.
Recomenda-se também ndo submeter solugbes
de acrilamida/bisacrilamida a forte agitacéo para
evitar efeito aerossol e respingos.

Adicionar todos os reagentes, exceto o TEMED, e misturar bem por
alguns segundos. Quando estiver tudo preparado, adicionar o TEMED,
misturar rapidamente e verter nas placas imediatamente. Adicionar 1 mL
de n-butanol ou isopropanol sobre o gel para acelerar a polimerizagao
e evitar bolhas.

+ lodoacetamida.
+ N-butanol ou isopropanol.
- Papel de filtro.

- Persulfato de amonio.



- Placas de vidro.
« SDS 10% (p/v; Apéndice 4).

« Solucdo de equilibrio:

Componente Quantidade  Concentragao final
Tris HCI 1 M, pH 8,8 10 mL 50 mM

Ureia 729 6 M
Glicerol 60 mL 30%

SDS 49 2%

Azul de bromofenol Tracos

H,O g.s.p. 200 mL

« Tampao glicina (solucdo estoque 5X):

Componente Quantidade Concentragao final
Tris base 159 125 mM
Glicina 729 960 mM

SDS 59 0,5% (p/v)

H,O g.s.p. 1.000 mL

Para obter a solucédo de trabalho, diluir 300 mL da solucdo estoque 5X em
1.200 mL de agua destilada.

« TEMED.
« Tira de papel.

« Tris HClI 1 M, pH 8,8 (Apéndice 4).

4.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estdao
descritos na Figura 1.

1. Limpar as placas de vidro com alcool e monta-las com
os espacadores.

2. Verter a solucao de gel de acrilamida 12%, imedia-
tamente apds o preparo, entre as placas de vidro,
previamente montadas conforme indicagao do fabri-
cante, deixando um pequeno espaco para colocar a
tira IPG (cercade 1 cm).

3. Adicionar, imediatamente, 1 mL de n-butanol ou
isopropanol na superficie do gel. Aguardar por 10 mi-
nutos, retirar o n-butanol ou isopropanol, invertendo
as placas, e lavar com agua destilada a superficie dos
géis, retirando o excesso com papel de filtro.

O isobutanol facilita o processo de polimerizagdo e mantém a superfi-
cie do gel homogénea.

4. Apbs a polimerizacdao do gel de acrilamida, utiliza-lo
dentro de poucas horas ou armazenar na geladeira
até o dia seguinte.

5. Incubar cada tira com 3 mL de solugao de equilibrio
contendo 30 mg de DTT sob agitacao suave por
15 minutos.

6. Descartar a solucao anterior e adicionar 3 mL de solu-
¢ao de equilibrio contendo 75 mg de iodoacetamida
e manter sob agitacao suave por 15 minutos.

7. Preencher o compartimento inferior da cuba com
tampao glicina e colocar as placas na cuba. Retirar
todas as bolhas formadas na placa.



8. Mergulhar rapidamente as tiras em tampao glicina e
acomodar as tiras sobre o gel de acrilamida.

Todas as bolhas de ar formadas entre a tira IPG e o gel de acrilamida
devem ser retiradas.

9. Aplicar o marcador de massa molecular em uma
tira de papel e colocar sobre o gel em uma das
extremidades.

10. Cobrir a tira de IPG e a tira de papel com agarose 1%.
Apds a polimerizacao da agarose, preencher os com-
partimentos superiores com tampao glicina.

11. Iniciar a eletroforese a 90 V por 30 minutos e, pos-
teriormente, aumentar para 130 V por, aproximada-
mente, 6 horas ou até que a linha de corrida formada
pelo azul de bromofenol esteja a 0,5 cm do final
do gel.

4.3 Observacéo

O protocolo apresentado acima é baseado no
método descrito por Laemmli (1970). Existem vdrios
modelos de cuba para 2-DE. O método descrito neste
capitulo refere-se a eletroforese em gel de 16 cm x 16 cm
com espacador de 0,75 mm de espessura, por exemplo,
em sistema V16 e V16-2 da Biometra. Outro sistema dis-
ponivel, que vem sendo muito utilizado, é a unidade de
eletroforese Ettan DALT six (Figura 1). Esse sistema permite
a eletroforese de seis géis a0 mesmo tempo.

5 Coloragcdo com azul de
Coomassie (CBB) coloidal

5.1 Material

« Acido acético glacial.

Acido acético é inflamavel, corrosivo, irritante
para as vias respiratérias e causa queimaduras
na pele. Sua manipulagdo deve ser feita com
luvas, 6culos e mascara em capela de exaustéo.

- Acido fosférico.

- Agua bidestilada.

- Alcool comercial (hidratado 96 °GL).
+ Metanol.

+ Solucao CBB coloidal:

Componente Quantidade Concentragao final
Azul de Coomassie 0,1g 0,1% (p/v)
(CBB) G-250

Acido fosférico 1 M 2mL 20 mM
Sulfato de amonio 109 0,76 M
Metanol 20 mL 20% (v/v)

H,O g.s.p. 100 mL

Dissolver completamente o sulfato de aménio em um pouco de agua bidestilada
e, somente depois, adicionar o azul de Coomassie (CBB) G-250 e, em seguida, 0
acido fosférico. Completar o volume para 80 mL e adicionar o metanol (somente
quando for utilizar) e misturar bem.



« Solucdo de fixacgao:

Componente Quantidade Concentragao final
Alcool comum 50 mL 50%

Acido acético 12 mL 12%

H,O g.s.p. 100 mL

« Sulfato de amoénio.

5.2 Procedimento

1. Limpar uma travessa, preparar a solucao de fixacao e
verter na travessa.

2. Colocar o gel na travessa contendo a solucdo de fixa-
¢do e manter por, pelo menos, 1 hora.

O gel pode ficar armazenado na solugéo de fixagao por varios dias.

3. Retirara solucao de fixacdo e adicionar a solucao de CBB
coloidal e manter sob agitacdo suave por 16 a 18 horas.

4. Retirar a solucdo e lavar o gel varias vezes com agua
destilada até que as proteinas estejam bem visiveis.

6 Digestdo in gel de proteinas
para identificacéo por
espectrometria de massa

6.1 Material

- Acetonitrila.

Acetonitrila é facilmente inflamavel, irritante

aos olhos, pele, e sistema respiratério. Sua
manipulacéo deve ser feita com luvas, 6culos e
mascara em capela de exaustao.

« Agitador do tipo Vortex.
- Agua bidestilada.

« Bicarbonato de amoénio (NH4HCO3) 50 mM
(Apéndice 4).

- Capela de fluxo laminar.

« Centrifuga a vacuo (Speed-Vac).

+ Luva de latex sem talco.

+ Mascara.

« Ponteira (para 1 mL) com a ponta cortada.

«+ Solucdo de acetonitrila 50% e bicarbonato de
amoénio 25 mM (Apéndice 4).

« Solucdo da matriz (preparar conforme descrito
no Capitulo 21).

+ Solucao de tripsina (Apéndice 4).

6.2 Procedimento

Excisar a proteina do gel utilizando uma ponteira com
a ponta cortada.

Lavar os pedacos de gel com 400 mL de solucao ace-
tonitrila/bicarbonato de aménio durante 15 minutos
em agitador do tipo Vortex. Repetir este procedimento
trés vezes até que os pedacos de gel estejam transpa-



rentes. Ndo ha necessidade de retirar todo o corante
do gel.

3. Adicionar 200 mL de acetonitrila e colocar em agi-
tador do tipo Vortex por 5 minutos ou até que os
pedacos de gel estejam esbranquicados.

4. Secar as proteinas em centrifuga a vacuo por
20 minutos.

5. Adicionar 15 pL de solucdo de tripsina e manter no
gelo por 30 minutos.

6. Adicionar 40 pL de bicarbonato de aménio 50 mM ou
o volume necessario para cobrir os pedacos de gel.

7. Incubar em estufa a 37 °C por 16 horas.

8. Armazenar a solucao de digestdo a -20 °C ou aplicar
na placa do espectrOmetro.

9. Misturar 1 pL da solucao de digestdo com 1 pL de so-
lucdo da matriz e aplicar na placa do espectrometro
para analise.

6.3 Observacgdo

Utilizar somente tubos da marca recomendada
pelo fabricante do espectrometro de massa. Outras
marcas podem liberar elementos que interferem na iden-
tificacdo da proteina.

O protocolo descrito acima é baseado no método
descrito por Shevchenko et al. (1996). Para aumentar a
eficiéncia na identificacdo das proteinas, pode-se realizar
a digestdo de dois spots da mesma proteina. Existem inu-

meros protocolos de digestao in gel descritos na literatura
e, portanto, adaptagdes podem ser realizadas de acordo
com a amostra a ser analisada. A maioria dos protocolos
descreve uma etapa adicional de extracao dos peptideos
apods a digestdo com tripsina, entretanto, recomenda-se
a aplicacao direta da digestdo na placa de MALDI para
analise por espectrometria de massa.

Uma alternativa para digestao in gel de proteinas é
o uso de kits como o Trypsin Profile IGD kit (Sigma) e In-Gel
Trypstic Digestion kit (Thermo Scientific).
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Capitulo 21

Andlise de peptideos
e proteinas por
espectrometria de massa

luciano Paulino da Silva
Marcelo Porfo Bemquerer




1 Introducédo

Espectrometria de massa (MS) é o termo utiliza-
do para referir-se as técnicas envolvendo a ionizacéo,
separacao e deteccao de componentes moleculares em
fase gasosa no intuito de determinar com acuracia a
massa molecular, utilizando um espectrometro de massa.
Entre as aplicacdes bioldgicas da técnica, incluem-se:
a) averiguacao da identidade e grau de pureza de biomo-
[éculas; b) confirmacao e, em alguns casos, elucidacédo da
estrutura molecular, tais como sequenciamento de pep-
tideos; c) andlise de modificacbes estruturais, incluindo
modificacbes pds-traducionais, interacdo entre proteinas
ou de proteinas com ligantes, monitoramento de vias de
degradacéo ou de biossintese; d) filogenia e taxonomia;
e) comparacdo de estados fisiologicos alterados por
aspectos de desenvolvimento, nutricionais, patoldgicos,
infecciosos ou devido a exposicao a principios ativos;
f) anadlise forense (MILLER; TANNER, 2008).

As partes fundamentais de um espectrémetro
de massa sdo a fonte de ions, o analisador de massa e o
detector. Os ions sao produzidos a partir da amostra em
uma fonte de ions. Os ions sdo separados sob baixa pres-
sao no analisador de massa de acordo com suas razdes
massa/carga (m/z), em que a massa é expressa em uni-
dades de massa atdmica ou Dalton (Da), que equivale a
duodécima parte da massa de um dtomo de carbono-12.
Em seguida, os ions sao detectados em um sistema nor-
malmente constituido por um multiplicador de elétrons.
Um sistema de processamento de dados gera o espectro

de massa, que é a representacdo grafica da intensidade
arbitraria do ion (eixo y) em relagao a razéo m/z (eixo x).

A espectrometria de massa progrediu rapidamente
nas ultimas trés décadas em razao dos avangos nos mé-
todos de ionizacdao e analise de massa, que permitiram
a utilizacdo ampla dessa técnica para a investigacao de
questdes bioldgicas relacionadas a quimica de macromo-
léculas e, mais especificamente, em aplicacdes em pro-
tedbmica, geralmente como complementacao de estudos
gendmicos.

Fundamentos e terminologias

Resolucao, acuracia e sensibilidade constituem o
tripé de fundamentos essenciais para o desempenho de
um espectrometro de massa. Resolucao é a capacidade
de distinguir dois picos inequivocamente em um espec-
tro de massa, sendo calculada empiricamente como a
massa molecular do ion em questao, dividida pela varia-
¢ao de massa (largura) do pico na metade do centroide
daintensidade maxima. Acuracia fornece a confiabilidade
da andlise, correlacionando o valor de massa molecular
mensurada com o valor esperado para um componente
molecular (fon) conhecido, constituindo a diferenca em
massa entre o valor observado experimentalmente e o
valor calculado teoricamente. Sensibilidade é uma medi-
da estatistica que representa a probabilidade de um ion
ser detectado em uma amostra sob andlise, geralmente
sendo possivel a deteccao de compostos com limite na
faixa de 10" (femto; f) a 107° (zepto; z) mols.



De acordo com a forma como os componentes
moleculares sao analisados em um espectrbmetro de
massa, o valor medido pode ser definido como a massa
média ou massa monoisotdpica. A massa média é deter-
minada levando-se em consideracao a composicao ele-
mentar do ion analisado, utilizando suas massas atdmicas
médias, que no espectro correspondem ao centroide de
um conjunto de ions ndo resolvidos. A massa média é uti-
lizada em situacdes em que os instrumentos apresentam
resolucao insuficiente para discriminar isdtopos. A massa
monoisotdpica é determinada levando-se em considera-
¢do a composicao elementar do analito, utilizando como
referéncia apenas as massas atébmicas dos isdtopos mais
abundantes na natureza. Nesse caso, é possivel observar
a distribuicdo isotépica do componente molecular sob
investigacao, que é a representacao grafica da presenca
e abundancia relativa de is6topos nas moléculas naturais
conforme a sua composicao elementar e na qual o valor
da massa do primeiro pico dessa distribuicao é, por con-
vencao, a massa monoisotdpica. Um aspecto importante
a destacar nos padrdes de distribuicao isotdpica é que,
apesar da frequéncia relativamente baixa de ocorréncia
dos isétopos com uma ou mais unidades de massa ato6-
mica a mais (por exemplo, *C com 1,1%), a contribuicao
relativa em relacdo aos isétopos mais abundantes vai
aumentando progressivamente, conforme um maior
numero dos respectivos elementos na macromolécula
investigada e, consequentemente, com o aumento da

massa molecular.

Aplicacoes em protedmica

Ha pelo menos trés estratégias de identificacdo
de proteinas que utilizam espectrometria de massa:
a) mapeamento de massa dos peptideos ou impressao
digital de peptideos oriundos de uma proteina (peptide
mass fingerprint — PMF); b) mapeamento da massa dos
fragmentos de peptideos por meio de tandem MS (MS/MS);
) sequenciamento de novo de ions em espectros de MS/MS.

O mapeamento de massa dos peptideos é um pro-
cedimento que possibilita a identificacdo de uma proteina
desconhecida mediante sua hidrélise enzimdtica, cata-
lisada por peptidases a fragmentos menores, seguida da
medida acurada dos peptideos resultantes utilizando um
espectrometro de massa e comparando os ions resultantes
aos ions esperados, a partir de sequéncias de proteinas
disponiveis em bancos de dados (JAMES et al., 1993).

O mapeamento da massa dos fragmentos de pepti-
deos obtidos por meio de MS/MS é um procedimento pelo
qual um ion detectado em modo MS é fragmentado, e os
fons resultantes desse processo sao comparados com ions
que haviam sido obtidos por fragmentacéo tedrica espera-
da a partir de segmentos de proteinas conhecidas e dispo-
niveis em bancos de dados. Esse procedimento é adotado
nos casos em que ha uma mistura de duas ou mais protei-
nas entre os ions constituintes de um mesmo espectro de
MS submetido previamente a PMF ou para confirmacao de
identificacdes realizadas pelo método de PMF.

