




Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento

Embrapa
Brasília, DF

2015

Manual de transformação genética de plantas
2ª edição revista e ampliada

Ana Cristina Miranda Brasileiro
Vera Tavares de Campos Carneiro

Editoras Técnicas

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   1 04/07/2016   15:11:32



Exemplares desta publicação podem ser adquiridos na:

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Parque Estação Biológica (PqEB)

Av. W5 Norte (final)
70770-917 Brasília, DF

Fone: (61) 3448-4700
Fax: (61) 3340-3624

www.embrapa.br
www.embrapa.br/fale-conosco/sac

Unidade responsável pelo conteúdo
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Comitê Local de Publicações

Presidente
João Batista Teixeira

Secretário-executivo
Thales Lima Rocha

Membros
Jonny Everson Scherwinski Pereira

Lucília Helena Marcellino
Lígia Sardinha Fortes 

Marcio Sanches 
Samuel Resende Paiva 

Vânia Cristina Rennó Azevedo 
Daniela Aguiar de Souza Kols (suplente)
João Batista Tavares da Silva (suplente)

Embrapa Informação Tecnológica
Parque Estação Biológica (PqEB)
Av. W3 Norte (final)
70770-901 Brasília, DF
Fone: (61) 3448-4236
Fax: (61) 3448-2494
www.embrapa.br/livraria
livraria@embrapa.br

Unidade responsável pela edição
Embrapa Informação Tecnológica

Coordenação editorial
Selma Lúcia Lira Beltrão
Lucilene Maria de Andrade
Nilda Maria da Cunha Sette

Supervisão editorial
Juliana Meireles Fortaleza
Wyviane Carlos Lima Vidal

Revisão de texto
Ana Maranhão Nogueira

Normalização bibliográfica
Iara Del Fiaco Rocha 

Projeto gráfico e capa
Carlos Eduardo Felice Barbeiro

1ª edição
1ª impressão (1998): 2.000 exemplares

2ª edição
1ª impressão (2015): 500 exemplares
2ª impressão (2016): 500 exemplaresTodos os direitos reservados

A reprodução não autorizada desta publicação, no todo ou em parte,constitui 
violação dos direitos autorais (Lei n° 9.610).

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP)
Embrapa Informação Tecnológica

Manual de transformação genética de plantas / Ana Cristina Miranda Brasileiro, 
Vera Tavares de Campos Carneiro, editoras técnicas. – 2. ed. rev. ampl. – 
Brasília, DF : Embrapa, 2015.
453 p. : il. color. ; 23,0 cm x 20,5 cm.

ISBN 978-85-7035-452-5

1. Planta. 2. Biotecnologia. 3. Engenharia genética. 4. Agricultura. 5. 
Melhoramento genético vegetal. I. Brasileiro, Ana Cristina Miranda. II. Carneiro, 
Vera Tavares de Campos. III. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

CDD 631.5233

© Embrapa, 2015

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   2 04/07/2016   15:11:32



Autores

8) Elíbio Leopoldo Rech
Engenheiro-agrônomo, Ph.D. em Biologia Molecular e Celular 
Vegetal, pesquisador da Embrapa Recursos Genéticos e 
Biotecnologia, Brasília, DF

9) Érika Valéria Saliba Albuquerque
Bióloga, Ph.D. em Biologia Celular e Molecular Vegetal, pes-
quisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 
Brasília, DF

10) Francisco José Lima Aragão
Engenheiro-agrônomo, Ph.D. em Biologia Molecular, pesquisa-
dor da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF 

11) Giovanni Rodrigues Vianna
Engenheiro-agrônomo, doutor em Biologia Molecular, pesquisa-
dor da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

12) Glaucia Barbosa Cabral 
Engenheira-agrônoma, doutora em Ciências (Energia Nuclear 
na Agricultura), pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos 
e Biotecnologia, Brasília, DF

13) Guy de Capdeville
Engenheiro-agrônomo, Ph.D. em Fitopatologia, pesquisador da 
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

1) Ana Claudia Guerra Araujo
Bióloga, doutora em Ciências Biológicas (Biofísica), pesquisado-
ra da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

2) Ana Cristina Meneses Mendes Gomes
Bióloga, mestre em Ciências Agrárias, analista da Embrapa 
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

3) Ana Cristina Miranda Brasileiro 
Engenheira-� orestal, Ph.D. em Biologia Molecular e Celular 
Vegetal, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e 
Biotecnologia, Brasília, DF

4) Angela Mehta
Bióloga, Ph.D. em Genética e Biologia Molecular, pesquisadora 
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

5) Cristiano Lacorte
Biólogo, doutor em Biologia Celular e Molecular de Plantas, 
pesquisador da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 
Brasília, DF

6)  Diva Maria de Alencar Dusi
Engenheira-agrônoma, Ph.D. em Ciências de Plantas, pesquisa-
dora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

7) Eduardo Romano
Biólogo, Ph.D. em Biologia Molecular, pesquisador da Embrapa 
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

Fo
to

: C
la

ud
io

 B
ez

er
ra

 M
el

o

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   3 04/07/2016   15:11:33



14) Isabel Cristina Bezerra
Engenheira-agrônoma, Ph.D. em Biologia Celular e Molecular, 
pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 
Brasília, DF

15) Júlio Carlyle Macedo Rodrigues
Biólogo, Ph.D. em Biologia Molecular Vegetal, analista da 
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

16) Leila Maria Gomes Barros
Bióloga, doutora em Ciências Biológicas (Biologia Molecular), 
pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 
Brasília, DF

17) Luciano Paulino da Silva 
Biólogo, Ph.D. em Biologia Animal, pesquisador da Embrapa 
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

18) Lucília Helena Marcellino
Bióloga, doutora em Ciências Biológicas (Biologia Molecular), 
pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 
Brasília, DF

19) Marcelo Porto Bemquerer
Biólogo, doutor em Bioquímica, pesquisador da Embrapa 
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

20) Maria Cristina Mattar da Silva
Bióloga, doutora em Biologia Molecular, pesquisadora da 
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

21) Maria Fátima Grossi de Sá
Bióloga, Ph.D. em Biologia Molecular, pesquisadora da Embrapa 
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

22) Maria Imaculada Conceição dos Santos Gama 

Bióloga, Ph.D. em Biologia Molecular, pesquisadora aposentada 
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

23) Patrícia Messenberg Guimarães

Engenheira-agrônoma, doutora em Bioquímica, pesquisadora 
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

24) Rosana Falcão 

Bióloga, mestre em Ciências Genômicas e Biotecnologia, analis-
ta da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

25) Simone da Graça Ribeiro

Bióloga, doutora em Virologia Molecular, pesquisadora da 
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

26) Soraya Cristina de Macedo Leal-Bertioli

Bióloga, Ph.D. em Biologia Molecular de Microrganismos, 
pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 
Brasília, DF

27) Thales Lima Rocha

Biólogo, Ph.D. em Bioquímica e Biologia Molecular, pesquisador 
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF

28) Vera Tavares de Campos Carneiro

Bióloga, Ph.D. em Biologia Molecular e Celular Vegetal, pes-
quisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 
Brasília, DF

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   4 04/07/2016   15:11:33



Agradecimentos
Gostaríamos primeiramente de agradecer à che�a-

-geral e às che�as-adjuntas da Embrapa Recursos Gené-
ticos e Biotecnologia pelos incentivo e apoio à reedição 
deste Manual. Reconhecemos e agradecemos igual-
mente o trabalho e a dedicação da equipe da Embrapa 
Informação Tecnológica.

Tal como aconteceu na primeira edição, todos os 
capítulos foram analisados por especialistas nos diversos 
assuntos. Esses colaboradores nos repassaram críticas e 
sugestões que muito contribuíram ao aprimoramento do 
Manual. Agradecemos aos colegas de instituições parcei-
ras de ensino e pesquisa que dedicaram bastante atenção 
a este trabalho: Pierre Marraccini, Centre de Coopération 
Internationale en Recherche Agronomique pour le 
Développement (França); Maria Cristina Falco, Centro de 
Tecnologia Canavieira; Eni Braga e Marcelo C. Dornelas, 
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp); Diana 
Fernandez, Institut de Recherche pour le Développement 
(França); Janice de A. Engler, Institut National de la
Recherche Agronomique (França); Stephan Nielen, 
International Atomic Energy Agency (Áustria); Érica 
D. Silveira, Ponti�cia Universidad Catolica Argentina 
(Argentina); Goran Robic, Lek Pharmaceuticals d.d., 
Menges (Eslovênia); Antônio Américo, Nicolau Brito, 
Octávio L. Franco e Simoni Dias, Universidade Católica de 
Brasília (UCB); Carlos André O. Ricart, Robert Miller, Rosana 
Blawid e Wagner Fontes, Universidade de Brasília (UnB); 
Maria Magdalena Rossi, Universidade de São Paulo (USP); 
Elisabeth A. Mansur de Oliveira, Universidade do Estado do 
Rio de Janeiro (Uerj); André Luís L. Vanzela, Universidade 

Estadual de Londrina (UEL); Karina Proite, Universidade 
Federal de Minas Gerais (UFMG); Poliane A. Zerbini, 
Universidade Federal de Viçosa (UFV); Márcio Alves 
Ferreira, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ); 
Maria Helena B. Zanettini e Márcia Pinheiro Margis, 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 

Nosso agradecimento vai também para colegas das 
Unidades da Embrapa: Adilson Kenji Kobayashi e Betânia 
Ferraz Quirino, Embrapa  Agroenergia; Rosângela Bevitori, 
Embrapa Arroz e Feijão; Rodrigo da R. Fragoso, Embrapa 
Cerrados; Abi S. dos Anjos Marques, Embrapa Quarentena 
Vegetal; Ana Luiza M. Lacerda, André S. T. Irsigler, Andréa 
del Pilar de S. Penaloza, Juliana D. de Almeida, Kazumitsu 
Matsumoto, Larissa A. Guimarães, Lilian H. Florentino, 
Márcio M. Sanches, Marcos A. Gimenes, Marília de C. 
R. Pappas, Osmundo Brilhante, Sérgio A. Figueiredo e 
Vânia C. R. Azevedo, Embrapa Recursos Genéticos e 
Biotecnologia; Carolina V. Morgante, Embrapa Semiárido; 
Francismar C. Guimarães, Embrapa Soja; e Vera Maria 
Quecini, Embrapa Uva e Vinho.

Agradecemos à desenhista Laura de Alencar Dusi, 
que realizou os esquemas apresentados na segunda edi-
ção do Manual. Este trabalho baseou-se, em alguns mo-
mentos, nas ilustrações da primeira edição, de Rodolfo B. 
Batista, a quem somos gratas por ter disponibilizado os 
desenhos.

Nossos agradecimentos aos autores pela dedica-
ção e pelo rigor com que redigiram seus capítulos, pelo 
empenho em nos atender prontamente e por todas as 
demonstrações de entusiasmo e incentivo. 

Finalmente, dedicamos este trabalho a nossas 
famílias, sempre presentes e compreensivas.

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   5 04/07/2016   15:11:33



MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   6 04/07/2016   15:11:33



Apresentação
O melhoramento genético das culturas agrícolas 

no Brasil é um dos resultados mais contundentes das 
pesquisas desenvolvidas pelas instituições de pesquisas 
brasileiras, inclusive a Embrapa. Os impactos obtidos por 
meio da genética levaram a um novo desenho da agricul-
tura do País. 

Assim, o desenvolvimento cientí�co e tecnológico 
permite, hoje, sinalizar uma nova época, associando a 
produção agropecuária às novas exigências da sociedade 
por padrões nutricionais, ambientais e de saúde. Entre os 
desenvolvimentos cientí�cos e tecnológicos está a bio-
tecnologia, que, na Embrapa, teve seu início na década 
de 1980. 

A biotecnologia possui uma série de ferramentas 
que podem ser utilizadas nas estratégias de melhora-
mento genético. A engenharia genética (transformação 
genética de plantas pela transferência de genes), por 
exemplo, evoluiu rapidamente na última década e está 
presente, efetivamente, no cenário da produção de se-
mentes de vários cultivos no País. 

As oportunidades de utilização de organismos 
geneticamente modi�cados (OGMs) são in�nitas e po-
dem estar associadas às mais diversas áreas da produção 
agropecuária. Talvez, a mais importante delas seja no de-
senho e na implementação de novos processos visando 
à sustentabilidade da produção, por meio do aumento 
de produtividade, com qualidade, a um custo menor e 

sem necessidade de aumentar a área de cultivo, e com 
redução do uso de insumos agrícolas.

Na Embrapa, essa área de pesquisa busca, prin-
cipalmente, reduzir a necessidade de irrigação e de 
insumos agrícolas e abrir as fronteiras do conhecimen-
to com uma equipe de pesquisadores que, em 1998, 
lançou o Manual de transformação genética de plantas. 
Esse manual teve como principal objetivo descrever as 
principais estratégias utilizadas para a transformação de 
plantas, bene�ciando estudantes, pro�ssionais e demais 
interessados em técnicas de biologia celular e molecular 
utilizadas para a transformação genética de plantas.

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

Nessas duas décadas, a área com culturas trans-
gênicas subiu 100 vezes, de 1,7 milhão de hectares para 
175,2 milhões. Os Estados Unidos lideram o plantio, se-
guidos pelo Brasil e Argentina. Entre os OGMs vegetais 
estão a soja, o milho, o algodão e a canola.

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

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   7 04/07/2016   15:11:33



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

É com satisfação que oferecemos à comunidade 
técnico-cientí�ca e às instituições públicas e privadas 
os conhecimentos necessários para a transformação 
genética de plantas. Esperamos que as aplicações dessas 

tecnologias contribuam para o desenvolvimento susten-

tável do agronegócio brasileiro e para a alimentação, a 

nutrição e a saúde de nosso povo.

Mauro Carneiro

Chefe-geral da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Prefácio
Quando publicamos, em 1998, a primeira edição 

do Manual de transformação genética de plantas, o Brasil 
e o mundo ainda viviam um intenso debate sobre os be-
nefícios e os riscos potenciais associados à tecnologia dos 
transgênicos. Nosso principal propósito, ao lançarmos a 
primeira edição naquela ocasião, era que o Manual se 
tornasse “um bom companheiro de bancada” para todos 
aqueles que desejam se iniciar ou se aperfeiçoar na pes-
quisa em biotecnologia. Acreditamos que conseguimos 
alcançar nosso objetivo, pois a primeira edição do Manual
está esgotada há mais de 10 anos e a encontramos fa-
cilmente espalhada pelas bancadas de laboratórios de 
Norte a Sul do País. Temos inúmeros depoimentos de es-
tudantes de iniciação cientí�ca, mestrado e doutorado, e 
de pro�ssionais de todos os níveis que realmente tiveram, 
e ainda têm, o Manual de transformação genética de plan-
tas como um companheiro inseparável. Hoje, quase 20 
anos depois do lançamento da primeira edição, a adoção 
dos transgênicos é uma realidade, com 175 milhões de 
hectares plantados com cultivos geneticamente modi�-
cados em 27 países. Sentimos, então, a necessidade de 
atualizá-lo, aportando novas técnicas, excluindo aquelas 
obsoletas e revisando as publicadas na primeira edição.

A segunda edição vem, então, preencher a la-
cuna deixada pela primeira e oferecer à comunidade 
cientí�ca um material didático de qualidade em língua 
portuguesa. Nele, são apresentadas: as principais técni-
cas para clonagem de genes de interesse em vetores de 

expressão para transformação de plantas (Capítulos 1 
a 3); as principais metodologias atualmente utilizadas 
para a transformação genética de plantas envolvendo 
estratégias de transformação direta (Capítulos 4 e 5) e 
do sistema Agrobacterium (Capítulos 6 e 7); e a análise 
da atividade de genes repórteres no monitoramento 
da e�ciência de transformação (Capítulo 8). Uma vez 
obtida uma planta geneticamente modi�cada, análises 
moleculares são necessárias para avaliar a introdução e 
integração do transgene (Capítulos 9 a 13), a sua correta 
transcrição (Capítulos 14 a 16), e a tradução e o endere-
çamento das proteínas codi�cadas (Capítulos 17 a 21). 
No �nal desta obra, há seis anexos contendo a descrição 
de meios para crescimento de bactérias e de cultura de 
plantas, preparo de soluções e tampões utilizados nos 
capítulos, assim como informações técnicas gerais que 
ajudarão o leitor a realizar seus experimentos.

Em cada capítulo, o leitor encontrará um breve em-
basamento teórico e a descrição metodológica detalhada 
da técnica abordada, com dicas e observações práticas 
para facilitar a compreensão das diferentes etapas do pro-
tocolo. A equipe de pesquisadores da Embrapa Recursos 
Genéticos e Biotecnologia utiliza essas técnicas rotinei-
ramente em seus laboratórios e procurou descrevê-las 
com o maior detalhamento possível, permitindo ao leitor 
adaptar o protocolo apresentado a outros laboratórios ou 
materiais vegetais.

Entregamos, assim, a toda a comunidade cientí�ca 
brasileira, a segunda edição do Manual de transformação 

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   9 04/07/2016   15:11:33



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

As Editoras
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Prefácio à 1ª edição
Em 1995, organizamos pela primeira vez o curso 

Métodos de transferência e expressão de genes em plan-
tas, que a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 
oferece regularmente a estudantes de pós-graduação 
e pesquisadores que atuam na área. Naquela ocasião, 
sentimos a enorme carência de material didático em 
língua portuguesa. Para supri-la, tivemos a iniciativa de 
redigir este Manual. Nele, são apresentadas diferentes 
técnicas utilizadas na transformação genética de plan-
tas: transferência de genes através da eletroporação de 
protoplastos e biobalística ou por vetores baseados no 
sistema Agrobacterium. Experimentos para a detecção da 
expressão de  genes repórteres e análises moleculares da 
integração e da expressão de genes exógenos em plantas 
encontram-se também descritos. No �nal do Manual, 
foram adicionados oito apêndices contendo a descrição 
de meios de cultura e soluções utilizadas nos capítulos, 
uma relação das principais plantas transgênicas já obti-
das, normas para constituição das Comissões Internas 

de Biossegurança (CIBio) e um exemplo de plano de 
radioproteção.

Em cada capítulo, os autores forneceram o em-
basamento teórico da técnica abordada, que pode ser 
adaptada para outras espécies ou materiais vegetais.
As técnicas apresentadas são utilizadas por pesquisado-
res da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e da 
Embrapa Hortaliças em sua rotina de laboratório, con-
tribuindo, assim, com dicas e observações que facilitam 
a compreensão e a repetição dos protocolos. Qualquer 
sugestão sobre os protocolos descritos neste Manual
será bem-vinda no seguinte endereço eletrônico:
manual@cenargen.embrapa.br.

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

As Editoras

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   11 04/07/2016   15:11:33



MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   12 04/07/2016   15:11:33



Sumário

Introdução à transformação genética de plantas..................15 
Ana Cristina Miranda Brasileiro e Vera Tavares de Campos Carneiro

Capítulo 1
Cultivo e conservação de Escherichia coli
e Agrobacterium spp. ..............................................................................21
Ana Cristina Miranda Brasileiro e Patrícia Messenberg Guimarães

Capítulo 2
Isolamento de vetores para transformação direta .......................39
Francisco José Lima Aragão e Elíbio Leopoldo Rech

Capítulo 3
Transferência de vetores para Agrobacterium spp. ......................55
Cristiano Lacorte e Eduardo Romano

Capítulo 4
Eletroporação de protoplastos............................................................73
Leila Maria Gomes Barros e Vera Tavares de Campos Carneiro

Capítulo 5
O sistema biobalístico.............................................................................89
Giovanni Rodrigues Vianna, Francisco José Lima Aragão e Elíbio Leopoldo Rech

Capítulo 6
Transformação de plantas-modelo
via Agrobacterium spp. ........................................................................ 105
Ana Cristina Miranda Brasileiro, Glaucia Barbosa Cabral e Maria Cristina Mattar da Silva

Capítulo 7
Expressão transiente e indução de silenciamento
utilizando Agrobacterium spp. e vetores virais ........................... 137
Cristiano Lacorte e Simone da Graça Ribeiro

Capítulo 8
Genes repórteres: gus (β-glucuronidase)
e gfp (proteína verde-�uorescente)................................................ 147
Cristiano Lacorte e Leila Maria Gomes Barros

Capítulo 9
Extração e quanti�cação de DNA de tecidos vegetais ............ 165
Eduardo Romano e Soraya Cristina de Macedo Leal-Bertioli

Capítulo 10
Análise de plantas transgênicas por
reação em cadeia da polimerase (PCR) ......................................... 181
Júlio Carlyle Macedo Rodrigues, Maria Imaculada Conceição dos Santos Gama
e Francisco José Lima Aragão

Capítulo 11
Preparação de sondas.......................................................................... 199
Simone da Graça Ribeiro e Ana Claudia Guerra Araujo

Capítulo 12
Análise da integração de transgenes
pela técnica de Southern blot ............................................................ 215
Eduardo Romano e Giovanni Rodrigues Vianna

Capítulo 13
Hibridização in situ por �uorescência (FISH)............................... 233
Ana Claudia Guerra Araujo, Rosana Falcão e Guy de Capdeville

Capítulo 14
Análise de RNA total e RNA interferente
pela técnica Northern blot .................................................................. 261
Patrícia Messenberg Guimarães, Isabel Cristina Bezerra
e Francisco José Lima Aragão

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   13 04/07/2016   15:11:33



Capítulo 15
Quanti�cação gênica pela técnica de reação
em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa .............................. 283
Júlio Carlyle Macedo Rodrigues e Érika Valéria Saliba Albuquerque

Capítulo 16
Hibridização in situ para detecção da
expressão de genes em tecidos vegetais ..................................... 303
Diva Maria de Alencar Dusi

Capítulo 17
Detecção de proteínas pela técnica de
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)............................... 329
Francisco José Lima Aragão e Simone da Graça Ribeiro

Capítulo 18
Imunocitoquímica................................................................................. 343
Ana Claudia Guerra Araujo e Ana Cristina Meneses Mendes Gomes

Capítulo 19
Detecção e análise de proteínas pela técnica Western blot.... 359
Lucília Helena Marcellino e Maria Fátima Grossi de Sá

Capítulo 20
Análise proteômica por eletroforese
bidimensional e espectrometria de massa .................................. 377
Angela Mehta, Thales Lima Rocha e Maria Fátima Grossi de Sá

Capítulo 21
Análise de peptídeos e proteínas
por espectrometria de massa ........................................................... 391
Luciano Paulino da Silva e Marcelo Porto Bemquerer

Apêndice 1
Meios para crescimento de bactérias ............................................ 407

Apêndice 2
Meios de cultura de plantas e
reguladores de crescimento.............................................................. 411

Apêndice 3
Antibióticos ............................................................................................. 417

Apêndice 4
 Soluções e tampões ............................................................................ 421

Apêndice 5
Informações técnicas gerais .............................................................. 431

Apêndice 6
Abreviaturas ............................................................................................ 437

Índice ........................................................................................................ 441

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   14 04/07/2016   15:11:33



Introdução à 
transformação genética
de plantas

Ana Cristina Miranda Brasileiro
Vera Tavares de Campos Carneiro

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   15 04/07/2016   15:11:34



16

A incorporação da biotecnologia aos programas de 
melhoramento genético de plantas, tão debatida nas dé-
cadas passadas, é hoje uma realidade e permitiu acelerar 
o processo de obtenção de variedades com característi-
cas superiores, de uma maneira mais acurada e e�ciente. 
A partir de 1996, a adoção da tecnologia dos transgênicos 
impôs uma reestruturação da cadeia produtiva em todo 
o mundo, com uma área de 181 milhões de hectares em 
2014 plantada com cultivos geneticamente modi�cados 
em 28 países. 

O Brasil, após os Estados Unidos, é hoje o segundo 
maior produtor de transgênicos no mundo, com cerca 
de 40 milhões de hectares plantados com plantas ge-
neticamente modi�cadas (PGMs) de soja (Glycine max), 
algodão (Gossypium hirsutum) e milho (Zea mays). Na safra 
2014/2015, estima-se que, pela primeira vez no Brasil, a 
área plantada com cultivares transgênicas será maior do 
que com cultivares convencionais. A maioria dos países 
que cultiva PGM criou uma legislação própria de bios-
segurança, e, no Brasil, todas as etapas de produção de 
uma PGM devem atender às exigências de biossegurança 
e à aprovação pela Comissão Técnica de Biossegurança 
(CTNBio), descritas nas leis n° 8.974/1995 e 11.105/2005.

O desenvolvimento de uma PGM envolve várias 
áreas de conhecimento, em particular a biologia celular e 
molecular, e utiliza processos que vão desde a prospecção 
e o isolamento de genes de interesse até a fenotipagem a 
campo dos eventos transgênicos mais promissores. A tec-
nologia dos transgênicos permite que genes oriundos de 

qualquer organismo possam ser introduzidos e expressos 
de forma controlada no genoma vegetal receptor, de 
modo independente da fecundação, tornando ilimitado 
o pool gênico a ser explorado por essa tecnologia. Assim, 
a prospecção e a caracterização de genes e moléculas 
que possam conferir novas características às plantas, e 
sua disponibilização para programas de melhoramento 
genético, têm sido prioridade para diferentes equipes. 
Em particular, nos últimos anos, o sequenciamento e 
a análise em larga escala do genoma e do transcritoma 
de várias espécies vegetais e de outros organismos têm 
possibilitado a identi�cação de novos genes de interes-
se. Entretanto, até o momento, ainda é relativamente 
pequena a lista de genes que sejam comprovadamente 
efetivos e que já tenham sido introgredidos com sucesso 
em variedades comerciais. A grande maioria das culturas 
comerciais de transgênicos do mundo contém duas 
características: resistência a insetos ou tolerância a herbi-
cidas, ou a combinação delas.

Após a prospecção e identi�cação de um gene de 
interesse, ele deve ser clonado em um vetor de expressão, 
e sua função  deve ser validada in planta para obtenção 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 necessário o uso 
de protocolos e�cientes de transformação, a incorporação 
adequada do transgene no genoma da planta e sua correta 
expressão nos tecidos-alvo. Uma posterior avaliação feno-
típica acurada dos eventos transgênicos que se mostrarem 
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promissores, sob condições parcialmente controladas 
(casa de vegetação) ou em campo, também se faz neces-
sária. Essa avaliação consiste no estudo das características 
�siológicas, moleculares e anatômicas das plantas trans-
gênicas, assim como de eventuais efeitos pleiotrópicos 
indesejáveis relacionados à introdução do transgene.

Apesar dos grandes avanços do conhecimento 
nessa área, as estratégias de transformação de plantas 
continuam majoritariamente restritas ao uso dos siste-
mas Agrobacterium e o biobalístico. A bactéria �topato-
gênica, Agrobacterium tumefaciens, é um e�ciente vetor 
natural para engenharia genética de plantas, tanto de 
dicotiledôneas como de monocotiledôneas. Durante o 
seu processo de infecção, essa bactéria do solo transfe-
re, às células vegetais, parte de seu genoma, o T-DNA.
No início da década de 1980, o conhecimento das bases 
moleculares do mecanismo de infecção mostrou que o 
T-DNA da agrobactéria pode ser manipulado por enge-
nharia genética de maneira a portar genes de interesse 
em substituição aos genes responsáveis pela infecção, 
sem alterar o seu processo de transferência e integração 
no genoma da planta. As agrobactérias são, por isso, 
chamadas de engenheiros genéticos naturais. A rege-
neração das células que contêm o T-DNA engenheirado 
dará origem a plantas transgênicas, transmitindo o gene 
integrado à progênie de forma Mendeliana.

Outras metodologias de introdução e expressão de 
genes exógenos no genoma de plantas também foram 
desenvolvidas e aperfeiçoadas e podem também ser 

aplicadas, tanto em dicotiledôneas quanto monocotiledô-
neas. Essas técnicas, conhecidas como métodos diretos de 
transformação, permitem a introdução do DNA contendo 
o gene de interesse em células e tecidos vegetais in vivo 
por meio de mecanismos físicos ou químicos. Na eletro-
poração de protoplastos, por exemplo, utilizam-se pulsos 
elétricos de alta voltagem em uma solução contendo DNA 
e protoplastos, que são células vegetais desprovidas de 
paredes celulares. O choque elétrico promove a formação 
de poros reversíveis nas membranas celulares e, assim, 
possibilita a passagem e introdução de macromoléculas 
nas células. Essa metodologia exige técnicas precisas de 
cultura de tecidos, uma vez que a regeneração a partir de 
protoplastos, muitas vezes genótipo-especí�ca, deve ser 
desenvolvida. Outra metodologia de transformação direta, 
o bombardeamento de partículas ou sistema biobalístico, 
utiliza micropartículas impulsionadas em alta velocidade 
para carrear DNA exógeno para dentro das células. As 
partículas penetram na parede e na membrana celular de 
maneira não 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 micropartículas 
pela ação do líquido celular e integrado no genoma do 
organismo receptor.

Ao longo dos últimos anos, o estabelecimento 
dos mais diversos protocolos de transformação genética 
de plantas, utilizando o sistema Agrobacterium ou o 
sistema biobalístico, foi realizado, sobretudo, em plantas-
-modelo e, posteriormente, adaptado a outras plantas de 
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interesse agronômico, geralmente mais recalcitrantes à 
transformação. Atualmente, são inúmeros os protocolos 
estabelecidos, e não existe nenhuma espécie vegetal de 
importância comercial ou cientí�ca para a qual não exista 
protocolo estabelecido, com maior ou menor e�ciência 
de transformação em função da espécie ou do genótipo 
estudado. Plantas-modelo apresentam, por sua vez, gran-
de interesse em estudos básicos de biologia em virtude 
da alta e�ciência dos protocolos de transformação, da 
grande quantidade de ferramentas genéticas e genômi-
cas disponíveis, do ciclo de vida curto e genoma relativa-
mente pequeno, entre outras características. Estudos da 
função biológica e regulação da expressão de diferentes 
genes em plantas-modelo são realizados utilizando-se 
estratégias de superexpressão ou expressão especí�ca 
com o uso de promotores constitutivos, com regulação 
temporal ou espacial, ou induzíveis sob condições especí-
�cas. Por sua vez, estratégias de redução ou supressão da 
expressão também podem ser aplicadas nesses estudos 
por meio de diferentes mecanismos de regulação gênica 
negativa como a do RNA interferente (RNAi), silenciamen-
to gênico transcricional, silenciamento gênico induzido 
por vírus (VIGS) ou pequenos RNAs (microRNAs).

A pesquisa que envolve a transgenia busca ampliar 
o número de espécies vegetais e de genes de interesse 
disponíveis, visando aumentar o leque de oferta de genó-
tipos que apresentam características superiores à isolinha 
não transgênica para os programas de melhoramento ge-
nético de plantas. Essas características devem ir além da-
quelas utilizadas atualmente em cultivares transgênicas e 

abordar outras características agronômicas importantes 
como tolerância a condições ambientais adversas (seca, 
temperaturas extremas, salinidade, metais pesados, 
luminosidade extrema, excesso de CO2, etc.), resistência 
a pragas (insetos, fungos, bactérias, nematoides e vírus), 
maior produtividade, aumento da qualidade de semen-
tes e frutos, aumento do valor nutricional, modi�cações 
de arquitetura e modo de reprodução, entre outras. 
Estratégias de piramidação de genes, quando dois ou 
mais eventos de transformação genética (stacked events) 
estão presentes em uma mesma PGM, também é uma 
tendência das pesquisas para obtenção de genótipos 
com características múltiplas. Além do seu uso agronô-
mico, em um futuro breve, as PGMs serão também utili-
zadas como biorreatores para a produção em larga escala 
de proteínas e moléculas de interesse para a indústria 
farmacêutica (vacinas e fármacos), alimentícia ou cos-
mética, com redução dos custos de produção e com um 
enorme impacto para a sociedade. Além de todas essas 
implicações, as PGMs constituem também uma excelente 
ferramenta para estudos básicos em diferentes campos 
da biologia, como �siologia, genética, botânica, biologia 
molecular e celular.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 
estabeleceu, desde o início dos anos 1980, uma equipe 
de pesquisadores especializada em prospecção, identi�-
cação, caracterização e clonagem de genes de interesse 
e no desenvolvimento de protocolos e metodologias 
para obtenção e análise de plantas transgênicas. Hoje, 
essa equipe é responsável pelo desenvolvimento de 
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diferentes produtos biotecnológicos, em parceria com 
outras Unidades de pesquisa da Empresa, mas também 
com instituições públicas 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 transgênicas de feijão-comum 
(Phaseolus vulgaris) resistentes ao vírus-do-mosaico-dou-

rado (BGMV), produzido em colaboração com a Embrapa 
Arroz e Feijão, e a soja resistente a herbicidas, em parceria 
com a Embrapa Soja e a empresa Basf. Essas cultivares 
transgênicas já receberam aprovação da CTNBio para a 
produção comercial, e novas tecnologias estão a cami-
nho para oferecer ao produtor brasileiro a oportunidade 
de usar a tecnologia transgênica em cultivares nacionais.
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1 Introdução
Uma das primeiras etapas no desenvolvimento de 

uma planta transgênica consiste na construção de um 
vetor para a transformação, contendo, de maneira geral, 
um gene de interesse e um gene marcador de seleção 
ou repórter e as respectivas sequências regulatórias para 
expressão no sistema eucarioto vegetal. Esses vetores 
são, geralmente, plasmídios bacterianos construídos de 
forma a conter a origem de replicação compatível com 
Escherichia coli, que é organismo preferencial para a enge-
nharia genética. Uma vez obtido, o vetor de transforma-
ção poderá ser utilizado em um sistema de transformação 
direta (Capítulo 2) ou transferido para uma linhagem de 
Agrobacterium spp., visando utilizar essa bactéria como 
vetor natural de transformação (Capítulo 3). Assim, a es-
truturação e a conservação de uma coleção de linhagens 
de E. coli e Agrobacterium spp. são estratégicas para labo-
ratórios que trabalham com transformação genética de 
plantas, pois esse acervo permitirá a preservação, a troca 
e a salvaguarda das linhagens e dos vetores nelas conti-
dos. Uma vez estabelecida uma coleção, sua manutenção 
deverá garantir a sobrevivência, a estabilidade e a pureza 
das culturas, conservando suas características genéticas e 
propriedades morfológicas e �siológicas por longo prazo.