O sequenciamento de novo de peptideos oriundos
de ions obtidos de espectros de MS/MS consiste em um




procedimento em que uma sequéncia desconhecida ou
ausente nos bancos de dados pode ser elucidada a partir
de um espectro de massa, por meio de interpretacdo
manual ou automatica, com auxilio de programas com-
putacionais (BIEMANN; PAPAYANNOPOULOS, 1994).

A confiabilidade da maioria desses procedimentos
de identificacdo requer sustentacao por meio de técnicas
estatisticas que geralmente tém relacao direta com o
tamanho dos peptideos identificados e com o grau de
cobertura da sequéncia completa esperada. Além disso,
a fidedignidade das identificacbes depende da qualidade
dos espectros utilizados, que podem ser avaliados por
meio da razao sinal/ruido, resolugao, acurdcia, calibra-
¢ao, auséncia de contaminantes, entre outros fatores.
Estratégias de verificacdo devem ainda ser conduzidas,
tais como as existéncias de modificagdes quimicas, por
exemplo, oxidacao, fosforilacdo e sulfatacdo, e a nédo
ocorréncia de clivagens especificas por peptidases.

Anadlise de peptideos e proteinas
por espectrometria de massa

Espectros de massa de peptideos e proteinas
sdo obtidos como uma estratégia de caracterizacao de
moléculas em estudos de bioprospeccao (FARROKHI
et al,, 2008), especialmente para a analise de amostras
compostas por peptideos ou metabdlitos secundarios.
Para as investigagdes mais classicas de proteoma ou de
andlise de proteinas naturais ou daquelas obtidas por
meio de expressao heteréloga, os peptideos sdo obtidos
por clivagem de proteinas com tripsina e outras peptida-

ses (HEDSTROM, 2002). A etapa inicial da analise é a ob-
tencao do espectro de massa dos peptideos (modo MS).
O resultado obtido desses experimentos é a razdo m/z e,
consequentemente, é a massa molecular dos peptideos
presentes na amostra, que € o requisito para a analise
por PMF descrita anteriormente. Essa analise permite,
ainda, a selecdo de ions com razéo sinal/ruido e resolucéo
adequadas a fragmentacdo (modo MS/MS), seguida pela
identificacdo dos peptideos, que é a segunda etapa da
andlise de proteinas.

Existe uma vasta literatura para a aplicacdo de es-
tratégias de espectrometria de massa em estudos de pro-
teoma em larga escala (AEBERSOLD; MANN, 2003). Esses
métodos sao quase sempre automatizados, e a andlise de
massas moleculares obtidas, bem como o sequenciamento
de segmentos de alguns peptideos escolhidos, segue tam-
bém procedimentos automatizados e bem estabelecidos.
Ao contrario dessas abordagens, o enfoque dos procedi-
mentos descritos neste capitulo é possibilitar ao usuario
da espectrometria de massa obter espectros de qualidade
alta, assim como conduzir o sequenciamento manual dos
peptideos, permitindo a obtencao de resultados mais acu-
rados e, principalmente, o entendimento dos processos
que governam a ionizacdo e fragmentacéao de peptideos e
das particularidades inerentes a cada sequéncia.

Os procedimentos descritos neste capitulo aplicam-
-se especificamente a ionizacao/dessorcao a laser assistida
por matriz (MALDI) e a andlise de ions por tempo de voo
(TOF). Na modalidade de MALDI (ZENOBI; KNOCHENMUSS,



1998), a ionizacdo favorece a formacdo de espécies com
numero baixo de cargas. Para os peptideos, a probabili-
dade maior é que espécies monocarregadas (z=71) sejam
observadas (TANAKA, 2003). Peptideos com z=7 tém a
desvantagem de poder ter um sitio muito bdsico, como
um residuo de arginina, o que pode dificultar a fragmen-
tacdo (BYTHELL et al., 2009). A razdo do desfavorecimento
da fragmentacdo homogénea em peptideos contendo
sitios basicos é que o mecanismo da fragmentagao requer
a mobilidade do préton para o nitrogénio da ligacéo pep-
tidica que é rompida (PAIZS; SUHAI, 2005). Por esta razao,
o sequenciamento de peptideos por outra modalidade de
ionizacdo, denominada de electrospray ionization (ESI), é
preferencialmente conduzido para peptideos com z=2, no
qual é esperado que um dos prétons seja fixo em um sitio
muito basico, e 0 outro préton seja mais mével e possa ser
transferido para os sitios de clivagem (PAIZS; SUHAI, 2005).
Em contrapartida, a fragmentacdo e o sequenciamento de
peptideos por MALDI-TOF/TOF (MS/MS) apresenta grande
versatilidade, acuracia e rapidez de obtencdo de dados,
0 que compensa uma possivel maior dificuldade de frag-
mentacao (BYTHELL et al., 2009).

Novos métodos de ionizacdo e de fragmentacao
de peptideos foram descritos. Um avanco interessante,
aplicavel a biomoléculas purificadas, é a possibilidade
de fragmentar ions de proteinas diretamente na fonte de
equipamentos com fonte de ionizacdo do tipo MALDI. A
descricdo metodoldgica e mecanistica dessas fragmen-
tacdes, que é de natureza radicalar (KOCHER et al., 2005;
ZUBAREV, 2003), foge ao escopo deste capitulo.

2 Andlise de peptideos e
proteinas por espectrometria
de massa MALDI-TOF

2.1 Material

- 2-propanol, grau cromatografico.

« Acetonitrila (ACN), grau cromatografico.

Acetonitrila é facilmente inflaméavel, irritante
aos olhos, pele, e sistema respiratério. Sua
manipulacé@o deve ser feita com luvas, 6culos e

mascara em capela de exaustao.

« Acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), grau
analitico, recristalizado de ACN:H_O.

Sua manipulagdo deve ser feita com luvas, Oculos e
mascara.

Cianocinamatos sdo descritos como inibidores do trans-
<> porte de acidos organicos pelas membranas biologicas
- Acido trifluoroacético 3% (v/v), grau cromatogra-

fico.
« Agua ultrapura (deionizada) ou agua tipo 1.

« Amostras de proteinas ou peptideos separados
por cromatografia, excisdao de bandas de ele-
troforese unidimensional ou bandas (spots) de
eletroforese bidimensional (Capitulo 20).




« Luvas de latex, preferencialmente luvas isentas
de talco.

» Mascaras contra po.

- Metanol, grau cromatografico.

Metanol é altamente téxico por inalacéo, contato
com pele e por ingestdo, provoca cegueira e
queimaduras profundas. Sua manipulagéo deve
ser feita com luvas, 6culos e mascara em capela
de exaustao.

« Microtubo de 1,5 mL para microcentrifuga.

 Placa de MALDI em aco inoxidavel.

2.2 Procedimento

E apresentado, em seguida, um protocolo detalha-
do para obtencao de espectros de MS e de MS/MS em um
equipamento de MALDI-TOF/TOF. Exceto por pequenas
variagoes, os procedimentos de aquisicao sao semelhan-
tes na maioria dos instrumentos desse tipo.

1. Lavaraplacadeacoinoxidavel com aguae um solven-
te organico (metanol, 2-propanol ou acetonitrila) em
uma capela de exaustdo. Fazer a aspersao do solvente
sobre a placa com auxilio de pisseta. Lavar alterna-
damente com 4gua e o solvente organico. Repetir o
procedimento pelo menos quatro vezes. Secar as pla-
cas levemente com um lenco de papel de rugosidade
baixa e que nao libere particulas (line-free).

As lavagens removem a maior parte das biomoléculas e da matriz
aplicadas anteriormente sobre a placa. Entretanto, se, por inspecéo
visual simples, verificar-se que a placa ainda apresenta residuos de
compostos, deve-se submergir a placa em mistura de agua:acetonitrila
(1:1; v:v) e aplicar ultrassom durante 30 a 60 minutos. Pode-se subs-
tituir a mistura agua:acetonitrila por agua:metanol (1:1; v:v) ou agua:
2-propanol (1:1, v:v). Mesmo com esse procedimento mais vigoroso,
compostos podem permanecer em quantidades da ordem de fento-
mol, que poderéo ser detectados em analises posteriores. Portanto, o
usuario deve estar sempre atento as possiveis contaminacdes quando
analisar seus espectros.

2. Preparar a solugdo da matriz (CHCA 10 mg/mL ou
50 mmol/L): pesar 5 mg de CHCA e transferir para um
tubo de polipropileno de 1,5 mL. Dissolver o CHCA
em 250 plL de acetonitrila, 200 plL de dgua ultrapura
e 50 ulL de solucdo aquosa de acido trifluoroacético
a 3%. Os solventes devem ser adicionados, preferen-
cialmente, nessa ordem. E importante ressaltar que a
solucdo preparada estara no limite de solubilidade,
devendo-se agitar vigorosamente em um agitador
do tipo Vortex para solubilizacéo.

A matriz mais amplamente utilizada para ionizacdo de peptideos
obtidos por purificagdo cromatografica ou digestédo de proteinas por
peptidases a partir de bandas ou spots de géis € o CHCA (ZENOB];
KNOCHENMUSS, 1998).

3. Preparar a solu¢do da biomolécula a ser analisada:
dissolver a amostra (nanogramas a microgramas) em
um volume minimo de dgua (em geral, entre 10 uL e
30 pl) ou solucdo aquosa de acetonitrila (até 50% em
volume de acetonitrila). Quando necessério, realizar
diluicdes seriadas.

Considerando-se os estudos mais classicos de proteoma, a amostra
tera sido obtida por tratamento com peptidases a partir de proteinas



separadas por métodos cromatograficos ou por eletroforese bidimen-
sional (KOSHINO et al., 2008), sendo em geral pouco abundante.

4. Misturar 1 pL de solucdo do analito com 3 pulL de
solucdo da matriz e aplicar sobre a placa de MALDI
em trés posicdes consecutivas (triplicata). Esse proce-
dimento deve ser repetido para a aplicacdo de todas
as amostras obtidas para o estudo proteémico.

Sabendo-se que as fungbes primordiais da matriz sédo transferir
energia radiativa para promover a dessor¢do da biomolécula e con-
tribuir para sua ionizagédo, deve-se ressaltar o carater bimolecular
das reacdes fotoquimicas entre a matriz e 0 composto a ser ionizado
(ZENOBI; KNOCHENMUSS, 1998). Portanto, uma preparacao correta
da mistura entre matriz e analito € um pré-requisito para obtengdo de
um bom espectro.

5. Deixar a placa secar a temperatura ambiente por 20
a 30 minutos. Reservar alguns spots na primeira linha
da placa para aplicacdo do calibrante de massa mole-
cular, o qual € uma mistura de peptideos ou proteinas
utilizada para estabelecer correlagdo entre a razdo
m/z e o tempo de voo (TANAKA, 2003).

Para a aplicacéo do calibrante de massa molecular, deve-se seguir a
recomendacéo do fabricante. Em geral, dissolve-se o so6lido em 1 uL a
2 pL da solugéo da matriz (CHCA 10 mg/mL) preparada de acordo com
a etapa 2 deste item. Distribuir a solucéo de calibrante em trés a cinco
posices da placa de ago inoxidavel. O calibrante € uma mistura de
peptideos (ou proteinas) de massa molecular determinada de modo
acurado e com capacidade elevada de ionizacgao.

6. Introduzir a placa metdlica no espectrometro de
massa de acordo com as indicacdes do fabricante do
equipamento.

Para a aquisicéo do espectro de massa, a fonte de ions e o analisador
devem estar em ambiente de quase vacuo, com pressdes maximas

recomendadas da ordem de 10 mbar. Quando essas pressdes séo
atingidas, a aquisi¢éo do espectro pode ser iniciada. Para a analise de
peptideos, deve-se selecionar uma faixa de deteccéo de m/z de 1.000
a 6.000, e para proteinas, faixa de m/z de 4.000 a 12.000 ou maior,
selecionando-se o método apropriado.

7. Iniciar a aquisicao do espectro dos calibrantes. Incidir
o laser sobre a amostra e, assim, obter o primeiro es-
pectro. Adquirir uma somatéria de espectros até que
a intensidade atinja a ordem de aproximadamente
10* (unidades arbitrarias, u.a.).

ApOs a aquisicdo dos espectros da mistura dos peptideos presentes
na mistura de calibrantes (por exemplo, peptide calibration standard),
a calibracéo propriamente é conduzida de acordo com recomendacdes
do fabricante do equipamento. E absolutamente indispensavel que a
calibracéo seja conduzida cada vez que uma nova placa de amostras
for introduzida no equipamento, ou a mesma placa for removida e
reinserida uma nova placa com amostras no equipamento.

8. Adquirir os espectros das amostras dos peptideos
(Figura 1) ou proteinas (Figura 2). Gravar os espectros
em formato definido pelo fabricante do equipamento.

De forma semelhante ao que ocorreu para a aquisicao dos espectros
dos peptideos calibrantes, deve-se utilizar a menor intensidade de la-
ser possivel para a obtengéo de cada espectro e fazer a somatdria de
varios espectros para que se obtenha uma razéo sinal/ruido da ordem
de 10% O espectro é gravado em um formato de arquivo determinado
pelo fabricante. A analise dos espectros é conduzida elaborando-se
uma lista dos produtos que forne¢cam os valores mais altos de intensi-
dade (com razao sinal/ruido maior que 10%). Posteriormente, a tenta-
tiva de identificagdo das proteinas segue os procedimentos descritos
no item 3.2 Procedimento.

9. Fazer a selecao de espectros para a fragmentacao e
sequenciamento. Selecionar espectros correspon-
dentes a ions com razao sinal/ruido da ordem de 10*
e que nao tenham contaminantes em uma faixa de
0,4% a 0,6% (no eixo x, m/z).
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Figura 1. A) Espectro de mas-
sa obtido por meio de espec-
trometria de massa MALDI-
-TOF operando em modo
refletido/positivo a partir de
uma mistura de peptideos. As
razdes m/z assinaladas ilus-
tram componentes molecu-
lares com maior abundancia
no espectro. B) Detalhe do
espectro de massa que ilustra
as diferencas entre os padrées
de distribuicdo isotopica de
acordo com a razdo m/z dos
componentes  investigados.
C) Destaque para os adutos
com ions sodio (+22) e po-
tassio (+38) a partir do com-
ponente [M+H]* = 1046,5.
D) Detalhes das distribui¢cdes
isotépicas do ion monocarre-
gado [M+H]" = 3.147,5 e seu
estado duplamente carregado
[M+2H]* = 1.574,3.
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Figura 2. Espectro de massa obtido por meio de espectrometria de massa MALDI-TOF operando em modo linear/positivo a partir de
uma mistura de proteinas. Detalhe para a resolucao baixa desse modo de operagdo em comparagdo com o modo refletido ilustrado

na Figura 1.