Escherichia coli

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

lipossacarídeos. Membros dessa espécie apresentam for-

ma de bacilo, com tamanho de 1,1 mm a 1,5 mm x 2,0 mm 

a 6,0 mm, são anaeróbicos facultativos, móveis por meio 

de �agelos peritríquios e crescem a 37  °C (Figura 1A). 

Quanto à atividade bioquímica, membros dessa espécie 

são oxidase negativa, catalase positiva, reduzem nitrato, 

fermentam lactose, possuem lisina descarboxilase, são 

Vogeus Proskauer negativos, produzem indol, não apre-

sentam crescimento em nitrato e não produzem sulfeto 

de hidrogênio (H2S) (HOLT et al., 1994).

E. coli é um inócuo ocupante comensal do intestino 

humano, que também exerce funções bené�cas, já que 

contribui para a supressão do crescimento de outras es-

pécies bacterianas danosas e para a síntese de vitaminas 

K e B12 (ELSAS et al., 2011). Essa bactéria é componente 

importante da comunidade microbiana, colonizando o 

intestino grosso de várias espécies animais e apresentan-

do altas taxas de sobrevivência no meio ambiente, o que 

possibilita ampla disseminação para novos hospedeiros. 

As linhagens patogênicas de E. coli, por sua vez, são res-

ponsáveis por infecções nos sistemas digestivo, urinário, 

respiratório e nervoso, causando desde simples incômo-

do até a morte (MITTELSTAEDT; CARVALHO, 2006).

Há décadas, linhagens atenuadas de E. coli são roti-

neiramente utilizadas em estudos de DNA recombinante. 

Segundo alguns autores (MADIGAN et al., 2000; WEAVER; 

HEDRICK, 1989), as principais razões para a ampla utiliza-

ção dessa bactéria são: 
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Figura 1. Micrografia eletrônica de varredura mostrando isolados (A) da linhagem DH5-α de Escherichia coli (barra = 5 µm) e (B) da 
linhagem C58 de Agrobacterium tumefaciens (barra = 2 µm).
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•	 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 mutações durante experi-

mentos de engenharia genética.

•	 Alta taxa de crescimento: cresce rapidamente, 

produzindo uma nova geração a cada 20 minutos 

sob condições ideais, possibilitando que a sua 

fase exponencial de crescimento seja atingida 

após 12 horas. Dessa forma, experimentos com 

essa bactéria podem ser realizados em apenas 

algumas horas.

•	 Segurança biológica: é naturalmente encontrada 

no intestino humano e, apesar da existência de 

linhagens patogênicas produtoras de toxinas, a 

maioria é inócua ao organismo humano quando 

manipulada dentro das normas de saúde e segu-

rança laboratorial.

•	 Estrutura genômica conhecida: o genoma de

E. coli foi completamente sequenciado, e seu ma-

peamento genético é facilitado pela conjugação 

entre linhagens. É o organismo cuja genética é 

a mais estudada, incluindo seus mecanismos de 

expressão.
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•	 Capacidade de hospedar DNA exógeno: células 
competentes de E. coli podem ser facilmente 
transformadas com plasmídios ou com outros 
vetores recombinantes (Capítulo 2). Células de 
E. coli também podem sofrer transdução por 
bacteriófagos.

Linhagens de E. coli manipuladas geneticamente 
são utilizadas para produzir grandes quantidades de 
DNA recombinante por meio da inserção (clonagem) da 
sequência de DNA de interesse em um vetor, o qual é de-
�nido neste Manual como uma molécula de DNA circular 
com uma origem de replicação bacteriana compatível. 
Esse vetor, contendo a sequência de interesse (vetor re-
combinante), é, então, introduzido por transformação em 
uma célula hospedeira de E. coli (Capítulo 2). Em razão do 
rápido crescimento da colônia bacteriana transformada, 
derivada de uma única célula original que contém o vetor 
recombinante (clone), em poucas horas, é produzido 
exponencialmente um grande número de cópias desse 
vetor . Essa habilidade da bactéria em produzir moléculas 
de interesse, como a insulina, os antibióticos ou outras 
proteínas de uso farmacêutico, é explorada com sucesso 
pela indústria (CHEN, 2012; WILLIAMS et al., 1982).

A linhagem de E. coli mais comumente utilizada 
em laboratório é a K-12, cujo genoma foi completamente 
sequenciado em 1997 (BLATTNER et al., 1997) e é cons-
tituída de apenas um cromossomo circular, de aproxi-
madamente 4.600 kb, com 4.300 regiões codi�cadoras 
identi�cadas e apenas 1.800 proteínas com função co-

nhecida. Atualmente, existem várias linhagens derivadas 
de E. coli K-12 que, por sua vez, apresentam características 
especí�cas desenvolvidas para facilitar a clonagem e a ex-
pressão de genes e proteínas recombinantes (Tabela 1).

Agrobacterium spp.

As agrobactérias são microrganismos tipicamente do 
solo, aeróbicas e Gram-negativas, movendo-se na rizosfera 
por meio de dois �agelos polares e de dois a quatro �lamen-
tos laterais. Suas células em forma de bacilo apresentam 
tamanho de 0,6 mm a 1,0 mm x 1,5 mm a 30 mm, ocorrendo 
isoladas ou aos pares, e não formam esporos (Figura 1). As 
agrobactérias foram inicialmente classi�cadas no gênero 
Agrobacterium e, após revisão em 2001, foram incluídas no 
gênero Rhizobium (YOUNG et al., 2001, 2005). Entretanto, 
essa revisão taxonômica ainda é contestada e não é ado-
tada completamente (FARRAND et al., 2003; LINDSTRÖM; 
YOUNG, 2011). Além disso, o sequenciamento completo 
do genoma de diferentes linhagens de Agrobacterium mos-
trou alta conservação, mesmo entre espécies diferentes, o 
que pode ser considerado um novo ponto de partida para 
uma reclassi�cação do gênero (GELVIN, 2009; MORIGUCHI 
et al., 2001; SLATER et al., 2009, 2013). Vários laboratórios 
já utilizam como rotina técnica como PCR ou RFLP, para 
identi�car e comparar as linhagens de Agrobacterium
spp. em estudos de �logenia, �topatologia, epidemiolo-
gia, entre outros. No presente Manual, as agrobactérias 
serão consideradas, ainda, como membros do gênero 
Agrobacterium, pertencentes à família Rhizobiaceae, que 
também agrupa os gêneros Rhizobium e Bradyrhizobium,
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Tabela 1. Marcadores genéticos encontrados em linhagens de Escherichia coli comumente utilizadas em engenharia genética.

Gene Descrição do marcador Função

Expressão de proteínas

DE3 Codifica para o promotor da T7 RNA polimerase 
de bacteriófago

Usado para expressão proteica induzida pelo promotor T7

lon Inativação da Lon ATPase–protease Diminui a degradação de proteínas recombinantes

ompT Mutação em protease da membrana externa Aumenta a produção de algumas proteínas recombinantes

pLys O plasmídio pLys codifica para a T7 lisozima Inibe a expressão da T7 RNA polimerase, pois suprime a 
expressão basal do promotor T7

relA Elimina fator de estringência (inibição de 
transcrição) resultando em fenótipo relaxado

Possibilita a síntese de RNA na ausência da síntese proteica
Se

Seleção de recombinantes

gyrA96 Mutante de DNA girase Confere resistência a ácido nalidíxico

lacY1 Mutante da β-D-galactosidase Bloqueia o uso de lactose, o que aumenta o controle de 
promotores induzidos pelo IPTG

lacZ Codifica para β-D-galactosidase Sua mutação produz colônias brancas (em vez de azuis) na 
presença do X-Gal

lacZ∆M15 Deleção parcial do gene da β-D-galactosidase Usado para seleção de recombinantes em azul/branco

lacI Codifica para o repressor lac que controla a 
expressão de promotores que carregam o operon 
lac 

Inibe transcrição do operon lac

P3 O plasmídio P3 contém genes de resistências a 
canamicina, tetraciclina e ampicilina

Possibilita a seleção de recombinantes

rpsL Mutação na proteína ribossomal S12 Confere resistência a estreptomicina

Tn10 Transposon Confere resistência a tetraciclina

Continua...
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Gene Descrição do marcador Função

Clonagem

dam/dcm Elimina a metilação endógena na adenina da 
sequência GATC (dam) ou a na citosina da 
sequência CCWGG 

Usado para propagar DNA a ser clivado por certas enzimas 
de restrição (como Ava II, Bcl I)

endA Mutação na enzima Endonuclease I Elimina atividade de endonuclease específica

F´ Plasmídio auto-replicativo de baixa cópia utilizado 
para a produção de DNA de fita simples quando 
infectado com o fago M13 

Contém um marcador de resistência para facilitar sua 
manutenção e carrega os genótipos lacI and lacZ∆M15

hsd Mutações no sistema de metilação e de restrição 
enzimática

Possibilita E. coli reconhecer DNA exógeno

mcrA, 
mcrBC, mrr

Mutações em sítios específicos de metilcitosinas Permite que o DNA metilado não seja reconhecido como 
exógeno

nupG Mutação no transporte de nucleosídeos Aumenta a incorporação de plasmídios

recA Mutação em gene responsável por recombinação 
e reparo de DNA em E. coli

Impede a recombinação do DNA introduzido (inserto) com o 
da hospedeira (E. coli) aumentando a estabilidade do inserto

supE,F Mutação supressora Suprime as mutações âmbar (supE) (UAG) e tirosina (supF)

tonA Mutação em proteína da membrana externa Confere resistência ao bacteriófago T1, T5 e f80

tsx Mutação em proteína da membrana externa Confere resistência ao fago T6

traD, D36 Mutação em fator de transferência Previne a transferência do epissoma F’ 

Crescimento em meio de cultura

ara-14 Bloqueia o catabolismo do açúcar arabinose Bloqueia a utilização da arabinose

argF Mutação na ornitina carbamiltransferase Bloqueia a habilidade de utilizar o aminoácido arginina

galK Mutação na enzima galactoquinase Bloqueia o catabolismo da galactose

galU Mutação na glucose-1-fosfato uridiltransferase Bloqueia a habilidade de usar galactose

leuB Mutação na biosíntese de leucina Requer leucina em meio mínimo para crescimento

Tabela 1. Continuação.

Continua...
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Tabela 1. Continuação.

Gene Descrição do marcador Função

proAB Mutação na biosíntese de prolina Requer prolina para crescimento em meio mínimo de cultura

thi-1 Mutação na biosíntese de tiamina Requer tiamina para crescimento em meio mínimo

xyl-5 Mutação no metabolismo de xilose Bloqueia o catabolismo de xilose

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

Fonte: E. coli genotypes (2014).

que são bactérias �xadoras de nitrogênio (KERSTERS; 
DE LEY, 1984). O gênero Agrobacterium (do grego agros = 
campo e bakterion = bastonete) está subdividido em cinco 
espécies que diferem entre si pela patogenicidade e pelo 
modo de infecção em plantas distintas. A. tumefaciens
é o agente etiológico da galha-da-coroa (crown gall;
Figura 2), A. rhizogenes causa a raiz-em-cabeleira (hairy 
root), A. rubi induz tumores especi�camente em Rubus
spp. (cane gall), A. vitis induz tumores preferencialmente 
em videiras (Vitis spp.) e A. radiobacter é sapró�ta (isto é, 
não patogênica). As diferentes espécies de Agrobacterium
podem ser subdivididas em três biovares (ou biotipos), 
baseados em características �siológicas e bioquímicas que 
são determinadas pelo cromossomo bacteriano (Tabela 2).

As agrobactérias ocorrem em quase todos os tipos 
de solos, cultivados ou não. São geralmente encontradas 
nas galhas ou em estreita associação com raízes ou no 
solo adjacente às plantas. Mesmo em solos com elevada 
incidência da galha-da-coroa, os isolados de A. radiobacter

Figura 2. Sintoma típico da galha-da-coroa em planta de
kalanchoe (Kalanchoe tubiflora), induzidas pela inoculação arti-
ficial com linhagens selvagens de Agrobacterium tumefaciens.
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Tabela 2. Características de diferentes biovares do gênero 
Agrobacterium. 

Característica Biovar 1 Biovar 2 Biovar 3

Produção de 
3-cetolactose

+ - -

Temperatura máxima de 
crescimento

37 °C 29 °C 35 °C

Utilização de eritritol - + -

Utilização de L-tartarato 
de sódio

- + +

Tolerância a NaCl 2% + - +

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

vegetativamente. Apesar de a galha-da-coroa não ser 
uma doença de importância econômica para o Brasil, 
existem relatos de sérios danos causados por essa doen-
ça em várias culturas, como pessegueiro, roseira, videira, 
ameixeira, chuchuzeiro, alface, mandioca, entre outras, 
em vários estados do País (BARROS et al., 2004; BERIAM 
et al., 1996; GOMES et al., 1998; ROMEIRO, 1995).

Estudos realizados a partir da década de 1980 

concluíram que o surgimento da galha-da-coroa é, na 

realidade, o resultado de um processo natural de trans-

ferência de genes presentes em Agrobacterium spp. para 

a célula vegetal (Figura 3) (BRASILEIRO; ARAGÃO, 2010; 

GELVIN, 2009; PĂCURAR et  al., 2011). Nos momentos 

iniciais do processo de infecção, moléculas-sinais exsuda-

das pela célula vegetal, em resposta a um ferimento, vão 

ativar genes localizados na região de virulência (região 

vir) de um plasmídio de alto peso molecular, denomi-

nado Ti, presente em todas as linhagens patogênicas de 

Agrobacterium. As diversas proteínas codi�cadas pelos 

genes presentes na região vir vão promover a transfe-

rência da bactéria para a célula vegetal de outra região 

do plasmídio Ti, a região T-DNA. Uma vez no núcleo da 

célula, o T-DNA é integrado, de forma estável, no genoma 

vegetal. Os genes presentes no T-DNA de A. tumefaciens, 

conhecidos como oncogenes, são então transcritos 

no sistema eucarioto vegetal, codi�cando enzimas 

envolvidas na via de biossíntese de hormônios vegetais 

(citocininas e auxinas; Capítulo 3). Como consequência 

desse desequilíbrio hormonal, as células transformadas 

(não patogênicos) são de 10 a 100 vezes mais numerosos 
que os das outras espécies patogênicas. As diferentes espé-
cies do gênero Agrobacterium ocorrem em todo o mundo, 
preferencialmente em regiões de clima temperado devido 
à sua sensibilidade a temperaturas acima de 34 °C (KRIMI 
et al., 2002; LIPPINCOTT et al., 1981).

Mais de 600 espécies vegetais são conheci-
damente susceptíveis à infecção por A. tumefaciens
e A. rhizogenes, sendo que a maioria pertence às 
Gymnospermas e Angiospermas dicotiledôneas, sen-
do mais raras nas Angiospermas monocotiledôneas 
(CLEENE; LEY, 1976; KARAMI et al., 2009). Embora de bai-
xa incidência, a galha-da-coroa pode tomar proporções 
devastadoras em certas culturas, conduzindo à perda 
quase total da produção, principalmente em espécies 
ornamentais, frutíferas e �orestais, que são propagadas 
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enzimas responsáveis pela síntese de opinas, que são 

aminoácidos ou carboidratos modi�cados. As opinas 

produzidas pelas células transformadas são utilizadas 

exclusivamente pela Agrobacterium infectante, como 

fonte de energia, carbono e nitrogênio, sendo, portanto, 

as intermediárias químicas do parasitismo.

proliferam-se desordenadamente, levando à formação da 

galha-da-coroa. Em A. rhizogenes, a expressão dos onco-

genes induz a produção de raízes no local do ferimento, 

devido, provavelmente, a um aumento da sensibilidade 

à auxina nas células transformadas, formando a raiz-em-

-cabeleira. O T-DNA também possui genes que codi�cam 

Figura 3. Esquema do processo natural de infecção de uma planta por Agrobacterium tumefaciens. As bactérias presentes no solo 
são atraídas por moléculas-sinal, liberadas pela planta em resposta a um ferimento. Após a indução dos genes de virulência do 
plasmídio 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 serão então expressos, sintetizando opinas e hormônios vegetais (citocininas e auxinas). A formação da galha é o resultado 
do desequilíbrio hormonal provocado pela síntese desses hormônios nas células transformadas.

Fonte: adaptado de Brasileiro e Lacorte (1998).

Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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Os conhecimentos gerados, desde então, culmi-

naram com um entendimento bastante aprofundado do 

parasitismo Agrobacterium/planta, sendo considerado 

atualmente um sistema modelo para os estudos das inte-

rações patógeno/hospedeiro, do transporte intercelular 

de macromoléculas e do direcionamento de proteínas 

para o núcleo. Nos últimos anos, o so�sticado e fascinan-

te mecanismo de transferência de informação genética 

dessas bactérias para as plantas tem propiciado o uso de 

Agrobacterium como vetor natural de transferência de 

genes, permitindo a obtenção de um grande número de 

plantas geneticamente modi�cadas (Capítulo 6). Além de 

plantas, Agrobacterium pode transformar, em condições 

de laboratório, uma vasta gama de organismos euca-

rióticos, incluindo desde fungos �lamentosos, levedura, 

cogumelos cultivados a ouriço-do-mar e células huma-

nas (BULGAKOV et al., 2006; LACROIX et al., 2006). Essas 

descobertas possibilitaram a utilização de Agrobacterium

como um vetor universal de transformação genética de 

todos os organismos eucarióticos.

Conservação de linhagens bacterianas

(Escherichia coli ou Agrobacterium spp.)

A correta conservação de uma coleção 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 contaminação, de 

erros de etiquetagem ou de ocorrência de muta-

ções somáticas.

•	 A perda de viabilidade das células durante a pre-

paração, o armazenamento e o restabelecimento 

das culturas deve ser a menor possível.

•	 Culturas devem manter-se geneticamente está-

veis durante todo o período de armazenamento.

Os níveis de estabilidade genética e viabilidade 

de uma cultura durante seu armazenamento podem ser 

mantidos pela redução da atividade metabólica da célula 

bacteriana, por meio de diferentes estratégias, que po-

dem ser aplicadas simultaneamente ou não: ausência de 

oxigênio, armazenamento em meio mínimo, redução da 

temperatura, remoção quase total de água, entre outras 

(GHERNA, 1981). A escolha do método de conservação 

deve levar em conta a demanda e a disponibilidade de 

equipamentos (congelador a -80 °C, lio�lizador, etc.). De 

qualquer modo, métodos diferentes podem ser adotados 

de forma a disponibilizar culturas para as mais diversas 

�nalidades (DIETZ; CHURCHILL, 1985; KIRSOP; DOYLE, 

1991).

Neste capítulo, serão descritos métodos básicos 

para o cultivo de linhagens de E. coli e Agrobacterium

spp. nos meios de cultura semissólido e líquido para sua 

conservação a médio e longo prazos.
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2 Cultivo da bactéria

2.1 Material

•	 Agitador do tipo orbital com controle de 
temperatura.

•	 Alça 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; Apêndice 1) e LB, 
MYA ou YMB (para linhagens de Agrobacterium
spp.; Apêndice 1), contendo os antibióticos 
apropriados.

•	 Soluções-estoque de antibióticos (Apêndice 3).

2.2 Procedimento

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

2. Transferir, com a alça, uma colônia circular e isolada 
(clone) da cultura, recém-crescida em meio de cultura 
contendo 0,6% (p/v) de ágar, para 5 mL do meio de 
cultura líquido em um Erlenmeyer de 25 mL.

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

É importante que a cultura seja iniciada a partir de uma colônia isolada 
para garantir sua pureza, isto é, que cada colônia isolada represente 
um clone de uma única bactéria.

3. Cultivar as bactérias em um agitador do tipo orbital, a 
uma frequência de agitação 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 condições, 
culturas de E. coli atingirão sua fase exponencial de 
crescimento entre 12 e 18 horas (A600 = 1,0) enquanto 
culturas de Agrobacterium spp. necessitarão de 20 a 
48 horas (A600 entre 0,5 e 1,0).

Durante o crescimento da cultura de Agrobacterium em meio líquido, 
pode ocorrer a formação de agregados de células em forma de roseta 
ou de estrela (KERSTERS; DE LEY, 1984). Algumas linhagens de 
Agrobacterium spp. (como LBA4404) são mais propícias à formação 
desses agregados (HOOD et al., 1993). Entretanto, essa característica 
não parece interferir no seu crescimento ou na sua eficiência de trans-
formação de plantas.

4. Mergulhar na suspensão bacteriana uma alça de 
platina previamente esterilizada (item 1) e estriar a 
superfície do meio de cultura contendo 0,6% (p/v) 
de ágar para a obtenção de colônias isoladas, como 
indicado na Figura 4A.

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

6. Incubar a placa em posição invertida, durante 20 a 
48 horas, em incubadora à temperatura de 37 °C para 
E. coli e entre 25 °C e 28 °C para Agrobacterium spp. 
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Após esse período, colônias isoladas poderão ser 

observadas (Figura 4B). Cada colônia é a progênie 

de uma única célula bacteriana (clone) e, por isso, é 

geneticamente pura.

Figura 4. Estriamento de uma cultura de bactéria em placa de 
Petri com meio de cultura contendo 0,6% (p/v) de ágar, conhe-
cido como “método de estrias por esgotamento”. (A) Estriar o 
meio com uma alça de platina contendo a cultura bacteriana, 
seguindo as indicações de 1 a 4. Flambar a alça somente entre 
a primeira e a segunda série de estrias. (B) Após o período de 
incubação (48 horas), colônias bem isoladas são visualizadas 
no local onde foram feitas as últimas estrias.

Fonte: adaptado de Brasileiro (1998). 

Ilustração: Laura de Alencar Dusi

A

B

2.3 Observações

Para evitar contaminações, não é aconselhável 
manipular bactérias na mesma capela de �uxo laminar 
onde se manipula material vegetal in vitro ou outros 
microrganismos. Assim, se possível, reservar uma capela 
do tipo vertical para manipulação 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 à biovar 1 
crescem bem em meios ricos, comumente usados para
E. coli, como o meio LB. Já linhagens pertencentes à 
biovar 2 e 3 preferem meios mais especí�cos, 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. (Capítulo 3) geneticamente modi�cadas possuem 
marcadores de seleção especí�cos, geralmente resis-
tência a antibióticos, que podem estar no cromossomo
e/ou em elementos extracromossomais (plasmídios). 
Nesse caso, a pressão de seleção exercida pelo marcador 
deverá ser mantida durante o cultivo e a conservação 
dessas culturas, como precaução adicional contra conta-
minações com outras bactérias, mutações ou perdas de 
plasmídios.

Linhagens de Agrobacterium spp. pertencentes à 
biovar 1 ou 3 crescem bem em temperaturas moderadas 
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enquanto para Agrobacterium spp., A600 = 1,0 equivale 

a 5 x 108 UFC/mL (HOLT et  al., 1994; LIN et  al., 1994). 

Entretanto, para saber a relação exata de cada linha-

gem, é necessário fazer, para cada uma delas, uma cur-

va de crescimento que correlacione a absorbância da 

suspensão com o número de células viáveis, que é es-

timado pela contagem de UFC após diluições seriadas.

Culturas em meio contendo 0,6% de ágar (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 posição invertida, para evitar que a água da 

condensação nas tampas escorra sobre as colônias.

3 Conservação de culturas a 
médio prazo (método stab)

3.1 Material

•	 Mesmos materiais que o do item 2.1.

•	 Tubos de criopreservação de 2 mL, com tampa 

de rosca, esterilizados.

3.2 Procedimento

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

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

entre 28  °C e 29  °C. Linhagens pertencentes à biovar 2 
são mais sensíveis à temperatura e devem crescer a uma 
temperatura entre 25 °C e 27 °C. Temperaturas superiores 
a 30 °C podem induzir a perda do plasmídio 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 genótipo da linha-
gem, do meio de cultura, da temperatura e da aeração. 
Depois de uma fase de latência (lag) ou de adaptação, 
a cultura inicia uma fase exponencial ou logarítmica de 
crescimento, quando a multiplicação das células ocorre 
com velocidade máxima, isto é, o número de células da 
população duplica a cada geração. Para E. coli, a fase 
exponencial pode durar de 12 a 18 horas, durante a qual 
o tempo de geração �ca 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-
ração varia de 70 a 90 minutos (LIPPINCOTT et al., 1981). 
Em seguida, a cultura entra em uma fase estacionária ou 
platô, quando a taxa de divisão celular é muito próxima 
da taxa de morte celular. Finalmente, a cultura entra na 
fase de declínio, que corresponde à morte celular.

O crescimento de uma cultura pode ser monito-
rado pela leitura da absorbância (A) em um espectro-
fotômetro, a um comprimento de onda de 560 nm a 
660 nm, em intervalos de tempo constantes. Portanto, 
pode-se considerar que, para E. coli, A600 = 1,0 equivale 
a 3 x 109 Unidades Formadoras de Colônias (UFC)/mL, 
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2. Transferir para o tubo, com auxílio de uma alça de 

platina esterilizada, uma colônia isolada de bactéria 

recém-crescida em meio contendo 0,6% (p/v) de 

ágar. Introduzir a alça de platina no meio de cultura 

até o fundo do tubo.

3. Incubar os tubos à 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 período, 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 �lme de 

PVC, para prevenir o ressecamento do meio.

5. Conservar os tubos no escuro, à temperatura ambien-

te, ou em geladeira a 4 °C. Utilizando-se esse método, 

conhecido como stab (“perfurar”), as culturas podem 

ser mantidas por um período de até 2 anos, sem per-

da de viabilidade.

3.3 Observação

A vantagem de conservar linhagens de bactérias 

em stab está na simplicidade do método. Se forem depo-

sitadas profundamente no meio de cultura, as bactérias 

tornam-se anaeróbicas, bloqueando qualquer atividade 

metabólica que não seja essencial para a sua sobrevivên-

cia naquelas condições.

4 Conservação de culturas
a longo prazo (congelamento 
a -80 °C)

4.1 Material

•	 Mesmos materiais que o do item 3.1.

•	 Agitador de tubos.

•	 Nitrogênio líquido.

•	 Solução de glicerol 40% (v/v), esterilizado por 

autoclavagem a 120 °C, durante 20 minutos.

4.2 Procedimento

1. Cultivar as bactérias em meio líquido até atingir a fase 

exponencial de crescimento, como descrito no item 

2.2 Procedimento.

2. Transferir 750 mL dessa suspensão bacteriana para um 

tubo de criopreservação, contendo 750 mL de glicerol 

40% estéril. Fechar o tubo e homogeneizar suspensão 

e glicerol em um agitador de tubos, obtendo, assim, 

uma concentração �nal de glicerol 20% (v/v).

O dimetil sufóxido (DMSO) também pode ser usado como criopreser-
vante para substituir o glicerol. Nesse caso, a concentração final de 
DMSO deve ser de 5% (v/v), obtida pela homogeneização de 750 µL da 
suspensão bacteriana com 750 µL de uma solução de DMSO 10% (v/v).
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3. Etiquetar o tubo com o nome da linhagem e selar com 
�lme de PVC. Congelar a mistura rapidamente, mergu-
lhando, com auxílio de uma pinça, o tubo diretamente 
no nitrogênio líquido durante alguns segundos.

De preferência, deve-se usar o congelamento rápido em nitrogênio, 
pois ele diminui a formação de cristais de gelo e aumenta a viabili-
dade das células. Entretanto, quando não houver disponibilidade de 
nitrogênio líquido, 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 condições, a cultura se 
manterá viável por até 10 anos.

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

4.3 Observações

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

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

Para prevenir a perda da coleção de linhagens por 
um problema de queda de tensão do congelador a -80 °C, 
conservar uma segunda cópia da coleção (backup) em 
outro congelador.

Além da conservação das culturas, é importante 
manter uma coleção dos vetores, contendo as constru-
ções �nais (vetores para transformação direta e vetores 
binários) que serão utilizados para transformação de 
plantas, assim como os vetores utilizados para sua obten-
ção (vetores intermediários de clonagem). Essa coleção 
de vetores é obtida pelo isolamento de DNA plasmidial 
das linhagens de E. coli ou Agrobacterium (Capítulos 2 e 
3) e sua conservação em solução TE (Apêndice 4) a -20 °C. 
Nessas condições, o DNA plasmidial pode ser conservado 
a longo prazo e, quando necessário, reintroduzido em 
linhagens de E. coli ou Agrobacterium spp. por diferentes 
metodologias de transformação (Capítulos 2 e 3).

É muito importante que a manutenção da virulên-
cia das linhagens selvagens de Agrobacterium armazena-
das durante longos períodos seja monitorada. Para tanto, 
testes de virulência podem ser realizados periodicamente 
com essas linhagens, principalmente com aquelas que 
não possuem marcadores de seleção. Watson et al. (1975) 
demonstraram que a frequência de perda do plasmídio 
Ti, em condições normais de crescimento, está em torno 

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   35 04/07/2016   15:11:39



36

de 10-4. Por isso, cada uma das linhagens selvagens e pa-
togênicas da coleção deve ser inoculada, no mínimo, pe-
riodicamente, em plantas conhecidamente susceptíveis 
à Agrobacterium spp., como fumo, kalanchoe (Figura 2), 
cenoura etc., (BRASILEIRO; LACORTE, 1998) observando-
-se o aparecimento de sintomas.

Linhagens de E. coli (Tabela 1) e de Agrobacterium
spp. (Capítulo 3) geneticamente modi�cadas são consi-
deradas organismos geneticamente modi�cados (OGMs) 
pertencentes ao Grupo I de classi�cação de risco conforme 
estabelecido no Decreto n° 5.591, de 22 de novembro de 
2005, que regulamenta a Lei Nacional de Biossegurança 
(Lei n° 11.105, de 24 de março de 2005). Dessa forma, as 
medidas apropriadas de contenção e descarte das linha-
gens, e do material que tiver contato com essas linha-
gens, devem ser seguidas de acordo com as normas da 
Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio). 
Entre outras medidas, a manipulação das linhagens 
nas atividades de pesquisa deve ser feita em regime de 
contenção, e as culturas propriamente ditas, ou qualquer 
outro material contaminado, devem ser esterilizados por 
autoclavagem antes do descarte.
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1 Introdução

Os vetores utilizados para transformação de 
plantas, por meio de métodos diretos, são plasmídios 
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) são mais indicados. Diversos plasmídios 
poderiam ser utilizados como vetores para transforma-
ção, incluindo aqueles que foram largamente utilizados 
nas últimas décadas, tais como os derivados de pBR322 
(BOLIVAR et al., 1977) e pACYC (SAMBROOK et al., 1989). 

Entretanto, os sistemas de transformação direta 
utilizam quantidades relativamente altas de DNA. Assim, 
deve-se, absolutamente, dar preferência aos plasmídios 
de gerações mais recentes, que se replicam em número 
alto de cópias (Tabela 1). Os mais adequados são aqueles 
derivados da série pUC (VIEIRA; MESSING, 1982), em que 
os mais comumente utilizados são o pUC18 e pUC19 
(GeneBank X02514). Esses vetores possuem a mesma 
origem de replicação pMB1 (ou ColE1). A única diferença 
entre os dois é a inversão da região de múltiplos sítios de 
clonagem. Outros plasmídios derivados de pUC são utili-
zados, tais como os das séries pSP (MELTON et al., 1984), 
pGEM e pBS . Esse último contém a origem de replicação 
do bacteriófago M13, inserido em orientação oposta, em 
um vetor derivado da série pUC. Tais plasmídios são uti-
lizados para clonagem de genes marcadores e de genes 
de interesse.

Tecnologias mais novas, envolvendo recombina-
ção, permitem realizar clonagem contornando as limi-
tações existentes nos métodos tradicionais que utilizam 
enzimas de restrição. Da mesma forma, pode-se usar 
clonagem por Gene Splicing by Overlap Extension (gene 
SOEing), que permite a recombinação de sequências in vi-
tro, usando PCR, sem necessidade de sítios para enzimas 
de restrição ou uso de ligase (HORTON, 1995). Entretanto, 
algumas estratégias de clonagem e construção de vetores 
foram superadas, em razão da possibilidade de realizar a 
síntese química de sequências de DNA e até mesmo de 
vetores completos. Embora haja vetores que apresentam 
síntese di�cultada, como aqueles que possuem sequên-
cias invertidas ou repetitivas, essa metodologia é a opção 
preferida em muitos casos. Com o aparecimento de 
empresas especializadas na construção de vetores custo-
mizados, essa opção está se tornando viável, com custo 
cada vez menor, precisão excelente e tempo reduzido. 

Tabela 1. Número de cópias de diferentes plasmídios por cé-
lula bacteriana. 

Plasmídio Replicon Número de cópias

pUC (série) pMB1 500 a 700

pBS (BlueScript) pMB1 300 a 500

pBR322 e derivados pMB1 15 a 20

pACYC e derivados p15A 10 a 12

pSC101 e derivados pSC101 5

ColE1 ColE1 15 a 20

Fonte: Sambrook et al. (1989).
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Uma vez identi�cados, os genes e suas respectivas 
sequências regulatórias são agrupados, formando um 
cassete de expressão, contendo, basicamente, o pro-
motor seguido de uma sequência codi�cadora e de um 
sinal de poliadenilação (terminador). Esses cassetes são 
agrupados em um vetor adequado, ou seja, um plasmídio 
bacteriano. Um vetor contém, basicamente, os genes de 
interesse a serem introduzidos, os genes marcadores para 
transformação e seleção, uma origem de replicação e um 
gene que confere às bactérias resistência a um antibiótico 
(Figura 1). Embora seja possível utilizar um processo de 
co-transformação (ARAGÃO et al., 1996; HADI et al., 1996), 
isto é, introduzir genes contidos em mais de um vetor 
simultaneamente, é preferível que todos os genes que 
se queira introduzir estejam posicionados em um único 
vetor. Em geral, um dos genes presentes no vetor é um 
gene marcador, sendo o gene gus (uidA) (JEFFERSON et al., 
1987) (Capítulo 8), um dos mais utilizados em razão de sua 
versatilidade. Sua expressão é muito fácil de ser detectada 
por métodos enzimáticos, colorimétricos e �uorimétricos.

Genes para seleção das células transformadas são 
essenciais em alguns métodos de transformação, como 
eletroporação de protoplastos e alguns sistemas que 
utilizam o processo biobalístico. Os mais utilizados são 
os de resistência a antibiótico, como o gene neo (nptII) 
que confere resistência à canamicina, geneticina (G418) 
ou paramomicina, e o gene hpt, que confere resistência 
à higromicina. O gene de resistência a herbicida mais 
empregado é o bar, que codi�ca a enzima fos�notricina 
acetiltransferase (PAT), que confere resistência à fos�-

Figura 1. Mapa de restrição do plasmídio pFA (10.980 pb), 
que contém os genes da proteína oxalato descarboxilase de 
Flammulina velutipes (oxdc) sob o controle do promotor 35S 
do Cauliflower mosaic virus (35S) e o gene crs que codifica a 
enzima acetolactase sintase (ALS) mutada e confere resistên-
cia aos herbicidas da classe das imidazolinonas. Esses genes 
foram clonados no vetor pBlueScript que contém ainda como 
marcador o gene que confere resistência bacteriana ao antibi-
ótico ampicilina (bla). A seta indica o sentido da transcrição dos 
genes. O pFA foi construído por Francisco José Lima Aragão 
e Elsa O. P. Lago Nogueira (Embrapa Recursos Genéticos e 
Biotecnologia).

Ilustração: Laura de Alencar Dusi

notricina (PPT) (ARAGÃO; BRASILEIRO, 2002). Para gerar 
produtos comerciais, é comum a utilização de vetores 
linearizados, nos quais os genes que conferem tolerância 
a antibióticos foram total ou parcialmente removidos. 
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Esses vetores são digeridos com enzimas de restrição 
para que esses genes não estejam funcionais nas plantas 
transgênicas geradas (BONFIM et al., 2007). 

Atualmente, existem várias ferramentas para ma-
nipulação genética direta do genoma de plantas. Uma 
dessas tecnologias é chamada de EXZACT™. É baseada 
no uso de zinc-�nger nucleases (ZFNs). Essas ZFNs são 
concebidas para ter uma fusão de regiões especí�cas de 
reconhecimento no DNA genômico, domínio de reco-
nhecimento de DNA (DNA recognition domain, DRD) e um 
domínio de nuclease (nuclease domain, ND). O DRD pode 
ser criado para se ligar com alta especi�cidade a novas 
sequências de DNA. O ND é utilizado para induzir uma 
quebra no DNA de células vegetais, o que induz o meca-
nismo natural de reparação do genoma. Nesse processo, 
o DNA inserido, que contém sequências homólogas ao 
sítio de clivagem, é usado como molde, possibilitando a 
criação de inserções de forma dirigida e altamente preci-
sa. As novas moléculas podem conter transgenes, alterar 
genes nativos, ou uma combinação de sequências que 
serão inseridas no genoma alvo, gerando modi�cações 
especí�cas. Dessa forma, podem-se fazer mutações com 
alterações em sequências regulatórias ou codi�cantes, 
com modi�cações nos padrões de expressão, geração 
de novas proteínas ou silenciamento gênico (PORTEUS, 
2009; SHUKLA et al., 2009). Novas versões dessa tecnolo-
gia, como a de context-dependent assembly (CoDA) foram 
geradas, sendo usadas para modi�car vários genes em 
Arabidopsis thaliana e soja (SANDER et  al., 2011, 2012). 
Essa estratégia vem sendo aprimorada, convertendo-se 

em uma tecnologia de difícil aplicação, inicialmente ex-
plorada no ano 2000 em uma ferramenta realmente útil 
para modi�cação genética de plantas (ISALAN, 2012).

Outra estratégia para fazer engenharia de genomas 
emprega o uso de Transcription Activator-Like E�ectors 
(TALENs). TALENs foram descobertos recentemente 
como uma classe de proteínas que se ligam ao DNA 
(DNA-binding proteins), encontradas em Xanthomonas sp. 
(MOSCOU; BOGDANOVE, 2009; ZHANG et  al., 2014). Os 
domínios de reconhecimento em TALENs consistem em 
módulos de 34 aminoácidos repetidos e concatenados 
que podem ser rearranjados de acordo com o DNA-alvo. 
TALENs “fabricadas” podem ser usadas para uma gama 
de aplicações envolvendo engenharia de genomas, in-
cluindo modulações transcricionais e edição do genoma 
(SANJANA et al., 2012). Outras endonucleases foram pro-
postas para modi�cação de genomas de bactérias e ani-
mais, e, eventualmente, poderão ser usadas em plantas, 
como a Cas9, que pode ser redirecionada para diferentes 
sítios alvos, simplesmente modi�cando a sequência de 
um único RNA sintético guia (sgRNA) complexado com a 
enzima. Essa tecnologia já foi validada com plasmídios in 
vitro e foi empregada recentemente para modi�cação de 
genomas (MUSSOLINO; CATHOMEN, 2013).

Com relação aos promotores, o 35S do Cauli�ower 
mosaic virus (35SCaMV) é amplamente empregado. 
Algumas vezes, este promotor é duplicado e, além disso, 
uma sequência enhancer do vírus do mosaico da alfafa 
(AMV) também pode ser acrescentada (DATLA et  al., 
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1993), levando a uma expressão forte e constitutiva em 
dicotiledôneas, e, apesar de algumas limitações, em 
monocotiledôneas (CHRISTENSEN et  al., 1992). Embora 
o promotor 35SCaMV promova níveis altos de expressão 
em milho, trigo e arroz (SOUTHGATE et al., 1995), em mo-
nocotiledôneas preferem-se promotores mais especí�cos 
como os do álcool desidrogenase do milho (Adh1), actina 
do arroz (Act1) e ubiquitina do milho (Ubi1) (SOUTHGATE 
et al., 1995; TAYLOR; VASIL, 1991). 

Vários vetores para silenciamento gênico (siRNA) 
em plantas foram gerados (Figura 2). Alguns deles são 
comerciais (KARIMI et al., 2007), enquanto outros podem 
ser construídos com métodos convencionais (WESLEY 
et al., 2001). A utilização de vetores e estratégias comer-
ciais de clonagem é muito útil 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 construções para isso, vetores 
próprios são mais interessantes por razões de proprie-
dade intelectual  – para uma revisão sobre propriedade 
intelectual da utilização das estratégias de siRNA, ver Chi-
Ham et al. (2010). Esses vetores são muito e�cientes para 
silenciar genes endógenos, bem como aqueles de pató-
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 
et al., 2010). Em geral, o tamanho dos fragmentos gênicos 
utilizados nessas construções está entre 180 pb e 500 pb. 
Com esses vetores, é possível silenciar vários genes simul-
taneamente e até obter plantas resistentes a até quatro 

espécies de vírus (BUCHER et al., 2006). Mais recentemen-
te, tem-se observado que sequências longas podem levar 
ao silenciamento inespecí�co (efeito o�-target). Embora 
isso ainda não seja uma preocupação generalizada, uma 
vez que muitas plantas com silenciamento especí�co 
foram geradas sem que se observassem fenótipos inde-
sejáveis, outras estratégias são usadas. Uma delas se ba-
seia no uso de sequências especí�cas 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 sequência de um microRNA arti�cial 
(desenhado para o gene de interesse a ser silenciado) 
mediante uma série de PCR (WARTHMANN et al., 2008). 
Estratégias como essa podem ser muito úteis para silen-
ciar genes endógenos de plantas cujo genoma seja bem 
conhecido. No entanto, para o silenciamento de genes de 
patógenos (vírus, fungos, nematoides), quer in cis, quer
in trans, a especi�cidade gera o inconveniente de di�cul-
tar a obtenção de resistência ampla e duradoura.

Vetores virais também são usados para realizar 
silenciamento em plantas de diferentes espécies, sem a 
necessidade de gerar plantas transgênicas estáveis, em 
uma estratégia chamada de virus-induced gene silencing
(VIGS, Capítulo 7).

Existem diferentes métodos para o isolamento de 
plasmídios bacterianos. Todos esses métodos seguem 
três etapas básicas: a) crescimento da bactéria e ampli-
�cação do plasmídio; b) concentração e lise das células 
bacterianas; c) puri�cação do plasmídio. O DNA utilizado 
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Figura 2. Vetores para silenciamento gênico são, em geral, 
construídos para que se forme uma estrutura de grampo (loop) 
após a transcrição (RNA de dupla fita ou dsRNA). Nesta figu-
ra, uma sequência da região transcrita de um gene é amplifi-
cada, por exemplo, com iniciadores (primers) com extensão 
contendo sítios para enzimas de restrição hipotéticas (X e Y; Z 
e K). A sequência amplificada (A) é então clonada no vetor na 
orientação direta (→) e reversa (←), utilizando-se inicialmente 
as enzimas Y e Z e posteriormente as enzimas X e K (B e C). 
Também é possível utilizar-se da estratégia de ter dois casse-
tes de expressão com o fragmento gênico clonado em orienta-
ção direta e reversa (D). Existem distintos tipos de construções 
que permitem silenciar vários genes simultaneamente. Para o 
silenciamento de genes virais demonstrou-se que construções 
com pequenos loops (E) são mais eficientes do que com um 
loop grande de sequências invertidas.

Fonte: Zhang et al. (2011).

nos processos de transformação direta deve ter um alto 
grau de pureza. No processo biobalístico, por exemplo, a 
contaminação com proteínas pode levar a uma aglomera-
ção das micropartículas (Capítulo 5), acarretando menor 
e�ciência de transformação (SANFORD et  al., 1993). Na 
transformação de células vegetais por eletroporação, a 
pureza do DNA é igualmente importante, principalmente 
tratando-se de análises quantitativas de expressão de 
genes (CARNEIRO et al., 1993; SÁ et al., 1994).

O método de isolamento de DNA plasmidial por 
lise alcalina, empregado com sucesso para o isolamento 
de diferentes plasmídios 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 plasmí-
dios menores tem melhor rendimento, pois quanto maior 
o plasmídio, mais suas propriedades aproximam-se das do 
DNA cromossomal bacteriano, tornando mais difícil seu 
isolamento. A lise alcalina explora a natureza circular dos 
plasmídios 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 adição de acetato 
de sódio, que, em presença de alta concentração salina, faz 
com que o DNA cromossomal precipite, juntamente com 
as proteínas que tenham antes se complexado com um de-
tergente aniônico, como o SDS. O DNA então é precipitado 
com álcool em presença de sal.

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   44 04/07/2016   15:11:40



45

Embora existam kits comerciais de várias marcas e 
estratégias para isolamento de plasmídios, neste capítulo 
apresenta-se um método simples e de alto rendimento 
que é utilizado com sucesso para isolamento de plasmí-
dios que são, em seguida, usados para transformação de 
plantas pelo processo de eletroporação de protoplastos e 
biobalística (ARAGÃO et al., 1996, 2000; RECH et al., 2008; 
ZHANG et al., 1988) (Capítulos 4 e 5).

2 Preparação de células 
competentes de Escherichia
coli e transformação por 
choque térmico

2.1 Material

•	 Alça de platina.

•	 CaCl2 0,1 M: dissolver 1,47 g de CaCl2.2H2O ou 
1,11 g de CaCl2 anidro em 90 mL de água desti-
lada. Completar o volume até 100 mL. Esterilizar 
por autoclavagem.

•	 DNA plasmidial.

•	 Espectrofotômetro.

•	 Incubadora com controle de temperatura e agi-
tação orbital.

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

•	 Linhagem de E. coli (por exemplo, DH1, DH5-α ou 
XL1, descritas no Capítulo 1).

•	 Meio de crescimento de bactérias LB e SOC 
(Apêndice 1).

•	 Placas de Petri com meio LB semissólido, conten-
do o antibiótico seletivo adequado (Apêndice 3).

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL.

•	 Termobloco ou banho-maria com regulação de 
temperatura para 37 °C e 42 °C.

•	 Minicentrífuga.

2.2 Procedimento

Preparação das células

1. Com auxílio de uma alça de platina, estriar uma suspen-
são bacteriana de E. coli em uma placa contendo meio 
LB semissólido. Incubar durante 16 horas, a 37 °C.

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

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

3. Transferir 1 mL da suspensão bacteriana para 50 mL de 
meio LB. Incubar a 37 °C durante 3 horas, sob agitação 
(300 rpm). Após esse período, determinar a absor-

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   45 04/07/2016   15:11:40



46

bância da suspensão bacteriana em um espectrofo-
tômetro. O número de células não deve ultrapassar
108 células/mL (A600 entre 0,3 e 0,4).

Os 50 mL de meio LB devem estar em um frasco de 200 mL de capa-
cidade. O tempo deve ser o mais exato possível, podendo exceder no 
máximo em meia hora. 

Nas etapas seguintes, as células devem permanecer no gelo e as 
centrifugações 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 traços de meio.

Todas as etapas seguintes devem ser conduzidas em condições 
assépticas.

5. Lavar cuidadosamente as células com 12 mL a 15 mL 
da solução de CaCl2 0,1 M.

6. Centrifugar durante 5 minutos, a 3.000 g, a 4  °C. 
Ressuspender, cuidadosamente, as células em 2 mL 
da solução de CaCl2 0,1 M, previamente resfriada.

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

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

Choque térmico

8. Transferir 100 mL da suspensão bacteriana para um tubo 
de microcentrífuga. Deixar durante 10 minutos no gelo. 
Ao usar bactérias congeladas, descongelar uma alíquo-

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

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

O volume de DNA não deve exceder 1/10 do volume das células e 
deve conter cerca de 1 ng a 20 ng de plasmídio. 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. Não agitar.

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

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

Uma agitação suave (inversões do tubo) durante esse período pode 
aumentar a eficiência do processo.

13. Concentrar as células por meio de centrifugação 
a 14.000 rpm em minicentrífuga por 30 segundos. 
Eliminar 800 mL do meio, ressupender as células e 
plaquear os 100 mL restantes em meio LB contendo o 
antibiótico apropriado.

Como controle da eficiência do antibiótico, devem-se também plaquear 
células que tenham passado pelo mesmo processo de transformação, 
porém, sem o plasmídio.

14. Incubar as placas invertidas a 37 °C. Observar as colô-
nias após 12 a 16 horas.
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2.3 Observação

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

3 Preparação de células 
competentes de Escherichia
coli e transformação por 
eletroporação

3.1 Material

•	 Alça de platina.

•	 Cubetas de eletroporação.

•	 DNA plasmidial.

•	 Eletroporador.

•	 Espectrofotômetro.

•	 Incubadora com controle de temperatura e agi-
tação orbital.

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

•	 Linhagem de E. coli (por exemplo, DH1, DH5-α ou 
XL1, de acordo com o Capítulo 1).

•	 Meio de crescimento de bactérias LB e SOC 
(Apêndice 1).

•	 Nitrogênio líquido.

•	 Placas com meio LB sólido, contendo o antibióti-
co adequado (Apêndice 3).

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL.

3.2 Procedimento

Preparação das células

1. Crescer a linhagem bacteriana em meio líquido confor-
me descrito nas etapas 1 e 2 do item 2.2 Procedimento.

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

3. Crescer as células a 37  °C, sob agitação vigorosa 
(300  rpm). Monitorar a cultura a cada 30 minutos, 
por meio da leitura da absorbância a 600 nm em es-
pectrofotômetro, até atingir o ponto ideal (A600entre 
0,5 e 0,8).

No caso da linhagem XL1, o ideal está próximo a A600 = 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 condições as-
sépticas e no gelo.
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6. Remover o sobrenadante. Ressuspender delicada-
mente as células em 500 mL de água estéril a 4 °C.

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

Durante a ressuspensão, deve-se ter cuidado para não 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 água 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 �nal de 2 mL de glicerol 10% a 4 °C. 

12. Distribuir em alíquotas de 40 mL em tubos de micro-
centrífuga, transferir os tubos para o nitrogênio líqui-
do e manter a -70 °C, até que as células sejam usadas 
na transformação por eletroporação.

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

Eletroporação

13. Para a eletroporação, adicionar 1 mL a 2 mL de DNA (1 ng 
a 10 ng) a 40 mL 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 água estéril destilada ou em baixa 
concentração salina (por exemplo, TE 0,1X).

14. Colocar a mistura em uma cubeta de eletroporação 

previamente resfriada no gelo.

15. Eletroporar as células com o equipamento ajustado 

para as seguintes condições: resistência de 200 W; 

capacitância de 25 mF. A voltagem deve estar ajustada 

conforme a distância dos eletrodos da cubeta: 2,5 kV 

(para cubetas com distância entre os eletrodos de 

0,2 cm) ou 1,5 kV a 1,8 kV (para cubetas com distância 

entre os eletrodos de 0,1 cm). Aplicar um pulso.

O tempo ideal de descarga (time constant) pode ser lido no equipamen-
to após a eletroporação e deve estar entre 4 ms e 5 ms para obtenção 
da eficiência máxima. Esse tempo é dependente dos parâmetros 
físicos previamente ajustados no equipamento, e da condutividade 
do meio de eletroporação. A condutividade do meio varia segundo a 
concentração 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 razão da alta concentração de sais no meio. O DNA deve 
ser então diluído ou dialisado contra água (Capítulo 9).

16. Imediatamente após a eletroporação, adicionar 1 mL 

de meio SOC e ressuspender as células cuidadosa-

mente. Transferir para um tubo de microcentrífuga.

17. Incubar a 37 °C, durante 1 hora.

Uma agitação suave (inversões do tubo) durante esse período pode 
aumentar a eficiência do processo.

18. Plaquear 100 mL em meio seletivo em várias diluições, 

desde 1/10 em SOC até a cultura pura.
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19. Incubar as placas a 37 °C durante 12 a 16 horas e ob-

servar o aparecimento das colônias.

4 Isolamento de plasmídio

4.1 Material

•	 Acetato de sódio 3 M, pH 4,8 (Apêndice 4). 

•	 EDTA 500 mM (Apêndice 4).

•	 Espectrofotômetro.

•	 Isopropanol.

•	 Lisozima em pó.

•	 Meio de crescimento de bactérias LB (Apêndice 1).

•	 NaOH 2 N (Apêndice 4).

•	 SDS 10% (Apêndice 4).

•	 Solução de etanol 70% (v/v).

•	 Solução I (1 L):

Componente Quantidade Concentração final

Glicose 9 g 50 mM

Tris-HCl 1 M, pH 8,0 25 mL 25 mM

EDTA 500 mM, pH 8,0 20 mL 10 mM

H2O q.s.p. 1 L

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

•	 Solução II (1 L):

Componente Quantidade Concentração final

NaOH 2N 10 mL 0,2 N

SDS 10% 10 mL 1%

H2O q.s.p. 100 mL

A solução deve ser preparada a partir das soluções-estoque imediatamente an-
tes do uso.

•	 STE (Apêndice 4). 

•	 TE pH 8,0 (Apêndice 4).

•	 Tris-HCl1 M pH 8,0 (Apêndice 4).

4.2 Procedimento

1. Colocar uma colônia de bactéria em 30 mL de meio 
LB contendo o antibiótico apropriado. Incubar a 37 °C 
sob agitação (300 rpm) até que a suspensão bacteria-
na atinja o �nal da fase exponencial de crescimento 
(A600 de aproximadamente 0,6).

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 agitação vigorosa 
(300 rpm) até que a cultura atinja uma A600  de 0,4 a 0,5.

É importante que a absorbância (A600) não seja superior a 0,5, sob 
pena de redução na eficiência de isolamento.

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

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   49 04/07/2016   15:11:41



50

4. Lavar as células em 100 mL de STE previamente res-

friado, a 4 °C.

5. Coletar as células por centrifugação a 1.700 g durante 

10 minutos, a 4 °C. Descartar o sobrenadante.

6. Ressuspender o sedimento em 10 mL da solução I, 

contendo 2 mg/mL de lisozima.

Em virtude de a lisozima ser instável quando em solução, ela deve ser 
adicionada em forma de pó, imediatamente antes do uso.

7. Deixar à temperatura ambiente, durante 15 minutos.

8. Adicionar 18 mL da solução II. Fechar o tubo de 

centrífuga com �lme de PVC, e agitar suavemente du-

rante 5 minutos, à temperatura ambiente. A solução 

deve tornar-se viscosa, indicando que houve lise das 

células.

A solução II deve ser preparada imediatamente antes do uso.

9. Adicionar 12 mL da solução de acetato de sódio 3 M. 

Fechar o tubo com �lme de PVC e agitar suavemente. 

Deixar no gelo de 30 minutos a 1 hora.

Deve-se observar a formação de um precipitado branco, decorrente da 
precipitação da maior parte do DNA cromossomal e proteínas.

10. Centrifugar a 2.600 g durante 20 minutos. O sedimen-

to deve �car bem aderido ao fundo do tubo.

11. Transferir o sobrenadante para um novo tubo e adi-

cionar 0,6 volume de isopropanol. Agitar com três 

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

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

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

Centrifugações feitas a 4 °C podem precipitar os sais.

13. Descartar o sobrenadante e lavar o sedimento de 
DNA com 70% de etanol, à 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 não aquecido.

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

4.3 Observação

Após a etapa 2, podem-se adicionar 2,5 mL de uma 
solução de cloranfenicol (34 mg/mL em etanol) ao meio 
de cultura e incubar durante mais 12 a 16 horas, a 37 °C, 
com vigorosa agitação (300 rpm). A adição de cloranfeni-
col inibe a divisão bacteriana, reduzindo a quantidade de 
células e a viscosidade após a lise bacteriana, ao mesmo 
tempo em que aumenta a quantidade de plasmídio 
por célula, o que simpli�ca a puri�cação do plasmídio. 
Entretanto, com o uso de plasmídios da série pUC e pBS, 
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torna-se desnecessário, uma vez que aumenta o tempo 

de isolamento e exige o uso de mais um antibiótico. 

5 Verificação do perfil de 
restrição do DNA plasmidial

5.1 Material

•	 DNA plasmidial isolado.

•	 Enzima de restrição e tampão apropriado 10X.

•	 Fonte e cuba de eletroforese.

•	 Gel de agarose 1% (p/v) em TBE, com brometo de 

etídio (Apêndice 4).
Brometo de etídio é considerado um agente 
mutagênico, tóxico, possivelmente carcinogê-
nico e teratogênico. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara.

•	 Tampão TBE (Apêndice 4).

•	 Tampão de amostra para eletroforese 10X 

(Apêndice 4).

•	 Termobloco ou banho-maria com regulação de 

temperatura para 37 °C.

•	 Transiluminador (fonte ultravioleta).
A exposição à radiação ultravioleta pode causar danos à 
retina e à pele. Sua manipulação deve ser feita com óculos 
de proteção específicos para luz UV. Procurar não 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 microcentrífuga.

2. Adicionar 2 mL do tampão adequado para a enzima.

3. Adicionar 1 U da enzima de restrição.

4. Completar o volume até 20 mL com água destilada e 

incubar a 37 °C, por uma hora.

5. Adicionar 3 mL do tampão 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 padrão, e 500 ng de DNA plasmidial não digerido, diluído em 
20 µL de água, para verificação da integridade do DNA e possíveis 
contaminações com RNA.

6. Observar o gel sob luz ultravioleta e veri�car o per�l 

de restrição.

Como exemplo, o vetor pFA (Figura 1) digerido com a enzima de restri-
ção XbaI e NotI deverá apresentar no gel duas bandas, uma de 6.684 
pares de bases (pb) e outra de 4.296 pb.

5.3 Observação

Os tampões apropriados para cada tipo de enzima 

estão, geralmente, concentrados 10X e são fornecidos 

juntamente com a respectiva enzima.
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1 Introdução
Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria capaz 

de infectar células vegetais, causando a doença conheci-
da como galha-da-coroa (crown gall), que é caracterizada 
pelo desenvolvimento de um tumor no local da infecção. 
A patogenicidade de A. tumefaciens está associada à pre-
sença de um plasmídio de alto peso molecular (> 200 kb), 
denominado Ti (Tumour inducing). Durante o processo 
de infecção, uma sequência especí�ca desse plasmídio, 
o T-DNA, é transferida para a célula vegetal (Capítulo 1). 
A expressão, na célula vegetal, de genes presentes no 
T-DNA, chamados oncogenes, interfere na biossíntese de 
�to-hormônios. Em células infectadas por A. tumefaciens, 
a expressão dos oncogenes leva à formação da galha-da-
-coroa e em A. rhizogenes ao desenvolvimento de raízes-
-em-cabeleira (hairy root) (OTTEN et al., 2008).

As únicas regiões do T-DNA essenciais para sua 
transferência são as sequências 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 região vir do plasmídio Ti também é essencial 
para a transferência. A região vir contém genes cujos pro-
dutos vão promover a transferência do T-DNA (DAFNY-
YELIN et al., 2008; GELVIN, 2010; TZFIRA et al., 2004).

A preparação de uma linhagem de Agrobacterium 
sp. para ser utilizada como vetor de transformação de 
plantas inclui três etapas distintas: a) obtenção de uma 
linhagem “desarmada”, isto é, uma linhagem na qual o 

T-DNA original, com os oncogenes, é deletado para evitar 
alterações na biossíntese de �to-hormônios; b) obtenção 
de vetores contendo os genes de interesse entre as extre-
midades do T-DNA; c) transferência dos vetores obtidos 
para a linhagem desarmada a ser utilizada.

A deleção do T-DNA original para a obtenção de 
uma linhagem desarmada é realizada por meio de dupla 
recombinação (Figura 1), um processo trabalhoso e de-
morado. Entretanto, existem disponíveis, comercialmente 
ou em coleções 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 genótipo da planta, como a virulência da 
linhagem de Agrobacterium sp. Também é fundamental 
observar a resistência a antibióticos própria de cada linha-
gem, para que seja diferente da resistência do vetor de 
transformação utilizado. Uma relação das principais linha-
gens desarmadas utilizadas para transformação de plantas 
e algumas de suas características é apresentada na Tabela 1.

A preparação de um vetor para a transformação de 
plantas implica a clonagem dos genes de interesse entre 
as extremidades do T-DNA. Entretanto, em razão de seu 
tamanho (> 200 kb), o plasmídio Ti não pode ser manipu-
lado diretamente. Dessa forma, são utilizados plasmídios 
menores (vetores), do tipo binário ou cointegrado, que 
contêm as extremidades do T-DNA, entre as quais os 
genes de interesse são clonados (Figura 2) (BEVAN, 1984; 
HELLENS et  al., 2000b; HOOD et  al., 1993; ZAMBRYSKI
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Figura 1. Obtenção de um plasmídio Ti desarmado. Um vetor contendo regiões homólogas ao T-DNA, por exemplo, o pBR322, é 
introduzido em uma linhagem selvagem de Agrobacterium sp. Por meio de uma dupla recombinação, o vetor introduzido se integra 
ao plasmídio Ti selvagem, causando a deleção dos oncogenes contidos entre as regiões homólogas. O vetor introduzido não se 
replica em Agrobacterium spp. e apenas os recombinantes são selecionados pela resistência ao antibiótico.
Fonte: adaptado de Lacorte e Romano (1998).

Ilustração: Laura de Alencar Dusi

et  al., 1983). Em princípio, a e�ciência de transferência 

do T-DNA para as células vegetais é a mesma com dois 

tipos de plasmídios. No entanto, o sistema de vetores 

binários é mais utilizado, já que a obtenção das linhagens 

recombinantes de Agrobacterium spp. é mais simples 

e mais e�ciente do que para os vetores cointegrados. 

Além disso, os vetores binários podem ser utilizados em 

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

Os vetores cointegrados são originados de vetores 
intermediários, que geralmente possuem origem de repli-
cação do tipo ColE1, e não se replicam em Agrobacterium
spp. Uma vez introduzidos na linhagem desarmada de 
Agrobacterium sp., os vetores intermediários integram-se 
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Tabela 1. Linhagens desarmadas de Agrobacterium spp.

Linhagem pTi/pRi 
desarmado

Agente 
seletivo (1)

Linhagem 
selvagem original

pTi/pRi 
original Cromossoma(2) Referências

Agrobacterium tumefaciens

A136 (3) - - C58C1 - C58 Watson et al. (1975)

GV3850 (4) pGV3850 Ap C58 pTiC58 C58 Zambryski et al. (1983)

GV2260 (4) pGV2260 Cb C58 pTiB6S3 C58 Deblaere et al. (1985)

GV3101 (4) pPM6001 Ap C58 pTiC58 C58 Tinland et al. (1990)

GV3111 (4) pTiB6-SE Kn C58 pTiB6S3 C58 Fraley et al. (1985)

C58Z707(4) pTIC58Z707 Kn C58 pTiC58 C58 Hepburn et al. (1985)

A208-SE (4) 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)

AGL0 pTiBo542∆T - A281 pTiBo542 C58 Lazo et al. (1991)

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

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

Agrobacterium rhizogenes

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

(1) Resistências dos plasmídios 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) (Apêndice 3). (2) Todas as linhagens desarmadas derivadas de A. tumefa-
ciens listadas apresentam resistência cromossômica à rifampicina – Rf (50 mg/L). As linhagens AGL1 e NTL4 também apresentam resistência cromossômica à carbenici-
lina. (3) Linhagem avirulenta, resistente ao ácido nalidíxico – Nal (50 mg/L). (4) Linhagens compatíveis com o sistema de vetores cointegrados.

Fonte: adaptado de Lacorte e Romano (1998).
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tanto em Escherichia coli quanto em Agrobacterium spp.
(MURAI, 2013). Esses plasmídios se mantêm de forma 
independente do plasmídio Ti, cujos genes vir vão fun-
cionar in trans (Figura 3) (BEVAN, 1984; HOEKEMA et  al., 
1983). Além de uma origem de replicação apropriada 
para E. coli e Agrobacterium spp., de um gene para 
seleção e, geralmente, de resistência a um antibiótico
(Tabela 1), os vetores binários contêm uma região de múl-
tiplos sítios de clonagem (polylinker) entre as extremidades 
do T-DNA, para a inserção das sequências gênicas deseja-
das (KOMORI et al., 2007; MURAI, 2013). Também podem 
conter a região de transferência (ori T) e sítio de ativação 
(mob), para conjugação (BEVAN, 1984; HELLENS et  al., 
2000b). Os vetores binários que apresentam todos esses 
elementos são relativamente grandes (entre 10.000 pb e 

Figura 2. Sistema cointegrado para a transformação em 
Agrobacterium spp.: o vetor intermediário se integra ao plasmídio 
Ti desarmado por um processo de recombinação simples. O vetor 
intermediário não se replica em Agrobacterium spp. e apenas os 
recombinantes (contendo o vetor cointegrado) são selecionados.
Fonte: adaptado de Lacorte e Romano (1998).

Ilustração: Laura de Alencar Dusi

ao plasmídio Ti por recombinação simples, a partir de uma 
região de homologia com o T-DNA da linhagem desar-
mada, formando o vetor cointegrado, onde o T-DNA está
in cis em relação aos genes vir do plasmídio Ti (Figura 2).

Os vetores binários, contendo os genes de inte-
resse clonados entre as sequências correspondentes 
às extremidades do T-DNA, são capazes de replicar-se 

Figura 3. Sistema binário para a transformação em Agrobac-
terium spp.: o vetor binário se mantém em Agrobacterium spp. 
de forma independente do plasmídio Ti.
Fonte: adaptado de Lacorte e Romano (1998).
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15.000 pb), o que pode di�cultar a manipulação e a clona-
gem dos genes de interesse. Uma alternativa para reduzir 
o tamanho dos vetores de transformação é por meio da 
separação das funções de replicação (RepA), que podem 
ser fornecidas in trans, por outro plasmídio. Como resul-
tado, esses vetores são bem menores (aproximadamente 
3.000 pb) e mais fáceis de serem manipulados (HELLENS 
et  al., 2000a; THOLE et  al., 2007). Nesse caso, a linhagem 
desarmada de Agrobacterium sp. conterá dois plasmídios 
adicionais, além do plasmídio Ti (um como o gene de inte-
resse e outro contendo a função Rep in trans).

A terceira etapa para a obtenção de uma linhagem 
de Agrobacterium sp. para ser utilizada como vetor para a 
transformação de plantas é a transferência do plasmídio, 
binário ou cointegrado. Para tanto, três métodos de trans-
formação bacteriana podem ser utilizados: conjugação (mé-
todo indireto), eletroporação ou choque térmico (métodos 
indiretos). Como todos são e�cientes, a escolha do método 
a ser empregado depende basicamente dos equipamentos 
disponíveis em cada laboratório (WISE et al., 2006).

Neste capítulo, são apresentados métodos 
para a transferência de vetores de transformação para 
Agrobacterium spp. por meio da conjugação, eletropora-
ção e choque térmico. São descritos também protocolos 
para extração de DNA plasmidial de Agrobacterium spp. e 
para a análise das células transformadas por PCR.