Para a identificagao inequivoca da proteina, alguns peptideos obtidos
por clivagem com a peptidase devem ser sequenciados. Esse proce-
dimento é conduzido pela metodologia tandem MS, MS/MS ou MS2
uma vez que ele acopla duas etapas de espectrometria de massa, nas
quais o ion precursor é selecionado e subsequentemente fragmenta-
do. Os fragmentos obtidos s&o entdo analisados. E importante analisar
cuidadosamente o espectro de MS (obtido de acordo com a etapa 8
deste item) para evitar a sele¢do de adutos de Na* (22 unidades de
massa a mais) e de K* (38 unidades de massa a mais) em relagcdo ao
ion do peptideo ionizado por um préton [M+H]* (Figura 1C) ou a ions
duplamente carregados [M+2H]?* (Figura 1D).

10. Uma vez selecionado o ion, fragmentar por LIFT™
(Figura 3) (SUCKAU et al., 2003) ou por dissociacdo
induzida por colisao (CID) (MEDZIHRADSZKY et al.,
2000).

As voltagens e demais condi¢bes experimentais empregadas para
selecdo do ion precursor, fragmentacéo e andlise dos fragmentos
gerados séo otimizadas pelo fabricante do equipamento, mas valores
para os parametros (voltagens na fonte e célula de colisdo) mais im-
portantes podem ser sugeridos para os modos LIFT™ ou CID, como
IS1=8kV;1S2 =7,15kV; LIFT1 = 19 kV.

Fragmentacao de ions na fonte
do MALDI na presenca de DAN

11. De modo analogo ao processo de fragmentacgao por
dissociacdo por colisdo com elétron (ECD), a frag-
mentacao de ions na fonte do MALDI na presenca do

1,5-diaminonaftaleno (DAN) ou outras matrizes leva
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Figura 3. A) Espectro de massa obtido por meio de espectrometria de massa MALDI-TOF, com o equipamento operando em modo
refletido/positivo em amostra derivada da digestéo tripsinica de spot de eletroforese bidimensional de extrato proteico de arroz
(Oryza sativa). B) Espectro de massa obtido por meio de espectrometria de massa MALDI-TOF operada em modo LIFT™ a partir de
ion precursor de [M+H]*= 2.028,0 no espectro mostrado em (A), sendo assinalados ions das séries y (vermelho), b (azul), a (verde),
z (magenta) e c (roxo).




considerados provaveis agentes mutagénicos,

a formacao de ions das séries ¢ (Figura 4), preferen-
. . p L. P Os derivados de naftaleno, como o DAN, séo

cialmente, assim como de ions da série z, e também
ao aparecimento de alguns ions da série y. Para tanto, inflamaveis e irritantes aos olhos, pele e sistema
respiratorio. Sua manipulacéo deve ser feita com
uma solucdo de DAN a 10 mg/mL (60 mmol/L) deve luvas, 6culos e méascara em capela de exausto.
ser preparada utilizando os mesmos solventes ante-
riormente relatados para o preparo da matriz CHCA

2.3 Observacoes

(etapa 2 do item 2.2 Procedimento) e seguindo os

mesmos procedimentos de preparo (etapa 3 do item Muitas outras matrizes podem ser utilizadas para
2.2 Procedimento) e aplicacao de amostra (etapa 4 do ionizacao de biomoléculas e analise por espectrometria
item 2.2 Procedimento). de massa MALDI-TOF. A escolha da matriz mais apropria-
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Figura 4. Espectro de massa obtido por meio de espectrometria de massa MALDI-TOF operando em modo ISD a partir de uma

proteina de soja (Glycine max) intacta (inibidor de peptidases) previamente separada por meio de cromatografia, sendo assinalados
os ions da série ¢ (vermelho).



da depende do tipo de biomolécula e do comprimento
de onda de excitacao do laser do equipamento (ZENOBI;
KNOCHENMUSS, 1998). As matrizes sdo usualmente mo-
[éculas organicas aromaticas com capacidade de transfe-
réncia de prétons. A escolha do modo de operacao (linear
ou refletido) e polaridade (positivo ou negativo) do es-
pectrometro de massa MALDI-TOF esta relacionada com
o tipo de analito investigado. O modo linear é escolhido
nas situagdes em que o usudrio deseja aquisicdes em faixa
de massa alta ampla (geralmente m/z maior que 4.000);
entretanto, acarreta em resolucao e acuracia de massa
baixas, sendo tipicamente utilizado para determinacao
da massa média de proteinas. O modo refletido é esco-
Ihido nas situacdes em que o usudrio pretende realizar
aquisicées com resolucao e acuracia de massa altas, mas
em uma faixa de massa mais baixa limitada (geralmente
m/z entre 600 e 4.000), sendo tipicamente utilizado para
determinacdo da massa monoisotdpica de peptideos. O
modo positivo ou negativo é escolhido quando se deseja
a deteccdo de cations ou anions, respectivamente, sendo
o0 modo positivo mais comumente utilizado na literatura
para andlise de peptideos e proteinas.

A fragmentacao de proteinas na fonte de ionizacao
de equipamentos que operam em modalidade MALDI-
TOF tem recebido uma atencao crescente na literatura,
em razao da possibilidade de obtencdo de sequéncias
parciais de proteinas sem a necessidade do tratamento
com peptidases para a producao de peptideos de 1.000 a
2.500 Da, que sao o objeto de estudo dos procedimentos
descritos nas etapas 9 e 10 do item 2.2 Procedimento.

A fragmentacdo na fonte é um processo de clivagem
homolitica (radicalar) da cadeia peptidica, que favorece
a quebra da ligacao N-C e a consequente geracdo de ions
das séries ¢ e z (Figura 5). Em comparacao, a clivagem
mais convencional por LIFT™ ou CID na presenca de
CHCA ocorre por meio de clivagens heteroliticas e favo-
recimento de ruptura da ligagao peptidica e producado de
ions das séries b e y (Figura 5) (KOCHER et al., 2005; PAIZS;
SUHAI, 2005; ZUBAREYV, 2003).

3 Identificagdo de
peptideos e proteinas por
espectrometria de massa

3.1 Material

« Acesso a bancos de dados de sequéncias de

proteinas.
« Microcomputador com acesso a internet.

 Programas e plataformas computacionais de ana-

lise de peptideos e comparacdes de sequéncias.

- Tabela de massas moleculares de residuos e
imonios de aminodcidos, dipeptideos e modifi-

cacgbdes pods-traducionais.
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Figura 5. A) Estrutura de uma cadeia peptidica, correspondente ao espectro de MS/MS que foi apresentado na Figura 3B. Observar
0 padréo repetitivo dos atomos da cadeia principal: N, C (alfa), C (carbonila). B) Modos de fragmentacéo para gerar as séries a, b e
cex,ye z. Osions assinalados em cores correspondem agueles observados no espectro da Figura 3B, e os ions x14 e x16, mos-

trados em cor laranja, ndo foram detectados.



3.2 Procedimento

1. Comparar as massas moleculares dos peptideos obti-
dos com as massas moleculares de produtos teéricos
de digestdo enzimatica de proteinas, que sao dispo-
niveis em bancos de dados por meio do método de
PMF (JAMES et al., 1993).

Em geral, identificacdes significativas ndo séo obtidas apenas com
esse procedimento, em razdo de uma série de fatores descritos no
item 2.2 Procedimento, sendo comum a necessidade de aquisicéo
de espectros de MS/MS. Uma vez obtidos e registrados os espectros
de MS/MS, é conveniente que o sequenciamento seja conduzido
manualmente, com a utilizagdo de programas computacionais forne-
cidos pelos fabricantes de equipamentos ou que sejam descritos na
literatura cientifica e possam ser obtidos livremente na internet, como
o programa Mmass (STROHALM et al., 2010).

2. Analisar o espectro de fragmentacao (MS/MS)
do peptideo, procurando por diferencas de m/z
correspondentes aos residuos de aminoacidos na-
turais ou modificados, com o auxilio de programas
computacionais.

Na literatura, séo encontradas tabelas com massas moleculares es-
peradas para modificagbes pos-traducionais ou reagdes conduzidas
pelo operador.

3. \Verificar a presenca de imdnios na regido de m/z
menor que 200 do espectro. Os imbnios sao impres-
soes digitais da presenca de determinados residuos,
sendo particularmente estaveis e intensos os iménios
provenientes dos residuos aromaticos (His, Phe, Tyr
e Trp), assim como os imonios de cadeias alquilicas

como Val, Leu/lle (AMBIHAPATHY et al., 1997) e de Cys
modificada por alquilacao.

Os imobnios sdo produzidos por clivagens das duas ligagbes amida
gue o residuo de aminoéacido forma na cadeia peptidica, seguidas de
perda de CO (AMBIHAPATHY et al., 1997) ou outros mecanismos,
como uma fragmentac@o secundaria de ions da série y. Os imonios
sdo acompanhados por ions acessorios. Existem limitacGes nas
metodologias classicas de sequenciamento de peptideos por espec-
trometria de massa, como a quase impossibilidade de distingéo entre
os residuos isoméricos de Leu/lle, em razdo da intensidade baixa de
fons resultantes de clivagens da cadeia lateral quando se conduz a
fragmentacao por LIFT™ ou CID. Outra dificuldade € a distincao entre
residuos isobaricos de GIn (massa monoisotépica = 128,0586) e Lys
(massa monoisotodpica = 128,0950), que apenas pode ser conduzida
em espectrOmetros de massa de alta resolugéo, que sdo equipamen-
tos de custo elevado, além de nao serem os modelos mais comumente
empregados em protedmica.

4. Fazer a busca de similaridade para a identificacdo da
proteina, com a utilizagao de bancos de dados como
o Uniprot database ou o Swiss-Prot database e de fer-
ramentas como o Local Alignment Search Tool (BLAST)
e o National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (ALTSCHUL et al., 1997).

5. Observar a possivel presenca de contaminantes co-
muns em analise de proteomas, os quais devem ser
excluidos da andlise de resultados.

Alguns contaminantes sdo comuns em analises de proteinas por es-
pectrometria de massa, tais como fragmentos de autélise de tripsina
ou outras peptidases empregadas para clivagem das proteinas, assim
como fragmentos de queratina de pele humana. A deteccdo dessas
proteinas indica a necessidade de um cuidado maior na manipulagéo
das amostras ou que a quantidade de peptidase utilizada na clivagem
enzimatica pode ser reduzida.



3.3 Observacgdo

+ A fragmentacao de peptideos obtidos por meio
de clivagem com tripsina deve fornecer preferen-
cialmente ions da série y (BYTHELL et al., 2009).
Para os peptideos contendo Lys como residuo
C-terminal, o ion y71 pode ser identificado com
m/z =147; e para os peptideos que possuem
Arg como residuo C-terminal, o ion y1 tem m/z
=175 (Figura 3). O sequenciamento de peptideos
tripsinicos pode comecar pela identificacdo do
ion y1, sequida da busca pelo ion seguinte da
mesma série, o ion y2. A perda neutra de amonia
(17 unidades de massa) fornece um ion acessério
que é valioso para a identificacdo do ion y2 e para
os demais ions da série y. Para a confirmacao da
sequéncia, é importante também que seja encon-
trado pelo menos um segmento de ions da série
b, que pode ser identificada pela série acesséria
a, resultante da perda de 28 unidades de massa.
O ion b1 raramente é observado, de modo que a
busca pelos ions da série b pode comecar com a
procura do ion b2, para o dipeptideo N-terminal.
Especialmente para o caso de peptideos obtidos
por clivagem com peptidases, como a quimotrip-
sina, pepsina e glutamil-peptidase (HEDSTROM,
2002), os ions da série y nao serao tao ampla-
mente favorecidos quanto os ions de peptideos
obtidos por tripsindlise. Nesses casos, a identifica-
¢ao de segmentos das séries y e b é fundamental
(Figura 5). Quando se conduz o sequenciamento,

€ importante estar atento a presenca de modifi-
cacdes pos-traducionais e as modificacoes feitas
durante o tratamento da amostra, tal como a
alquilacdo de residuos de cisteina. Uma tabela
com massas moleculares de dipeptideos pode ser
encontrada na Internet’.
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Apéndice 1

Meios para crescimento
de bactérias




Tabela 1. Meio LB (Luria-Bertani).

Componente Quantidade Concentracéo

parallL final
Triptona 10¢g 1%
Extrato de levedura 59 0,5%
NaCl 10g 171 mM
H,O gs.p. 1L

Fonte: Miller (1972).

Ajustar o pH do meio para 7,0, com NaOH 1 N
(aproximadamente 1 mL). Completar o volume para 1L
com agua destilada e esterilizar o meio por autoclavagem
durante 20 minutos, a 110 °C. Para meio sélido, acrescen-
tar dgar a 1,6% (p/v) antes da autoclavagem.

Tabela 2. Meio MYA (Culture medium for Agrobacterium rhizo-
genes strains).

Componente Quantidade Concentracéo

parall final
Extrato de levedura 59 0,5%
Caseina 500 mg 0,05%
Manitol 8¢ 0,8%
(NH,),SO, 29 15 mM
NaCl 59 85,5 mM
H,O gs.p.1L

Fonte: Tepfer e Casse-Delbart (1987).

Ajustar o pH do meio para 6,6, com NaOH 1 N
(aproximadamente 1 mL). Completar o volume para 1 L
com agua destilada e esterilizar o meio por autoclavagem
durante 20 minutos, a 110 °C. Para meio sélido, acrescen-
tar &gar a 1,6% (p/v) antes da autoclavagem.

O (NH,).,SO, pode ser substituido por 2 g/L de
MgsSO,.

Tabela 3. Meio YMB (Yeast Mannitol Broth).

Componente Quantidade Concentracéo

parallL final
Extrato de levedura 400 mg 0,04%
Manitol 10¢g 1%
K,HPO, 500 mg 2,8 mM
MgSO,.7H,0 200 mg 0,8 mM
NaCl 100 mg 1,7 mM
H,O gs.p.1L

Fonte: Hooykaas et al. (1977).

Ajustar o pH do meio para 6,8, com NaOH 1 N
(aproximadamente 1 mL). Completar o volume para 1L
com agua destilada e esterilizar o meio por autoclavagem
durante 20 minutos, a 110 °C. Para meio sélido, acrescen-
tar agar 1,6% a (p/v) antes da autoclavagem.

Tabela 4. Meio YEB (Yeast Extract Broth).

Componente Quantidade Concentracao

parallL final
Extrato de carne 5¢g 0,5%
Extrato de levedura 1g 0,1%
Peptona 59 0,5%
Sacarose 59 14,6 mM
MgSO, 240 mg 2mM
H,O gs.p.1L

Fonte: Vervliet et al. (1975).



Ajustar o pH do meio para 6,8, com NaOH 1 N
(aproximadamente 1 mL). Completar o volume para 1L
com agua destilada e esterilizar o meio por autoclavagem
durante 20 minutos a 110 °C. Para meio sélido, acrescen-
tar dgar a 1,6% (p/v) antes da autoclavagem.

0 MgSO, pode ser substituido por 500 mg/L de MgClL.

Tabela 5. Meio SOC (Super Optimal broth with Catabolite re-
pression).