Conjugação triparental 

A conjugação é um método simples e e�ci-
ente para a transferência de plasmídios de E. coli para

Agrobacterium spp. Na conjugação triparental (Figura 4), 
duas linhagens de E. coli (helper e doadora) e uma linhagem 
desarmada de Agrobacterium sp. (receptora) são cultivadas 
juntamente. A linhagem helper de E. coli desempenha 
as funções de mobilização (mob) e transferência (tra) de 
plasmídios entre bactérias compatíveis (DITTA et al., 1980; 
LAREBEKEet al., 1977). A linhagem doadora de E. coli contém 
o vetor binário ou intermediário que deverá ser transferido 
para a linhagem de Agrobacterium sp. receptora. Durante a 
conjugação, o plasmídio helper é introduzido na linhagem 
doadora, e, a seguir, é transferido junto com o vetor de trans-
formação, para a Agrobacterium sp. O plasmídio helper não 
se replica em Agrobacterium spp. e, portanto, é eliminado 
(DITTA et al., 1980; HOUTE et al., 1983). Após a transferência, 
apenas as linhagens recombinantes de Agrobacterium spp. 
são selecionadas com os antibióticos apropriados.

A principal desvantagem da conjugação triparental é 
que o procedimento total leva até 4 dias, sendo mais demo-
rado do que os métodos de transformação direta. Por outro 
lado, esse método não requer equipamentos especí�cos e 
dispensa a preparação de DNA plasmidial a partir de E. coli.

Eletroporação

A eletroporação consiste em submeter células 
competentes da linhagem receptora de Agrobacterium sp. 
a um pulso de alta voltagem gerado por um capacitor, na 
presença do vetor de transformação (binário ou interme-
diário). Como consequência do campo elétrico gerado, a 
membrana plasmática é desestabilizada, produzindo poros 
transitórios e permitindo a passagem de macromoléculas. 
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A transformação por eletroporação é um método muito 
e�ciente (aproximadamente 10-6 células transformadas/mg 
de DNA), rápido e relativamente simples, mas requer um 
eletroporador (WISE et al., 2006).

Choque térmico (freeze-thaw)

O princípio deste método é a permeabilização da 
membrana da linhagem receptora de Agrobacterium sp. 

sob condições extremas de temperatura (de -186  °C a 
37 °C), permitindo a passagem do vetor, binário ou inter-
mediário, para a linhagem de Agrobacterium sp. receptora. 
A e�ciência de transformação é 102–103 transformantes 
por mg de DNA, que é consideravelmente mais baixa do 
que a transformação por eletroporação (WISE et al., 2006). 
Por outro lado, é um método simples e que não requer 
equipamentos especí�cos, embora seja necessária uma 

Figura 4. Transferência de um vetor binário para Agrobacterium spp. por conjugação triparental. O plasmídio helper (por exemplo, 
pRK2013) passa da linhagem de E. coli helper para a linhagem de E. coli doadora e, a seguir, para uma linhagem desarmada 
de Agrobacterium sp. (receptora), promovendo também a transferência do vetor binário. O plasmídio helper não se replica em 
Agrobacterium spp. e é eliminado. O vetor binário se mantém de forma independente do plasmídio Ti desarmado.
Fonte: adaptado de Lacorte e Romano (1998).

Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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quantidade maior de DNA do vetor, comparativamente 

ao método de transformação por eletroporação, além da 

disponibilidade de nitrogênio líquido.

Nos métodos diretos de transformação (eletro-

poração e choque térmico), a preparação das células 

competentes de Agrobacterium spp. é relativamente 

demorada. No entanto, as células podem ser mantidas a 

-80 °C por vários anos (Capítulo 1), para serem utilizadas 

em outros experimentos.

2 Conjugação triparental

2.1 Material

•	 Alça de platina. 

•	 Linhagem desarmada de Agrobacterium  sp. 

(receptora).

•	 Linhagem de E. coli doadora (por exemplo, 

XL1, DH5a, 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 (Apêndice 1). 

•	 MgSO4 0,8% (p/v).

•	 Soluções-estoque de antibióticos (Apêndice 3).

•	 Tubos de ensaio de 15 mL esterilizados em 
autoclave.

•	 Tubos de microcentrífuga esterilizados em 
autoclave.

2.2 Procedimento

1. Com uma alça de platina, coletar uma colônia 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 antibióticos apropriados. Incubar 
a 28 °C, com agitação (150 rpm a 200 rpm), por 12 a 
16 horas.

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

Uma relação das concentrações de antibióticos apropriadas para a 
seleção de Agrobacterium spp. e E. coli é apresentada na Tabela 1 e 
no Apêndice 3.

3. Misturar 50 mL de cada uma das três culturas bacte-
rianas em um tubo de microcentrífuga. Centrifugar a 
9.000 rpm (6.000 g) por 30 segundos. Ressuspender 
em 50 mL de MgSO4 0,8% e transferir as células para 
uma placa de Petri com meio LB contendo 1,2% (p/v) 
de ágar. Não espalhar as células. Como controle, 
centrifugar, separadamente, 50 mL das culturas de 
Agrobacterium spp. e E. coli. Ressuspender as células 
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em 50 mL de MgSO4 0,8% e transferir para placas 
de Petri com meio LB contendo 1,2% (p/v) de ágar. 
Incubar a 28 °C por 16 horas.

4. Coletar a mistura da conjugação triparental com uma 
alça de platina, ressuspender em 100 mL de MgSO4 0,8% 
e estriar em uma placa de Petri (Capítulo 1) com meio 
LB contendo 1,2% (p/v) de ágar com os antibióticos 
apropriados (por exemplo, Rf e Kn). Incubar a 28  °C e 
aguardar o crescimento de colônias isoladas (2 a 3 dias).

A placa de seleção deverá conter o antibiótico seletivo da linhagem de 
Agrobacterium sp. receptora (por exemplo, Rf) (Tabela 1) e o antibióti-
co seletivo do vetor transferido (por exemplo, Kn).

5. Como controle da e�ciência da seleção (controle 
negativo), coletar com alça de platina as culturas das 
placas com E. coli e Agrobacterium spp., ressuspender 
em 100 mL de MgSO4 0,8%, e estriar, separadamente, 
em placas com meio LB contendo 1,2% (p/v) de ágar 
e os antibióticos apropriados.

6. Coletar algumas colônias transconjugantes e conferir 
a presença do vetor transferido (itens 5 e 6 deste 
capítulo).

2.3 Observações

Outros meios de cultura podem ser utilizados na 
conjugação, como o meio YEB, MYA ou YMB (Apêndice 1).

A maioria das linhagens desarmadas de A. tume-
faciens apresenta resistência cromossômica à rifampi-

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

Alguns vetores binários como, por exemplo, os ve-
tores da série pGreen, são pequenos (aproximadamente 
3 kpb) e fáceis de manipular. No entanto, não possuem as 
regiões mob e tra, e, portanto, não podem ser transferidos 
por conjugação (HELLENS et al., 2000a).

3 Eletroporação

3.1 Material

•	 Água destilada (2 L) esterilizada em autoclave e 
mantida a 4 °C. 

•	 Cubetas compatíveis com o sistema de 
eletroporação.

•	 DNA plasmidial (10 ng/mL a 100 ng/mL, em água 
ou TE) (Capítulo 2).

•	 Eletroporador.

•	 Glicerol 10% (v/v) esterilizado por �ltração e 
mantido a 4 °C.

•	 Linhagem desarmada de Agrobacterium sp. 
(receptora).
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•	 Meio LB cultura de bactérias (Apêndice 1).

•	 Soluções-estoque de antibióticos (Apêndice 3).

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL esterilizados 

em autoclave.

3.2 Procedimento

Preparação das células competentes

1. Para o pré-inóculo, coletar uma colônia isolada da 

linhagem de Agrobacterium sp. receptora com uma 

alça de platina e transferi-la para um tubo de ensaio 

de 15 mL, contendo 5 mL de meio LB acrescido dos 

antibióticos apropriados. Incubar a 28 °C, sob agita-

ção (150 rpm a 200 rpm), por 12 a 16 horas.

2. Transferir o volume total do pré-inóculo para 500 mL 

de meio LB, em um Erlenmeyer de 2 L. Incubar a 28 °C, 

sob agitação (150 rpm a 200 rpm), até uma A600 de 0,6 

a 0,8 (12 a 18 horas de cultura).

3. Transferir a cultura para dois tubos de 250 mL e cen-

trifugar por 15 minutos a 4.000 rpm (3.200 g).

4. Descartar o sobrenadante e adicionar cerca de 50 mL 

de água esterilizada (mantida a 4  °C). Ressuspender 

as células, sob agitação suave.

5. Juntar o conteúdo dos tubos em apenas um tubo, 

completar o volume para 250 mL com água esteriliza-

da e centrifugar por 15 minutos a 4.000 rpm (3.200 g).

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

7. 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).

8. 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 alíquotas de 45 mL, em tubos 
de microcentrífuga.

9. Congelar as alíquotas em nitrogênio líquido e estocar 
a -80 °C.

Transformação por eletroporação

10. Ajustar o eletroporador: voltagem de 1.800 V, capa-
citância de 40 kV e resistência para 400 Ω (para uma 
cubeta com 1 mm de distância entre os eletrodos).

11. Descongelar uma alíquota de células no gelo, adicio-
nar 1 mL de DNA plasmidial (10 ng/mL a 100 ng/mL) e 
transferir as células competentes (40 mL a 45 mL) para 
uma cubeta de eletroporação.

12. Posicionar a cubeta no eletroporador e aplicar o 
pulso.

13. Imediatamente após a eletroporação, adicionar 1 mL 
de meio LB, transferir as células para um tubo de mi-
crocentrífuga e incubar a 28 °C por 2 a 4 horas.
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14. Inocular 50 mL a 100 mL da cultura em uma placa de 
Petri contendo meio LB acrescido dos antibióticos 
apropriados. Espalhar as células com uma alça de 
Drigalsky e incubar a 28 °C por 2 a 3 dias.

15. Conferir a presença do vetor nas colônias cresci-
das sob seleção, por PCR (item 6 deste capítulo). 
Alternativamente, inocular as colônias em meio LB, 
com os antibióticos apropriados, e incubar a 28  °C 
sob agitação (150 rpm a 200 rpm) por 12 a 16 horas. 
Utilizar as culturas para extração de DNA plasmidial 
(item 5 deste capítulo).

3.3 Observações

As condições de eletroporação variam conforme 
o aparelho utilizado, e o tipo de cubeta. No modelo 
“Micropulser” as condições para eletroporação de 
Agrobacterium spp., utilizando uma cubeta de 0,1 cm, já 
estão pré-ajustadas no aparelho, bastando seguir as ins-
truções do fabricante. No caso do modelo “Gene Pulser”,  
utilizando uma cubeta de 0,1 cm (distância entre os eletro-
dos), ajustar a capacitância para 25 mF, a carga para 1,8 kV e 
o “Pulse Controller” para resistência de 400 W. Para a cubeta 
de 0,2 cm, o “Gene-Pulser” deve estar ajustado também 
para 2,5 kV de carga. Após a eletroporação, o “Gene-Pulser” 
mostra o tempo relativo à duração do pulso, que é um in-
dício da e�ciência do processo. Para Agrobacterium spp., 
nas transformações que apresentam maior e�ciência, 
esse tempo é de 7 a 9 milissegundos.

A e�ciência de transformação é expressa pelo 

número de unidades formadoras de colônia (UFC) por mg 

de DNA plasmidial utilizado, sendo calculada por meio da 

seguinte fórmula:

Por exemplo:

Uma alíquota de células competentes de 

Agrobacterium spp. foi transformada com 50 pg de DNA 

plasmidial. Foi adicionado 1 mL de meio de cultura e, 

após incubação a 28 °C por 2 a 4 horas, a cultura foi di-

luída 10 vezes e dessa diluição foram inoculados 200 mL. 

Após incubar a placas por 2 dias a 28 °C, foram contadas 

60 UFC. Desta forma:
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4 Choque térmico

4.1 Material

•	 CaCl2 20  mM (10  mL) em glicerol 10%: diluir 
500 mL a partir de uma solução de CaCl2 1 M em 
5 mL de água destilada, adicionar 2,5 mL de uma 
solução de glicerol 40% e completar o volume 
para 10  mL com água destilada. Esterilizar por 
�ltração. Para preparar a solução-estoque de 
CaCl2 1 M (100 mL), pesar 11,1 g e dissolver em 
80  mL de água destilada, completar o volume 
para 100 mL e esterilizar em autoclave.

•	 DNA plasmidial (1 mg a 2 mg, em água ou TE) 
(Capítulo 2).

•	 Linhagem desarmada de Agrobacterium sp. 
(receptora).

•	 Meio LB para cultura de bactérias (Apêndice 1).

•	 Nitrogênio líquido.

•	 Soluções-estoque de antibióticos (Apêndice 3).

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL esterilizados 
em autoclave.

4.2 Procedimento

Preparação das células competentes

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

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

2. Transferir 2,5 mL de pré-inóculo da cultura para 
500 mL de meio LB, em um Erlenmeyer de 2 L. Incubar 
a 28 °C com agitação (150 rpm a 200 rpm) por 12 a
16 horas (A600 de 0,7 a 1,0).

3. Incubar a cultura no gelo por aproximadamente
15 minutos.

4. 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 CaCl2

20 mM em glicerol 10% (mantido a 4 °C).

5. Distribuir a suspensão de células em alíquotas de
100 mL em tubos de microcentrífuga. Congelar as 
alíquotas em nitrogênio líquido e estocar a -80 °C.

6. Retirar um tubo com células competentes do freezer 
a -80 °C e manter no gelo até descongelar. Adicionar 
aproximadamente 1 mg de DNA plasmidial e misturar 
delicadamente. Incubar no gelo por 30 minutos.

7. Incubar as células em nitrogênio líquido por 1 a
2 minutos.

Como alternativa, o choque térmico pode ser feito em um banho de 
gelo seco/etanol. No entanto, a eficiência de transformação é menor.

8. Incubar por 5 minutos a 37 °C.

9. Adicionar 1 mL de meio LB, homogeneizar e incubar 
por 2 horas a 28 °C.
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10. Espalhar, com uma alça de Drigalsky, 100 mL da sus-
pensão de células em meio LB contendo 1,2% (p/v) 
de ágar e os antibióticos apropriados. Incubar a 28 °C 
e aguardar o crescimento de colônias isoladas (2 a
3 dias). Coletar algumas colônias e conferir a presença 
do vetor transferido pela extração e análise de DNA 
plasmidial ou por PCR (itens 5 e 6).

5 Miniextração de DNA 
plasmidial de Agrobacterium spp.

5.1 Material

•	 Acetato de potássio 5 M pH 4,8 (Apêndice 4). 

•	 Cloro�l (clorofórmio:álcool isoamílico na propor-
ção 24:1).

Clorofórmio é tóxico por inalação, em contato 
com a pele e por ingestão. Manter o recipiente bem 
fechado. Sua manipulação deve ser feita com luvas 
de nitrila, óculos e máscara em capela de exaustão.

•	 Etanol absoluto ou isopropanol.

•	 Etanol 70% (v/v).

•	 Fenol saturado em Tris-HCl pH 8,0 ou clorofane 
(fenol:clorofórmio:álcool isoamílico na propor-
ção 25:24:1) (Apêndice 4).

Fenol é tóxico por inalação, em contato com 
a pele e por ingestão. Provoca queimaduras e 
apresenta risco de efeitos graves para a saúde 
em caso de exposição prolongada. Sua manipu-
lação deve ser feita com luvas, óculos e máscara 
em capela de exaustão.

•	 Linhagem de Agrobacterium sp. desarmada, con-

tendo um vetor binário.

•	 Lisozima 10 mg/mL (10 mL): dissolver 10 mg de 

lisozima em 8 mL de Tris-HCl (pH 8,0) e completar 

o volume para 10 mL.

•	 Meio LB para cultura de bactérias (Apêndice 1).

•	 Microcentrífuga.

•	 Solução I (NaOH 0,2 M, SDS 1% – 1 mL): adicionar 

20 mL de NaOH 10 M (Apêndice 4) e 100 mL de 

SDS 10% (Apêndice 4) a 880 mL de água destilada 

esterilizada por autoclavagem.

•	 Soluções-estoque de antibióticos (Apêndice 3).

•	 Tampão I (NaCl 0,2 M em tampão TE, RNase A 

0,1 mg/mL; 25 mL): adicionar 1 mL de NaCl 5 M a 

24 mL de tampão TE pH 8,0 (Apêndice 4), adicio-

nar 2,5 mg de RNase A. 

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL esterilizados 

por autoclavagem.

5.2 Procedimento

1. Coletar uma colônia isolada da linhagem de 

Agrobacterium sp. receptora com uma alça de platina 

e transferi-la para um tubo de ensaio contendo 3 mL 

a 4 mL de meio LB com os antibióticos apropriados. 
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Incubar a 28 °C com agitação (150 rpm a 200 rpm) por 
12 a 16 horas.

Utilizar, preferencialmente, culturas em fase exponencial de cresci-
mento (A600 entre 0,7 e 1,0), pois culturas em fase estacionária apre-
sentam excesso de mucopolissacarídeos que prejudicam a eficiência 
da extração.

2. Transferir 1,5 mL da cultura para tubo de microcentrí-
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 mL de Tampão I.

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

A adição de lisozima não é essencial, mas aumenta o rendimento da 
extração de DNA, uma vez que as células de Agrobacterium spp. são 
parcialmente resistentes à lise química pelo SDS presente na Solução I.

6. Adicionar 200 mL da Solução I. Misturar por inversão 
quatro a seis vezes e incubar no gelo por 15 minutos.

7. Adicionar 150 mL de acetato de potássio 5 M previa-
mente resfriado. Misturar por inversão 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 mL), 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 mL) de 
cloro�l, 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 adição de um volume de isopro-
panol ou dois volumes de etanol (mantido a -20 °C). 
Misturar por inversão e incubar por pelo menos
1 hora a -20 °C.

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

14. Descartar o sobrenadante e lavar o sedimento pela 
adição de aproximadamente 500 mL de etanol 70%. 
Retirar o etanol e deixar o precipitado secar à tempe-
ratura ambiente. Ressuspender o DNA em 20 mL de 
água destilada.

15. Estimar a concentração de DNA em espectrofotôme-
tro (Capítulo 12). Utilizar o DNA para análises de PCR.

5.3 Observação

O DNA plasmidial extraído por este método pode 
ser analisado pelo padrão de restrição em gel de agarose. 
No entanto, dependendo do tipo de plasmídio (por exem-
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plo, com baixo número de cópias), o rendimento da extra-

ção pode não ser su�ciente para permitir a visualização 

em gel de agarose. Nesse caso, o DNA plasmidial extraído 

de Agrobacterium spp. pode ser transferido para E. coli, no-

vamente extraído e, então, analisado. Alternativamente, 

as colônias ou o DNA plasmidial de Agrobacterium spp. 

podem ser analisados por PCR (seção 6).

6 Detecção de plasmídios em 
Agrobacterium spp. por PCR

6.1 Material

•	 Água destilada esterilizada por autoclavagem.

•	 dNTPs (2 mM).

•	 MgCl2 (50 mM).

•	 Mistura de reação:

Componente Quantidade Concentração 
final

Tampão de reação (10X) 2,5 μL 1X

MgCl2 (50 mM) 1,0 μL 2,0 mM

dNTPs (10 mM) 0,5 μL 0,2 mM

Primer F (10 pmol/µL) 0,5 μL 0,2 pmol/μL

Primer R (10 pmol/µL) 0,5 μL 0,2 pmol/μL

H2O 9,75 μL -

•	 Oligonucleotídeos iniciadores (primers) 
(10 pmol/mL).

•	 Palitos esterilizados por autoclavagem. 

•	 Placa de Petri com colônias isoladas de 
Agrobacterium sp. transformadas (seções 2 a 4 des-
te capítulo) ou DNA plasmidial de Agrobacterium
sp. (seção 5 deste capítulo).

•	 Tampão de reação (10X) (apropriado para a Taq
polimerase utilizada).

•	 Taq DNA polimerase (5 U/mL) (0,25 mL por reação).

•	 Termociclador.

•	 Tubos de microcentrífuga de 0,2 mL autoclavados.

6.2 Procedimento

1. Utilizando palitos ou uma alça de platina, coletar uma 
amostra de colônias isoladas de Agrobacterium sp. 
e transferir, individualmente, para tubos de 0,2 mL 
contendo 10 mL de água.

Para análise de células em cultura líquida, transferir 2 μL para o tubo 
de 0,2 mL contendo 8 μL de água.

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

3. Adicionar a Taq polimerase à mistura de reação e 
homogeneizar suavemente.

4. Retirar os tubos do termociclador e adicionar 15 mL 
da mistura de reação.
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Se o termociclador não apresentar tampa aquecida, acrescentar uma 
gota de óleo mineral.

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

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

6.3 Observação

As condições ótimas para ampli�cação variam 
conforme os iniciadores (primers) e o tipo de enzima uti-
lizada, entre outros fatores (Capítulo 10). Como sugestão, 
o seguinte programa básico pode ser utilizado: 1 ciclo 
de 95  °C por 1 minuto, 35 ciclos [30 segundos a 95  °C,
30 segundos a 55 °C, 1 minuto a 72 °C (para a ampli�ca-
ção de um fragmento de 1 Kb)], e um ciclo de 72 °C por
7 minutos.
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1 Introdução
Eletroporação é uma técnica que utiliza pulsos 

elétricos para promover a formação de poros reversíveis 
em membranas celulares e, assim, possibilitar a introdu-
ção de íons e macromoléculas em células (DIMITROV; 
SOWERS, 1990; MEHRLE et al., 1985). A eletroporação foi 
usada pela primeira vez por Neumann et al. (1982) para in-
troduzir DNA em células de camundongo e, desde então, 
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 (ADESOYE et al., 2008; HASSANEIN et al., 2009). 
Essa técnica é utilizada, também, para introduzir RNA, 
oligonucleotídeos, proteínas, partículas virais e subs-
tâncias químicas em geral (KOCHEVENKO; WILLMITZER, 
2003; MACCARRONE et al., 1992; NISHIGUCHI et al., 1987; 
OBERMEYER; WEISENSEEL, 1995).

Protoplastos são células desprovidas de paredes 
celulares utilizadas na transformação de plantas, via 
eletroporação, agentes químicos, como polietileno-
glicol (PEG), microinjeção e, inclusive, Agrobacterium
tumefaciens, de modo transiente ou estável (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-
celulolíticas. Após a eletroporação, em condições bem 
estabelecidas de cultura in vitro, os protoplastos recons-

tituem suas paredes, dividem-se, formam colônias, calos, 
e regeneram plantas, por embriogênese somática ou 
organogênese (BOURGIN et  al., 1979; GRAMBOW et  al., 
1972; HASSANEIN et al., 2009; PANIS et al., 1993).

Para a obtenção de protoplasto, é feita a incubação 
do tecido vegetal em meio de digestão, contendo os 
principais nutrientes do meio de cultivo e uma mistura 
de enzimas pectocelulolíticas que digerem a celulose, he-
micelulose e pectina (principais componentes da parede 
celular). A osmolaridade do meio de digestão deve ser 
adequada para evitar que os protoplastos recém-isolados 
sofram plasmólise (perda de água para o meio e murcha 
da célula) ou citólise (ganho de água do meio para a célula, 
fazendo com que estoure). O pH deve favorecer a atividade 
enzimática sem comprometer a viabilidade celular. A com-
posição do meio de digestão, a combinação de enzimas 
pectocelulolíticas, a concentração do agente osmótico e 
o tempo de permanência do explante nesse meio devem 
ser determinados para cada tecido e genótipo utilizado. O 
bom estado �siológico da planta doadora também é es-
sencial à obtenção de protoplastos íntegros e capazes de 
dividir-se e formar colônias, sendo os tecidos jovens mais 
apropriados. Após a digestão da parede celular, os proto-
plastos devem ser puri�cados, e o número de protoplastos 
intactos determinado, utilizando, para isso, um hematoci-
tômetro. Para auxiliar na determinação da viabilidade dos 
protoplastos recém-isolados, utilizam-se testes com o azul 
de metileno (HOOLEY; MCCARTHY, 1980) ou diacetato de 
�uoresceína (FDA) (SAUNDERS et al., 1995). Para revisão 
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sobre protoplastos vegetais, ver Carneiro et  al. (1998) e 
Davey et al. (2005).

A eletroporação de protoplastos é realizada ime-
diatamente após a puri�cação. Adiciona-se à suspensão 
de protoplastos o plasmídio onde estão clonados o 
gene de interesse, o marcador de seleção e o repórter
(Capítulo 8). Pode-se também adicionar DNA carreador 
(DNA fragmentado de timo de boi ou de esperma de sal-
mão), com a �nalidade de aumentar a e�ciência de trans-
formação. O DNA carreador tem a função de sequestrar as 
DNAses que poderiam degradar os plasmídios (GUERCHE 
et al., 1987a). No entanto, a utilização de DNA carreador 
deve ser restrita, pois ele também pode ser integrado 
ao DNA da célula a ser transformada (PEERBOLTE et  al., 
1985), gerando questões de biossegurança.

Uma das vantagens da eletroporação de proto-
plastos é a presença de um grande número de células 
individualizadas, homogêneas e sincronizadas disponí-
veis para transformação, o que favorece a obtenção de 
transformantes independentes e facilita a seleção. A se-
leção é feita a partir das fases iniciais da cultura, quando 
a maioria das células, derivadas dos protoplastos, está na 
segunda divisão. Essa seleção precoce é bastante e�cien-
te, pois evita o aparecimento de falsos-transformantes 
e/ou quimeras, que representa um problema em outras 
técnicas de transformação, nas quais a seleção é realizada 
em tecidos ou órgãos intactos.

Na eletroporação, são empregados equipamentos 
para a aplicação 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 
os parâmetros para a eletroporação de protoplastos de 
novas espécies não são conhecidos, é necessário otimizar: 
a intensidade da voltagem e a capacitância, a duração do 
pulso, a condutividade do meio, a concentração dos proto-
plastos e a quantidade de DNA (plasmídio e/ou carreador), 
entre outros (GUERCHE et al., 1987a; QUECINI et al., 2002). 
O grau de permeabilidade da membrana dependerá da 
intensidade do campo elétrico aplicado e do tipo celular. 
Altos níveis de permeabilização facilitam a entrada do 
DNA, entretanto, podem levar à formação de poros irre-
versíveis, diminuindo a viabilidade da célula. Portanto, é 
necessário estabelecer uma curva de viabilidade celular 
em função dos parâmetros aplicados. O campo elétrico 
ótimo para uma expressão transiente máxima 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 e�ciência de transformação de protoplastos 
por eletroporação, por tratamento químico ou ambos, 
pode ser determinada medindo: a) frequência absoluta 
de transformação (FAT), que representa o número de 
colônias transformadas dividido pelo número inicial de 
protoplastos por mililitro da cultura; b) frequência rela-
tiva de transformação (FRT) dada em porcentagem, que 
representa o número de colônias transformadas dividido 
pelo número total de colônias obtidas sem seleção por 
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mililitro de cultura, multiplicado por 100 (BENEDIKTSSON 
et  al., 1995). Os trabalhos de transformação estável de 
protoplastos por eletroporação relatam FAT variando 
de 10-5 a 10-3 (HASSANEIN et  al., 2009; SHILLITO et  al., 
1985), entretanto, com a adição 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 eletroporação 
é variável. Guerche et  al. (1987a) demonstraram que a 
e�ciência de transformação aumentou quase 10 vezes 
quando a quantidade de plasmídio utilizada aumentou 
de 10 mg para 30 mg, e que a adição de 50 mg de DNA car-
reador aumentou até 14 vezes a e�ciência de transforma-
ção. Como regra geral, o uso de 5 mg a 20 mg de plasmídio, 
com ou sem a utilização do DNA carreador, resulta em 
uma boa e�ciência de transformação (HASSANEIN et al., 
2009; QI et  al., 2004; QUECINI et  al., 2002), entretanto, 
tanto a quantidade de DNA, quanto os parâmetros físicos 
da eletroporação variam entre as espécies vegetais ou 
mesmo entre genótipos de uma mesma espécie, sendo 
necessário otimizá-los por meio de expressão transiente 
(GUERCHE et al., 1987a; SAGI et al., 1994). 

A expressão transiente, ou transitória, é resultado 
da tradução do gene introduzido sem necessária inte-
gração no genoma da planta hospedeira, dentro de 12 
a 48 horas após a eletroporação. A expressão transiente 
é particularmente útil em estudos de funcionalidade de 
construções gênicas, promotores e outros fatores envol-
vidos no controle da expressão gênica, pois não ocorre 

a interferência dos genes da vizinhança do transgene, 
observados na transformação estável (AKASHI et  al., 
2004; CARNEIRO et  al., 1993; EBERT et  al., 1987; ENDO 
et  al., 2008; OARD et  al., 1989). Além disso, a expressão 
transiente é muito mais elevada do que a expressão 
estável, visto que nem todo DNA que chega ao núcleo é 
integrado ao genoma hospedeiro e nem toda célula na 
qual o transgene está integrado ao genoma é viável.

Quanto à interferência da forma do plasmídio (linear, 
circular, ou supercoiled) na transformação por eletropora-
ção, alguns trabalhos demonstraram que a linearização 
favorece a transformação (NEGRUTIU et al., 1987; QUECINI 
et al., 2002; SHILLITO et al., 1985). Entretanto, frequências 
altas de transformação são obtidas utilizando plasmídios 
circulares (FROMM et  al., 1985; HASSANEIN et  al., 2009).
A transformação com dois plasmídios distintos (cotransfor-
mação) é viável e de interesse quando os genes a serem 
transferidos estão clonados em vetores diferentes. Lyznik 
et  al. (1989) demonstraram, em experimentos que 47% 
dos transformantes obtidos continham os dois plasmídios, 
enquanto Potrykus et al. (1985) obtiveram 72% de cotrans-
formação. A cotransformação é utilizada para avaliar a inte-
ração entre proteínas codi�cadas por dois ou mais genes.

Por meio da eletroporação de protoplastos, inú-
meros genes foram incorporados ao genoma de diversas 
plantas, conferindo a elas novas características (ALMEIDA 
et al., 2007; GOLOVKIN et al., 1993; GUERCHE et al., 1987b). 
Os genes exógenos geralmente se mantêm de forma
estável, segregando-se, na progênie, de acordo com as leis 
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de Mendel. Atualmente, a eletroporação de protoplastos é 
utilizada em mutagênese sítio-dirigida. Oligonucleotídeos 
para o gene-alvo são introduzidos por eletroporação, 
produzindo mutantes pontuais em posições predeter-
minadas, induzindo alterações fenotípicas e bioquímicas 
(KOCHEVENKO; WILLMITZER, 2003).

Este capítulo descreve a metodologia de transfor-
mação de protoplastos de Nicotiana tabacum por eletro-
poração utilizada no laboratório da Embrapa Recursos 
Genéticos e Biotecnologia (GUERCHE et al., 1987a, 1987b). 
O procedimento para obtenção de plantas transgênicas 
aqui descrito pode ser adaptado a outras culturas quan-
do necessário. 

2 Isolamento e eletroporação 
de protoplastos de fumo

2.1 Material
•	 Acetato de sódio 3 M (100 mL) (Apêndice 4).

•	 Centrífuga de baixa rotação.

•	 Cloreto de potássio 1 M: pesar 7,4 g de KCl, dis-
solver em 100 mL de H2O deionizada e levar à 
autoclave durante 20 minutos a 121 °C e pressão 
de 1 atm.

•	 DNA carreador (DNA de timo de boi) sonicado na 
concentração de 1 mg/mL: pesar 10 mg de DNA 
de timo de boi desidratado e adicionar 10 mL de 

água deionizada. Depois de ter dissolvido todo o 
DNA, sonicar, utilizando cinco pulsos de 1 minu-
to cada um. Veri�car o tamanho dos fragmentos 
por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v).
O tamanho médio dos fragmentos deverá estar 
em torno de 1 kb. Dividir a solução em dois tubos 
de centrífuga de 30 mL e adicionar a cada tubo 
0,5 mL de acetato de sódio 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 
condições assépticas, dissolver cada precipitado 
em 5 mL de solução MKCl. Estocar em tubos de 
microcentrífuga a -20 °C. 

•	 DNA plasmidial isolado, puri�cado e dissolvido em 
solução MKCl estéril na concentração de 1 mg/mL.

•	 Etanol 50% (v/v) (500 mL).

•	 Hipoclorito de sódio 1% (v/v) (1 L).

•	 Hidróxido de potássio 1 N: pesar 5,6 g de KOH e 
dissolver em 100 mL de H2O deionizada.

•	 Meio TBA: meio de cultura T0 (Apêndice 2) con-
tendo 1 mg/L de ácido naftaleno acético (ANA) e 
1 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP).

•	 Microscópio invertido.

•	 Papel de �ltro esterilizado, folhas de 30 cm x
40 cm.

•	 Peneiras de malha de 40 mm a 100 mm, estéreis.

•	 Pipetador automático.

•	 Pipetas de 10 mL estéreis.
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•	 Placas de Petri de vidro de 100 mm x 15 mm, 
estéreis.

•	 Plantas de fumo (N. tabacum), crescidas em casa 
de vegetação sombreada, aproximadamente 
três meses após a semeadura.

•	 Ponteiras com capacidade para até 1.000 mL, 
aparadas na ponta.

•	 Tubos de centrífuga de vidro de 30 mL, com 
tampa e adaptadores, estéreis.