Componente Quantidade  Concentragao final
parall

Triptona 209 2%

Extrato de levedura 59 0,5%

NacCl 580 mg 10 mM

KCI 250 mM 10 mL 2,5mM

MgCl, 2 M 5mL 10 mM

MgSO,2 M 5mL 10 mM

Glicose 1 M 20 mL 20 mM

H,O gs.p-1L

Fonte: Hanahan (1983).

Dissolver, primeiramente, a triptona, o extrato de
levedura e o NaCl em 950 mL de 4gua destilada. Adicionar
a solucdao de KCl 250 mM e ajustar o pH do meio para
7,0, com NaOH 1 N (aproximadamente 1 mL). Completar
o volume para 1 L com agua destilada e esterilizar por
autoclavagem durante 20 minutos, a 110 °C. Quando o
meio estiver morno (abaixo de 60 °C), adicionar as solu-
¢bes de MgCl, 2 M, de MgSO, 2M e de glicose 1 M estéreis.
Ajustar o volume para 1 L com 4gua destilada estéril.

Para meio sélido, acrescentar dgar a 1,6% (p/v) antes da
autoclavagem.

O meio SOB (Super Optimal Broth) (HANAHAN,
1983) é idéntico ao meio SOC, exceto pela auséncia da
glicose a 250 mM.

KCl 250 mM: pesar 1,86 g de KCl e dissolver em
100 mL de dgua deionizada.

MgCl, 2 M: pesar 19,04 g de MgCl, e dissolver em
90 mL de 4gua deionizada. Ajustar o volume da solugdo
para 100 mL com 4gua deionizada e esterilizar por auto-
clavagem durante 20 minutos, a 110 °C.

MgSO, 2 M: pesar 24,07 g de MgSO, e dissolver em
90 mL de 4gua deionizada. Ajustar o volume da solucdo
para 100 mL com dgua deionizada e esterilizar por auto-
clavagem durante 20 minutos, a 110 °C.

Glicose 1 M: pesar 18,016 g de glicose e dissolver
em 90 mL de 4dgua deionizada. Ajustar o volume da so-
lucdo para 100 mL com dgua deionizada e esterilizar por
filtragdo (0,22 um).

Tabela 6. Meio AB (Agrobacterium induction).

Componente Quantidade para Concentragao
1L final

Glicose 5¢g 0,5%

Difco-agar 159 1,5%

Tampao AB 20X 50 mL 1X

Sais AB 20X 50 mL 1X

H,O gs.p.1L

Fonte: Chilton et al. (1974).




Dissolver, primeiramente, a glicose e o dgar em
900 mL de dgua destilada e esterilizar por autoclavagem
durante 20 minutos a 110 °C. Apds autoclavagem, adicio-
nar o Tampao AB 20X e os Sais AB 20X estéreis. Adicionar
os antibioticos apropriados antes de distribuir o meio nas
placas.

Tampao AB 20X: pesar 60 g de KHPO, e 20 g
de NaH_PO, e dissolver em 900 mL de agua destilada
(pH 7,2). Ajustar o volume da solucao para 1 L com agua
destilada e esterilizar por autoclavagem durante 20 mi-
nutos, a 110 °C.

Sais AB 20X:

Componente Quantidade Concentracéo
parall final

NH,CI 209 374 mM
MgsO,.7H,0 69 24,3 mM
KCI 39 40 mM
CaCl, 200 mg 1,8 mM
FesSO,.7H,0 50 mg 180 uM
H,O g.s.p.1L

Ajustar o volume da solucéo para 1 L com &gua destilada e esterilizar por auto-
clavagem durante 20 minutos, a 110 °C.
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Apéndice 2

Meios de cultura de
plantas e reguladores
de crescimento




Tabela 1. Composi¢éo dos diferentes meios de cultura de plantas citados neste Manual.

Constituinte

Composicéo (mg/L) Meio MS® Meio T0® Meio CHM® Meio R4®¥ Meio NB® Meio R2®
Macronutrientes NH,NO, 1.650,00 825,00 400,00 1.650,00 - -
KNO, 1.900,00 950,00 1.516,00 1.900,00 2.830,00 4.050,00
CaCl,.2H,0 440,00 220,00 440,00 440,00 165,00 146,00
MgSO,.7H,0 370,00 185,00 740,00 370,00 185,00 246,00
KH,PO, 170,00 85,00 68,00 170,00 400,00 -
(NH,),SO, - - - - 463,00 330,00
NaH,PO,.H,0 - - - - - 312,00
Micronutrientes ZnS0,.7H,0 8,60 1,00 1,00 1,00 2,00 2,20
H,BO, 6,20 1,00 1,00 1,00 3,00 2,83
MnSO,.4H,0 22,30 0,10 0,10 0,10 10,00 1,60
CuSO,.5H,0 0,025 0,03 0,03 0,03 0,025 0,20
AICI, - 0,03 0,03 0,03 - -
NiCl,.6H,0 - 0,03 0,03 0,03 - -
Kl 0,83 0,01 0,01 0,01 0,75 -
Na,Mo0O,.2H,0 0,25 - - - 0,25 0,125
CoCl,.6H,0 0,025 - - - 0,025 -
FeEDTA FeSO,.7H,0 27,80 27,80 27,80 27,80 27,80 12,50
Na,EDTA.2H,O 37,26 37,26 37,26 37,26 37,26 1,80
Vitaminas Pantotenato
de Ca - 1,00 1,00 1,00 - -
Acido nicotinico 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 -
Piridoxina-HCI 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 -
Tiamina-HCI 0,10 1,00 1,00 1,00 10,00 1,00
Qutros Mio-Inositol 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 -
suplementos Biotina - 0,01 0,01 0,01 - -
orgéanicos Glicina 2,00 - - - - -
Prolina - - - - 500,00 -
Glutamina - - - - 500,00 -
Caseina - - - - 300,00 -
Sacarose 30.000,00 20.000,00 20.000,00 20.000,00 30.000,00 -
Manitol - 80.000,00 60.000,00 60.000,00 - -
Glicose - - - - - 10.000,00

Continua...



Tabela 1. Continuagéo.

Constituinte

Composicao (mg/L) Meio MS® Meio T0® Meio CHM® Meio R4® Meio NB® Meio R2©®

Agente gelificante Agar 6.000,00 - - 6.000,00 - -
Agarose tipo | - - 6.000,00 - - 7.000,00
Fitagel - - - - 3.000,00 -

Tampéo MES - 71,08 71,08 71,08 - -

pH 57+0,1 57+£0,1 57%+0,1 57%0,1 57+0,1 52+0,1

@ Murashige e Skoog (1962).

@ Bourgin et al. (1979); macronutrientes do meio MS diluido duas vezes, FEEDTA do meio MS, micronutrientes de Heller (1953); e vitaminas de Morel e Wetmore (1951).
©® Macronutrientes do meio C (MULLER et al., 1983), micronutrientes de Heller (1953) e vitaminas de Morel e Wetmore (1951).

@ Bourgin et al. (1979); macronutrientes e FEEDTA do meio MS, micronutrientes de Heller (HELLER, 1953); e vitaminas de Morel e Wetmore (1951).

® Macronutrientes N6 (CHU, 1978) e micronutrientes e vitaminas B5 (GAMBORG et al., 1968).

® Ohira et al. (1973).

» Os macro e micronutrientes, FeEDTA e vitaminas «+ Para os micronutrientes, é recomendado prepa-

podem ser preparados em solu¢des-estoque de
10 a 1.000 vezes concentradas, em relacao as
suas concentracdes finais no meio. Os estoques

podem ser mantidos a 4 °C por alguns meses.

Solugdes-estoque de macronutrientes concen-
tradas acima de 10 vezes nao poderdo conter
cloreto de calcio (CaCl,.2H,0), pois este precipita
na solucdo. Nesse caso, deverdo ser prepara-
das duas solucdes: uma contendo apenas o
CaCl,.2H,0, e outra contendo os outros macro-

nutrientes, ambas concentradas 50 vezes.

rar uma solucdo-estoque 100 vezes concentrada.

O quelato FeEDTA pode ser preparado em
uma solucao-estoque 50 vezes concentrada:
adicionar o Na,EDTA em um pequeno volume
de dgua e aquecer para dissolver. Acrescentar o
FeSO,.7H,0 ja dissolvido em agua e, apés mistu-
rados, completar o volume com agua (CALDAS
etal, 1990).

As vitaminas podem ser preparadas em uma
solucdo-estoque 500 vezes concentrada que
deve ser separada em aliquotas (CALDAS et al.,
1990). Manter as aliquotas em estoque a-20 °C e




Tabela 2. Reguladores de crescimento utilizados nos diferentes meios de cultura descritos neste Manual.

Abreviatura Massa Concentracéo da M ComEFEEs
e . odo de de
(nome molecular Solvente®? solugdo-estoque lizacA0®
comum) (g/mol) (mg/mL) esterilizagdo estocaqem
(solucéao)
Acido ABA Acido abscisico 264,32 KOH 1N 0,1a10 Filtragéo <0°C
abscisico
Auxina 2,4-D Acido 221,04 KOH 1N 0,01a6 Autoclavagem 0a5°C
2,4-diclorofenoxiacético
ANA Acido naftalenoacético 186,21 KOH 1N 0,01a10 Autoclavagem Oa5°C
AlA Acido 3-indolilacético 175,18 KOH 1N 0,01a3 Filtracéo <0°C
Citocinina BAP ou BA  6-benzilaminopurina 225,25 HCI 1N 0,01a5 Filtrag&o 0a5°C
ou 6-benziladenina
TDZ 1-fenil-3-(1,2,3,- 220,25 KOH 1N 0,001 a 0,05 Filtragédo Oab5°C
(Tidiazuron) tiadiazol-5-il)ureia
ZEA Neé-(4-hidroxi-3- 219,24 HCI1N 0,01a5 Filtracao <0°C
(Zeatina) metilbut-2 enil)
aminopurina
CIN 6-furfurilamino-purina 215,21 HCI1N 0,01a5 Filtragdo <0°C
(Cinetina)
Giberelina  GA, (Acido 2,4 a,7-trihidroxi-1- 364,37 Etanol 0,01a5 Filtracéo 0a5°C

giberélico)  metil-8-metileno-gib-
3-eno, 4a -lactona,
10-carboxilico

® NaOH 1 N pode ser utilizado em substituicdo ao KOH 1 N na dissolugdo das auxinas (2,4-D; ANA; ABA; AlA); entretanto, sédio (micronutriente presente na maioria
dos meios de cultura) em excesso pode prejudicar o desenvolvimento in vitro da planta ou explante. O excesso de potassio, por sua vez, é menos prejudicial por ser um
macronutriente na maioria dos meios.

@ Utilizam-se 300 pL de base (KOH ou NaOH) ou de acido (HCI) para dissolver 10 mg de auxina ou de citocinina, respectivamente. Depois de dissolvido, completar o
volume final com agua.

© Esterilizagdo por autoclavagem: durante 20 minutos, a 110 °C; esterilizagao por filtragédo: adicionar o regulador de crescimento, utilizando filtro de 0,22 pm, ao meio
esterilizado.



conservar somente uma aliquota em uso a4 °C. E
importante observar que as solucées de vitami-
nas comercializadas possuem, de uma maneira
geral, o mio-inositol em sua composicao.

As solugdes-estoque de macro e micronutrientes
e FeEDTA em uso devem ser armazenadas a 4 °C,
e a solucdo-estoque FeEDTA deve ser mantida
em frasco escuro, coberto com papel aluminio.

O pH dos meios deve ser ajustado antes da
esterilizacdo, preferencialmente com KOH 1 N.
NaOH 1 N pode ser utilizado em substituicdo ao
KOH 1 N no ajuste do pH dos meios; entretanto,
sédio (micronutriente presente na maioria dos
meios de cultura) em excesso pode prejudicar o
desenvolvimento in vitro da planta ou explante.
O excesso de potdssio, por sua vez, € menos pre-
judicial por ser um macronutriente na maioria
dos meios.

O agar pode ser usado em uma faixa de con-
centracao que varia de 0,5% a 0,7% e deve ser
acrescentado nos meios semissolidos depois
do ajuste do pH e antes da esterilizacao (CID;
TEIXEIRA, 2010).

Todos os meios devem ser esterilizados em auto-
clave, durante 20 minutos,a 110 °C.
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Apéndice 3

Antibiéticos




Tabela 1. Antibiéticos utilizados para selecao de linhagens de Escherichia coli e Agrobacterium spp.

Dose seletiva (mg/L) .
Antibidtico Abreviatura Solugao/esLtoque Solvente ®
E. coli Agrobacterium (mg/mL)

Ampicilina® Ap 100 50 50 Agua
Acido nalidixico Nal 20 50 50 NaOH 0,1 N
Canamicina® Km 100 100 100 Agua
Carbenicilina® Cb 100 100 50 Agua
Cefotaxima® Cx - 250 250 Agua
Cloranfenicol® Cm 25 50 25 Etanol 70% (v/v)
Espectinomicina® Sp 50 100 50 Agua
Estreptomicina @ Sm 12,5 300 300 Agua
Gentamicina® Gt 5 50 50 Agua
Neomicina® Nm 25 40 12,5 Agua
Rifampicina® Rf 100 50 50 DMSO
Tetraciclina @ Tc 15 25 5 Etanol
Timentina® m - 50 50 Agua

®Em forma de sal de sédio.

@ Em forma de sulfato.

®Em forma de hidrocloreto.

@ Em forma cristalina.

® A timentina consiste em uma combinag&o de ticarcilina dissédica e clavulanato de potassio e pode ser adquirida comercialmente.
® Utilizar 4gua bidestilada estéril.

Fonte: Armitage et al. (1988) e Sambrook e Russell (2001).



« As solugdes-estoque de todos os antibidticos
que sao soluveis em dgua e em NaOH devem
ser esterilizadas por filtracdo (0,22 um) e depois
conservadas a -20 °C. Os antibidticos devem ser
dissolvidos em volume minimo de solvente e
levados a volume final com dgua deionizada. As
solucbes-estoque de rifampicina, tetraciclina e
cloranfenicol devem ser dissolvidas nos respec-
tivos solventes (DMSO e etanol), diretamente
em um recipiente estéril, ndo necessitando de
filtracdo posterior para esterilizar.

Uma vez esterilizadas, as solu¢des-estoque de-
vem ser separadas em aliquotas e conservadas
a-20°C.

« Os antibioticos devem ser acrescentados dire-
tamente ao meio de cultura liquido ou ao meio
semissoélido derretido e morno (45 °C a 55 °C).
E importante lembrar que a maioria dos anti-
bidticos pode ser facilmente degradada a altas
temperaturas ou na presenca de luz, tornando-
-se inativa.
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Apéndice 4

Solugoes e tampoes




Este apéndice contém as solugdes-estoque e os
tampodes que sdo utilizados em diferentes experimentos
distribuidos nos varios capitulos. Eles sdao apresentados
em sua forma mais concentrada, de modo a servir de base
as diferentes diluicées desejadas. E necessario alertar-se
para os perigos no manuseio das substancias; é recomen-
dado vivamente que, antes de preparar qualquer solucéo,
recolham-se informacdes no laboratério sobre as condi-

cOes de descarte, armazenamento, etc.