•	 Solução enzimática (10X) (50 mL) (CHUPEAU 
et al., 1974):

Componentes Quantidade Concentração

Driselase 250 mg 0,5%

Celulase 500 mg 1,0%

Macerozima 100 mg 0,2%

H2O q.s.p. 50 mL

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

•	 Solução KClCaCl2 (1 L):

Componentes Quantidade Concentração final

KCl 25 g 335 mM

CaCl2.2H2O 2 g 13 mM

MES 585 mg 3 mM

H2O q.s.p. 1 L

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

•	 Solução MKCl (1 L) (GUERCHE et al., 1987b):

Componentes Quantidade Concentração final

Manitol 91 g 500 mM

KCl 373 mg 5 mM

MOPS 42 mg 200 mM

H2O q.s.p. 1 L

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

2.2 Procedimento

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

2. Na capela de �uxo laminar, lavar as folhas, uma de cada 
vez, imergindo-as em um béquer contendo 500 mL de 
etanol 50%, durante 10 segundos. Transferir as folhas 
para a solução de hipoclorito de sódio 1%. Manter as 
folhas submersas durante 20 minutos. 

A partir da desinfecção, toda manipulação deverá ser feita em condi-
ções estéreis.

Não machucar as folhas durante a manipulação; folhas danificadas 
diminuem o rendimento de protoplastos na preparação.

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

Folhas de plantas cultivadas in vitro poderão também ser utilizadas, 
e a desinfestação é desnecessária. Nesse caso, as concentrações 
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enzimáticas utilizadas durante o isolamento dos protoplastos poderão 
sofrer modificações.

3. Descartar a solução de hipoclorito de sódio e adicio-
nar água esterilizada, trocar a água quatro vezes, e, 
por �m, manter as folhas na última água de enxágue.

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

Se não estiverem disponíveis placas de vidro ou plástico pré-tratadas 
para cultura de tecidos, acrescentar 1 mL/L de polisorbato 80 ao meio 
TBA adicionado às placas de plástico sem tratamento. O polisorbato 
80 evita a aderência dos protoplastos ao plástico e, consequentemen-
te, o seu rompimento.

5. Com uma pinça, colocar as folhas cuidadosamente 
sobre o papel-�ltro, 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 está ilustrado 
na Figura 1.

A manipulação deverá ser rápida para evitar a desidratação do tecido.

As ranhuras feitas na epiderme abaxial ajudam a penetração das 
enzimas no parênquima da folha.

6. Colocar, cuidadosamente, as folhas nas placas de 
Petri, �utuando na solução enzimática, com a super-
fície 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-
trífuga, com funil de vidro e uma peneira de 40 mm a 
100 mm, ajustada dentro do funil. Verter o conteúdo 

Figura 1. Representação esquemática do isolamento, purifi-
cação e eletroporação de protoplastos de Nicotiana tabacum.

Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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de cada placa (10 mL) através da peneira, e completar 
o volume coletado até 25 mL com KClCaCl2.

8. Centrifugar a 60 g, durante 7 minutos.

9. Descartar o sobrenadante, com uma pipeta. Ressus-
pender os protoplastos sedimentados em 1 mL de 
KClCaCl2, agitando os tubos delicadamente. Após 
ressuspender os protoplastos, acrescentar 25 mL da 
solução anterior à mistura.

10. Centrifugar a 60 g, durante 7 minutos.

11. Repetir as etapas 9 e 10.

12. Ressuspender o sedimento de cada tubo em 1 mL da 
solução MKCl para eletroporação e juntar o conteúdo 
dos quatro tubos em um único tubo. Manter o tubo 
com os protoplastos no gelo.

13. Retirar uma alíquota de 50 mL da suspensão de 
protoplastos, utilizando uma ponteira de 1.000 mL, 
aparada na ponta. Contar o número de protoplastos 
em hemacitômetro, utilizando microscópio óptico 
invertido. Estimar o número de protoplastos por mL 
da suspensão.

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

Para estimar o número de protoplastos por mL de cultura, é necessário 
contar os protoplastos, utilizando hematocitômetro. Nos hematocitô-
metros comuns, cada quadrado tem uma área de 1 mm2, e a pro-
fundidade da câmara é de 0,1 mm; assim, cada quadrado representa 
um volume de 0,1 mm3 ou 10-4 cm3. Como 1 cm3 equivale a 1 mL, a 
concentração de protoplastos por mL será igual à média de protoplas-

tos por quadrado contado x 104. Normalmente, são contadas células 
de cinco a dez quadrados para a obtenção da média por quadrado. 

14. A concentração de protoplastos deverá ser ajustada 

para 2 x 106 protoplastos/mL com solução MKCl. 

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

15. Retirar uma alíquota de 1 mL da suspensão de proto-

plastos e colocar na cubeta de eletroporação.

É ideal manter a condutividade da suspensão de protoplastos entre 
1.500 µS/cm e 2.000 µS/cm. Para tal, utilizar um medidor de conduti-
vidade. Se a condutividade da amostra estiver acima de 2.000 µS/cm, 
proceder a nova lavagem com solução MKCl e ressuspender no 
mesmo volume, de modo a manter a concentração de 2 x 106 proto-
plastos/mL. Quando a condutividade estiver abaixo de 1.500 µS/cm, 
ajustá-la, adicionando alguns microlitros de KCl 1 M. 

16. Adicionar 20 mL do plasmídio mais 50 mL do DNA car-

reador diretamente à suspensão de protoplastos, na 

cubeta de eletroporação, e misturar cuidadosamente 

com a ponta da pipeta.

As quantidades de plasmídio e DNA carreador a serem utilizadas 
deverão ser otimizadas para cada aplicação, dependendo da origem 
dos protoplastos e objetivo do experimento. 

17. Aplicar três pulsos elétricos de 250 V/cm por meio de 

descargas de capacitores de 58 mF.

A voltagem e os capacitores utilizados dependerão do eletroporador 
utilizado e do diâmetro dos protoplastos.
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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 número de protoplastos viáveis após a eletroporação, 
proceder ao teste de viabilidade (ver o item 2.3 Observações). 

A simples observação dos protoplastos após o choque elétrico sob mi-
croscópio invertido fornecerá uma indicação da viabilidade da cultura.

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

amostras.

20. Após o período de repouso dos protoplastos ele-

troporados, adicionar 9 mL de meio TBA às placas e 

agitar delicadamente para misturar as duas soluções.

O tempo de repouso entre a eletroporação e a diluição com o meio 
TBA aumenta a eficiência de transformação (FROMM et al., 1985; 
GUERCHE et al., 1987b).

21. Para experimentos de expressão transiente, deixar 

as placas no escuro a 26 °C, durante 12 a 48 horas, e 

seguir o protocolo descrito na seção 3.

22. Quando se desejar recuperar plantas transgênicas, após 

a eletroporação, diluir os protoplastos a 5 x 104 proto-

plastos/mL e mantê-los a 26 °C durante 36 horas no 

escuro, seguindo o protocolo descrito na seção 4.

Como a suspensão de protoplastos está a 2 x 106 protoplastos/mL, 
transferir uma alíquota de 250 µL da solução de protoplastos para
10 mL de meio T0 para alcançar a concentração final de 5 x 104 proto-
plastos/mL.

2.3 Observações

Para se estimar o número de protoplastos viáveis, 
colocar uma alíquota de 98 mL da suspensão de protoplas-
tos em um pequeno tubo de ensaio de vidro, e adicionar
2 mL de diacetato de �uoresceína (FDA) 0,5% (p/v), dissol-
vido em acetona, obtendo-se uma concentração �nal de 
0,01% (LARKIN, 1976). Misturar delicadamente com a pon-
ta da pipeta e conservar, durante 5 minutos, à temperatura 
ambiente. Adicionar uma gota da suspensão a uma lâmina 
de microscópio e observar a �uorescência, usando micros-
cópio de �uorescência. Contar o número de protoplastos 
viáveis pelo número total de protoplastos de cada campo. 
Os protoplastos que exibem �uorescência verde-amarela-
da são considerados viáveis. A ausência de �uorescência, 
ou presença de auto�uorescência avermelhada (cloro�la), 
indica protoplastos dani�cados e, consequentemente, 
inviáveis. Outra alternativa de corante é o azul de metileno 
(HOOLEY; MCCARTHY, 1980), na concentração �nal de 
0,01%. Nesse caso, os protoplastos são examinados em mi-
croscópio de luz. Protoplastos viáveis tornam-se amarelo-
-brilhantes devido à redução do corante por compostos do 
metabolismo celular, enquanto os protoplastos inviáveis e 
fragmentos celulares apresentam-se azul-escuros.

Eletroporadores para protoplastos estão dispo-
níveis comercialmente. Trata-se dos mesmos aparelhos 
usados para transformação de bactérias, porém, com 
utilização de cubetas especí�cas de 0,4 cm de distância 
entre os eletrodos (KOCHEVENKO; WILLMITZER, 2003; QI 
et al., 2004).
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É possível adquirir DNA carreador já sonicado de 

fornecedores de produtos para biologia molecular.

Para aumentar a e�ciência de obtenção de pro-

toplastos de Arabidopsis, Wu et  al. (2009) utilizaram �ta 

adesiva para retirar a epiderme inferior do tecido foliar, 

e, assim, expor o tecido parenquimatoso às enzimas 

pectocelulolíticas.

3 Análise da expressão 
transiente de genes 
repórteres em protoplastos 

3.1 Material

•	 Centrífuga de bancada. 

•	 Funil de vidro.

•	 Microcentrífuga.

•	 Microscópio óptico.

•	 Solução KClCaCl2 (1 L) (item 2.1 Material).

•	 Tampão de extração de proteínas para ensaio 

da atividade da enzima β-glucuronidase (GUS) 

(100 mL) (Capítulo 8).

•	 Tubos para centrífuga, de vidro, com capacidade 

para 30 mL.

•	 Ultrassonicador, nitrogênio líquido 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 centrífuga 

de vidro. Adicionar 15 mL de KClCaCl2 a cada tubo e 

misturar delicadamente. Centrifugar a 100 g durante 

10 minutos.

2. Retirar todo o sobrenadante e adicionar ao sedimento 

200 mL de tampão de extração apropriado ao ensaio 

enzimático GUS. Transferir a mistura para tubos de 

microcentrífuga e manter no gelo.

3. Romper os protoplastos com cinco ciclos de conge-

lamento em nitrogênio líquido (30 segundos cada 

ciclo) e imediato descongelamento em banho-maria, 

a 37 °C por 30 segundos. 

Como alternativa, o rompimento dos protoplastos poderá ser feito, 
utilizando uma das seguintes técnicas: submeter os protoplastos a 
ultrassom durante 3 minutos, mantendo a preparação sempre no gelo, 
ou passá-los várias vezes através de agulha hipodérmica. É importan-
te verificar a eficiência do método utilizado, observando uma alíquota 
sob microscópio; caso uma amostra significativa de protoplastos 
permaneça intacta, deve-se repetir a operação até a obtenção da lise 
da maior parte deles.

4. Centrifugar os extratos a 12.000 rpm em microcentrí-

fuga durante 5 minutos, a 4 °C. Transferir o sobrena-

dante para um novo tubo.
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5. Os extratos serão utilizados imediatamente em 

ensaios enzimáticos para detecção da atividade de 

genes repórteres (Capítulo 8). 

6. Armazenar uma alíquota de 50 mL a -20 °C para quan-

ti�cação da concentração proteica (Capítulo 20).

Essa quantificação será utilizada para calcular a atividade específica 
da enzima.

4 Cultura e regeneração dos 
protoplastos eletroporados

4.1 Material

•	 Meio CBA: meio de cultura CHM (Apêndice 2), 

contendo 0,1 mg/L de BAP e 0,1 mg/L de ANA.

•	 Meio de cultura B: meio T0 (Apêndice 2) com 

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

•	 Meio R4BA: meio de cultura R4 (Apêndice 2), 

contendo 0,1 mg/L de BAP e 0,5 mg/L de ácido 

indol-acético (AIA).

•	 Meio TBA: meio de cultura T0 (Apêndice 2), con-

tendo 1 mg/L de BAP e 1 mg/L de ANA.

•	 Pipetas estéreis.

•	 Placas de Petri estéreis.

•	 Solução-estoque do agente de seleção (Apên-
dice 3).

4.2 Procedimento

1. Após a eletroporação, diluir os protoplastos a
5 x 104 protoplastos/mL, isto é, colocar 250 mL da 
suspensão 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. Após 
esse período, transferir as placas para fotoperíodo de
16 horas, na mesma temperatura (Figura 2).

2. Cinco a sete dias depois da eletroporação, as micro-
colônias derivadas dos protoplastos terão de duas a 
oito células (Figura 2). Nesse ponto, diluir novamente 
cada placa cinco vezes em meio CBA sólido. Retirar 
cinco alíquotas de 2 mL de cada placa, contendo as 
microcolônias derivadas dos protoplastos eletro-
porados e transferir cada alíquota para uma placa 
estéril. Fundir o meio CBA, resfriar à temperatura de 
aproximadamente 37 °C e adicionar o agente seletivo 
ao meio na concentração adequada. Adicionar, então, 
8 mL do meio seletivo a cada placa contendo os pro-
toplastos. Manter as placas na sala de cultura a 26 °C, 
com fotoperíodo de 16 horas.

O agente seletivo depende do gene marcador presente no plasmídio 
empregado para a transformação dos protoplastos; no caso do gene 
nptII, utilizar 100 mg/L de canamicina para células de fumo. Guerche 
et al. (1987b) recomendam utilizar o antibiótico paromomicina na 
concentração de 20 mg/L por ser mais eficiente na seleção das células 
transformadas. 
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É importante transferir algumas microcolônias para meio sem agente 
seletivo, para controle da viabilidade. Para verificar a eficiência do 
antibiótico, realizar o procedimento de cultivo usando protoplastos não 
eletroporados em meio com o agente seletivo.

3. Após 4 a 6 semanas em meio de seleção (Figura 2), 
transferir os calos resistentes para meio R4BA sólido 
com uma pinça. Inocular cerca de dez calos por placa. 
Manter as culturas em sala de crescimento a 26  °C, 
com fotoperíodo de 16 horas.

Nesta etapa o uso de agente seletivo não é recomendado. Alguns 
antibióticos prejudicam a regeneração. 

4. Após 1 a 2 meses, transferir as brotações de aproxima-
damente 0,5 cm de comprimento para tubos de ensaio 
contendo o meio B acrescido do agente seletivo, para 
enraizamento. Colocar uma brotação por tubo.

Nesta etapa é recomendável retornar ao uso do agente seletivo para 
se certificar da eficiência da seleção inicial. No caso do gene nptII, uti-
lizar 100 mg/L de canamicina para fumo. Normalmente, brotações não 
transformadas (escapes) não se desenvolvem a partir de protoplastos 
de fumo eletroporados.

5. As brotações transformadas permanecerão nesse 
meio até o enraizamento (1 a 2 meses). As brotações-
-escape, não transformadas, necrosarão (Figura 2). As 
plantas enraizadas poderão ser transferidas para solo, 
aclimatadas e mantidas em casa de vegetação auto-
rizada para o cultivo de organismos geneticamente 
modi�cados. Após aproximadamente 3 meses, as 
plantas �orescem, e as sementes produzidas por 
autofecundação poderão ser analisadas quanto à 
segregação do transgene (Figura 2).

No momento da floração, os ápices das plantas transgênicas deverão 
ser cobertos com sacos de papel para evitar escapes de pólens ou 
fecundação cruzada.

6. Analisar a integração e expressão dos transgenes por 
técnicas descritas nos capítulos 10, 12, 14 e 15 deste 
Manual.

7. Para analisar a segregação do transgene, colocar um 
pouco de semente em um microtubo e proceder à 
desinfestação em capela de �uxo laminar. Adicionar 
às sementes 1 mL de etanol 50%, agitar por inversão 
do microtubo e deixar à temperatura ambiente, em 
repouso, durante 1 minuto. Em seguida, retirar o 
etanol com micropipeta e adicionar 1 mL de solução 
de hipoclorito de sódio 2%, manter à temperatura 
ambiente durante 40 minutos, agitando a cada
10 minutos. Retirar o hipoclorito e lavar três vezes em 
água destilada estéril. Inocular as sementes em meio 
B, contendo o agente seletivo apropriado. 

No caso de o agente seletivo ser a canamicina, após, aproximadamente, 
uma semana de cultivo a 26 °C sob 16 horas de luz, as sementes estarão 
germinadas e, ao final de duas semanas, observam-se plântulas com as 
folhas cotiledonares cloróticas, mortas, ou seja, não herdaram o transge-
ne (susceptíveis ao agente seletivo), e plantas com folhas cotiledonares 
verdes e folhas primárias em desenvolvimento, plantas resistentes à 
canamicina e, portanto, que herdaram o transgene (Figura 2).

8. Após a germinação, proceder à contagem de plantas 
sensíveis e resistentes (Figura 2).

O resultado poderá ser analisado por teste estatístico para estimar o 
número de transgenes no genoma da planta hospedeira. Se ocorrer 
a inserção de apenas uma cópia do transgene no genoma hospedei-
ro, a proporção de plântulas resistentes para susceptíveis será de 
aproximadamente 3 para 1. Quando forem inseridas 2 cópias em loci 
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Figura 2. Cultura e regeneração de protoplastos de Nicotiana tabacum: A) protoplastos recém-isolados; B) protoplastos após eletro-
poração; C) células derivadas de protoplastos em divisão após uma semana em cultura; D) calos em meio de cultura na presença 
(à esquerda) e ausência do agente seletivo (à direita); E) planta cultivada em meio de seleção; F) planta transgênica em casa de 
vegetação.
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distantes (não ligados) do genoma, observa-se a proporção de 15 re-
sistentes para 1 sensível; para 3 cópias inseridas independentemente, 
observa-se a proporção de 63 resistentes para 1 sensível; e assim 
por diante. Portanto, para análise de até 3 cópias do transgene, é 
necessário semear, no mínimo, 200 sementes, para o teste estatístico 
ser válido.
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1 Introdução
O sistema biobalístico para a introdução de mate-

rial genético no genoma nuclear de plantas superiores 
foi inicialmente proposto por Sanford et al. (1987). Desde 
então, essa tecnologia tem sido e�cientemente utiliza-
da para a introdução de genes em diferentes espécies 
vegetais.

A biobalística utiliza micropartículas em alta veloci-
dade para introduzir ácidos nucleicos e outras moléculas 
em células e tecidos in vivo. O sistema biobalístico tam-
bém é denominado método de bombardeamento com 
micropartículas, gene gun (arma de genes), aceleração de 
partículas, entre outros. Para a utilização desse método, 
diferentes formas capazes de acelerar micropartículas (de 

0,2 mm a 4 mm de diâmetro) cobertas com sequências de 
ácidos nucleicos a velocidades superiores a 1.500 km/h 
foram desenvolvidas e construídas. As micropartículas, 
que podem ser de ouro ou de tungstênio (Figura 1), pe-
netram na parede e na membrana celular de maneira não 
letal, alojando-se aleatoriamente nas organelas celulares. 
Posteriormente, o DNA é dissociado das micropartículas 
pela ação do líquido celular, e integrado no genoma do 
organismo receptor.

O desenvolvimento de sistemas que possibilitam 
a introdução de genes em alta frequência em plantas, 
também, é de fundamental importância na avaliação 
funcional de diferentes características (MCELROY, 2004). 
Vários estudos foram e são conduzidos a �m de estabe-
lecer sistemas de transformação altamente e�cientes 

Figura 1. Micrografia eletrônica de varredura das micropartículas cobertas com DNA: A) tungstênio; B) ouro.
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que sejam simples de executar, independentes do ge-
nótipo e capazes de resolver os problemas associados à 
especi�cidade do hospedeiro e do tecido e/ou variação 
somaclonal, frequentemente relacionada à regeneração 
da planta in vitro.

Atualmente, sistemas de transformação mediados 
por Agrobacterium spp. (Capítulo 6) e biobalística são as 
duas principais metodologias de transferência de DNA 
exógeno para diversas culturas de importância eco-
nômica, incluindo soja (ARAGÃO 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), feijão 
comum (ARAGÃO et al., 1996, 2002; LIU et al., 2005; RECH 
et al., 2008; VIANNA et al., 2004) e algodão (ARAGÃO et al., 
2005; LEELAVATHI et al., 2004; RECH et al., 2008). Porém, 
o maior problema associado a ambos os métodos, para 
as culturas aqui abordadas, são as baixas frequências de 
obtenção de transformantes.

Para a otimização do protocolo de transformação 
por biobalística, foi desenvolvido um novo método 
para selecionar células meristemáticas transformadas 
em eixos embrionários de sementes maduras de soja 
(ARAGÃO et  al., 2000), feijão (BONFIM et  al., 2007) e al-
godão (ARAGÃO et al., 2005). Nesse processo, a seleção é 
baseada no uso do herbicida imazapyr (2-[4,5-dihidro-4-
-metiletil)-5-oxo-1H-imidazol-2-il] ácido3-piridinocarbo-
xílico) após a introdução de um gene mutante ahas de 
Arabidopsis thaliana (At), sob controle de suas próprias 
sequências regulatórias. A utilização desse método de se-

leção, combinada com a indução de brotações múltiplas 
pela citocinina BAP (6-benzilaminopurina), e o sistema 
biobalístico, resultou em aumento signi�cativo na recu-
peração de plantas transgênicas férteis resistentes ao 
herbicida, para essas culturas.

O gene Atahas contém uma mutação na posição 
653 pb da sequência codi�cadora (GenBank X51514), re-
sultando em uma substituição de serina para asparagina, 
conferindo resistência especí�ca aos herbicidas da classe 
das imidazolinonas (SATHASIVAN et al., 1990), que inclui o 
imazapic, imazethapir, imazamox, imazaquin e o próprio 
imazapyr.

O método otimizado foi utilizado com sucesso 
para gerar uma linhagem de soja com redução de até 
94,5% do teor de �tato 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 feijão resistentes ao vírus do mosaico-dourado 
(BONFIM et al., 2007).

Esse método, desenvolvido no Laboratório de 
Transferência de Genes da Embrapa Recursos Genéticos 
e Biotecnologia, pode ser amplamente utilizado para 
qualquer espécie de planta, em sistemas de transforma-
ção que empreguem a seleção de células meristemáticas 
apicais de eixos embrionários de sementes maduras.

Com o objetivo de servir como guia geral, este 
capítulo descreve o método biobalístico para a obtenção 
de plantas transgênicas de feijão, soja e algodão.
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2 Preparação do material 
vegetal de soja e de feijão

2.1 Material

•	 Água destilada estéril. 

•	 Bisturi (lâmina número 11).

•	 Capela de �uxo laminar.

•	 Microscópio estereoscópico.

•	 Sementes maduras de soja (Glycine max L.) ou de 

feijão (Phaseolus vulgaris L.).

•	 Solução de etanol 70% (v/v).

•	 Solução de hipoclorito de sódio 1% (v/v) 

(Apêndice 4).

•	 Pinça.

•	 Placas de Petri estéreis (60 mm x 15 mm).

•	 Placas de Petri estéreis (150 mm x 15 mm), con-

tendo papel �ltro.

2.2 Procedimento

1. Em uma capela de �uxo laminar, colocar cerca de 

300 sementes em 300 mL de etanol 70% durante

1 minuto e, em seguida, transferi-las para 300 mL de 
hipoclorito de sódio 1% durante 20 a 30 minutos.

2. Lavar as sementes cinco vezes em água estéril.

3. Embeber as sementes durante 16 a 18 horas em água 
destilada, à temperatura ambiente. Colocar uma cama-
da de, pelo menos, 8 cm de água acima das sementes.

4. Pegar de seis a oito sementes desinfestadas por vez, 
e, com auxílio de uma pinça,  transferi-las para uma 
placa de Petri estéril (150 mm x 15 mm), contendo 
papel �ltro.

5. Segurar individualmente cada semente, abrir os co-
tilédones e excisar os eixos embrionários utilizando 
pinça e bisturi.

6. Sob microscópio estereoscópico, cortar as folhas pri-
márias, a �m de expor a região meristemática apical 
que será bombardeada com micropartículas revesti-
das de DNA (Figura 2), e transferir o eixo embrionário 
imediatamente para uma placa de Petri contendo 
água estéril.

2.3 Observações

As sementes devem ser produzidas em casa de 
vegetação e colhidas manualmente, a �m de reduzir a 
contaminação.

A escolha da cultivar de feijoeiro é essencial para a 
transformação de alta frequência durante o bombardea-
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mento do meristema apical. As cultivares Pontal (Carioca) 
e Jalo possuem 100% dos eixos embrionários com a região 
meristemática apical totalmente exposta (ARAGÃO; RECH, 
1997). No entanto, devido à variabilidade intrínseca do 
gênero Phaseolus em relação à exposição da região me-
ristemática apical dos eixos embrionários, uma avaliação 
prévia com estereomicroscópio de outras cultivares dese-
jáveis deve ser realizada para determinar a porcentagem 
da exposição da região meristemática 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 feijão comum podem ser utilizadas nesse protocolo: 

Olathe Pinto e Pontal (Carioca), fornecidas pela Embrapa 

Arroz e Feijão. 

Figura 2. Esquema que representa a região do meristema apical do embrião que deve receber as micropartículas cobertas com 
DNA. Para mais eficiência na transformação, as micropartículas deverão alcançar a camada L3 da zona central (ZC) do meristema 
apical (M). L1, L2 e L3: camadas 1, 2 e 3 respectivamente. ZP: zona periférica.
Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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3 Preparação do material 
vegetal de algodão

3.1 Material

•	 Ácido sulfúrico concentrado.

•	 Água destilada estéril.

•	 Bastão de vidro.

•	 Bisturi (lâmina número 11).

•	 Capela de �uxo laminar.

•	 Microscópio estereoscópio.

•	 Sementes maduras de algodão (Gossypium
hirsutum L.). 

•	 Solução de etanol 70% (v/v).

•	 Solução de hipoclorito de sódio 2,5% (v/v) 
(Apêndice 4).

•	 Pinça.

•	 Placas de Petri estéreis (60 mm x 15 mm).

•	 Placas de Petri estéreis (150 mm x 15 mm), con-
tendo papel �ltro.

3.2 Procedimento

1. Colocar cerca de 400 sementes de algodão em um 
béquer de vidro, contendo ácido sulfúrico concentra-

do (3 mL/g de sementes), misturar bem com bastão 
de vidro durante aproximadamente 1 minuto para 
retirar as �bras. Transferir imediatamente as semen-
tes para 5 L de água destilada, enxaguar três vezes e 
secar completamente em papel �ltro.

As sementes devem ser colocadas na água. Nunca derramar água 
sobre as sementes tratadas com ácido.

2. Em uma capela de �uxo laminar, colocar as sementes 
em 300 mL de etanol 70% durante 10 minutos e, em 
seguida, transferi-las para 300 mL de hipoclorito de 
sódio 2,5% durante 30 minutos.

3. Lavar as sementes cinco vezes em água estéril.

4. Embeber as sementes durante 16 a 18 horas em água 
destilada, à temperatura ambiente. Colocar uma 
camada de, pelo menos, 8 cm de água acima das 
sementes.

5. Remover a água, fechar o frasco e deixar as sementes 
no escuro com temperatura entre 22  °C e 24  °C até 
que a radícula �que visível.

Este processo poderá levar de 24 a 72 horas, dependendo da cultivar 
e/ou qualidade das sementes.

6. Utilizar pinça e bisturi para abrir as sementes e exci-
sar os eixos embrionários, expondo os meristemas 
apicais.

7. Transferir os eixos embrionários imediatamente para 
uma placa de Petri contendo água estéril.
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3.3 Observações

As sementes devem ser produzidas em casa de 
vegetação e colhidas manualmente, a �m de reduzir a 
contaminação.

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

Uma película líquida na superfície da região me-
ristemática reduz a penetração de micropartículas. Se 
isso acontecer, deixar as placas abertas por 5 minutos na 
câmara de �uxo laminar antes do bombardeamento.

4 Esterilização e
precipitação de DNA
sobre as micropartículas

4.1 Material

•	 Agitador do tipo Vortex. 

•	 Água destilada estéril. 

•	 CaCl2 2,5 M (Apêndice 4).

•	 DNA plasmidial (1 mg/mL), isolado e puri�cado 
(Capítulo 2).

•	 Dessecador com gel de sílica.

•	 Espermidina 0,1 M: dissolver todo o conteúdo 

de um frasco (1 g) em 68,8 mL de água destilada. 

Esterilizar por �ltração (em �ltro de 0,22 mm). 

Distribuir alíquotas em tubos de microcentrífuga 

de 200 mL. Armazenar a -20 °C.

•	 Etanol absoluto.

•	 Membranas carreadoras. 

•	 Microcentrífuga.

•	 Micropartículas de tungstênio M10.

•	 Placas de Petri (150 mm x 15 mm) contendo gel 

de sílica.

•	 Solução de etanol 70% (v/v).

•	 Solução de glicerol 50% (v/v): misturar partes 

iguais de glicerol e água destilada. Esterilizar em 

autoclave e armazenar à temperatura ambiente.

•	 Suporte para membranas carreadoras.

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL.

•	 Ultrassonicador.

4.2 Procedimento

Esterilização e lavagem das micropartículas

1. Pesar 60 mg de micropartículas de tungstênio M10, 

transferir para tubo de microcentrífuga de 1,5 mL e 

adicionar 1 mL de etanol 70%. Misturar vigorosamen-

te em agitador durante 15 minutos.
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2. Centrifugar a 3.000 g durante 5 minutos.

3. Descartar o sobrenadante com auxílio de uma micro-
pipeta de 1.000 mL, com cuidado para não agitar o 
sedimento de micropartículas.

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

5. Após a última lavagem, descartar o sobrenadante e 
ressuspender as micropartículas em 1 mL de glicerol 
50%.

Este pode ser um ponto de pausa, uma vez que as micropartículas 
podem ser armazenadas à temperatura ambiente por até 1 mês.

Precipitação do DNA sobre as micropartículas

6. Submeter a suspensão de micropartículas a ultrassom 
durante 5 minutos antes de retirar alíquotas.

Este procedimento assegura completa desagregação das micropartí-
culas e homogeneidade adequada da suspensão.

7. Misturar vigorosamente a suspensão de micropartícu-
las no agitador durante 30 segundos e transferir uma 
alíquota de 50 mL para um tubo de microcentrífuga.

8. Adicionar de 5 mL a 8 mL de DNA plasmidial (1 mg/mL) 
e homogeneizar o mais rápido possível com o auxílio 
dos dedos.

9. Imediatamente adicionar 50 mL de CaCl2 2,5 M e ho-
mogeneizar rapidamente com o auxílio dos dedos.

10. Adicionar 20 mL de espermidina 0,1 M e homogenei-

zar rapidamente com o auxílio dos dedos.

11. Incubar os tubos à temperatura ambiente, sob agita-

ção lenta em agitador, durante 10 minutos.

Para uma completa precipitação, o tempo de incubação não 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 auxílio de 

uma micropipeta de 100 mL, sem agitar o sedimento.

13. Adicionar 150 mL de etanol absoluto. Homogeneizar 

rapidamente. Centrifugar a 3.000 g durante 10 segun-

dos e descartar o sobrenadante cuidadosamente com 

auxílio de uma micropipeta de 100 mL, sem agitar o 

sedimento. Repetir esta etapa (13).

14. Adicionar 24 mL de etanol absoluto. Homogeneizar 

vigorosamente.

15. Submeter a ultrassom durante 2 a 3 segundos.

16. Distribuir alíquotas de 3,2 mL na região central de cada 

membrana transportadora, previamente posicionada 

sobre o suporte da membrana.

17. Transferir imediatamente os discos de membrana 

transportadora contendo micropartículas revestidas 

de DNA para placas de Petri contendo gel de sílica e 

colocar dentro de um dessecador. Aguardar por pelo 

menos 5 minutos para a secagem total do etanol.
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Neste momento, pode-se esperar por até 3 horas à temperatura 
ambiente antes de usar as micropartículas revestidas de DNA no 
processo de bombardeamento.

4.3 Observações

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

Umidade relativa do ar alta no laboratório, no 
momento da precipitação das micropartículas e do bom-
bardeamento, é prejudicial à e�ciência de transformação. 
Nesses momentos, a umidade não deve ser superior a 
40%, pois poderá gerar agregação de partículas, o que da-
ni�ca o tecido vegetal, reduzindo a obtenção de plantas 
transgênicas. Se necessário, utilizar um desumidi�cador 
para manter a umidade relativa adequada no laboratório.

Cada precipitação é su�ciente para preparar seis 
tiros. Para 24 tiros, preparar quatro tubos de precipitação. 
Não modi�car os volumes descritos.

A espermidina oxida facilmente. Assim, para mini-
mizar a oxidação, a solução de espermidina deve preen-
cher totalmente o tubo.

O fragmento de 5.718 pb contendo o gene mutado 
Atahas (GenBank AL133315, posição 35.863 a 41.580) foi 
clonado no sítio Xba I do vetor pBS SK+ (Stratagene) para 
gerar o vetor pAC 321 (Figura 3). Os sítios originais podem 
ser utilizados para a clonagem de um cassete contendo o 
gene de interesse. Os sítios para BssH II, PvuII e FspI podem 
ser usados para remover total, ou parcialmente, o gene 
de resistência à ampicilina antes do bombardeamento de 
partículas.

Figura 3. Mapa do vetor pAC 321, de 8.672 pares de base, 
utilizado na transformação genética de plantas de soja, feijão 
e algodão, mostrando alguns sítios das enzimas de restrição, 
o gene para resistência a ampicilina, promotor, sequência co-
dificadora, peptídeo sinal (PS) e terminador do gene marcador 
de seleção ahas.
Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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5 Bombardeamento

5.1 Material

•	 Acelerador de micropartículas por hélio a alta 
pressão (Figura 4).

•	 Capela de �uxo laminar. 

•	 Meio de bombardeamento para algodão: meio 
de cultura MS (Apêndice 2) com glicose 3% (p/v) 
e �tagel 0,8% (p/v), substituindo a sacarose e o 
ágar, respectivamente.

•	 Meio de bombardeamento para soja e feijão: 
meio de cultura MS (Apêndice 2) com �tagel 
0,8% (p/v), substituindo o ágar.

•	 Membranas de ruptura.

•	 Papel de �ltro estéril. 

•	 Telas de retenção (aço inoxidável AISI 304,
16 malha e 18 mm de diâmetro).

5.2 Procedimento

Posicionamento dos eixos embrionários

1. Secar parcialmente os meristemas expostos dos eixos 
embrionários sobre a superfície de um papel de �ltro 
estéril, imediatamente antes da etapa 2 deste item.

Este procedimento deve ser realizado sob fluxo laminar.

2. Posicionar 10 a 15 eixos embrionários sobre cada pla-
ca de Petri de 5 cm de diâmetro, contendo 12 mL de 
meio de bombardeamento. Dispor os eixos embrio-
nários em círculo, equidistantes de 6 mm a 12 mm do 
centro da placa e com a região do meristema apical 
voltada para cima.

O posicionamento dos eixos embrionários nas placas de bombar-
deamento é um fator importante para tornar os tecidos viáveis para a 
obtenção de alta frequência de transformação. Eles devem ser posi-
cionados com a região meristemática apical voltada para cima, dentro 
do raio da distribuição de micropartículas, e fora da “zona de morte” 
(região central da placa, onde a onda de choque das micropartículas 
revestidas de DNA é mais intensa, tornando os tecidos inviáveis).

3. Realizar o bombardeamento das micropartículas.

Parâmetros básicos adotados

1. O bombardeamento de micropartículas deve ser 
realizado de acordo com as instruções do fabricante.

2. Condições básicas de instalação: a) a distância entre 
a câmara de gás de alta pressão (gerador de ondas 
de choque) e a membrana carreadora contendo as 
micropartículas revestidas de DNA deve ser de 8 mm; 
b) a distância entre a membrana carreadora e a tela 
de retenção deve ser de 13 mm; c ) a distância entre 
a tela de retenção e o material a ser bombardeado 
deve ser de 80 mm; d) a pressão de vácuo deve ser de 
27 polegadas de Hg; e) a pressão do gás hélio deve 
ser de 1.200 psi.

3. Alguns reguladores de gás hélio apresentam medi-
dor de pressão em kgf/cm². Realizar a conversão de 
acordo com a seguinte relação: 1 kgf/cm² = 14,22 psi.
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Figura 4. Esquema básico do diagrama de funcionamento do acelerador de micropartículas que utiliza hélio a alta pressão: uma 
câmara de alta pressão de gás hélio é pressurizada. O regulador de gás é ajustado para a pressão desejada. Para liberar a onda de 
choque, uma válvula 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 vedação da câmara de alta pressão, permitindo uma precisa liberação do volume de gás 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 micropartículas cobertas com DNA na direção da tela de retenção. A tela retém a membrana carreadora, 
permitindo que as micropartículas continuem na direção do material a ser bombardeado. Esse material deve ser colocado sob condi-
ções de vácuo parcial, para reduzir a força aerodinâmica exercida sobre as micropartículas durante seu deslocamento, minimizando 
a desaceleração.
Fonte: adaptado de Rech e Aragão (1998).

Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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Aceleração das micropartículas cobertas com DNA

1. Abrir a válvula de saída do cilindro de gás hélio e 

ajustar a pressão do regulador para 1.200 psi.

Ajuste do regulador de alta pressão: a) antes de abrir a válvula do 
cilindro de gás hélio, a chave do regulador deverá ser girada no sen-
tido anti-horário (até o final da rosca), e a válvula de saída de gás do 
cilindro deverá estar fechada; b) abrir a válvula do cilindro; c) girar a 
chave do regulador no sentido horário até que o manômetro de saída 
atinja a pressão requerida.

2. Separar conjuntos de quatro membranas de ruptura 

(300 psi/membrana) e mantê-las imersas em isopro-

panol até o momento de serem utilizadas.

O isopropanol tem a finalidade de melhorar a vedação da câmara de 
alta pressão de gás hélio.

3. Posicionar o conjunto de membranas de ruptura na 

extremidade da câmara de alta pressão de gás hélio. 

Apertar o parafuso de vedação. Inverter a câmara de 

alta pressão, encaixando-a na câmara de vácuo.

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

bombardeado.

5. Posicionar a tela de retenção e o suporte da membra-

na carreadora, contendo as micropartículas cobertas 

com DNA, no cilindro de suporte. Cuidadosamente, 

posicionar o cilindro do suporte e fechar a câmara de 

vácuo.

6. Abrir a válvula de entrada de vácuo e depois a válvula 

de entrada do gás hélio para a câmara de alta pressão.

Nunca abrir a válvula de entrada de gás hélio para a câmara 
de alta pressão quando ela estiver posicionada para cima 
ou sem vácuo na câmara de vácuo. Em caso de problema, 
fechar imediatamente a válvula do cilindro de gás hélio e 

depois abrir a válvula de saída de gás hélio da câmara de alta pressão.

7. Quando a pressão de vácuo atingir 27 polegadas de 
Hg, fechar a válvula de entrada de vácuo. Aguardar 
por 2 a 3 segundos e liberar a onda de choque através 
do disparador que ativa a válvula solenoide.

8. Abrir a válvula de saída do vácuo e depois a válvula 
de saída do resíduo de gás hélio da câmara de alta 
pressão.

9. Abrir a câmara de vácuo. Retirar a placa contendo o 
material bombardeado e fechá-la imediatamente.

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

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

12. Ao terminar, fechar a válvula de saída do cilindro de 
hélio e retirar o gás remanescente na mangueira. 
Desligar a bomba de vácuo e o disparador.

13. Transferir as placas contendo os eixos embrionários 
bombardeados para a câmara de crescimento (a 28 °C 
com 14 horas de fotoperíodo).

5.3 Observações

Geralmente, em sistemas vegetais, o nível de vácuo 
utilizado varia de 26 a 29 polegadas de Hg. Atualmente, 
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o equipamento de biobalística mais comercializado é 
baseado no sistema com alta pressão 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 capítulo, 
que foi construído no Laboratório de Transferência de 
Genes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

A membrana carreadora deve possuir uma re-
sistência su�ciente para suportar a energia gerada pela 
onda de choque, mantendo sua integridade durante a 
aceleração e após a violenta desaceleração. Para isso, 
são utilizadas membranas de plástico de alta resistência.
A membrana carreadora consiste de um disco de kapton 
de 24 mm (0,945 polegadas) de diâmetro (espessura:
2 mil = 50 mm). A membrana de ruptura consiste em um 
disco de 13,2 mm (0,52 polegada) do mesmo material. 

Existem diferentes parâmetros físicos e biológicos 
importantes para a obtenção de plantas transgênicas, 
utilizando-se o sistema biobalístico. Entre os principais 
parâmetros físicos, podemos incluir: a) tipo e tamanho 
das micropartículas; b) níveis de vácuo; c) distância entre 
a onda de choque e a membrana carreadora; d) distân-
cia entre a membrana carreadora e a tela de retenção; 
e) distância entre a tela de retenção e o material a ser 
bombardeado; f ) pressão de gás hélio. Entre os principais 
parâmetros biológicos, podemos citar: a) o plasmídio 
utilizado; b) o estádio de desenvolvimento celular do 
material a ser bombardeado. Todos esses parâmetros 
estão inter-relacionados com os níveis de penetração das 

micropartículas nas células e sua sobrevivência, e conse-

quentes níveis de expressão do transgene, devendo ser 

estabelecidos para cada novo material biológico.

O posicionamento dos eixos embrionários nas 

placas de bombardeamento é um fator importante para 

tornar os meristemas acessíveis, para a obtenção de alta 

frequência de transformação. Utilizar um estereomicros-

cópio e, imediatamente antes do bombardeamento, ve-

ri�car o correto posicionamento dos eixos embrionários 

(que pode mudar depois de algum tempo no meio de 

cultura de bombardeamento).

6 Desenvolvimento de 
plantas transgênicas de soja, 
de feijão e de algodão

6.1 Material

•	 Imazapyr 1 mM: dissolver 13,17 mg de imazapyr 

(MW: 261,3; pureza: 99,2%) em 50 mL de água 

destilada estéril. Esterilizar por �ltração utili-

zando �ltro de 0,22 mM. Armazenar a -20 °C em 

alíquotas de 1 mL a 2 mL. 

•	 Meio de cultura/seleção de soja: meio MS 

(Apêndice 2)  contendo imazapyr 500 nM.

•	 Meio de cultura/seleção de feijão: meio MS.
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•	 Meio de enraizamento de algodão: meio MS 
(Apêndice 2) com glicose 3% (p/v) em substituição 
à sacarose e contendo carvão ativado 0,1% (p/v). 
(Apêndice 2) BAP 44,3 mM e imazapyr 80 nM.

•	 Meio de indução de soja: meio MS (Apêndice 2) 
contendo BAP 22,2 mM.

•	 Meio de seleção de algodão: meio MS 
(Apêndice  2) com glicose 3% (p/v) em subs-
tituição à sacarose e contendo BAP 13,3 mM, 
imazapyr 300 nM e carvão ativado 0,1% (p/v).

•	 Solo adubado.

•	 Solução estoque de BAP (Apêndice 2).

•	 Vermiculita.

6.2 Procedimento

1. Somente para soja: imediatamente após o bom-
bardeamento, transferir os eixos embrionários para 
placas de 10 cm de diâmetro e induzir brotações múl-
tiplas por imersão total em 15 mL do meio de indução 
de soja durante 16 horas, no escuro, a 26 °C.

Para feijão e algodão, não realizar essa etapa e ir imediatamente para 
a etapa 2.

2. Transferir os eixos embrionários bombardeados de 
feijão, soja ou algodão para frascos, contendo 20 mL 
do meio de seleção respectivo. Manter os frascos em 
sala de cultura a 28 °C, com fotoperíodo de 16 horas e 
luminosidade de 50 mmols/m2/s.

3. Somente para o algodão: após 30 dias, retirar as 
radículas necrosadas e transferir os explantes para 
frascos, contendo 20 mL de meio de enraizamento 
de algodão. Manter os frascos em sala de cultura a 
28 °C, com fotoperíodo de 16 horas e luminosidade 
de 50 mmols/m2/s.

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

Para soja e feijão, não realizar essa etapa, ir imediatamente para a 
etapa 4.

4. Transferir as plântulas enraizadas individualmente 
para potes de plástico, contendo 0,2 dm3 de solo 
adubado:vermiculita (1:1).

5. Cobrir as plântulas com um saco plástico e vedar com 
um elástico.

6. Manter em estufa a 25  °C com fotoperíodo de
14 horas, umidade relativa do ar acima de 80% e lumi-
nosidade de 350 mmols/m2/s.

7. Depois de 1 semana, remover o elástico. Após a se-
gunda semana, também remover o saco plástico.

8. Assim que as plântulas aclimatizadas atingirem cerca 
de 10 cm de comprimento, transferi-las para um pote 
contendo 5 dm3 de solo adubado e permitir que pro-
duzam sementes.

Sob condições de casa de vegetação e fotoperíodo de 10 a 14 horas, 
cada planta de soja produz cerca de 100 sementes. Como a soja é uma 
planta de dias curtos, é recomendável um aumento do fotoperíodo de 
18 a 20 horas para induzir um forte crescimento vegetativo da planta 

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   102 04/07/2016   15:12:00



103

e, por consequência, atraso da floração. Depois de um período de até 
2 meses de crescimento vegetativo com fotoperíodo de 18 a 20 horas, 
este deve ser ajustado para 10 a 14 horas para induzir a floração. Esse 
procedimento torna possível produzir até 1.000 sementes por planta.

9. Para detectar a presença dos transgenes, as plantas 
deverão ser analisadas por PCR (Capítulo 10), Southern 
blot (Capítulo 12) e/ou Western blot (Capítulo 19), en-
tre outros métodos.

6.3 Observações

Esse protocolo explora o potencial morfogênico 
de eixos embrionários oriundos de sementes maduras 
de soja, algodão e feijão de se regenerarem em plantas 
férteis, utilizando-se um procedimento simples de cultu-
ra de tecidos. O processo físico da introdução de genes 
exógenos utilizando bombardeamento de micropartícu-
las tem uma larga aplicação em quase todas as células 
vivas (SANFORD et al., 1991). Contudo, a aplicação desse 
protocolo é limitada à utilização de uma molécula sele-
tiva (o imazapyr) capaz de se translocar e concentrar-se 
na região apical meristemática do eixo embrionário, e à 
disponibilidade de procedimentos de regeneração seme-
lhantes ao descrito. Apesar da ampla e adequada utiliza-
ção de outras moléculas, como higromicina, canamicina, 
fos�notricina e glufosinato de amônio como agentes 
seletivos para as células de cotilédones, calos embrio-
gênicos e suspensão de células, essas moléculas não são 
adequadas para a seleção efetiva de células transgênicas 
de eixos embrionários após o bombardeamento de mi-
cropartículas, descrita nesse protocolo. Isso se deve ao 

fato que as células meristemáticas apicais transgênicas 

não estão em contato com o agente seletivo no meio de 

cultura. 

Neste protocolo, a região meristemática apical 

exposta do eixo embrionário, derivado das sementes 

maduras, é posicionada em meio de cultura adequado e 

submetida ao bombardeamento de micropartículas, com 

o vetor portando o gene ahas como marcador de seleção 

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 radícula dos 

eixos embrionários de forma não letal e concentrar-se 

na região meristemática apical. O mecanismo de ação 

do imazapyr é a inibição da atividade enzimática de 

acetohidroxiácido sintase (AHAS), que catalisa na região 

meristemática apical o primeiro passo na biossíntese de 

três aminoácidos essenciais: isoleucina, leucina e valina 

(SHANER et al., 1984). Como consequência, após o bom-

bardeamento de micropartículas, as células transgênicas 

na região apical dos eixos embrionários podem ser efeti-

vamente selecionadas.

O período de indução em BAP é mais curto para a 

soja (24 horas). Já o algodão não enraíza em presença de 

BAP, precisando ser transferido para um meio sem BAP 

para enraizamento.

O imazapyr é foto e termolábil. É necessário certi-

�car-se se a temperatura do meio de cultura é inferior a 

55 °C antes de adicioná-lo.
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1 Introdução
O conhecimento das bases moleculares do meca-

nismo de infecção por Agrobacterium spp. juntamente 
com novas técnicas em biologia celular e molecular 
vegetal, permitiram o desenvolvimento de metodolo-
gias de transferência de genes exógenos para plantas, 
utilizando essa bactéria como vetor natural de transfor-
mação. A transferência de genes para diferentes espé-
cies vegetais foi possível graças ao desenvolvimento de 
vetores derivados do plasmídio Ti e sua introdução em 
linhagens desarmadas de Agrobacterium spp., nas quais 
os oncogenes foram removidos (Capítulo 3). O sistema 
de transformação via Agrobacterium spp. foi utilizado, 
a partir de então, para transformar grande número de 
plantas (CHENG et  al., 2004; HERRERA-ESTRELLA et  al., 
2005; VASIL, 2008). A alta e�ciência de transformação, o 
baixo custo operacional, assim como a elevada reprodu-
tibilidade dos protocolos de transformação e de seleção 
são as maiores razões para a universalidade do uso do 
sistema Agrobacterium spp.

O princípio da transformação com uma linhagem 
desarmada de Agrobacterium sp. baseia-se na seleção de 
uma ou mais células transformadas e na sua regeneração 
em planta transgênica, isto é, as células competentes 
em regenerar-se devem ser aquelas competentes para 
transformação. Assim, o método ideal de transformação 
via Agrobacterium spp. deve combinar, ao mesmo tempo, 
a descontaminação do tecido infectado pela bactéria, a 
seleção das células que foram transformadas e que expres-

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

O protocolo básico de cocultura consiste no cultivo 
simultâneo 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 regeneração in vitro, e 
poderá ter diversas origens (como discos ou fragmentos 
foliares, segmentos de caules ou de raízes, pecíolos, coti-
lédones, hipo ou epicótilos, calos embriogênicos, suspen-
sões celulares ou embriões somáticos). É importante que 
um ferimento seja feito no explante antes ou durante o 
contato com a bactéria, pois as células feridas vão liberar 
moléculas-sinal que, por sua vez, vão induzir os genes 
de virulência de Agrobacterium spp. (MCCULLEN; BINNS, 
2006; TZFIRA; CITOVSKY, 2006). Durante a cocultura, ocor-
rerá a ligação entre a bactéria e a célula vegetal no local 
do ferimento do explante, a indução dos genes da região
vir e a transferência do T-DNA para o genoma da planta 
(Capítulos 1 e 3).

Após a cocultura, o explante é transferido para 
meio de cultura apropriado para a regeneração, conten-
do um ou mais antibióticos descontaminantes, os quais 
vão eliminar as células de Agrobacterium spp., que serão, 
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Figura 1. Esquema generalizado das etapas da transfor-
mação de plantas por cocultura com uma linhagem de-
sarmada de Agrobacterium sp., baseado no protocolo de 
cocultura com fragmentos foliares de fumo, descrito neste 
capítulo.
Fonte: adaptado de Brasileiro (1998).

Ilustração: Laura de Alencar Dusi

a partir desse momento, indesejáveis. Normalmente, 
adiciona-se ao meio de cultura um agente de seleção, 
que será responsável pela inibição do crescimento das 
células não transformadas. O efeito nocivo do agente de 

seleção será anulado pelo produto da expressão do gene 
marcador de seleção (geralmente uma enzima) nas cé-
lulas transformadas. Assim, somente essas células serão 
capazes de multiplicar-se em meio seletivo. 
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Para evitar o aparecimento de plantas quiméricas, 

a transferência dos explantes cocultivados para o meio 

seletivo deve ser realizada o mais breve possível após a 

cocultura. Uma planta quimérica é formada por células 

distintas (transformadas e não transformadas), em virtude 

de uma seleção tardia ou inadequada que permitiu que 

células distintas dessem origem a diferentes tecidos de 

um único broto. O ideal é que, durante todos os estádios 

posteriores à cocultura, a pressão de seleção seja man-

tida sobre o tecido em regeneração, para que somente 

células transformadas sejam regeneradas. Entretanto, 

os sistemas de seleção não são totalmente e�cientes e, 

assim como ocorre com o quimerismo, alguns escapes 

também podem ocorrer (ARAGÃO; BRASILEIRO, 2002; 

BRASILEIRO; ARAGÃO, 2001; MIKI; MCHUGH, 2004; 

SUNDAR; SAKTHIVEL, 2008). Escapes são brotos não 

transformados que, apesar de não expressarem o gene 

marcador de seleção, conseguem regenerar-se na pre-

sença do agente de seleção.

Os brotos resistentes ao agente de seleção são 

posteriormente isolados à medida que se regeneram, e 

transferidos para meio de cultura próprio para enraiza-

mento. Uma vez enraizadas, as plântulas potencialmente 

transformadas são aclimatadas e transferidas para casa 

de vegetação. A análise molecular dessas plantas é ne-

cessária para comprovar a integração e expressão do(s) 

gene(s) exógeno(s) no genoma da planta e a análise da 

segregação para demonstrar a estabilidade da integração.

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

1. Estabelecer um método e�ciente de regeneração 
para um ou mais tipos de explantes da espécie (ou 
genótipo) estudada.

2. De�nir as condições de cultura mais favoráveis ao cres-
cimento da planta doadora, de maneira que o estado 
�siológico dos explantes no momento da cocultura 
seja o mais adequado à transformação e à regeneração.

3. Avaliar a melhor combinação “genótipo versus linha-
gem de Agrobacterium sp.”. Existem muitas opções de 
linhagens desarmadas de Agrobacterium spp., con-
tendo diferentes tipos de plasmídios Ti desarmados, 
em diferentes contextos cromossomais (Capítulo 3).

4. De�nir as condições de crescimento, o estado �sio-
lógico e a concentração da cultura de Agrobacterium
sp., de maneira que a bactéria seja a mais infectante 
possível para o explante durante a cocultura.

5. Estabelecer as melhores condições de cocultura 
para que a transformação das células do explante 
seja a mais e�ciente possível, sem que isso afete sua 
capacidade regenerativa. Condições básicas a serem 
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testadas são: tempo e temperatura de cocultura, 
pH,  composição dos meios de cultura, presença de 
indutores (moléculas-sinal), tipo e estado �siológico 
do explante, entre outras. Durante a cocultura, pelo 
menos três requerimentos básicos são necessários 
para que ocorra a indução de genes da região vir: pH 
entre 5 e 6, temperatura entre 22 °C e 28 °C e presen-
ça de uma fonte de carbono (GELVIN, 2009; WANG, 
2006). Essas condições são encontradas na maioria 
dos protocolos de regeneração. O estabelecimento 
dessas condições de cocultura pode ser otimizado 
pelo uso de genes repórteres, sendo gus e gfp os mais 
comumente utilizados (Capítulo 8). No caso do gene 
gus, devem-se utilizar construções que contenham, 
dentro da sua sequência codi�cadora, um íntron que 
impede sua transcrição dentro do sistema procarioto 
de Agrobacterium spp., evitando, assim, a detecção de 
falsos positivos (VANCANNEYT et al., 1990).

6. Determinar a dose e o tipo do antibiótico desconta-
minante e o tempo de exposição do explante a esse 
antibiótico, de maneira a impedir o crescimento de 
Agrobacterium sp. após a cocultura, sem interferir, ao 
mesmo tempo, no potencial regenerativo do explante. 
A cefotaxima e a carbenicilina são os antibióticos mais 
utilizados para tal �m, entretanto, outros antibióticos 
também podem ser muito e�cazes, como vancomicina, 
augmentina, ticarcilina (sozinho ou em combinação 
com ácido clavulânico) e ampicilina. A utilização des-
ses agentes deve ser precedida por testes de tolerância 
da planta.

7. Determinar a dose letal mínima do agente de seleção 
e o melhor tempo de exposição do explante a essa 
dose, de maneira que o maior número de brotos 
transgênicos seja selecionado. O agente de seleção 
é, geralmente, um antibiótico (como canamicina e 
higromicina) ou um herbicida (por exemplo, glifosato 
e fos�notricina). Para a determinação da dose letal 
mínima do agente de seleção, uma curva de sobre-
vivência do explante a ser utilizado para a cocultura 
deve ser estabelecida em relação a diferentes con-
centrações do agente.

A primeira planta transgênica obtida pelo sistema 
Agrobacterium spp. foi o fumo (DE  BLOCK et  al., 1984; 
HORSCH et  al., 1984), modelo para a transformação de 
espécies dicotiledôneas de ciclo curto graças à sua alta 
e�ciência, tanto de regeneração como de transformação, 
e à simplicidade do seu protocolo. O protocolo de co-
cultura com fragmentos foliares de fumo então descrito 
foi adaptado, com pequenas modi�cações, para outros 
tipos de explantes de uma enorme gama de espécies 
vegetais. O re�namento desse protocolo básico permitiu 
também o estabelecimento com sucesso de protocolos 
de transformação para espécies até então consideradas 
recalcitrantes à transformação por Agrobacterium spp.
(HERRERA-ESTRELLA et al., 2005; TZFIRA; CITOVSKY, 2006).

Acreditava-se, inicialmente, que as espécies mo-
nocotiledôneas não pudessem ser transformadas via 
Agrobacterium spp., por não fazerem parte de sua gama na-
tural de hospedeiros. Desde o primeiro sucesso da transfor-
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mação de arroz (Oryza sativa), mediada por Agrobacterium
spp. no início da década de 1990 (HIEI et al., 1994), avanços 
signi�cativos na transformação de espécies de mono-
cotiledôneas por Agrobacterium spp. foram alcançados 
(SHRAWAT; LÖRZ, 2006; SOOD et al., 2011). A princípio, plan-
tas transgênicas de cereais como milho, trigo e cevada fo-
ram obtidas (CHENG et al., 1997; ISHIDA et al., 1996; TINGAY 
et al., 1997), seguidas de gramíneas forrageiras (SOMLEVA 
et  al., 2002) e monocotiledôneas ornamentais (SUZUKI; 
NAKANO, 2002; SUZUKI et al., 2001). O arroz tornou-se um 
modelo para transformação de monocotiledôneas, pois 
apresenta genoma pequeno (430 Mbp), sistema e�ciente e 
em larga escala de transformação genética, mapas genéti-
cos saturados e mapas físicos com alta cobertura, grande 
coleção de dados de transcritoma disponível, quatro geno-
mas completamente sequenciados e disponíveis publica-
mente e grande colinearidade do seu genoma com os das 
outras gramíneas (HIRANO et al., 2008; UPADHYAYA, 2007). 
A transformação de unidades embriogênicas de arroz (HIEI 
et al., 1994), com modi�cações de Sallaud et al. (2003), será 
aqui descrita para ilustrar um protocolo básico de cocultura 
para espécies de monocotiledôneas.

Em paralelo, métodos alternativos de transforma-
ção pelo sistema Agrobacterium spp. foram desenvolvidos 
para a planta-modelo Arabidopsis thaliana. Esses métodos, 
denominados in planta, foram inicialmente baseados na 
transformação de plântulas em germinação (FELDMANN; 
MARKS, 1987), ou de plantas em começo de �oração, sub-
metidas a vácuo (BECHTOLD et al., 1993), em contato com 
culturas de Agrobacterium spp. em altas concentrações, 

com o objetivo de introduzir a bactéria nos espaços inter-
celulares do tecido da planta. Clough e Bent (1998) descre-
veram posteriormente um método simpli�cado, consis-
tindo basicamente na imersão das in�orescências (partes 
aéreas) da planta dentro da cultura de Agrobacterium sp. 
por alguns segundos, sem necessidade de vácuo. Na 
transformação in planta, o transgene é introduzido via 
Agrobacterium sp. em botões �orais da planta intacta e as 
sementes derivadas são posteriormente selecionadas na 
presença do agente seletivo. A transformação in planta é 
de grande interesse para espécies vegetais recalcitrantes, 
pois não necessita das etapas in vitro de cultura de tecidos 
e regeneração para obtenção de uma planta transformada. 
Além de A. thaliana, a transformação 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 número signi�cativo de sementes transgênicas 
obtidas e a simplicidade de manipulação fazem da trans-
formação in planta uma alternativa atraente para valida-
ção e estudo da função biológica de genes. O protocolo 
adaptado do método de transformação por imersão �oral 
(�oral dip) (CLOUGH; BENT, 1998), utilizando a planta-
-modelo A. thaliana, será descrito neste capítulo.

No presente capítulo, três protocolos de transfor-
mação de plantas-modelo são apresentados e discutidos: 
a) cocultura com explantes organogênicos de fumo, 
planta-modelo para transformação de dicotiledôneas;
b) cocultura com unidades embriogênicas de arroz,
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planta-modelo para transformação de monocotiledô-

neas; c) transformação de A. thaliana por imersão de 

botões �orais, sistema-modelo para transformação in 

planta. Esses protocolos podem ser adaptados para as 

demais espécies vegetais.

2 Cocultura de
discos foliares de fumo

2.1 Material

•	 Água destilada, esterilizada por autoclavagem a 

121 °C, durante 20 minutos. 

•	 Capela de �uxo laminar. 

•	 Espectrofotômetro para leitura de absorbância a 

600 nm.

•	 Incubadora com controle de temperatura e agi-

tação orbital.

•	 Lâminas para bisturi e alça de platina.

•	 Linhagem desarmada de Agrobacterium sp., con-

tendo, em seu vetor, os transgenes de interesse 

(Capítulo 3).

•	 Meio de crescimento de bactéria LB (Apêndice 1).

•	 Meio de cultura para plantas MS (Apêndice 2).

•	 Microcentrífuga.

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

•	 Papel de �ltro, esterilizado por autoclavagem a 
121 °C, durante 20 minutos.

•	 Recipientes de polipropileno transparente ou 
vidro, próprios 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 orgânica.

•	 Solução de etanol 70% (v/v).

•	 Solução de hipoclorito de sódio (NaOCl) 1% (v/v).

•	 Solução-estoque de BAP (10 mg/mL) (Apêndice 2).

•	 Soluções-estoque de cefotaxima e dos agentes 
seletivos apropriados (Apêndice 3).

•	 Tubos para microcentrífugas de 1,5 mL.

2.2 Procedimento

Desinfestação e micropropagação de plantas de fumo

1. Desinfestar a superfície das sementes de fumo em so-
lução de hipoclorito de sódio 1%, durante 20 minutos. 

O tempo de desinfestação no hipoclorito de sódio depende da espécie 
vegetal, variando entre 10 e 30 minutos. Se as sementes possuírem 
casca muito irregular, cerosa ou pilosa, é aconselhável realizar pré-
-lavagem em etanol 70% durante 1 minuto, antes da esterilização, 
para quebrar a tensão superficial.
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2. Lavar as sementes cinco vezes em água esterilizada, 
para retirar o hipoclorito residual. 

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

3. Inocular as sementes sobre meio MS sólido em placas 
de Petri. Incubar as placas em uma sala de cultura 
com um fotoperíodo de 16 horas, a uma temperatura 
de 25 ± 2 °C.

4. Quando a plântula atingir aproximadamente 1 cm, 
transferi-la para um frasco, contendo meio MS sólido. 
Incubar as plântulas nas mesmas condições descritas 
nas etapas anteriores deste item.

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

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

Plântulas micropropagadas são a fonte ideal de explantes (fragmentos 
foliares) para cocultura com Agrobacterium spp., por se tratarem de 
material sem contaminações e geneticamente idêntico (clone), elimi-
nando, assim, o “efeito genótipo”.

Infecção dos fragmentos foliares

7. Cultivar a linhagem de Agrobacterium sp. a ser utili-

zada na cocultura em meio de crescimento sólido 

LB, contendo os antibióticos apropriados, durante

48 horas, entre 25 °C e 28 °C.

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

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

8. Com a ajuda de uma alça de platina, inocular de duas 

a quatro colônias isoladas (recém-crescidas em meio 

sólido) em 10 mL de meio LB líquido.

Alternativamente, pode-se partir de uma suspensão bacteriana recém-
-crescida em meio líquido e diluí-la na proporção adequada, em meio 
líquido novo (por exemplo, 50 µL de suspensão em 10 mL de meio).

9. Cultivar as bactérias em um agitador do tipo orbital, 

durante aproximadamente 16 horas, a uma frequên-

cia de agitação 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 aeração durante o cultivo (Capítulo 1).

A fase exponencial de crescimento das agrobactérias pode durar de
4 a 8 horas, durante a qual o tempo de geração varia de 70 a 90 
minutos (WISE et al., 2006).
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10. Determinar a absorbância a 600 nm (A600) da suspen-
são bacteriana por leitura em espectrofotômetro. A 
cultura deve estar em fase exponencial de crescimen-
to, ou seja, A600 entre 0,7 e 1,0.

Generalizando, pode-se considerar que, para Agrobacterium spp.,
A600 = 1,0 equivale a 5 x 108 Unidades Formadoras de Colônias (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 não dani�cá-las.

Plantas de fumo cultivadas em casa de vegetação 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 vegetação sob condições 
parcialmente controladas de temperatura (20 °C a 30 °C) e umidade
(~ 70%). Desinfestar as folhas com hipoclorito de sódio 1% (v/v) durante 
30 minutos e lavar abundantemente, pelo menos cinco vezes, com água 
destilada estéril. 

12. Cortar a folha em quadrados de, aproximadamente, 
0,5 cm2 a 1,0 cm2, sobre papel de �ltro embebido em 
água ou meio MS líquido.

Os fragmentos foliares também podem ser cortados em forma de 
discos (1 cm de diâmetro) ou de tira. Entretanto, a obtenção dessas 
formas exige manipulações adicionais que podem aumentar as chan-
ces de contaminação ou de estresse dos explantes. A eficiência de 
transformação dessas diferentes formas é a mesma. 

No caso de utilizar folhas desinfestadas, provenientes de plantas cres-
cidas em casa de vegetação, evitar a utilização de áreas da folha que 
apresentem nervuras primárias e secundárias ou que estejam cloróticas, 
necrosadas, com coloração verde-escura ou com aparência encharcada.

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

de Petri. Quando todos os explantes estiverem corta-
dos, transferi-los do meio MS líquido para uma placa 
de Petri contendo 10 mL da suspensão bacteriana em 
meio LB (etapa 10 deste item). Certi�car-se de que os 
explantes estão imersos na suspensão.

Utilizar, no mínimo, oito placas por tratamento ou construção testada, 
contendo dez explantes cada uma.

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

15. Após a cocultura, transferir os explantes com auxílio 
da pinça, secando-os rapidamente em papel de �ltro 
estéril, para eliminar o excesso de bactérias, e deposi-
tá-los em placa de Petri contendo meio MS sólido adi-
cionado de BAP (1 mg/L). Colocar, aproximadamente, 
10 explantes por placa e selar as placas com �lme 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 está em contato com o meio, não 
tem influência na taxa de regeneração de brotos. Entretanto, alguns 
protocolos consideram que a face abaxial em contato com o meio 
conduz a uma regeneração mais eficiente (CURTIS, 2010).

16. Após esse período, transferir os explantes para placas 
de Petri contendo meio MS sólido adicionado de 
BAP (1 mg/L) (para indução de brotos), cefotaxima 
(500 mg/L) (para evitar o crescimento das bactérias 
remanescentes) e o agente de seleção apropriado 
(para selecionar as células transformadas). Colocar, 
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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 seleção. Esse controle servirá 
para monitorar o sistema de regeneração de brotos sem o efeito do 
agente de seleção.

Para um segundo controle positivo, realizar uma cocultura sem bacté-
ria e, depois, transferir os explantes para meio MS contendo somente 
BAP. Esse controle servirá para monitorar o sistema de regeneração 
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 seleção. Esse controle servirá para monitorar a eficiência 
do agente de seleção, isto é, nenhum explante deverá regenerar-se 
nessas condições.