As solucdes especificas para o trabalho com RNA
deverao ser submetidas a tratamento com dietilpirocar-
bonato (DEPC), forte inibidor de RNAses. Esse tratamento
envolve mistura da solucdo com DEPC a uma concentra-
cao final de 0,1% (v/v). Incubar a mistura por, a0 menos,
12 horas, a 37 °C. Em seguida, a solucao devera ser esterili-
zada em autoclave a 110 °C por 20 minutos para inativacao
do DEPC. O Tris-HCl e SDS, ndo podendo ser tratados
diretamente com DEPC, deverao ser preparados em agua
previamente tratada com DEPC 0,1% (ver a seguir). Para o
trabalho com RNA, deve-se também tomar o cuidado de
deixar toda a vidraria, ponteiras, tubos de microcentrifuga,
etc. incubados em agua DEPC 0,1%, antes de serem leva-

dos a autoclave.

A esterilizacdo das solucbes e tampdes a seguir
descritos pode ser realizada por autoclavagem, durante
20 minutos, a 110 °C, ou por filtracdo, utilizando filtro de
0,22 pm.

Solucoes

Acetato de aménio (CH,COONH,) 10 M - AcNH_ 10 M

Dissolver 77,08 g de acetato de amdnio em 80 mL de
agua destilada a temperatura ambiente. Ajustar o volume
para 100 mL. Esterilizar por filtracdo (0,22 um) e conservar
a temperatura ambiente.

Para solucédo de acetato de aménio 0,1 M em metanol: dissolver 3,85 g
de acetato de amdnio em 500 mL de metanol. Misturar bem e conser-
var a -20 °C.

Acetato de potassio (CH,COOK) 5M - AcK5M

Dissolver 490,75 g de acetato de potassio em
900 mL de agua destilada. Completar o volume para 1 L
com agua destilada. Esterilizar por autoclavagem.

Para solugéo de acetato de potassio 3 M, pH 5,2: dissolver 11,78 g de
acetato de potassio em 20 mL de agua destilada. Ajustar o pH para
5,2 com acido acético glacial. Completar o volume com agua destilada
para 40 mL e esterilizar por autoclavagem.

Acetosiringona 100 mM - AS 100 mM

Dissolver 196,2 mg de acetosiringona em 10 mL
de DMSO ou metanol. Conservar em frasco escuro a 4 °C.
A solucao cristaliza em baixa temperatura, voltando ao
estado liquido a temperatura ambiente.

Acetato de sodio 5M (CHBCOONa.3H20) 5M-AcNa5 M

Dissolver 68,04 g de acetato de sédio tri-hidratado
em 80 mL de 4dgua destilada. Ajustar o pH para 5,2 com
acido acético glacial ou para pH 7,0 com acido acético



diluido. Completar o volume para 100 mL com dgua des-
tilada. Esterilizar por autoclavagem.

Para acetato de sodio 3 M, dissolver 40,83 g de acetato de sodio tri-
-hidratado em 80 mL de agua destilada e proceder como descrito acima.

Acetonitrila 50% e bicarbonato de amoénio 25 mM

Misturar 50 mL de acetonitrila com 50 mL de solu-
¢ao de bicarbonato de aménio 50 mM.

Acetonitrila é facilmente inflamavel, irritante
aos olhos, pele, e sistema respiratério. Sua
manipulacéo deve ser feita com luvas, éculos e
mascara em capela de exaustao.

Acido cloridrico (HCI) 2,5 N - HCI 2,5 N

Em um béquer contendo 300 mL de d4gua destilada,
adicionar lentamente 104,2 mL de HCl concentrado [37%
(p/p) = 11,6 N]. Completar o volume com &gua destilada
para 500 mL em proveta.

Acido cloridrico é um é&cido forte, altamente

=

= téxico e corrosivo. Sua manipulacdo deve ser
= feita com luvas, 6culos e mascara em capela de
exaustéo.

Acrilamida: bisacrilamida 49:1, solucao 50%

Concentragao final

Componente Quantidade

(solucao-estoque)

Acrilamida 499 49%
(sequencing grade)

Bisacrilamida 1lg 1%
H,O g.s.p. 100 mL

A solubilizag&o da acrilamida é lenta, portanto, a preparacao da solu-
¢ao deve ser realizada sob agitacao por algumas horas. Recomenda-
-se colocar pouco volume inicial de agua, aproximadamente 30 mL,
adicionando-se o restante da agua aos poucos, para nao ultrapassar
o volume final.

Acrilamida e bisacrilamida séo téxicos e poten-
tes neurotoxicos de efeito cumulativo e podem
ser absorvidos pela pele e sdo. Sua manipulagao
deve ser feita com luvas, 6culos e méascara em
capela de exaustédo. O material polimerizado néo
possui efeito téxico, no entanto, o uso de luvas
néo deve ser dispensado, pois existem residuos
de acrilamida ndo polimerizada nesse material.
Recomenda-se também ndo submeter solugbes
de acrilamida/bisacrilamida a forte agitacéo para
evitar efeito aerossol e respingos.

Agua DEPC0,1%

Adicionar DEPC (pirocarbonato de dietila) a agua
destilada, na concentracéo final de 0,1% (v/v), agitar vigo-
rosamente a solucao e incubar a 37 °C, por, no minimo, 12
horas. Esterilizar a solucao por autoclavagem.

DEPC é considerado provavel agente mutagénico. Sua
manipulac&o deve ser feita com luvas de borracha, 6culos
e mascara em capela de exaustéo.

Bicarbonato de aménio (NH,HCO,) 50 mM

Dissolver 395 mg de bicarbonato de aménio em
100 mL de 4gua bidestilada e conservar a temperatura
ambiente.

Brometo de etidio 1% - BrEt 1%

Adicionar 1 g de brometo de etidio a 100 mL de
agua destilada. Dissolver, com todo cuidado, para evitar
respingos, sob agitacdo, por pelo menos 1 hora. Guardar



em frasco coberto com papel-aluminio ou em vidro opa-

Co, e conservar a temperatura ambiente.

Brometo de etidio é considerado um agente
mutagénico, toéxico, possivelmente carcinogé-
nico e teratogénico. Sua manipulagdo deve ser
feita com luvas, 6culos e mascara.

Cloreto de calcio 2,5M -CaCl,2,5M

Dissolver 18,37 g de cloreto de calcio bi-hidratado
(CaCl.2H,0) ou 27,38 g de cloreto de calcio hexa-hidrata-
do (CaCl,.6H,0) em 40 mL de 4gua destilada. Completar o
volume para 50 mL. Esterilizar por filtracao e distribuir ali-
quotas em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. Conservar
a-20 °C e evitar utilizar frascos abertos.

Cloreto de litio4 M - LiCl4 M

Dissolver 16,95 g de cloreto de litio em 90 mL de
agua destilada. Completar o volume para 100 mL com
agua destilada. Esterilizar por autoclavagem e conservar
a4°C.

Cloreto de magnésio 1M - MgCl, 1M

Dissolver 20,33 g de cloreto de magnésio hexa-
-hidratado (MgCl,.6H,0) em 80 mL de 4gua destilada.
Ajustar o volume para 100 mL com d&agua destila-
da. Distribuir em aliquotas de 5 mL e esterilizar por
autoclavagem.

MgCl, € extremamente higroscopico. Comprar frascos com pequenas
quantidades e n&o conservar frascos abertos por muito tempo.

Cloreto de s6dio 5 M - NaCl5 M

Dissolver 292,2 g de NaCl em 800 mL de agua des-
tilada. Completar o volume para 1 L com dgua destilada.
Distribuir em aliquotas de 50 mL e esterilizar por autocla-

vagem. Conservar a temperatura ambiente.
Cloroformio:alcool isoamilico (24:1) (v/v)

Misturar 480 mL de cloroféormio e 20 mL de alcool

isoamilico.

Cloroférmio é toxico por inalagcéo, em contato
com a pele e por ingestdo. Sua manipulacéo
deve ser feita com luvas, 6culos e mascara em

capela de exaustao.

DNA de esperma de salmao 10 mg/mL

Dissolver 100 mg de DNA de esperma de salmao
em 10 mL de agua destilada. Para facilitar a solubilizacéo,
dissolver sob agitacao com aquecimento. Quebrar o DNA
com ultrassom (trés vezes, 20 segundos cada vez). Ferver
a solucao por 10 minutos e estocar a -20 °C em pequenas
aliquotas. Antes de usar, ferver a solucao por 5 minutos e

imediatamente colocar no gelo.

DL-Ditiotreitol TM-DTT1M

Dissolver 3,09 g de DTT em 20 mL de acetato de
sédio 10 mM, pH 5,2. Esterilizar por filtracao. Distribuir
aliquotas de 1 mL em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL

e conservar a-20 °C.



DTT é considerado irritante para vias respiratorias, pele e
olhos. Sua manipulacéo deve ser feita com luvas, 6culos
e mascaras.

EDTA (acido etileno diamono tetracético)
500 mM, pH 8,0 - EDTA 500 mM

Adicionar 186,17 g de EDTA (sal bi-hidratado dis-
sodico; Na,.EDTA.2H.,O) a 800 mL de agua destilada e
homogeneizar vigorosamente sob agitacdo. Ajustar o pH
para 8,0 com NaOH (aproximadamente 20 g de NaOH em
pastilhas). O EDTA nao ira se solubilizar totalmente até
que a solucéo atinja o pH 8,0. Completar o volume para
1 L e esterilizar por autoclavagem.

Fenol saturado

Aquecer o fenol a 68 °C, em banho-maria, até
estar completamente dissolvido. Adicionar 0,1% (p/v) de
hidroxiquinoleina. Equilibrar o pH, por meio da adicdo de
1 volume de Tris-HCl 1 M pH 8,0. Deixar sob agitacao e
trocar a fase aquosa por Tris-HCI 1 M pH 8,0, até que a fase
fendlica apresente o pH entre 7,8 e 8,2. Apds equilibrar,
guardar sob uma camada de aproximadamente 200 mL
de Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, em frasco escuro, a 4 °C, por
no maximo 1 més. Aliquotas conservadas a -20 °C pode-

rdo ser estocadas por maior periodo.
Fenol é toxico por inalagdo, em contato com
a pele e por ingestao. Provoca queimaduras e
% apresenta risco de efeitos graves para a salde
= em caso de exposicao prolongada. Sua manipu-

=B lacéo deve ser feita com luvas, 6culos e mascara
em capela de exaustéo.

Fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)

Misturar 480 mL de cloroférmio, 20 mL de alcool
isoamilico e 500 mL de fenol equilibrado.

Cloroférmio é toxico por inalacdo, em contato
com a pele e por ingestdo. Sua manipulacao
deve ser feita com luvas, 6culos e mascara em
capela de exaustao.

Gel de agarose 1% com brometo de etidio

Adicionar 2,0 g de agarose em 200 mL de TAE ou
TBE 1X e fundir em micro-ondas. Deixar esfriar até apro-
ximadamente 70 °C. Adicionar 1 uL de brometo de etidio
1% (p/v) e misturar suavemente até a completa dissolucdo
do brometo de etidio. Verter ainda morno em uma férma
de gel com o pente posicionado. Deixar solidificar por
aproximadamente meia hora, a temperatura ambiente.

Brometo de etidio é considerado um agente
mutagénico, téxico, possivelmente carcinogé-
% nico e teratogénico. Sua manipulagéo deve ser

feita com luvas, 6culos e mascara.

Hidroxido de s6dio 10 N - NaOH 10 N

Adicionar, aos poucos e cuidadosamente, 400 g
de pastilhas de NaOH em 800 mL de dgua destilada, sob
agitacao suave. Quando as pastilhas estiverem comple-
tamente dissolvidas, completar o volume para 1 L com
agua destilada. Conservar a temperatura ambiente, em
recipiente de plastico. Nao é necessario esterilizar.

A preparagéo da solugdo de NaOH 10 N envolve uma reagéo alta-
mente exotérmica, que pode acarretar na quebra de frascos de vidro.
Dessa maneira, essa solucdo deve ser preparada, com extremo cuida-




do, em béquer de plastico de alta qualidade e resistente a substancias
corrosivas.

O hidréxido de sédio é uma base forte, alta-
mente toxico e corrosivo. Sua manipulacédo deve
ser feita com luvas, éculos e mascara.

Mistura (mix) equimolar de dNTPs a 10 mM -
dNTP mix 10 mM

Concentracao final

Componente Quantidade (solugo-estoque)
dTTP 100 mM 100 pL 10 mM
dGTP 100 mM 100 pL 10 mM
dCTP 100 mM 100 pL 10 mM

dATP 100 mM 100 pL 10 mM

H,O g.s.p. 1 mL

Completar o volume com agua deionizada (ultrapura) e realizar toda
a preparagao da solugéo-estoque em fluxo laminar e utilizando luvas.
Distribuir em aliquotas de 100 uL em tubos de microcentrifuga de
200 L, previamente esterilizados em autoclave, e conservar a -20 °C.

Cada dNTP (dTTP; dGTP; dCTP; e dATP) é, em geral, comercializado
individualmente a uma concentracéo de 100 mM.

A partir de 100 pL da solugao-estoque, preparar 1 mL de dNTP mix
a 1 mM, fazendo uma diluicdo de 10X,isto é, 100 pL de dNTP mix a
10 mM diluido em 900 pL de agua deionizada (ultrapura). Proceder a
preparagéo nas mesmas condi¢des da solucdo-estoque. Essa solugéo
a 1 mM sera a solugéo de trabalho.

RNAse A 10 mg/mL

Dissolver 100 mg de RNAse pancreatica (RNAse A)
em 10 mL de acetato de sdédio 10 mM, pH 5,2. Ferver du-
rante 15 minutos. Deixar esfriar a temperatura ambiente,
sob agitacao. Ajustar o pH, adicionando 0,1 volume de
Tris-HCl 1M, pH 7,4. Distribuir em aliquotas de 1 mL e
conservar a-20 °C.

SDS (dodecil sufalto de sédio) 20% - SDS 20%

Dissolver 200 g de SDS em um volume de 900 mL
de dgua destilada. Aquecer a solucédo a 68 °C e homoge-
neizar, sob agitacao, para ajudar a dissolucao. Completar
o volume para 1 L com agua destilada e conservar a
temperatura ambiente. Nao é necessario esterilizar, e a
solucdo nao deve ser autoclavada.

O p6 do SDS é irritante. Sua manipulacdo deve ser feita
com mascara.

Solugao de Denhardt 50X

Concentragao final
(solucéo-estoque)

Componente

Quantidade

Albumina de soro

0,
bovino (BSA) o v
Ficoll tipo 400 1g 1%
PVP

0,
(polivinilpirrolidona) 19 e
H,0 g.s.p. 100 mL

Dissolver os trés componentes lentamente, em 50 mL de agua destila-
da. Completar o volume para 100 mL com agua destilada e esterilizar
por filtragcao (0,22 um). Distribuir em aliquotas e conservar a -20 °C.