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 �lme de PVC e incubá-las em sala 
de cultura com fotoperíodo de 16 horas, à tempera-
tura de 25 ± 2 °C.

Obtenção de brotos transgênicos

18. Após 2 semanas de incubação, 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 seleção apropriado. Incubar as placas nas mesmas 
condições descritas nas etapas anteriores deste item.

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

19. Identi�car 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 sólido 
para enraizamento, acrescido de cefotaxima (250 mg/L) 
e do agente de seleção apropriado (Figura 2).

Os primeiros brotos, resistentes ao agente de seleção, começam a 
aparecer com 3 a 4 semanas após a cocultura. Esses brotos surgem 
geralmente dos calos formados na margem do fragmento, ou de áreas 
internas feridas durante as manipulações (Figura 2).

É aconselhável escolher somente um broto por calo resistente, evi-
tando, assim, trabalhar com brotos originários de uma mesma célula 
transformada, ou seja, do mesmo evento de transformação. 

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

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

Raízes não transgênicas são geralmente muito sensíveis aos diferen-
tes agentes de seleção. Assim, somente os brotos que conseguirem 
enraizar em meio seletivo podem ser considerados potencialmente 
transgênicos. Brotos transgênicos representam aproximadamente 75% 
do número total de brotos retirados dos calos resistentes à canamicina 
(GALLOIS; MARINHO, 1995). É importante lembrar que a expressão do 
gene marcador de seleção em qualquer tecido da planta é dependente 
das suas sequências regulatórias (LEPLÉ et al., 1992).

21. Avaliar a e�ciência de transformação, considerando o 
número total de brotos enraizados em meio seletivo 
em relação ao número total de explantes cocultivados.

22. Subcultivar, por micropropagação (como descrito 
na etapa 5 do item 2.2 Procedimento), cada plântula 
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Figura 2. Fragmentos foliares de plantas de fumo (Nicotiana tabacum) em meio MS, 1 mês após a cocultura: A) fragmentos foliares 
que foram cultivados sem a presença de Agrobacterium sp. e, depois, transferidos para meio seletivo (controle negativo); B) brotos 
não transgênicos se regenerando a partir de fragmentos foliares que foram cultivados sem a presença de Agrobacterium sp. e, depois, 
transferidos para meio não seletivo (controle positivo); C) brotos potencialmente transgênicos se regenerando a partir de fragmentos 
foliares que foram cocultivados com Agrobacterium sp. e, depois, transferidos para meio seletivo.
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potencialmente transgênica, mantendo assim uma 
ou mais cópias (clones) in vitro.

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

É aconselhável manter o agente descontaminante (cefotaxima a 
100 mg/L) durante os subcultivos, para evitar a contaminação por 
agrobactérias residuais. Porém, não é mais necessário manter o 
agente de seleção.

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

contendo a mistura solo:vermiculita estéril. Cobrir a 

parte aérea da plântula com um saco plástico, para 

evitar seu ressecamento.

É muito importante retirar todos os vestígios de meio de cultura das 
raízes, pois ele poderá servir como meio nutritivo para bactérias 
e fungos do solo, que estarão em contato com as raízes durante a 
aclimatação.

No caso de vetores contendo o gene repórter gus ou gfp, para con-
firmar o estado transgênico das plântulas enraizadas na presença do 
agente de seleção, pode-se retirar um ou mais fragmentos das folhas 
e raízes dessas plântulas, no momento de transferi-las para os copos, 
e realizar testes para detectar a atividade enzimática dos genes repór-
teres (Capítulo 8).
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Em paralelo, fragmentos das folhas e raízes dessas plântulas podem 
também ser utilizados para confirmar a presença dos transgenes pela 
técnica de PCR (Capítulos 9 e 10).

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

As plantas cultivadas in vitro estão adaptadas à umidade alta do inte-
rior dos frascos. A transferência para o ambiente mais seco da casa 
de vegetação pode ser fatal. Por isso, durante os primeiros dias de 
aclimatação, a proteção da parte aérea da planta com um saco plásti-
co é fundamental para manter a umidade alta, que deve ser reduzida 
progressivamente. Durante esse período, a planta irá desenvolver 
uma cutícula para controlar as perdas de água.

25. Quando a planta atingir aproximadamente 30 cm de 
altura, retirar algumas folhas para realizar as devidas 
análises moleculares, visando con�rmar a presença e 
integração do T-DNA no genoma da planta (Capítu-
los 9 a 12). Para a análise genética da descendência, 
proceder como descrito no Capítulo 4.

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

2.3 Observações

Para a indução de genes da região vir durante a co-
cultura, é importante a presença de compostos fenólicos, 

tais como acetosiringona, α-hidroxiacetosiringona, ácido 
sinápico ou ácido cafeico, que são naturalmente produzi-
dos como defesa da planta no momento da infecção pela 
bactéria e são indutores (moléculas-sinal) do sistema de vi-
rulência de Agrobacterium spp. (MCCULLEN; BINNS, 2006). 
Tecidos ou células lesadas de algumas espécies como 
fumo produzem, aparentemente, quantidades su�cientes 
dessas moléculas-sinal, garantindo a indução da região vir
e a transferência do T-DNA. Entretanto, em outras espécies, 
observou-se que a virulência pode ser aumentada pela 
adição de acetosiringona, ou outro composto fenólico, ao 
meio de crescimento da bactéria e/ou ao meio de cultura 
da planta durante a cocultura (PITZSCHKE; HIRT, 2010).

Para uma máxima e�ciência de transformação 
por Agrobacterium spp., é importante que as células do 
hospedeiro estejam num estado mínimo de estresse. 
Demonstrou-se que outras moléculas-sinal, liberadas pela 
planta como defesa ao ataque de Agrobacterium spp., como 
ácido salicílico, etileno, ácido jasmônico, ácido butírico e 
auxina (ácido indol-3-acético), podem inibir a expressão 
dos genes vir, principalmente nos estágios �nais da forma-
ção do tumor (6 dias após a infecção) (GELVIN, 2009; LEE 
et al., 2009). Assim, a concentração da bactéria durante a 
cocultura e o tempo de cocultura são parâmetros críticos na 
transformação de diferentes espécies vegetais. Na presença 
de altas concentrações de bactéria, determinadas espécies 
vegetais, ou tipos de explantes, podem apresentar reações 
de hipersensibilidade a Agrobacterium spp. Na presença 
de uma baixa concentração, somente um número restrito 
de células pode ser transformado. Um tempo prolongado 
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de contato entre a bactéria e o explante pode ter efeitos 
distintos, dependendo da espécie vegetal. Geralmente, 
um período de 2 a 4 dias é su�ciente. Períodos superiores a
5 dias podem di�cultar a descontaminação dos explantes 
e causar sérios danos à célula vegetal. Entretanto, para 
algumas espécies, 7 dias de cocultura podem ser o ideal 
(CURTIS et al., 1995).

Agrobacterium spp. também têm sido amplamen-
te utilizadas para estudos de expressão transiente em 
plantas intactas por meio de agroin�ltração (ou agroi-
noculação ou agroinfecção) (KAPILA et  al., 1997). Essa 
estratégia simples e e�ciente consiste na in�ltração, com 
uma seringa, em folhas de planta inteira, de uma cultura 
de Agrobacterium sp. desarmada, contendo em seu vetor 
os genes em estudo, resultando na transformação de 
algumas ou todas as células na zona in�ltrada. A agroin-
�ltração tem sido amplamente utilizada para: a) estudos 
de biologia viral utilizando Agrobacterium spp. como 
veículo para infecção sistêmica de vírus em plantas; b) 
estudo de silenciamento gênico em plantas pela estraté-
gia VIGS (Capítulo 7); c) análise da interação agrobactéria/
hospedeiro, utilizando o vírus como um marcador para 
a transferência do T-DNA ou na produção de proteínas 
recombinantes em plantas (como anticorpos ou vacinas) 
(DE MUYNCK et al., 2010; VAGHCHHIPAWALA et al., 2011).

Plantas transgênicas obtidas após a cocultura 
devem ser morfologicamente idênticas às plantas não 
transgênicas. Alterações fenotípicas não desejáveis 
podem ocorrer em virtude de variações somaclonais 

decorrentes de um longo processo de cultura in vitro ou, 
raramente, por mutação insercional do T-DNA (JIN et al., 
2008). Entretanto, dependendo do objetivo do estudo, 
por exemplo, a análise de função gênica por silenciamen-
to ou superexpressão, alterações fenotípicas decorrentes 
da expressão do transgene são esperadas e desejáveis.

3 Cocultura de unidades 
embriogênicas de arroz

3.1 Material

•	 Agitador do tipo Vortex. 

•	 Água destilada, esterilizada por autoclavagem a 
121 °C, durante 20 minutos.

•	 Capela de �uxo laminar.

•	 Espectrofotômetro para leitura de absorbância a 
600 nm.

•	 Filme plástico de para�na.

•	 Incubadora com controle de temperatura e agi-
tação orbital.

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

•	 Meio de cultura LB e AB para crescimento de 
agrobactéria (Apêndice 1). 

•	 Meios de cultura de plantas básicos: NB, R2 e MS 
(Apêndice 2). 
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•	 Meios de cultura para embriogênese somática 

de arroz:

•	 Mistura solo:vermiculita (1:1), esterilizada por 

autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos.

•	 Papel de �ltro em placas de Petri, esterilizado por 

autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos.

•	 Papel de �ltro, em retângulos de aproximada-

mente 30 cm x 20 cm, protegidos com papel 

pardo ou de alumínio, esterilizado por autocla-

vagem a 121 °C, durante 20 minutos.

•	 Pinças, alça de platina e alça 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 �ltração (�ltro e frasco) de 150 mL, 

graduado e estéril, com membrana com 50 mm 

de diâmetro e com poros de 0,2 mm.

•	 Solução de acetosiringona 100 mM (Apêndice 4). 

•	 Solução de etanol 70% (v/v).

•	 Solução de glicerol 50% (v/v), esterilizada por 

autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos.

•	 Solução de hipoclorito de sódio (NaOCl) 5% (v/v).

•	 Soluções-estoque dos antibióticos cefotaxima e 

timentina e dos agentes seletivos apropriados 

(Apêndice 3).

•	 Soluções-estoque de 2,4-D, ABA, BAP e ANA 

(1 mg/mL) (Apêndice 1).

Meio Componente
(Apêndice 2)

Concentração 
final 

Meio de 
indução NB

Meio de cultura básico NB 1X

2,4-D 2,5 mg/L

BAP 0,2 mg/L

Meio R2CC

Meio de cultura básico R2 1X

Acetoseringona 200 μM

2,4-D 2,5 mg/L

BAP 0,2 mg/L

Meio NBS

Meio de cultura básico NB 1X

Agarose tipo I (em 
substituição ao fitagel)

0,7% (p/v)

2,4-D 2,5 mg/L

BAP 0,2 mg/L

Meio pré-RN

Meio de cultura básico NB 1X

Agarose tipo I (em 
substituição ao fitagel)

0,7% (p/v)

ABA 5 mg/L

BAP 2 mg/L

ANA 1 mg/L

Meio RN

Meio de cultura básico NB 1X

Fitagel 0,45% (p/v)

BAP 3 mg/L

ANA 0,5 mg/L
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•	 Tubos cônicos para centrífuga com tampa ros-
queável de 50 mL, esterilizados por autoclava-
gem a 121 °C, durante 20 minutos. 

•	 Tubos para microcentrífuga de 1,5 mL.

3.2 Procedimento

Indução de calos embriogênicos
a partir de sementes maduras

1. Descascar sementes maduras de arroz manualmente, 
com o auxílio de uma pinça, ou utilizando descasca-
dor de sementes. Selecionar as sementes bem forma-
das e sem manchas no endosperma ou embrião para 
evitar contaminações. Usar 100 sementes para cada 
construção gênica.

Este protocolo é eficiente para a cultivar Nipponbare e várias outras 
variedades da subespécie japônica.

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

3. Lavar as sementes abundantemente com água desti-
lada por seis vezes. Secá-las bem em papel �ltro.

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

no �uxo por 15 minutos para retirar qualquer excesso 
de umidade do meio ou condensação. Selar as placas 
com �lme plástico de para�na e incubá-las no escuro 
a 27 °C, durante 3 a 4 semanas. 

É determinante que não haja condensação nas placas no momento 
de semear, sendo recomendável verter o meio de indução NB nas 
placas de Petri 1 ou 2 dias antes de inocular as sementes, para reduzir 
contaminações.

As sementes de arroz devem ser posicionadas no meio preferencial-
mente com a região do embrião voltada para cima e com leve pressão 
para que elas não se soltem do meio em razão do crescimento dos 
calos e/ou germinação do embrião. Caso as sementes se soltem do 
meio, haverá germinação do embrião e/ou proliferação de raízes em 
vez de calos embriogênicos.

A qualidade da indução do calo primário e a liberação das unidades 
embriogênicas dependem da qualidade do lote de sementes, sendo 
aconselhável realizar um teste de germinação antes de induzir os 
calos para verificar as condições das sementes.

Seleção e multiplicação de unidades embriogênicas

5. Após 3 semanas, quando os primeiros calos primários 
(de 0,5 cm a 1 cm de diâmetro) forem observados, bater 
levemente cada placa na palma da mão até que todos 
os calos soltem. Dessa forma, será possível liberar e 
identi�car as pequenas unidades embriogênicas (UEs) 
individualizadas na superfície do meio. Transferir as 
UEs (de 0,5 mm a 1 mm de diâmetro) para novo meio 
de indução NB em placas de Petri de 100 mm x 15 mm, 
colocando de 30 a 50 unidades por placa (Figura 3).

Decorrido o período de indução em meio de indução NB, é possível 
observar, na região escutelar do embrião zigótico, a formação de calo 
primário compacto de 0,5 cm a 1 cm de diâmetro, podendo haver 
também formação de calos com aspecto aquoso na região mais api-
cal do embrião da semente em germinação. A partir de alguns calos 
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Figura 3. Etapas do protocolo de transformação de unidades embriogênicas (UEs) de arroz (Oryza sativa) por cocultura: (A) UEs pla-
queadas em meio de indução NB após seleção de calos embriogênicos derivados do escutelo da semente madura de arroz (em desta-
que, UE medindo 0,5 mm); (B) formação de unidades globulares esbranquiçadas (em destaque) a partir das UEs originais, na segun-
da fase de seleção em meio de indução NBS; (C) distribuição das unidades globulares esbranquiçadas resistentes ao agente seletivo 
em meio NBS para controle da origem dos diferentes eventos de transformação (em destaque, UE transgênica resistente, após 3 a
4 semanas em meio de regeneração); e (D) plântula transgênica de arroz desenvolvida a partir de brotos resistentes.
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primários, são formadas as pequenas UEs individualizadas, que são 
nódulos esféricos e compactos de 0,5 mm a 1 mm de diâmetro, que, 
normalmente, estão na superfície do meio (Figura 3).

6. Cultivar as UEs no escuro a 27 °C, durante 8 a 10 dias. 
Após esse período, três tipos de estruturas deverão 
ser observados: a) UEs de tamanho inferior a 1  mm 
que podem ser transferidas para novo meio de 

indução NB (placas de 100 mm x 15 mm e 15 UEs 
por placa) para uma nova incubação de 8 a 10 dias; 
b) UEs esféricas que apresentam superfície rugosa 
com tamanho em torno de 3 mm a 5 mm e que serão 
utilizadas para cocultura; c) UEs de formato rami�ca-
do e de tamanho superior a 5 mm que deverão ser 
eliminadas por estarem muito diferenciadas.

A B

C

D
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A seleção das UEs é uma etapa fundamental do procedimento. Se 
forem utilizadas unidades muito menores do que 3 mm, ocorrerá oxi-
dação após a cocultura, enquanto as maiores que 5 mm, por estarem 
mais diferenciadas, podem conduzir a baixa frequência de transforma-
ção, além de originar plantas quimeras.

7. Coletar 200 mL da linhagem de Agrobacterium sp. 
estocada a -80 °C (Capítulo 1), inocular em 10 mL de 
meio LB líquido com os antibióticos apropriados e 
incubar a 28 °C de 12 a 16 horas, a uma frequência de 
agitação entre 150 rpm e 200 rpm. Adicionar 10 mL 
de glicerol 50% à cultura bacteriana, homogeneizar 
em agitador do tipo Vortex e distribuir em alíquotas 
de 200 mL por tubo de microcentrífuga estéril.

Caso necessite utilizar posteriormente a mesma linhagem, armazenar 
a -80 °C as alíquotas da cultura diluídas em glicerol (concentração final 
de 25%), após imergir os tubos em nitrogênio líquido (Capítulo 1). Desta 
forma, não é necessária a manutenção da agrobactéria em placas, e o 
planejamento da cocultura fica mais fácil, uma vez que a preparação 
da agrobactéria tem que ser sincronizada com a multiplicação das 
unidades embriogênicas.

8. Três a quatro dias antes da cocultura, espalhar
200 mL da linhagem de Agrobacterium sp. recém-
-crescida, com uma alça de Drigalsky, em meio AB 
suplementado com os antibióticos apropriados e cul-
tivar por 3 dias a 28 °C. A agrobactéria deverá crescer 
abundantemente, formando uma camada viscosa na 
superfície do meio.

As linhagens desarmadas de Agrobacterium sp. EHA105, LBA4404 e 
AGL1 (Capítulo 3) são usadas para transformação de arroz, sendo a 
EHA105 a mais eficiente no caso da cultivar Nipponbare. A eficiência 
de transformação varia muito em função da combinação da linhagem 
com o vetor utilizado (HIEI et al., 1994, 1997).

É recomendável inocular duas placas de meio AB por construção 
utilizada.

Cocultura de unidades embriogênicas
com Agrobacterium sp.

9. No dia da cocultura, selecionar as UEs que apresen-

tem as seguintes características: a) tamanho de 3 mm 

a 5  mm; b) forma esférica; c) superfície rugosa de 

coloração branca e opaca; d) textura bastante com-

pacta, �rme; e) resistência quando pinçadas.

Utiliza-se, em geral, 100 UEs por construção gênica. O tamanho do 
T-DNA influencia a eficiência de transformação, se o T-DNA for muito 
grande (acima de 5 kb), aumentar o número de unidades a serem 
transformadas.

10. Coletar toda cultura bacteriana da placa (etapa 8 

deste item) com uma espátula plana e transferir para 

15 mL de meio R2CC líquido em tubo cônico de 50 mL. 

Homogeneizar a suspensão em agitador tipo Vortex. 

Coletar 1 mL da suspensão bacteriana e determinar a 

absorbância a 600 nm (A600). Diluir a suspensão bac-

teriana com meio R2CC líquido para uma A600 de 0,5.

A leitura da A600 da suspensão bacteriana encontra-se geralmente em 
torno de 2,0.

11. Transferir 25 mL da suspensão diluída para placa de 

Petri (100 mm x 20 mm). Imergir as UEs (100 UEs por 

construção gênica) nessa suspensão por 15 minutos, 

agitando delicadamente a placa a cada 5  minutos. 

Em paralelo, cultivar 50 UEs em meio R2CC líqui-
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do sem bactéria (controles de regeneração e de 
transformação).

12. Após cocultura líquida, transferir as UEs para papel 
de �ltro retangular e rolá-las cuidadosamente sobre 
o papel, até que adquiram aparência desidratada, ou 
seja, sem nenhum resquício de umidade. Inocular 10 
UEs em meio R2CC sólido [0,7 % (p/v) agarose tipo I] 
em placas de Petri de 100 mm x 15 mm, selar com 
�lme plástico de para�na e incubar por 3 dias a cocul-
tura sólida no escuro, entre 20 °C e 22 °C. 

A secagem das UEs é ponto crítico para evitar supercrescimento 
bacteriano e para induzir plasmólise das células. De modo similar, é 
necessário evitar qualquer tipo de condensação ou umidade na placa 
de cocultura, deixando a placa aberta na capela por 15 minutos antes 
de vedá-la.

Usar algumas UEs após os 3 dias de cocultura sólida para confirmar 
a presença dos transgenes pela técnica de PCR (Capítulo 10) ou, 
se a construção permitir, para análise da expressão gênica do gene 
repórter (Capítulo 8).

Seleção de tecido embriogênico
resistente ao agente seletivo

13. Após a cocultura sólida, transferir as UEs para meio de 
seleção R2S, que é o meio R2 (Apêndice 2), contendo 
antibióticos para inibir o crescimento da agrobactéria 
(cefotaxima 300 mg/L e timentina 100 mg/L) e o agen-
te de seleção apropriado. Seguir a mesma razão 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 
não contaminadas para meio de seleção. Cultivar as 

placas vedadas com �lme plástico de para�na no escu-
ro a 27 °C, por 2 semanas.

Geralmente, utiliza-se a higromicina (30 mg/L a 50 mg/L) como anti-
biótico de seleção para espécies monocotiledôneas ou os herbicidas 
(princípio ativo fosfinotricina ou glufosinato) a 10 mg/L.

A cefotaxima e a timetina podem ser substituídas por carbenicilina a 
200 mg/L.

Os controles de regeneração e transformação consistirão de UEs 
que foram imersas em meio de cocultura sem a bactéria e que serão 
transferidas para o meio de seleção contendo timentina e cefotaxima 
(controle de regeneração), enquanto no controle de transformação, o 
meio conterá timentina, cefotaxima e o agente de seleção. É importan-
te flambar bem a pinça para não haver contaminação cruzada entre 
UEs.

UEs contaminadas são aquelas em que se formou uma densa camada 
de bactéria cobrindo-as, tornando muito difícil a sua descontaminação. 
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 
seleção apropriado, e cultivá-las no escuro, a 27  °C. 
Uma a duas semanas depois, várias UEs deverão ne-
crosar, enquanto outras formarão pequenas unidades 
globulares e esbranquiçadas (Figura 3).

15. Espalhar delicadamente as unidades globulares com 
pinça, para expor os tecidos à seleção em meio NBS 
novo, acrescido de cefotaxima (200 mg/L), timentina 
(100 mg/L) e o agente de seleção apropriado. Colocar 
as unidades globulares oriundas de uma mesma UE 
próximas uma das outras e da UE de origem (Figura 3). 
Subcultivar as unidades globulares por mais 1 semana 
no escuro, a 27 °C.
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É 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 
transformação.

Pré-regeneração dos tecidos
selecionados e regeneração de brotos

16. Selecionar delicadamente, com uma pinça, as unida-

des globulares embriogênicas resistentes ao agente 

de seleção 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 seleção apropria-

do, em placa de 100 mm x 20 mm. Incubar no escuro, 

a 27 °C, por 1 semana.

Unidades globulares embriogênicas transgênicas aumentam de tama-
nho e têm uma aparência compacta, cor branco-esverdeada e aspecto 
rugoso, de estrutura lobada e invaginada, enquanto unidades não 
transgênicas apresentam-se translúcidas, de cor bege e consistência 
mais mole ou aquosa. Essas devem ser descartadas.

17. Selecionar as unidades globulares embriogênicas po-

tencialmente transgênicas do meio pré-RN e inocular 

em meio RN, acrescido de cefotaxima (100 mg/L), 

timentina (50 mg/L) e o agente de seleção 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.

Após a transferência para meio RN, a manutenção da pressão seletiva 
é opcional e dependente do genótipo de arroz. No caso da cultivar 
Nipponbare, a pressão seletiva deve ser mantida.

18. Transferir as placas para sala de cultura com fotoperío-

do de 16 horas e temperatura de 27 °C e empilhá-las 

de modo que recebam luz indireta (baixa luminosida-

de). Após 2 dias, espalhar as placas na prateleira para 

que passem a receber luz direta, por 3 a 4 semanas.

Após 3 semanas de cultura, as unidades embriogênicas tornam-se 
verdes e se diferenciam em brotos (Figura 3).

Enraizamento de plântulas transgênicas

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 

geli�cante ultrapuro 0,3% (p/v). Cultivar os brotos 

(Figura  3) por 3 a 4 semanas em fotoperíodo de 

16 horas e temperatura de 27 °C. 

20. Após esse período, transferir as plântulas com siste-

ma radicular vigoroso para copos plásticos furados, 

contendo mistura solo:vermiculita. Manter em casa 

de vegetação em condições de alta umidade e baixa 

intensidade de luz. Após 2 semanas, retirar a plantas 

do sistema de aclimatação e transferi-las para potes 

grandes com solo.

3.3 Observações

De modo geral, as condições e tempo de cul-

tura para atingir as diferentes etapas da obtenção de 
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plantas de arroz transgênicas a partir da cocultura com
UEs são:

Etapa Temperatura Luminosidade Duração

Indução de 
calos em NB 27 °C Escuro 3 semanas

Multiplicação 
das UEs 27 °C Escuro 10 dias

Cocultura 
sólida em 
R2CC

entre 20 °C
e 22 °C Escuro 3 dias

Seleção em 
R2S 27 °C Escuro 2 semanas

Seleção em 
NBS 27 °C Escuro 3 semanas

Pré-
regeneração 27 °C Escuro 1 semana

Regeneração 
em RN

27 °C Escuro 2 dias

27 °C Fotoperíodo
de 16 horas 4 semanas

Enraizamento 
em MS 27 °C Fotoperíodo

de 16 horas 4 semanas

Diferentemente de fumo e de outras dicotiledô-
neas, a maioria das espécies monocotiledôneas, com 
exceção de milho (AHMADABADI et  al., 2007), não é 
responsiva na via organogênica, ou mesmo na embrio-
gênica, quando da utilização de tecidos diferenciados 
verdes como explantes, por exemplo, folhas, caules, 
cotilédones, hipo e epicótilos. Culturas embriogênicas 

têm sido a principal fonte para obtenção de plantas 
transgênicas para as espécies monocotiledôneas em 
geral, quer seja a partir de calos, unidades ou suspen-
sões celulares embriogênicas. Em cereais, embriões 
somáticos são obtidos direta ou indiretamente a partir 
de células meristemáticas simples (embriogênicas), que 
são tipicamente pequenas, isodiamétricas, ricamente 
citoplasmáticas, que contêm pequenos grãos de amido 
e se dividem rapidamente (VASIL, 2005). A manutenção 
de células embriogênicas em altos níveis de 2,4-D (aci-
ma de 2 mg/L) por subcultivos regulares pode perpetuar 
seu estado embriogênico meristemático, enquanto que, 
a redução no nível de 2,4-D induz rapidamente a dife-
renciação celular, perdendo sua totipotência. Baseado 
nesses conhecimentos, os métodos atuais de transfor-
mação de espécies monocotiledôneas, utilizam células 
embriogênicas meristemáticas, com alta taxa de divisão, 
tal como as de unidades embriogênicas obtidas de calos 
de semente madura de arroz (escutelo do embrião) que 
são cocutivadas com Agrobacterium sp., conforme pro-
tocolo descrito neste capítulo (HIEI et al., 1994; SALLAUD 
et al., 2003).

A e�ciência de transformação de espécies mono-
cotiledôneas por Agrobacterium sp. pode ser aumentada 
por fatores envolvidos na susceptibilidade da célula ve-
getal a Agrobacterium spp. ou na ativação da região vir de 
Agrobacterium sp. (CHENG et al., 2004). Entre esses fatores 
estão genótipo da planta, tipo de explante, linhagem de 
Agrobacterium sp., tipo de vetor binário e promotor dos 
genes de interesse e de seleção, condições de cocultura, 
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tratamento osmótico para dessecação de explantes antes 

ou após a cocultura. Entretanto, de uma maneira geral, a 

e�ciência de transformação ainda é baixa, principalmen-

te para genótipos-elite de cereais (KARAMI et  al., 2009; 

VASIL, 2005).

A redução para a metade, ou remoção do CaCl2

do meio de cocultura (R2CC), favorece o aumento da 

susceptibilidade do explante vegetal à infecção por 

Agrobacterium sp., uma vez que esse macronutriente tem 

papel crucial na defesa da planta contra microrganismos 

patogênicos (AZADI et al., 2010; SALLAUD et al., 2003).

O uso de acetosiringona (AS) durante a cocultura 

é um dos pontos críticos para transformação de espé-

cies de monocotiledôneas em geral. AS é um composto 

fenólico necessário para a ativação dos genes vir de 

Agrobacterium spp., e essencial para a transferência do 

T-DNA. A adição de AS a 50 mM no meio de cocultura 

aumentou signi�cativamente a e�ciência de transfor-

mação de cana-de-açúcar (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-

formação e�ciente de arroz (HIEI et  al., 1994; SALLAUD 

et al., 2003). As aldoses podem potencializar a expressão 

dos genes vir, que são dependentes de AS, quando a 

concentração de AS no meio está reduzida, como a 50 mM 

(SHIMODA et al., 1990).

4 Transformação de plantas 
de Arabidopsis thaliana por
imersão dos botões florais 
(floral dip)

4.1 Material

•	 Centrífuga para tubos de 50 mL. 

•	 Erlenmeyer 1 L.

•	 Espectrofotômetro para leitura de absorbância a 
600 nm.

•	 Hidróxido de potássio (KOH).

•	 Incubadora com controle de temperatura e agi-
tação orbital. 

•	 Linhagem desarmada de Agrobacterium sp.,
contendo em seu vetor binário os transgenes em 
estudo (Capítulo 3).

•	 Meio LB de crescimento de agrobactéria 
(Apêndice 1).

•	 Meio MS sólido de germinação de sementes 
[0,6% (p/v) ágar; (Apêndice 2)].

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

•	 Placas de Petri.
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•	 Sais MS (macro e micronutrientes do meio de 
cultura MS, Apêndice 2). 

•	 Sementes de Arabidopsis thaliana ecótipo 
Columbia (Col-0).

•	 Solo aerado adicionado de micro e macro 
nutrientes.

•	 Solução de etanol 70% (v/v).

•	 Solução de etanol 95% (v/v).

•	 Solução de inoculação:

Componente Quantidade Concentração final

Sais MS 0,22 mL 0,22%

Sacarose 5,0 g 5%

MES 50 mg 0,05%

Surfactante 
organosilicone 
(copolímero de 
silicone poliéter)

20 mg 0,02%

H2O q.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.

•	 Soluções-estoque de antibióticos (Apêndice 3).

•	 Surfactante não iônico (da família polioxietileno 
p-tercotil fenol).

•	 Tubos de plástico para centrífuga de 50 mL.

•	 Vasos plásticos (300 mL) e bandejas plásticas 
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 não iônico, 
em agitação lenta durante 5 minutos.

2. Lavar as sementes duas vezes em etanol 95%. 
Depositar as sementes em papel de �ltro estéril e 
esperar o etanol evaporar.

Para evitar contaminação, essa etapa deve ser realizada dentro do 
fluxo laminar.

Em virtude do pequeno tamanho das sementes, o descarte das solu-
ções e recolhimento das sementes pode ser realizado com auxílio de 
uma micropipeta.

3. Semear em placas de Petri, contendo meio MS sólido 
para germinação de sementes. Incubar no escuro, a 
4  °C, durante 48 horas para quebra da dormência. 
Após esse período, transferir as placas para uma sala 
de cultura com fotoperíodo de 16 horas, a 22 ± 2 °C. 
Quando as plântulas atingirem pelo menos quatro 
folhas, transferi-las para vasos, contendo solo aerado 
adicionado de nutrientes e umedecido (Figura 4).

Para evitar danos às raízes, comprometendo seu desenvolvimento, 
antes de transferir as plântulas para o solo, umedecer o meio MS 
e recortá-lo ao redor da raiz. Com o auxílio de uma pinça, coletar a 
plântula, lavar rapidamente a raiz em água destilada e depositá-la no 
solo. Para a fixação da raiz, empurrar o solo delicadamente com o jato 
de água de uma pisseta.

O desenvolvimento da plântula até atingir o estádio de quatro folhas 
leva, aproximadamente, 7 dias, desde a inoculação das sementes.
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A germinação das sementes em meio MS sólido é vantajosa para 
obter uniformidade no tamanho das plantas a serem utilizadas no 
procedimento de transformação.

4. Aclimatar as plantas, colocando os vasos em bandeja 

contendo uma lâmina de água, coberta por tampa de 

plástico transparente, por 2 a 3 dias. Após esse perío-

do, retirar a cobertura e manter os vasos sobre uma 

lâmina de água durante o crescimento das plântulas 
(de 3 a 4 semanas) (Figura 4).

Eliminar os brotos primários, podando-os, tende a induzir o aumento 
da inflorescência secundária, favorecendo a obtenção de numerosos 
botões florais. As plantas estarão prontas para transformação cerca de 
4 a 6 dias após a poda.

O crescimento das plantas de A. thaliana pode ser realizado em sala 
de crescimento de plantas ou em casa de vegetação, e é dependente 
da umidade, temperatura e luminosidade.

Figura 4. Etapas do protocolo de transformação de Arabidopsis thaliana por imersão de botões florais: (A) sementes de plantas de
A. thaliana germinadas em meio MS sólido; (B) desenvolvimento das plântulas (em destaque), após 2 semanas da germinação em 
vasos contendo solo adubado; (C) inoculação da inflorescência em suspensão de Agrobacterium sp., utilizando botões totalmente 
fechados (em destaque); (D) plantas, após procedimento de transformação, mantidas na posição horizontal por 24 horas; (E) plantas 
submetidas ao procedimento de transformação, mostrando síliquas, contendo sementes em fase de amadurecimento para posterior 
coleta e análise da transgenia.
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Imersão do botão �oral em
suspensão de Agrobacterium sp.

5. Com auxílio de alça de platina, inocular uma colônia 
de Agrobacterium sp., contendo em seu vetor binário 
os transgenes em estudo e crescidas em meio sólido 
(Capítulo 1), em 10 mL de meio LB líquido, contendo 
os antibióticos apropriados.