Tripsina

Dissolver uma aliquota de 20 pg de Tripsina
(sequencing grade) em 20 uL de tampao de tripsina (dcido
acético a 50 mM) e 180 pL de bicarbonato de amonio
(NH,HCO,) a 50 mM. Utilizar imediatamente ou distribuir
em aliquotas e conservar a -80 °C. A solu¢do armazenada
s6 poderd ser descongelada uma Unica vez.



Tampoes

HEPES 1M

Dissolver 26,0 g de HEPES em 80 mL de 4gua desti-
lada. Ajustar o pH para 7,0 com KOH. Completar o volume
para 100 mL e esterilizar por filtracao.

SSC20X

Componente Quantidade Concentragao final
(solucéo-estoque)

NacCl 17539 3M

Citrato de sodio 88,2 ¢ 300 mM

bi-hidratado

(Na,C,H,0,-2H,0)

H,O gs.p.1L

Ajustar o pH para 7,0 com algumas gotas de HCI 2,5 N e completar o
volume para 1 L com agua destilada. Esterilizar por autoclavagem e
conservar a temperatura ambiente.

SSPE20 X

Componente Quantidade Concentragao final
(solucao-estoque)

NaCl 175,3 g 3M

NaH,PO,.H,0 2769 200 mM

Na,.EDTA.2H,0 7449 20 mM

H,O gs.p.- 1L

Ajustar o pH para 7,4 (aproximadamente 6,5 mL de NaOH 10 N) e
completar o volume para 1 L com agua destilada. Esterilizar por auto-
clavagem e conservar a temperatura ambiente.

STE

Componente Quantidade Concentragao final
(solugao-estoque)

NaCl 5M 2mL 100 mM

Tris HCI 1M, pH 8,0 1mL 10 mM

EDTA 500 mM, 200 pL 1 mM

pH 8,0

H,O g.s.p. 100 mL

Esterilizar por autoclavagem e conservar a 4 °C.

TAE 50X

Componente Quantidade Concentragao final
(solugao-estoque)

Tris base 242 g 2M

Acido acético glacial 57,1 mL 1M

EDTA 500 mM, 100 mL 50 mM

pH 8,0

H,O gs.p.1L

Dissolver primeiramente 242 g de Tris base em 500 mL de &gua
destilada e, em seguida, adicionar o acido acético glacial e o EDTA.
Completar o volume para 1 L com agua destilada. O pH do tampéao
TAE 1X (solugao de trabalho) devera estar em torno de 8,1. Conservar
a temperatura ambiente.

Acido acético é inflamavel, corrosivo, irritante
é para as vias respiratorias e causa queimaduras

na pele. Sua manipulacéo deve ser feita com
luvas, 6culos e mascara em capela de exaustéo.




Tampao de amostra para eletroforese 10X

Componente Quantidade Concentragao final
(solucao-estoque)

Ficoll tipo 400 3g 30%

EDTA 500 mM, pH 8,0 20 pL 1mM

Azul de bromofenol 25 mg 0,25%

Xilenecianol FF 25mg 0,25%

H,O g.s.p. 10 mL

Ficoll pode ser substituido por glicerol. Usar agua DEPC 0,1% (v/v)
para géis de RNA. Distribuir em aliquotas e conservar o estoque a
-20 °C.

O tampdao de amostra 10X deve ser adicionado a amostra imediata-
mente antes de deposita-la no gel. O azul de bromofenol migra em gel
de agarose 2,2 vezes mais rapido do que o Xilenecianol, independen-
temente da concentracdo da agarose.

Tampao fosfato salina - PBS 10X

Componente Quantidade Concentragao final
(solucéo-estoque)

Na,HPO, 11,49 80 mM

KH,PO, 29 15 mM

NaCl 80¢g 1,37 M

KCl 2g 27 mM

H,O gs.p.1L

Ajustar o pH para 7,4 com HCI e completar o volume para 1 L com
agua destilada. Esterilizar por autoclavagem e conservar a tempera-
tura ambiente.

Tampao fosfato de sodio 1 M

NaH,PO, 1 M: pesar 138 g de NaH,PO,.H,0 e com-
pletar o volume para 1 L com dgua destilada.

Na,HPO, 1 M : pesar 142 g e completar o volume
para 1 L com agua destilada.

Misturar as duas solu¢des nas seguintes propor-
¢oes, em funcdo do pH desejado, para obter 1 L de tam-
pao fosfato de sédio 1 M:

NaH,PO,1 M (mL)

Na,HPO,1 M (mL)

6,0 877 123
6,1 850 150
6,2 815 185
6,3 775 225
6,4 735 265
6,5 685 315
6,6 625 375
6,7 565 435
6,8 510 490
6,9 450 550
7,0 390 610
7,1 330 670
7,2 280 720




TBE 5X

Componente Quantidade Concentragao final

(solucéo-estoque)

Tris base 54 g 445 mM
Acido boérico 27,59 445 mM
EDTA 500 mM, 20 mL 10 mM
pH 8,0

H,O gs.p.-1L

A solugao-estoque do tampao TBE pode ser preparada a 5X ou 10X,
entretanto, os solutos da solucdo a 10X precipitam a temperatura
ambiente. Completar o volume para 1 L com &gua destilada. O pH do
tampéo TBE 1X (solucéo de trabalho) devera estar em torno de 8,3.
Conservar a temperatura ambiente.

TE (Tris-EDTA), pH 8,0

Componente Quantidade Concentracao

final
Tris-HCI 1M, pH 8,0 1mL 10 mM
EDTA 500 mM, pH 8,0 200 pL 1mM
H,O g.s.p. 100 mL

O tampao TE também pode ser preparado com pH 7,4 ou 7,6; para
tanto, utilizar no preparo do tampéao a solugao-estoque de Tris-HCI 1 M
com pH 7,4 ou 7,6, respectivamente.

Esterilizar por autoclavagem e conservar a 4 °C.

Tris-HCI1 M

Dissolver 121,1g de Tris base em 800 mL de d4gua des-
tilada. Adicionar o volume apropriado de HCI concentrado
[37% (p/p) = 11,6 N] para se obter o pH indicado (a 25 °C):

pH (25 °C) HCI concentrado (mL)

7,2 76,0
7,4 71,3
7,6 66,0
7,8 56,0
8,0 46,0
8,2 38,0
8,4 28,5
8,6 21,0
8,8 14,0
9,0 8,6

Esperar a solugéo chegar a temperatura ambiente antes de realizar os
ajustes finais do pH. Completar o volume para 1 L com agua destilada.
Esterilizar por autoclavagem e conservar a temperatura ambiente.

Alguns eletrodos de pH nao podem medir com acuracia o pH de so-
lugdes contendo Tris. Checar essa informag&o no manual do eletrodo
utilizado.
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Informacgoes técnicas gerais




O c6digo genético

Os codons do RNA (trincas de bases nitrogenadas) codons de terminagao (Stop) nao codificam nenhum ami-
sdo lidos na direcdo 5" — 3’ Desses codons, 61 codificam noacido e estdo destacados em italico e azul. O cédon de
0s 20 tipos diferentes de aminoacidos existentes. Os trés iniciacdo (AUG) esta destacado em itélico e vermelho (Met).

22 posicado
U o A G
Uuu UCU 7] UAU 7] uGU U
- L Tyr
, uuc Phe  uce uac [ uec [®® ¢
UUA | uca [ 587 uaa ] UGA |stop A
~Leu —- Stop
UUG | UCG | UAG | UGG f1p G
CUuU 7 CCU 7] CAU T CGU 7] U
L His
o cucC cCC CAC CGC C
& cua [ cea [P© caaT cea [A9 A o
S, - GIn 'Gu
@ CUG CCG CAG CGG | G 9
Q - = = &
5 AUU ACU 7 AAU AGU U )
- Asn -Ser
. AUC L je ACC AAC AGC e
-Th . -
AUA ACA | AAA AGA A
- Lys -Arg
AUG J Met ACG | AAG | AGG G
GUU GCU 7 GAU T GGU 7 U
L As
GUC GCC GAC ? GGC C
G Val - Ala . -Gly
GUA GCA GAA & GGA A
~ Glu
GUG GCG | GAG | GGG G




Abreviagdo dos aminoacidos e massa molecular

Aminoacido Abreviatura de 3 letras Simbolo de 1 letra Massa molecular (Da)
Acido aspartico Asp D 133
Acido glutamico Glu E 147
Alanina Ala A 89
Arginina Arg R 174
Asparagina Asn N 132
Cisteina Cys C 121
Fenilalanina Phe F 165
Glicina Gly G 75
Glutamina GIn Q 146
Histidina His H 155
Isoleucina lle | 131
Leucina Leu L 131
Lisina Lys K 146
Metionina Met M 149
Prolina Pro P 115
Serina Ser S 105
Tirosina Tyr Y 181
Treonina Thr T 119
Triptofano Trp W 204
Valina Val \Y 117




Cddigo de ambiguidade de nucleotideos da IUPAC

Base Significado Cdédigo IUPAC
Deoxiadenina Adenine A
Deoxi-citosina Cytosine C
Deoxi-guanidina Guanine G
Deoxi-timidina Thymine T
Deoxiuracil Uracil U
Deoxiinosina Inosine |
AouCouGouT aNy N
AouCouG néo T/U \Y,
AouT/UouG ndo C D
T/UouCouG néo A B
AouT/UouC ndo G H
AouT/U Weak interaction w
CouG Strong interaction S
T/UouG Ketogroup K
AouC aMinogroup M
CouT/U pYrimidine Y
Aou G puRine R
“”ou“-" gap

O cdédigo da Unigo Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure and Applied Chemistry — IUPAC) é uma nomenclatura para acidos nucleicos

ambiguos.



Prefixos do Sistema Internacional de Unidades (Sl) ou prefixos métricos

Fator Prefixo Simbolo Escala curta Equivalente decimal

10 iota Y Septilh&o 1 000 000 000 000 000 000 000 000
10% zeta 4 Sextilhdo 1 000 000 000 000 000 000 000
10 exa E Quintilhao 1 000 000 000 000 000 000
10 peta P Quadrilhdo 1 000 000 000 000 000

10%2 tera T Trilhdo 1 000 000 000 000

10° giga G Bilhdo 1 000 000 000

10¢ mega M Milh&o 1 000 000

108 quilo k Milhar 1000

102 hecto h Centena 100

10t deca da Dezena 10

100 nenhum nenhum Unidade 1

107 deci d Décimo 0,1

1072 centi c Centésimo 0,01

107 mili m Milésimo 0,001

108 micro U Milionésimo 0,000 001

10°° nano n Bilionésimo 0,000 000 001

10712 pico Trilionésimo 0,000 000 000 001

107" fento f Quadrilionésimo 0,000 000 000 000 001

10718 ato a Quintilionésimo 0,000 000 000 000 000 001
102 zepto z Sextilionésimo 0,000 000 000 000 000 000 001
107 iocto y Septilionésimo 0,000 000 000 000 000 000 000 001




Calculo da quantidade de oligonucleotideo (primer):

« Conversao para quantidade absoluta (em pmol):

massa em [Lg x 1.000.000

li leotid 1=
oligoncieoticeo e pmo tamanho (oligomer) x 327

Porexemplo: 0,1 ng de um oligonucleotideo 20-oligomer:

0,1 x 1.000.000

20 x 327 = 15,3 pmol de oligonucleotideo

« Conversao para massa (em ug):

pmol x tamanho (oligomer) x 327
1.000.000

massa em [Lg =

Por exemplo: 10 pmol de um oligonucleotideo
25-oligomer:

10 x 25 x 327 — 0.081 de oli leotid

1000000 Vel ugdeoligonucleotideo

Concentracao de oligonucleotideo (primer) em
micromolar (uM) ou pmol/pL:

10 uM de oligonucleotideo = 10 pmol/uL

Por exemplo: 20 pmoles de um oligonucleotideo em
100 pL = a uma concentragdo de 0,20 uM

Conversao da concentracao de uma solucao em
molaridade para porcentagem:

%=gxMx0,1

em que:
M = concentracao da solucao em molar (M).

g = massa ou peso molecular (PM) do soluto expressa em
gramas (g).

Por exemplo: expressar a solucao de NaCl 2,5 M (PM =
58,44) em porcentagem:

58,44 x 2,5 x 0,1=14,6% é a concentracao de NaCl
em uma solucao 2,5 M.
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Abreviaturas




A, = absorbancia a 260 nm

Ac = Acetato

Acetosiringona = 4'-hidroxi-3; 5'-dimetoxiacetofenona
Alcool isoamilico = 3-metil-1-butano

ATP = adenosina trifosfato

Azul de bromofenol = 3/ 3" 5/ 5” - tetrabromofenol-
-sulfonaftaleina

BAP = 6-benzilaminopurina

Bisacrilamida = N,N’-metileno-bis-acrilamida
BrEt = brometo de etidio

BSA = albumina de soro bovino

c.v. = cultivar

CaMV = virus do mosaico do couve-flor
cDNA = DNA complementar

cpm = contagem por minuto

CTAB = brometo de cetiltrimetilaménio
DAPI = dihidrocloreto de 4,6-diamidino-2-fenilindol
dATP = desoxiadenosina trifosfato

Da = Daltons

dCTP = desoxicitosina trifosfato

DEPC = pirocarbonato de dietila

dGTP = desoxiguanosina trifosfato

DMSO = dimetil sulféxido

2-DE = eletroforese bidimensional em gel
DNA = 4cido desoxirribonucleico

DNAse = desoxirribonuclease

dNTP = desoxinucleotideo trifosfato

DTT = DL-ditiotreitol

dTTP= desoxitimidina trifosfato

EC = cédigo da enzima (enzime code)
EDTA = acido etileno diamono tetracético

ELISA = imunoensaio enziméatico de fase solida (enzyme-
-linked immunosorbent assay)

FDA = diacetato de fluoresceina
FISH = hibridizacdo in situ por fluorescéncia

HEPES = 4cido N-2-hidroxietil-piperazina-N'-2-etano-
sulfénico

HPLC = cromatografia liquida de alto desempenho
IgG = imunoglobulina G

Inositol = ciclo-hexano-1,2,3,4,5,6-hexol

kb = quilo pares de base

KVh = quilovolt hora

MES = acido 2 (N-morfolino) etanosulfénico

MOPS = acido 3 (N-morfolino) propanosulfénico

MS = espectrometria de massa



MRNA = RNA mensageiro

MU = 4-metilumbeliferona

MUG = 4-metilumbeliferil B-D-glucoronideo
PAGE = eletroforese em gel de poliacrilamida
pb = pares de base

PCR = reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain
reaction)

PEG = polietilenoglicol

PMSF = fenilmetil sulfonil fluoridio
pNPP = p-Nitrofenil fosfato

ppm = partes por milhao (1 mg/Lou 1 pL/L)
psi = libras por polegada quadrada
p/v = peso por volume

PVC = cloreto de polivinil

PVP = polivinilpirrolidona

g.s.p. = quantidade suficiente para
RNA = acido ribonucleico

RNAse = ribonuclease

rpm = rotagao por minuto

RT = transcricao reversa

S =Svedberg

Sarcosil = N-lauroilsarcosina

SDS = dodecil sufalto de sédio

siRNA = pequenos fragmentos de RNA interferentes
Taq = Thermus aquaticus

TE =Tris-EDTA

TEMED = N; N, N; N, tetrametil-etileno diamina
Tm = temperatura de desnaturacao

Tris = tris-(hidroximetil)-aminometano

U = unidade

UFC = unidades formadoras de col6nias

UV = radiacdo ultravioleta

Vermelho-Ponceau S = &acido 3-hidroxi-4-(2-sulfo-4-[4-
-sulfo-fenilazolfenilazo)-2,7-naftaleno dissulfonico, sal de
sodio

v/v = volume por volume

X-Gluc = 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-glucuronideo







Indice




A

Acetato
Amoénio 167, 168, 379, 380, 422
Polivinila 351,

Potassio 67, 68, 168, 175,422

Sédio 44, 49, 50, 77,167,168, 169, 172,174,175, 219,
266, 267, 268, 271,313,314, 317,320, 422, 423, 424,
426

Uranila 352, 353, 354, 356
Acetohidroxiacido sintase (AHAS) 103
Acetosiringona 116, 118, 125, 140, 141, 144, 422,438

Acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) 395, 396, 397,
401, 402

Acido glucurénico e 4-metilumbeliferona (MU) 153, 154,
155,156, 157,439

Acrilamida 273, 274, 366, 367, 368, 386, 387, 388, 423
Adutos 398, 399
[032P] 200, 203, 204, 205, 206,
[0*3P] 200, 203, 206
Agente desnaturante 263
Agente
Quelante 166, 205,

Seletivo 58, 83, 84, 85,103,110, 111,114,118, 120,
122,129

Agrobacterium
radiobacter 27, 38
rhizogenes 27, 28, 29, 38, 56, 58, 63,71, 342, 408, 410
rubi 27,38

sp.56,57,60, 61, 62,63, 64, 66, 67,69, 106, 107, 108,
109,110, 111,112,115,117,121,124,125,127, 128,

138, 140, 141, 142, 143, 144, 160

spp. 21, 22, 24, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 55,
56,57,58,59,60,61,62,63,65,67,68,69,91, 105,
106,108, 109,110,112, 113,116, 117,124,125, 128,
129,130, 135,136, 137, 138, 141, 145, 153, 227,418

tumefaciens 17, 23, 27, 28, 29, 37, 38, 56, 58, 63, 70,
71,74,104,131,132, 133, 146, 149, 159, 196, 410

vitis 27
Agroinfiltracao 117, 137, 140, 143
Agroinoculagao 117, 138, 140, 143, 144
AHAS ver Acetohidroxiacido sintase

Albumina de soro bovino 166, 167, 192, 205, 251, 252, 264,
276,318, 336, 339, 355, 356, 357, 363, 365, 373, 426, 438

Aldose 125
Algodéo ver Gossypium hirsutum
Amostra calibradora 290, 296, 297
Amplicon 284, 286, 289, 294, 298, 299, 300, 302
Analise de ions por tempo de voo (TOF) 394
Antibidtico
Controle de eficiéncia 46, 84
Descontaminante 106, 109
Resisténcia 32, 41, 56,57, 59
Solugdes-estoque 31, 62, 64, 66, 126
Tolerancia 41
Anticorpo
Antibiotina 201
Antidigoxigenina 201, 211, 212, 213, 251, 252, 253, 307
Antigeno
Complexo 345, 357,362,363



Deteccao 344, 345, 357
Ligacao 336
Purificados 340
Semipurificados 340
Soluvel 330

Arabidopsis thaliana 16, 37,42, 85,91, 104, 110, 125, 126,
127,130,131,132,197,217,327, 338, 360

Arroz ver Oryza sativa

Autorradiografia 216, 220, 226, 363
Autorradiograma 265

Avidina 201, 213, 234, 252, 253

Azul de coomassie (CBB) 365, 366, 368, 371, 379, 388
Azul de toluidina 346, 352, 354

Azul nitro de tetrazoélio (NBT) 201,211, 212,307,317, 318,
319, 323,324,327,374,375

B
Bactéria
Cultura 32, 64, 66,67, 68,121

Suspensao 31, 34,45,46,47,49,112,113,121, 128,
141

b-D-galactosidase 25
b-galactosidase 149, 330, 331

B-glucuronidase (GUS) 82, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153,

154,155,156, 157,158,162, 163, 164, 192, 227

b-mercaptoetanol 157, 167,168, 170,172,173, 174, 208,
335, 364, 367

BCIP ver fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil

Biobalistica

Equipamento 101
Biotina-estreptoavidina 265
Biovar 27, 28,32,33
Bisacrilamida 273, 366, 367, 368, 386, 423, 438
BMM ver butil metil metacrilato
Bombardeamento 17, 90, 95, 97,98, 101, 102, 103, 187

Brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) 167, 168, 169, 170,
171,172,173

Brometo de etidio 51, 52, 168, 178, 184, 187, 190, 191, 219,
221,271,272,273,292,423, 424,425,438

Brotagbes-escape 84
BSA ver albumina de soro bovino
Butil metil metacrilato (BMM) 305,311,312

C
Cacodilato de sodio 347, 348
Camara de alta pressao 99, 100

Canamicina 25, 41, 58, 62, 83,84, 103, 109, 114, 129, 144,
418

CBB ver azul de coomasie

cDNA 140, 235, 262, 263, 284, 289, 291, 292, 293, 294, 298,
300, 306, 315, 326, 438

Cefotaxima 109, 111,113,114, 115, 118, 122, 123, 418

Células competentes 24, 45, 46, 47, 48, 60, 62, 64, 65, 66,
106

Celulase 78, 237, 242
CHCA ver acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico
Choque térmico (freeze-thaw) 45, 46, 60, 61, 62, 66

Cianocinamatos 395




Cinética de reassociacao 265
Citogenética 234, 258
Citohelicase (Helix pomatica) 242
Citdlise 74
Cloranfenicol 50, 149, 418, 419
Cloreto de litio (LiCl) 263, 266, 267, 268, 424
Cocultura

Liquida 122

Sélida 122, 124,
Coeficiente

Correlagao (R2) 288, 289

Determinacao (R2) 156

Variacao (R2) 296, 340
Conjugacgao

Triparental 60, 61, 62, 63
Conservacao de culturas

Longo prazo 34

Médio prazo (método stab) 33
Coomassie brilliant blue ver azul de coomasie
Cromossomos

Artificiais 176

Desnaturagao 250

Endogeno 234

Exdgeno 234

Fixacao 245

Isolamento 242

Meiodtico 235, 258

Metafasico 235, 254, 258

Mitotico 237
Paquiténico 242, 243, 244, 245, 254
Pareado 245
Pré-metafésico 240
Preparacao 237, 241
Preservacao 246
Crown gall ver galha-da-coroa
CTAB ver brometo de cetiltrimetilaménio
Curva-padrao
Estabelecimento 293
Seriada 296
Cycle threshold (Ct) 286, 287

D

DAN ver diaminonaftaleno

DAPI ver diidrocloreto de 4,6-diamidino-2-fenilindole
Denhardt, Solucdo de 218, 224, 264, 276, 322,426
Deoxyribonuclease ver DNAse

DEPC ver dietil pirocarbonato

Depurinagao 222

Descontaminacao 106, 117,122

Deslocamento do corte (nick translation) 201, 202, 203, 209,
211

Desnaturagao 182, 183, 185, 186, 191, 196, 205, 206, 221,
222,225,250, 262, 264, 292, 299, 300, 306, 439

Diaminonaftaleno (DAN) 399, 401

Dietil pirocarbonato (DEPC) 266, 267, 268, 269, 270, 271,
272,273,274,276,279, 280, 308, 309, 310,311, 312,313,
314,316,317,319, 320, 321, 322, 324, 422, 423, 428, 438



DIG-anti-DIG ver digoxigenina-antidigoxigenina

Digoxigenina 200, 201, 203, 204, 208, 209, 210, 211, 212,
218,234, 252, 253, 265, 304, 306, 307,313, 314, 315, 318,
322,323,324

Digoxigenina-antidigoxigenina (DIG-antiDIG) 265
Dihidrocloreto de 4,6-diamidino-2-fenilindol 237
Dimetilformamida 151,317,374
Disco foliar 106,111, 154
DNA

Carreador 75,76, 77, 80, 82

Cromossomal 44, 50

Esperma de salmado 75, 218, 224, 264, 276, 277, 280,
424

Degradacéo 166, 178
Desnaturagao 182, 183, 185, 250
Exdgeno 17, 24, 26,91, 136, 166, 216, 218, 227

Extracao 60, 65, 67, 68, 166, 167, 168, 169, 171, 176,
177,188,217

Genbmico 42,178, 180, 184, 187, 188, 189, 190, 193,
194, 195, 203, 209, 235, 289, 293, 294

Isolamento 35, 44, 166
Linear ver DNA cromossomal
Quantificacdo 178, 179, 188
Ressuspensao 172,174,176
DNA plasmidial
Isolamento 35, 44, 166
Miniextracao 67
Perfil de restricdo 51
DNA-molde 201, 203, 205, 208, 209, 210, 211

DNAse
Livre de RNAse 291, 313, 316
Tratamento 291

dNTPs 69, 184, 187, 190, 191, 193, 195, 201, 203, 204, 205,
206, 208, 209, 210, 291, 294, 295, 426

2-DE ver eletroforese bidimensional de proteinas
Dot blot 204,211,212,213,317,318

Dowex XG-8 271

Duplamente carregados 398, 399

E

Eficiéncia de transformacao 18, 31, 44, 61, 65, 66, 75, 76, 81,
97,106,113,114, 116,121,124, 125,129

Eixo embrionario 92, 103

Eletroforese
Bidimensional 378, 382, 395, 397, 400, 438
Bidimensional de proteinas (2-DE) 378, 400

Gel de agarose 70, 77,178, 184, 187, 188, 194, 196,
216,219, 220, 263, 292, 316, 361

Gel desnaturante 265, 270

Unidimensional 395
Eletrotransferéncia

Molhada 370

Semisseca 223, 369

Eletroporacao 17,41, 44,45, 47,48, 60, 61,62, 63, 64, 65, 74,
75,76,77,79, 80,81, 83, 85

Eletroporador 47, 61, 63, 64, 75, 80, 81
ELISA
Direta 330, 332, 333, 338




Indireta 330, 331, 332, 333, 335,339

Sanduiche 330, 332, 333, 334, 339
Embriogénico

Calo 103,106, 119, 120, 124

Célula 124

Tecido 122

Unidade 110,117,119, 120, 121, 123,124

Unidade globular 120, 122, 123
Ensaio

Espectrofotométrico 148, 158

Fluorimétrico 148, 149, 153, 158, 331

Histoquimico 148, 149, 151,152, 153
Enzima

Pectocelulolitica 74, 82

Restricao 26, 40, 42, 44, 97,167, 168, 180, 189, 216,
217,220,227,314,315

Epiderme abaxial 79

Epifluorescéncia 201, 234, 235, 237, 240, 243, 244, 245, 254,
257,258, 345

Escherichia
coli 22,23,25,30,45,47,59, 145, 148, 149, 182,418
Mobilizacdo (mob) 59
Transferéncia (tra) 59

Espectrofotdmetro 33, 45, 46,47,49,68, 111,113,117, 125,
128, 140, 141, 144,178,179, 180, 336

Espectrometria de massa (MS) 378, 379, 382, 389, 390, 392,
393,394, 395, 398, 399, 400, 401, 402, 404

Espermidina 95, 96, 97
Estreptavidina 211, 212,213, 253

Estringéncia 25, 188, 218, 225, 251, 264, 265, 278, 306, 324
Ettan ipgphor 3 383, 385

Explante 74,102, 106, 108, 109,110, 112,113, 114, 116, 117,
124,125,153,414,415

Expressao transiente 75, 76, 81,82, 117, 136, 137, 138, 140,
143,152,160, 331, 360

F

FAA ver formalina:acido acético glacial:alcool etilico

Fase exponencial 23,31, 33, 34,49, 68,112,113, 128, 284, 286, 287
FAT ver transformacao, Frequéncia absoluta

Feijao ver Phaseolus vulgaris

FDA ver fluoresceina

Fenol 67,68, 167, 179, 185, 195, 242, 263, 265, 266, 267, 268,
269, 270, 313,314, 379, 380, 425

Filme de raios X 224, 226, 278
FISH ver hibridizacao in situ por fluorescéncia

Fita-molde (template) 182, 284, 286, 289, 292, 294, 295, 296,
297,298

FITC ver fluoresceina
Fitoeno desaturase (pds) 140, 143, 144
Fluoresceina 218, 304, 307
Diacetato de (FDA) 74, 81, 438
Isotiocianato de (FITC) 200, 253
Fluorescéncia
Basal 286
Deteccao 286
GFP 140, 142,143,150, 158, 159, 160, 161, 162
Intensidade 150, 159, 286



Fluoreto de polivinilideno (PVDF) 372
Fluorimetro

Calibragao 155, 156, 157

Leitura 156

Modelo 155, 157
Fluorocromos 218, 253, 257, 307

Fluoréforo 159, 200, 201, 234, 235, 252, 253, 256, 257, 284,
285, 286, 294, 295, 298, 299, 300, 304, 307, 344

Focalizacao isoelétrica 381, 383, 384, 385

Formaldeido 246, 247, 248, 263, 271, 272,309, 311, 312,
319,321, 347, 351

Formalina:acido acético glacial:alcool etilico 305, 309

Formamida 185, 218, 248, 250, 251, 264, 271, 272, 276, 277,
279, 280, 306, 313,317, 322

Fosfatase alcalina 200, 201, 202, 204, 211, 212, 213, 304,
307,330, 331, 335, 338, 339, 340, 341, 363, 373,374,375

Fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil (BCIP) 201, 211, 212,
307,317,318,319, 323, 324,374, 375

Fragmentacao de peptideos 394, 395, 404
Fragmento foliar 106, 107,109, 112,113,114, 115
Freeze-thaw ver choque térmico

FRT ver transformacao, Frequéncia

Fumo ver Nicotiana tabacum

G

Galha-da-coroa 27, 28, 29, 56
y3?2P 149, 200, 204, 20

Gas hélio 98, 99, 100, 101
Geiger

Contador 204, 207, 224, 225, 226,277,278, 352
Gel

Agarose 51,68, 69, 70,77,178, 184, 187, 188, 189,
190, 191, 194, 195, 196, 208, 209, 216, 217, 219, 220,
221,263, 272,279,292,313,316,317,361, 425,428

Poliacrilamida 360, 361, 362, 363, 365, 366, 371, 439
Gel de proteinas

Digestao 389
Gene

Interesse (GI) 16, 17, 18, 22, 40, 41, 43, 56, 59, 60, 75,
97,103, 125,137,139, 142, 143, 289, 290, 291, 294,
295, 296, 297, 298

Referéncia (GR) 290, 291, 293, 294, 295, 296, 297, 298,
299

Repérter 22,75, 82,83, 109, 115, 122, 145, 148, 149,
150,159, 305

GFP ver proteina verde fluorescente

Glicerol 34, 47, 48, 63, 64, 66, 95,96, 118, 121, 217, 273, 325,
367,387,428

Glucoamilase 330
Glutaraldeido 305, 309, 312, 322, 340, 341, 347, 371

Glycine max (soja) 16, 19, 42,91, 92,93, 97,98, 101, 102, 103,
187,192, 344, 350, 360, 401

Gossypium hirsutum (algoddo) 16, 91, 94, 95, 97, 98, 101,
102, 103

GUS ver B-glucuronidase

H
Hapteno 200, 201, 203, 304

Helix pomatica ver citohelicase




Hemacitémetro 80
Hibridizacdo
Cinética 218

in situ (ISH) 200, 234, 236, 241, 245, 250, 257, 304,
305,307,323

in situ por fluorescéncia (FISH) 200, 203, 204, 208,
209,210,211, 213, 234, 235, 236, 237, 241, 248, 249,
253,255, 258,304,438

Membranas 204, 207, 277
Hidroélise da sonda 316
Higromicina 41, 103, 109, 114, 124, 129
Hipoclorito de sédio 77, 78,79, 84,92,94,111,113,118,119
Hot start 185, 294, 295

|

Imazapyr 91, 101, 102, 103

Imersao dos botdes florais 125, 128, 130
Imidazolinona 41, 91

Immunoblot 360

Imobnios 402, 404

Imunocitoquimica 305, 307, 344, 345, 346, 347, 349, 350,
354,355,357

Imunodeteccdo 344, 345, 363
Imunoensaios 330, 340, 378
Imuno-histoquimica 344
Imunolocalizagdo 305

Infiltracdo 117,136, 137, 138, 140, 141, 142, 143, 144, 305,
306,311, 349

Iniciador (primer)

Anelamento 182, 183, 185
Composicdo de GC 185, 264
Degenerado 193, 194, 195
Desenho 185, 297
Eficiéncia de amplificacdo 296
Formacdo de dimeros 185, 298
Randdémico 188, 201, 202, 208, 210
Tamanho 185, 298
lonizagao 379, 392, 394, 395, 396, 397, 401, 402
fons da série b 405
fons da série y 401, 404, 405
iPCR ver reacdo da polimerase em cadeia inversa
ISH ver hibridizacdo in situ
Isotiocianato de guanidina 263, 265, 268, 269, 270, 272

L

Laranja de acridina 306, 307, 320, 321, 322
LiCl ver cloreto de litio

LIFT™ 399, 400, 402, 404

Limite de resolucao 345

Linha de base 286, 287

Linhagem

Desarmada 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 66, 67, 106,
107,108, 111,112,117,121,125

Doadora 60, 61, 62

Helper 60, 61, 62

Receptora 60, 61, 62, 63, 64, 66, 67
Recombinante 57, 59, 60



Lise alcalina 44

Lisozima 25, 49, 50, 67, 68

M

MALDI 390, 394, 395, 396, 397, 399
MALDI-TOF 395, 396, 399, 400, 401, 402
Massa média 393, 402

Massa monoisotépica 393, 402, 404

Matriz 177,305, 361, 362, 389, 390, 394, 396, 397, 399, 401,
402

Meio LB 32, 45, 46, 47,49, 62, 63, 64, 65, 66,67, 112,113,
121,125,128, 141, 408

Melting temperature ver Temperatura de desnaturagao (Tm)
Membrana
Carreadora 95, 98, 99, 100, 101
Nitrocelulose 216, 224, 360, 361, 369, 371, 372
Ruptura 98
Transportadora 96
MET ver microscopia eletronica de transmissao
Metafase 238, 240, 241
Método
Bradford 335, 363, 364, 365, 381
CTAB 168, 169, 171
AACq 296, 297
Dellaporta 166, 168, 174
PMF 393, 404
stab ver Conservagao de culturas a médio prazo

MEV ver microscopia eletrénica de varredura

Microparticula
Acelerador 98, 99
MicroRNA 18,43

Microscopia eletrénica de transmissdao (MET) 345, 346, 350,
351,353, 354, 355, 356

Microscopia eletrénica de varredura (MEV) 345
Microscépio confocal de fluorescéncia 159, 160
Microsporécitos 241, 243, 244

Molecular beacon 286

Molécula-sinal 29, 106, 109, 116
Monocarregado 398

MOPS 78, 153,271, 272,438

mRNA ver RNA mensageiro

MU ver cido glucurénico e 4-metilumbeliferona
MUG ver 4-metilumbeliferil-3-D-glucuronideo
Multiphor 11 381, 382, 383, 384

N
NBT ver azul nitro de tetrazélio
Neomicina fosfotransferase Il (NPTII) 149, 227
Nick translation ver deslocamento do corte
Nicotiana
benthamiana 137, 139, 140, 142, 143, 144, 159, 360
tabacum 16,77,78,79,85,106,111, 115, 220, 370
Nitrato de prata 378
Northern blot 200, 204, 262, 274, 276, 277, 279, 280, 281, 360
Northern reverso 262
NPTII ver neomicina fosfotransferase Il

Nucleotideos biotinilados 234




(0]
8-hidroxiquinoleina (8-HQ) 238

Oligonucleotideo 69, 74,77, 179, 182, 183, 188, 204, 205,
207,209, 210, 235, 262, 264, 277, 285, 286, 289, 291, 293,
298,436

Oncogenes 28, 29, 56, 57, 106
Organosilano 305, 308

Oryza sativa 16,43, 110,117,118, 119, 120, 121, 123, 124,
125, 360, 400

Ouro coloidal 344, 346, 350, 355, 356

P

Paquiteno 241, 243, 244, 245, 258

Parafina 117, 119, 122, 126, 305, 308, 309, 310, 311, 325
Paraformaldeido 248, 305, 309, 347, 348
Paromomicina 83

Particulas eletrondensas 344

PCR ver reacéo da polimerase em cadeia

pds ver fitoeno desaturase

Pectoliase 242

PEG ver polietilenoglicol

Penicilinase 330

Peroxidase 167, 307, 330, 331, 340, 363, 373, 374, 375

Phaseolus vulgaris 19, 91, 92, 93,97, 98, 101, 102, 103, 192,
243, 244, 245, 360, 361

Phospho imaging plate ver placa de armazenamento de
fésforo

Placa de armazenamento de fésforo 226, 278

Planta quimérica 108

Planta-modelo 110, 111
p-nitrofenil-B-D-glucuronideo 158
Plasmidio
Amplificagao 43
Bacteriano 22, 40, 41, 43, 149
Deteccao 69
Helper 60, 61
Isolamento 43, 44, 45, 49
Linearizacao 314, 316,317
Mobilizacdo 60
Purificacdo 43, 50
Transferéncia 60

Tumor inducing (Ti) 28, 29, 33, 35, 56, 57, 58, 59, 60,
61,106, 108

Plasmolise 74, 122
PNPG ver p-nitrofenil-B-D-glucuronideo
Polietilenoglicol (PEG) 74, 76, 218, 357,439
Poli-L-lisina 305, 307, 308, 309, 311
Polimerase
DNA 180, 182, 183, 184, 186, 201, 203, 204, 210, 216
RNA 25, 138,306, 314, 315,316
Taq 69, 187, 191, 285, 294
Tag DNA 69, 182, 183, 190, 193, 195, 286, 294, 295
Polivinilpirrolidona (PVP) 153, 166, 167, 264, 364, 426, 439
Potato virus X (PVX) 138, 140, 142, 143

Pré-hibridizacao 218, 224, 225, 247, 264, 276, 277, 278, 280,
281,306, 319, 322

Pré-indculo 64, 66, 128



Promotor 355caMV 42, 43, 138
Proofreading 183
Proteina
Heterdloga 136, 137, 138, 139, 140, 145

Verde fluorescente 142, 143, 150, 158, 159, 160, 161,
162

Proteinase K 306, 320, 322

Protebmica
Andlise 378, 379, 382
Aplicagcdes 392,393

Proton
Mobilidade 395
Transferéncia 402

Protoplasto
Andlise da expressdo transiente em gente repérteres 74
Cultura 82, 83
Eficiéncia de transformacao 75
Eletroporacao 17,41, 45,75,76, 77
Isolamento 77,79
Obtencao 74
Purificacdo 79
Regeneracao 83, 85
Transformacao 75,77, 136

PVDF ver fluoreto de polivinilideno

PVP ver polivinilpirrolidona

PVX ver potato virus

Q
gPCR ver reacdo da polimerase em cadeia quantitativa
Quantificacao

Absoluta 288, 289, 290, 298

Relativa 290, 291, 293, 296

4-metilumbeliferil-3-D-glucuronideo (MUG) 153, 154, 158,
439

Quelante
EDTA 375
Fluoroforo 285, 286

R
Radioisétopo 200, 218, 234, 344, 363
Raizes-em-cabeleira (hairy root) 27, 56
Random primer ver iniciadores randémicos
Razao A, /A, 268
Reacdo colorimétrica 265, 304, 360
Reacdo da polimerase em cadeia (PCR)
Curva de amplificacdo 284, 286
Eficiéncia da reacao 286
Inversa (iPCR) 184, 188, 189, 194, 195
Numero de ciclos 284
Parametros 184

Quantitativa (QPCR) 144, 262, 284, 286, 287, 288, 289,
290, 292, 295, 296, 297, 299, 300, 301

Thermal asymetric interlaced (TAIL-PCR) 188, 189, 193
Transcricao reversa (RT-PCR) 184, 292, 293
Transcri¢ao reversa quantitativa (RT-qPCR) 262, 290




Regiao
Meristematica 92, 93, 95, 98, 103, 239
Vir29,58,110,112, 120, 128
Rifampicina 58, 63, 144,418,419
RNA

Interferente (siRNA) 18, 43, 262, 266, 268, 273, 274,
275,276,277,278,331,439

Mensageiro (MRNA) 262, 274, 284, 293, 304, 307
RNAse
A67,167,170,172, 247,306, 426
Contaminagao 293
H 292
Inibidor 291, 292, 313
Rodamina 218, 253, 304, 307
ROX 295

RT-PCR ver reacao da polimerase em cadeia com transcricao
reversa

S
SDS-PAGE 386
Selecéao
Agente 83,107,108,109, 113,114,115, 122,123,129
Marcador 22, 32, 35, 75,97, 103, 107, 108, 114
Meio 84, 85,102, 122
Pressao 32, 108
Sephadex-G25 207, 208, 341
Silenciamento génico
Induzido por virus (VIGS) 18, 139, 140

Supressor 137, 138, 140, 141, 142, 143
Transcricional 18
Vetor 43, 44
siRNA ver RNA interferente
Sitios de restricao 217, 227
Soja ver Glycine max
Solucédo de bloqueio 355, 356, 371,373,374
Sonda
Fluorogénica 284, 286
Marcacdo de 200, 201, 202, 203, 207, 211
Nao isotdpica 262

Nao radioativa 200, 201, 204, 218, 234, 265, 266, 275,
279,304

Radioativa 262, 263, 265, 266, 274, 275, 276

Southern blot 103, 191, 200, 216, 218, 220, 222, 223, 227,
228,229,231, 262

Squash blot 169
Substrato cromogénico 265, 374, 375
Sulfato de dextrano 218, 322

T

TAIL-PCR ver reacdo da polimerase em cadeia thermal asy-
metric interlaced

T4 polinucleotideo quinase 201, 202, 203, 204, 207
T-DNA
Extremidades 56, 59, 138
Tela de retencdo 98, 99, 100, 101
Temperatura

Alongamento 186



Anelamento 186, 187, 188, 191, 196, 302, 296 Urease 330

Desnaturagao (Tm) 182, 185, 186, 191, 196, 250, 264, UV crosslinker 223, 319
299, 306

Template ver fita-molde

Termociclador 69, 70, 190, 191, 193, 194, 195, 196, 286, 294
Timentina 118,122, 123,418

Tobacco mosaic virus (TMV) 138

Tobacco rattle virus (TRV) 139, 140, 143, 144, 145,

TOF ver analise de ions por tempo de voo

\'}
Vermelho-Pounceau 369
Vetor

Binario 35, 56, 57,59, 60, 61, 63, 67, 124, 125, 128,
138, 140, 141, 227

Cointegrado 56, 57, 58, 59, 60
Intermediario 35, 57, 59, 60, 61
Viral 137, 138, 139, 140, 142, 143

VIGS ver silenciamento génico induzido por virus

Transcri¢do reversa 262, 284
Transcriptase reversa 184, 291, 292, 293
Transformacéo

Direta 17, 22, 35, 40, 44, 60

in planta 110,111, 129

Eficiéncia 18,31, 44, 61, 65,66, 75,76, 81,97, 106, w
113,114,116, 121, 124, 125, 129 Western blot 103, 142, 360, 361, 362, 363, 368, 374
Frequéncia absoluta (FAT) 75, 76 Wholemount 304, 305, 307
Frequéncia relativa de (FRT) 75
Protocolo 91, 120, 127, 273,372 X
Trietanolamina 306 X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-glucuronideo) 151,
Tungsténio 90, 95, 344 153,439
V) Y4

Ultramicrotomia 351, 353, 354, 355 Zeta-probe 369, 372
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LA 0 .
S N Recursos Genéticos

e Biotecnologia

Diversas ferramentas biotecnoldgicas podem ser utilizadas no melhoramento genético de
plantas. A transformacao genética, por exemplo, evoluiu rapidamente nas ultimas décadas
e esta presente, efetivamente, no cenario da producao agricola de varios cultivos. Além
disso, na pesquisa basica, vem contribuindo para uma melhor compreensao do papel de
genes no sistemavegetal.

Para responder a demanda de profissionais e estudantes, oferecemos a comunidade
técnico-cientifica a segunda edicao do Manual de Transformacéo Genética de Plantas. Nela,
os protocolos apresentados na primeira edicao foram revisados, e novas técnicas utilizadas
na caracterizacao de plantas geneticamente modificadas foram incluidas.

O Manual descreve as principais etapas de clonagem e introducao de genes nas plantas,
assim como a caracterizacdo de sua introducao e integracao no genoma vegetal,
descrevendo os principais métodos adotados atualmente. Sdo também apresentadas
técnicas que permitem monitorar a transcricao dos genes introduzidos e caracterizar as
proteinas codificadas.

Este Manual, de autoria dos pesquisadores da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, destina-se a todos os interessados no fascinante mundo da biotecnologia
de plantas e oferece a comunidade de lingua portuguesa material didatico de excelente
qualidade nadrea.

, =
MINISTERIO DA )
AGRICULTURA, PECUARIA
EABASTECIMENTO /o vcrno revewav

n
|
~
n
~
1
n
M
o
~
1
n
0
|
©
~
o

9ll78857011354525

ISBN:

CGPE 10803