A escolha dos antibióticos depende da linhagem de Agrobacterium sp. 
e do gene de seleção presente na construção gênica.

6. Cultivar as bactérias em agitador do tipo orbital, du-
rante aproximadamente 24 horas, a uma frequência 
de agitação de 180 rpm, a 28 °C.

7. Adicionar os 10 mL do pré-inóculo a 200 mL de meio 
LB líquido, contendo os antibióticos apropriados, e 
incubar a uma frequência de agitação de 180 rpm, a 
28  °C, durante 12 a 16 horas. Coletar 1 mL e deter-
minar a absorbância a 600 nm (A600) da suspensão 
bacteriana por leitura em um espectrofotômetro. A 
cultura deve estar em fase exponencial de crescimen-
to, ou seja, A600 entre 0,7 e 1,0.

O tempo de crescimento de Agrobacterium spp. varia conforme a 
linhagem, dependendo das condições de aeração durante o cultivo.

8. Transferir a suspensão bacteriana para tubos de 
centrifugação 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 solução de inoculação.

Preparar a solução de inoculação imediatamente antes do uso.

Para cada duas a três plantas, utilizar 150 mL de células em suspensão.

O surfactante organosilicone é um agente redutor da tensão superfi-
cial da membrana celular. Em doses de baixa toxicidade (0,02%), ele 
favorece a entrada da bactéria nos tecidos da planta, relativamente 
inacessíveis.

9. Imergir os botões �orais de três plantas vigorosas, ta-

manho de aproximadamente 10 cm e in�orescência 

totalmente fechada (sem pétalas aparentes, Figura 4), 

em 150 mL da suspensão de Agrobacterium sp., por 

3 segundos a 1 minuto, agitando manualmente. 

Durante imersão, deve-se formar uma camada de 

suspensão bacteriana, cobrindo todos os botões 

�orais. Evitar bolhas ao redor da in�orescência.

As plantas atingem o tamanho ideal para a transformação geralmente 
após 3 a 4 semanas do início da germinação das sementes.

É recomendável umedecer bastante as plantas nos 2 dias que antece-
dem o procedimento de inoculação. Porém, a quantidade de água no 
solo não deve ser demasiada, para evitar a absorção da suspensão 
de Agrobacterium spp.

Podem ser repetidas até três inoculações com Agrobacterium sp. no 
período de 6 dias. No entanto, os testes realizados indicaram que o 
efeito no aumento da taxa de transformantes não justifica o aumento 
de tempo e de material utilizado (CLOUGH; BENT, 1998).

10. Após o período de imersão dos botões �orais na 

suspensão de Agrobacterium sp., deixar as plantas na 

posição horizontal, dentro de bandejas cobertas com 

plástico transparente, durante 24 horas (Figura 4). Após 

esse período, retornar as plantas para a posição vertical 

e mantê-las a 22 ± 2 °C, em fotoperíodo de 16 horas e 
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umidade de, pelo menos, 80%, durante 3 a 4 semanas, 
ou até o início do amadurecimento das síliquas.

Manter os vasos com as plantas sobre uma lâmina de água, em 
bandejas com tampa de plástico, simulando uma câmara úmida, ga-
rantindo as condições de umidade. Evite a exposição à luz solar e ao 
ar quente no interior das bandejas.

Agrupar os novos botões florais de cada planta com barbante e pren-
der em uma pequena estaca. Manter distância entre os vasos para 
evitar polinização cruzada.

11. Retirar completamente a água das bandejas quando 
as plantas apresentarem síliquas começando a secar, 
indicando o amadurecimento das sementes (Figura 4). 
Coletar as sementes maduras e armazenar a 4 °C.

Em geral, obtêm-se aproximadamente 1.000 sementes de cada planta 
(ou o equivalente ao volume aproximado de 100 µL).

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 sólido, 
adicionado do agente de seleção apropriado, para 
selecionar os transformantes. Transferir para o solo as 
plântulas que apresentam pelos menos quatro folhas. 
Após o crescimento das plantas (de 2 a 3 semanas), 
coletar uma folha para extrair DNA (Capítulo 9) e 
utilizá-lo nas análises moleculares, visando con�rmar 
a integração e expressão do(s) transgene(s).

Para um controle paralelo da germinação, semear também em meio 
MS sólido, sem adição do agente de seleção.

A eficiência de transformação pelos métodos in planta pode atingir 
até cinco plantas transgênicas por planta-mãe inoculada. Como cada 
planta-mãe produz em média 1.000 sementes, a eficiência é de 0,5%.

Para seleção de sementes transgênicas 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 mg/L, e fosfinotricina 10 mg/L a 20 mg/L.

4.3 Observações

Apesar de o ecótipo Columbia (Col-0) ser o mais 
utilizado na transformação das plantas de A.  thaliana, 
experimentos que utilizam os ecótipos Ws-0, Nd-0, No-0 
indicaram frequência similar de transformantes. Para os 
experimentos que utilizam os ecótipos Ler-0, Dijon-G e 
Bla-2, foi observada uma diminuição no número de trans-
formantes (CLOUGH; BENT, 1998).

Diversas linhagens de Agrobacterium spp., como 
LBA4404, EHA 105, Chry 105 e GV3103 (Capítulo 3), po-
dem ser utilizadas com sucesso para a transformação por 
imersão �oral de plantas do ecótipo Col-0.

Como alternativa à germinação de sementes em 
meio MS sólido, as sementes de A. thaliana podem ser 
plantadas diretamente no solo. Nesse caso, deve-se que-
brar a dormência das sementes incubando-as em 300 mL 
de água destilada para o equivalente a 100 mL de semen-
tes, a 22 ± 3 °C durante 24 horas, seguido por 48 horas a 
4 °C. Depositar, com auxílio 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 serão 
depositadas as sementes com tela contendo pequenos 
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orifícios (por exemplo, tela para mosquito) para reter a 
terra quando da inversão dos vasos de plantas, durante e 
após a inoculação com bactéria.

O estádio de desenvolvimento da planta no mo-
mento da inoculação com Agrobacterium spp. é muito 
importante. Embora a transformação possa ocorrer 
quando a bactéria é inoculada em outros estádios (por 
exemplo, nas rosetas, local de iniciação dos botões, ou 
nas sementes), os maiores índices em reprodutibilidade 
e e�ciência de obtenção de transformantes são atin-
gidos quando utilizadas plantas contendo numerosos 
botões, totalmente fechados. Uma das razões para que 
A. thaliana seja passível à transformação por imersão dos 
botões �orais é que seu gineceu permanece aberto e 
acessível à aplicação exógena de Agrobacterium spp., nas 
fases iniciais do desenvolvimento �oral (DESFEUX et al., 
2000), o que permite o acesso da bactéria aos óvulos (o 
alvo da transformação) durante seu desenvolvimento. 
Um posterior fechamento do gineceu pode impedir a 
transformação de �ores em estádios mais avançados. 
Aparentemente, somente A. thaliana e algumas espécies 
da família Brassicaceae satisfazem essas restrições. 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 solução de inoculação. Os resultados 
indicam alta e�ciência de obtenção de transformantes 

quando se utilizam concentrações 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-
xâmero f68 ou polissorbato 20. Contudo, o surfactante 
organosilicone (CLOUGH; BENT, 1998; CURTIS, 2010) tem 
a vantagem de reduzir a tensão da superfície da célula, 
mais do que outros surfactantes e, em dose de baixa 
�totoxicidade, favorece melhor a entrada da bactéria nos 
tecidos da planta, relativamente inacessíveis.
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1 Introdução

Expressão gênica transiente

A transformação de plantas é, geralmente, associa-

da à incorporação do DNA exógeno de forma estável no 

genoma. No entanto, a expressão heteróloga de um gene 

pode ocorrer independentemente da integração do DNA 

no genoma. Esse tipo de expressão gênica, chamada tran-

siente, está associada a qualquer método de transformação 

genética de plantas, seja por Agrobacterium spp. seja por 

métodos diretos de transformação, como a transformação 

de protoplastos (Capítulo 4) e a biobalística (Capítulos 5), 

mas que não envolve a transferência desse transgene para 

gerações futuras (FISCHER et al., 1999; KOHLI et al., 2006).

A introdução do gene exógeno na célula não impli-

ca sua integração estável, 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 exógeno, ocorre a expressão transiente. A 

expressão transiente, dependendo do método utilizado, 

pode ser observada após 6 a 8 horas, não sendo mais de-

tectável após 7 a 15 dias. Assim, como ocorre em plantas 

transgênicas, a transcrição das sequências exógenas varia 

conforme o tipo de promotor, o tipo de tecido e demais 

fatores potencialmente envolvidos na regulação gênica. 

Porém, a expressão transiente não é in�uenciada por 

fatores como efeito de posição e o número de cópias do 

transgene no genoma, os quais podem levar ao silencia-

mento transcricional, como se observa frequentemente 
em plantas transgênicas (KOHLI et al., 2006).

Experimentos em que se utilizou expressão transien-
te, por métodos de biobalística (Capítulo 5), transformação 
de protoplastos (Capítulo 4) e vetores virais ou in�ltra-
ção de tecido foliar com cultura de Agrobacterium spp.,
são utilizados para estudos de regulação gênica, locali-
zação subcelular de proteínas, produção heteróloga de 
proteínas e validação da função gênica, substituindo ou 
complementando o uso de testes com plantas transgê-
nicas. A vantagem desses métodos em relação às plantas 
transgênicas é a rapidez, simplicidade e menor custo, uma 
vez que dispensam as etapas de cultura de tecidos (seleção 
e regeneração de plantas), e as análises e caracterização 
dos eventos de transformação (Capítulo 6).

Produção de proteínas heterólogas em plantas

O uso de plantas para a produção de proteínas 
heterólogas apresenta diversas vantagens em relação 
aos sistemas atualmente mais utilizados, baseados em 
microrganismos e cultura de células in vitro. O baixo 
custo, a facilidade de escalonar a produção e o baixo risco 
de contaminação por patógenos capazes de infectar o 
homem são algumas dessas vantagens (POGUE et  al., 
2002; SHARMA; SHARMA, 2009).

A produção de proteínas heterólogas em plantas 
pode ser obtida a partir de diferentes órgãos das plantas 
transgênicas; por exemplo, folhas, sementes e órgãos de 
reserva. No entanto, o desenvolvimento de uma platafor-
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ma para a expressão de proteínas heterólogas baseada 
em plantas transgênicas pode demandar muito tempo e 
trabalho (FISCHER et al., 1999). Como alternativa, podem-
-se produzir proteínas heterólogas por meio da expressão 
transiente, utilizando as técnicas de in�ltração de tecidos 
foliares com Agrobacterium spp. ou pelo uso de vetores 
virais (HEFFERON, 2012; STREATFIELD, 2007; YIN et  al., 
2007).

Agroin�ltração

A in�ltração com Agrobacterium spp., ou agroin-
�ltração, geralmente é feita em tecidos foliares com as 
mesmas linhagens e vetores utilizados para a obtenção 
de plantas transgênicas (Capítulo 6) (KAPILA et al., 1997). 
Em razão do grande número de células que são transfor-
madas, após 3 a 4 dias de expressão transiente, é possível 
obter quantidades su�cientes das proteínas heterólogas 
de interesse tanto para detecção quanto para puri�cação, 
em pequena ou média escala.

Embora a agroin�ltração seja um método simples 
e e�ciente de transformação, frequentemente o nível 
de expressão de proteínas heterólogas é baixo, como 
resultado, em parte, da pouca capacidade de tecidos 
foliares para acumular proteínas (STREATFIELD, 2007). O 
nível de expressão também é afetado pelo silenciamento 
gênico induzido pelo processo de transformação pela 
Agrobacterium spp. Para tentar contornar esse problema, 
utiliza-se a coexpressão de supressores de silenciamento, 
que são genes de origem viral e que atuam de diferen-
tes formas nas vias de silenciamento gênico (BURGYAN; 

HAVELDA, 2011). A coexpressão do gene de interesse 
junto a um supressor de silenciamento eleva o nível de 
expressão, pelo aumento da estabilidade dos mRNAs 
(VOINNET et  al., 2003), assim como prolonga o período 
durante o qual são expressos. Diversos supressores de si-
lenciamento estão sendo descritos e testados em sistemas 
de expressão transiente. Os supressores mais utilizados 
para a expressão transiente em Nicotiana benthamiana
são 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 expressão transiente, bastante 
e�ciente para a expressão de proteínas heterólogas, é 
a que utiliza vetores virais. Um vetor viral é, essencial-
mente, um vírus modi�cado, obtido a partir de um clone 
infeccioso. A sequência clonada, correspondente ao vírus, 
é modi�cada de acordo com duas estratégias: a) substi-
tuição, pelo gene de interesse, de genes não essenciais 
à infecção viral, como genes evolvidos na transmissão;
b) inserção de um gene exógeno em sítios de clonagem 
ou restrição incorporados em locais especí�cos do geno-
ma viral (Figura 1) (GLEBA et al., 2007; HEFFERON, 2012; 
LACORTE; RIBEIRO, 2011).

A maioria dos vetores virais disponíveis é derivada 
de vírus com genoma baseado em RNA. Dessa forma, 
a inoculação pode ser feita a partir da transcrição in 
vitro, seguida da inoculação mecânica do RNA na planta 
hospedeira. Como alternativa, o vetor viral também 
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vetor viral também irá produzir a proteína heteróloga de 
interesse.

Como a infecção viral tipicamente implica elevados 
níveis de replicação e transcrição, também se espera um ní-
vel elevado de produção de proteínas heterólogas (POGUE
et al., 2010). O vetor viral não se integra ao genoma da plan-
ta, nem é transmitido para a progênie, portanto, a expressão 
de um gene a partir de um vetor viral é considerada um tipo 
de expressão transiente. Ao contrário dos outros métodos 
usados para expressão transiente, a expressão baseada na 
infecção viral não diminui após 5 a 10 dias, uma vez que o 
vetor viral constitui um replicon que se mantém nas células 
de forma autônoma (LICO et al., 2008).

Assim como a in�ltração com Agrobacterium spp., a 
infecção viral também é um método rápido e simples. A 
coleta pode ser feita após 4 a 5 dias nas folhas inoculadas, 
ou após 10 a 15 dias, nas folhas que apresentam infecção 
sistêmica – no caso de Tobacco mosaic virus (TMV) e do 
Potato virus X (PVX), por exemplo. Diversos vetores de alta 
e�ciência e ampla faixa de hospedeiro foram desenvolvi-
dos a partir de diferentes vírus (LACORTE; RIBEIRO, 2011; 
SENTHIL-KUMAR; MYSORE, 2011). Os vetores mais utiliza-
dos são derivados do TMV e do PVX (CHAPMAN et al., 1992; 
DONSON et  al., 1991), os quais são modi�cados visando 
aumentar a estabilidade do inserto e a e�ciência de inocu-
lação do vetor viral, melhorar as condições de contenção 
relativas a biossegurança, facilitar a clonagem de sequên-
cias exógenas e elevar o nível de expressão (LACORTE et al., 
2010; MARILLONNET et al., 2005). Alguns vetores também 

Figura 1. Representação esquemática da organização genômi-
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, múltiplo sítio de clonagem, 
para a inserção da sequência exógena; promotor CaMV35S, 
promotor 35 do Cauliflower mosaic virus; terminador do gene da 
nopalina sintase; RdRp, RNA polimerase RNA-dependente; CP, 
capa proteica; TGP, triple gene box; PM, proteína de movimen-
to; 16K, proteína com atividade de supressor de silenciamento.
Ilustração: Laura de Alencar Dusi

B

A

pode ser clonado em um cassete de expressão, em ve-
tor binário de Agrobacterium spp., e uma suspensão de
Agrobacterium sp., contendo esse vetor, é in�ltrada na 
folha da planta hospedeira. Nesse método, chamado 
agroinoculação, o T-DNA transferido para a célula vegetal 
contém a sequência correspondente ao vetor viral que, 
após ser transcrita, irá iniciar os processos de replicação, 
tradução e movimento envolvidos na infecção viral 
(GLEBA et  al., 2007). Ao produzir as proteínas virais, o 
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permitem a clonagem de genes para a fusão com peptí-
deos (tags) para facilitar a identi�cação e puri�cação das 
proteínas heterólogas, além de proteínas �uorescentes, 
ampliando as possibilidades de aplicação desses vetores, 
por exemplo, em estudos de localização de proteínas na 
célula (KAGALE et al., 2012; LACORTE et al., 2010).

Silenciamento gênico induzido por vírus (VIGS)

Com o advento das técnicas de sequenciamento 
em larga escala, uma enorme quantidade de sequên-
cias – genômicas e expressas – está sendo gerada. Em 
uma etapa subsequente, a função ou envolvimento dos 
diversos genes e sequências candidatas, potencialmente 
envolvidas nos processos celulares em estudo, precisam 
ser validados (BECKER; LANGE, 2009).

O silenciamento gênico é uma ferramenta impor-
tante, pois fornece informação relevante sobre a função 
gênica, por meio da genética reversa (BAULCOMBE, 1999; 
SENTHIL-KUMAR; MYSORE, 2011). O gene de interesse 
pode ser silenciado de forma estável, por meio da obten-
ção de plantas transgênicas, ou de forma transiente, pela 
inoculação com um vetor viral. Conforme ressaltado an-
teriormente, para a expressão de proteínas heterólogas, a 
obtenção de plantas transgênicas pode demandar muito 
tempo e trabalho, dependendo do número de genes a 
serem avaliados, dos métodos de regeneração e transfor-
mação e do ciclo de vida da espécie estudada. 

Uma alternativa mais rápida e mais simples é o 
silenciamento gênico induzido por vírus (virus induced 

gene silencing – VIGS). Com este método pode-se induzir 
o silenciamento do gene em estudo após um período 
relativamente curto (2 a 4 semanas), sem a necessidade 
de produção de plantas transgênicas (LIU et  al., 2002; 
ROBERTSON, 2004).

A técnica de VIGS é baseada na resposta da planta 
à infecção viral, que inclui o reconhecimento e a indução 
do silenciamento de sequências do vírus (VOINNET, 2005; 
ZERBINI et  al., 2005). Utilizando-se um vetor viral con-
tendo uma sequência exógena alvo, é possível induzir 
o silenciamento tanto das sequências do vírus quanto 
das sequências de interesse. Ao contrário dos vetores 
utilizados para a expressão de proteínas heterólogas, no 
VIGS não é necessário incorporar a sequência completa 
do gene de interesse, bastando apenas um fragmento 
de, aproximadamente, 300 pb a 500 pb, já que a proteína 
não será 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 e�ciente 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 estão 
sendo desenvolvidos e testados visando à aplicação da 
metodologia em grupos especí�cos de plantas, como 
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monocotiledôneas (ROBERTSON, 2004; SCOFIELD; 

NELSON, 2009; WATSON et al., 2005).

Assim como nos vetores virais para expressão he-

teróloga de proteínas, a inoculação do vetor viral pode 

ser realizada mecanicamente, a partir de RNA obtido por 

transcrição in vitro (no caso de vírus de RNA), por agroi-

noculação, ou por biobalística – neste último caso para 

vetores virais baseados em vírus de DNA ou de RNA, cujo 

genoma tenha sido clonado após conversão em cDNA 

(LACORTE; RIBEIRO, 2011; VELÁSQUEZ et al., 2009). À me-

dida que o vetor viral infecta sistemicamente a planta, o 

silenciamento gênico é induzido, e os efeitos fenotípicos 

podem ser avaliados após 2 a 4 semanas (NETHRA et al., 

2006). 

Neste capítulo, serão apresentadas duas meto-

dologias para a produção de proteínas heterólogas em 

plantas de N. benthamiana por expressão transiente:

a) agroin�ltração, na qual as plantas são in�ltradas com uma 

suspensão de Agrobacterium sp., contendo um vetor biná-

rio com o gene mgfp, da green �uorescent protein (mGFP);

b) agroinoculação, na qual as plantas são in�ltradas com 

uma linhagem de Agrobacterium sp. contendo um vetor bi-

nário que codi�ca um vetor viral, também contendo o gene 

mgfp. Como exemplo da metodologia de silenciamento 

induzido por vírus (VIGS), será apresentada a inoculação 

de plantas de N. benthamiana com o vetor viral baseado 

no TRV, contendo parte da sequência correspondente ao 

gene da �toeno desaturase (pds).

2 Agroinfiltração para 
expressão de proteínas 
heterólogas

2.1 Material

•	 Espectrofotômetro para leitura de absorbância a 
600 nm. 

•	 Linhagem de Agrobacterium (GV3101) transfor-
mada com vetor binário, contendo o gene mgfp
(Capítulo 8).

•	 Linhagem de Agrobacterium transformada com 
vetor binário, contendo um supressor de silen-
ciamento (por exemplo, HC-Pro ou P-19).

•	 Linhagem de Agrobacterium (GV3101) trans-
formada com o vetor binário pGR107-mGFP, 
contendo a sequência que codi�ca para o vetor 
baseado no PVX, com o gene mgfp (Figura 1A).

•	 Meio de crescimento de bactérias (LB ou YEB, 
Apêndice 1), contendo os antibióticos apropria-
dos (Apêndice 1 e Capítulo 1).

•	 Plantas de N. benthamiana (com cerca de 4 se-
manas, 4 a 6 folhas).

•	 Seringas descartáveis de 3 mL ou 5 mL.

•	 Tampão de in�ltração: MgCl2 10 mM, MES 10 mM, 
pH 5,5, acetosiringona 150 mM (adicionar imedia-
tamente antes de usar) (Apêndice 4).
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2.2 Procedimento

Preparação da suspensão de Agrobacterium spp.

1. Inocular as linhagens de Agrobacterium em meio LB 

ou YEB, e os antibióticos apropriados, em placas de 

Petri. Incubar a 28 °C, por 2 dias.

2. Com uma alça de platina, coletar duas a três colônias 

isoladas de Agrobacterium sp. e inocular em 3 mL de 

meio LB, com os antibióticos apropriados, em tubos 

de ensaio. Incubar, sob agitação, por 12 a 16 horas, a 

28 °C.

3. Transferir 30 mL de cada cultura para tubos de ensaio 

novos, contendo 10 mL de LB, com os antibióticos apro-

priados. Incubar por 12 a 16 horas, sob agitação, 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 

tampão de in�ltração (contendo acetosiringona 150 mM).

6. Ressuspender as culturas, coletar 1 mL da suspen-

são e medir a absorbância a 600 nm (A600) em um 

espectrofotômetro.

7. Diluir as suspensões de bactéria para atingir A600 = 0,5.

Considerar o volume inicial (Vi = 9 mL), a A600 medida (Ci) e a A600 final 
desejada (Cf = 0,5).  Elevar a suspensão, calculando o volume final 
para que se obtenha uma A600 = 0,5 pela fórmula: Vf = Vi x Ci/ Cf, ou 
seja, Vf = 9 x A600 / 0,5 

8. Misturar a suspensão de Agrobacterium sp. (contendo 
o vetor binário com o gene mgfp) com a suspensão 
de Agrobacterium sp. (contendo o gene supressor 
de silenciamento HC-Pro), na proporção de 2:1 (por 
exemplo, 10 mL da suspensão de Agrobacterium sp. 
com o gene mgfp e 5 mL da suspensão da linhagem 
contendo o supressor de silenciamento).

In�ltração das folhas

9. Encher a seringa com a suspensão de bactérias. 
Remover o ar da seringa.

Utilizar luvas e óculos de proteção.

10. Segurar a folha a ser in�ltrada, girar cuidadosamente 
e apoiar a seringa na superfície abaxial da folha. 
Mantendo o dedo posicionado na superfície adaxial 
da folha, pressionar o êmbolo lentamente (Figura 2).

A pressão da seringa contra a folha e o dedo utilizado como apoio na 
outra face da folha devem ser apenas suficientes para permitir que 
o espaço intercelular do mesófilo seja infiltrado, e para evitar que a 
suspensão vaze e escorra da seringa. Não aplicar força em excesso, 
evitando perfurar a folha infiltrada. 

11. Pressionar o êmbolo lentamente, observando a área 
sendo in�ltrada (Figura 2A). Manter a pressão no 
êmbolo da seringa contra a folha, procurando in�ltrar 
a maior área possível. Será possível visualizar a sus-
pensão bacteriana penetrando no tecido (Figura 2).

Aumentar a pressão, se necessário, e, caso não seja possível pros-
seguir com a infiltração, posicionar a seringa em outra parte da folha 
e repetir o processo, garantindo que toda a área foliar seja infiltrada 
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(Figura 2). Se for preciso, fazer alguns furos na folha, com uma agulha, 
antes de proceder à infiltração. Marcar as folhas infiltradas (ou áreas 
infiltradas) com corretivo líquido à base de água.

12. Cultivar as plantas em casa de vegetação, ou câmara 
de crescimento com fotoperíodo de 16 horas, a 25 °C, 
por 3 a 4 dias. 

13. Após 3 a 5 dias, analisar as plantas sob luz ultravioleta 
e observar a �uorescência da GFP.

Para a observação da fluorescência da GFP em microscópio de fluo-
rescência, ver Capítulo 8.

As plantas agroinoculadas com o vetor viral baseado no PVX pode-
rão apresentar fluorescência nas áreas infiltradas de 4 a 5 dias. No 
entanto, após 10 a 15 dias, as folhas mais novas também deverão 
apresentar fluorescência da GFP, em consequência da infecção sistê-
mica do vetor viral baseado no PVX (Figura 2C).

14. Coletar as folhas in�ltradas, remover as nervuras e 
áreas não in�ltradas (por exemplo, as partes apical 
e basal). Coletar as folhas in�ltradas e proceder dire-
tamente às análises de detecção de proteínas. Como 
alternativa, congelar e estocar as folhas a -80 °C, para 
análises posteriores.

Para detecção de proteínas por Western blot e por ELISA, ver 
Capítulos 19 e 17, respectivamente.

2.3 Observações

Pode ser feita a in�ltração com mais de uma 
linhagem de Agrobacterium sp. contendo construções 
diferentes. Esse tipo de abordagem pode ser utilizado, 

por exemplo, para estudos de interação ou localização de 
proteínas.

A coin�ltração com Agrobacterium sp. contendo 
gene de supressor de silenciamento é opcional, mas 
aumenta o nível de expressão do gene de interesse.
No exemplo da Figura 2B, foram feitas agroin�ltrações 
com a linhagem de Agrobacterium sp. contendo o gene 
mgfp, e na área à direita foi feita a coin�ltração com a 
linhagem contendo o supressor de silenciamento HC-Pro.
Após 5 dias, a �uorescência de mGFP na região 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 não ser 
muito elevada, de forma que a coin�ltração com um 
supressor de silenciamento “forte” pode aumentar o nível 
de expressão nas células inoculadas, após 4 a 10 dias. Esse 
efeito não é observado posteriormente, em áreas infecta-
das sistemicamente.

O tamanho da planta utilizada para in�ltração 
pode in�uenciar na e�ciência da in�ltração. Em geral, 
plantas com quatro a seis folhas são mais fáceis de in�ltrar.
As folhas mais novas, não expandidas, independentemen-
te da idade da planta, di�cilmente podem ser in�ltradas.

Plantas de N. benthamiana são relativamente fáceis 
de serem cultivadas. As sementes são germinadas em 
substrato ou solo, numa sementeira. Após 10 a 12 dias, as 
plântulas são cuidadosamente transplantadas para vasos 
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Figura 2. Expressão transiente e VIGS em plantas de Nicotiana benthamiana. A) agroinfiltração em plantas de N. benthamiana; 
B) expressão transiente de GFP em folha infiltrada com Agrobacterium sp. contendo um vetor com o gene GFP (folha infiltrada à 
esquerda e controle; não infiltrada, à direita). Na folha infiltrada, a região à direita foi coinfiltrada com a suspensão contendo o gene 
do supressor de silenciamento HC-Pro; C) expressão transiente de mGFP a partir de vetor viral baseado no PVX, 15 dias após agroi-
noculação; note-se a expressão generalizada do gene de interesse devido à dispersão sistêmica do vetor viral; D) planta inoculada 
com o vetor viral baseado no TRV, contendo parte da sequência do gene pds. As áreas brancas indicam o silenciamento do gene 
pds, cerca de 15 dias após a inoculação. Planta infiltrada, à esquerda, e planta controle não infiltrada, à direita.
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de 0,2 L a 0,5 L, com solo (Figura 2A). Após 10 a 15 dias 
em casa de vegetação, as plantas com 4 a 6 folhas estão 
prontas para serem utilizadas.

3 Agroinoculação de
vetores virais para VIGS

3.1 Material

•	 Espectrofotômetro para leitura de absorbância a 
600 nm. 

•	 Linhagens de Agrobacterium GV3101 pBinTra6 
(plasmídeo contendo o vetor TRV-RNA 1).

•	 Linhagem de GV3101 pTRV-PDS e pTV00 (plas-
mídeos 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 
(Apêndice 1), contendo 50 mg/mL rifampicina e 
100 mg/mL canamicina (Apêndice 3 e Capítulo 1).

•	 Plantas de N. benthamiana (com cerca de 4 se-
manas, 4 a 6 folhas).

•	 Seringas descartáveis de 3 mL ou 5 mL.

•	 Tampão de in�ltração: MgCl2 10 mM, MES 10 mM, 
pH 5,5, acetosiringona 150 mM (adicionar imedia-
tamente antes de usar) (Apêndice 4).

3.2 Procedimento

Preparação da suspensão de Agrobacterium sp.

1. Preparar as culturas como descrito anteriormente 
(item 2.2 Procedimento).

2. Ressuspender as culturas em tampão de in�ltração.

3. Ajustar a concentração das suspensões (A600 = 0,5). 
Misturar as duas culturas na proporção de 1:1.

4. Em cada planta, in�ltrar duas folhas diferentes, em 
uma área de aproximadamente 2 cm2 a 3 cm2.

5. Cultivar as plantas em casa de vegetação, ou câmara 
de crescimento, a 22 °C, com fotoperíodo de 16 horas, 
por 2 a 3 semanas. Observar o aparecimento de sin-
tomas. As plantas inoculadas com o TRV-PDS deverão 
mostrar áreas brancas nas folhas mais novas, em con-
sequência do silenciamento do gene pds (Figura 2).

6. Coletar amostras das folhas para avaliar o silencia-
mento por detecção de sRNA (Capítulo 14) e/ou 
quanti�cação dos níveis de RNA por PCR quantitativa 
(Capítulo 15), con�rmando o silenciamento gênico.

7. Avaliar as plantas inoculadas e silenciadas em função 
do objetivo do experimento (infecção por patógenos, 
alterações morfológicas ou metabólicas, etc.).

3.3 Observações

Diversos fatores podem afetar a e�ciência de in-
dução do silenciamento (temperatura, concentração do 
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inóculo, tamanho do inserto, etc.). Com relação às plan-

tas, independentemente da espécie, considera-se que a 

indução do silenciamento é mais e�ciente quando são 

inoculadas plantas jovens. Esse e outros fatores, como 

temperatura na câmara de crescimento, concentração do 

inóculo, etc., devem ser testados e otimizados conforme 

a espécie e as condições disponíveis.

Alguns sistemas que permitem induzir o silencia-

mento de forma órgão-especí�ca têm sido desenvolvidos, 

permitindo assim o estudo de genes cujo silenciamento 

possa comprometer o desenvolvimento da planta. Além 

disso, esses vetores possuem genes repórteres que facili-

tam a identi�cação dos tecidos silenciados (QUADRANA

et al., 2011).

Vetores virais comumente utilizados para produção 

de proteínas heterólogas e silenciamento gênico em plan-

tas são considerados como grupo de biossegurança do tipo 

1. No entanto, o TRV no Brasil é um patógeno quarentená-

rio. Dessa forma, as medidas apropriadas de contenção e 

descarte do material infectado devem ser seguidas. Essas 

medidas são essencialmente as mesmas adotadas para 

manipulação 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.
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1 Introdução

Genes repórteres são ferramentas importantes em 

estudos de biologia molecular e celular e nas metodolo-

gias utilizadas para a obtenção de plantas transgênicas. 

Sua aplicação nessas áreas é ampla, servindo, por exem-

plo, para identi�car células transformadas, monitorar 

a atividade de um promotor, determinar a localização 

subcelular de proteínas e aperfeiçoar os métodos de 

transformação de plantas. Genes repórteres, idealmente, 

codi�cam proteínas de fácil detecção e quanti�cação, sem 

apresentar atividade endógena detectável no organismo 

alvo (JIANG et al., 2008; ROSELLINI, 2012; RUIJTER et al., 

2003). Nenhum gene repórter atualmente disponível 

atende a todas essas características; no entanto, muitas 

de suas limitações podem, pelo menos em parte, ser 

contornadas pela escolha do gene mais apropriado e sua 

correta utilização. Na Tabela 1 estão listados os principais 

genes repórteres utilizados em plantas e algumas de suas 

características e aplicações. Alguns genes repórteres (nos, 

ocs, cat, nptII, e lacZ) estão em desuso, pelo fato de os en-

saios de detecção serem laboriosos, utilizarem elementos 

radioativos ou apresentarem atividade endógena em 

plantas. Atualmente, os genes repórteres mais utiliza-

dos são gus e gfp, que apresentam diversas vantagens 

para sua detecção e quanti�cação (JIANG et  al., 2008; 

MILLWOOD et al., 2008; ROSELLINI, 2012).

β-glucuronidase (GUS)

O gene uidA ou gus, originário de um operon de
Escherichia coli, codi�ca a enzima β-glucuronidase (GUS) 
(EC. 3.2.1.31). A GUS é uma hidrolase cuja forma ativa é um 
tetrâmero constituído por monômeros de peso molecular 
de 68,2 kDa cada um (GALLAGHER, 1992; JEFFERSON et al., 
1986). O gene gus vem sendo amplamente utilizado como 
repórter desde que foi testado pela primeira vez em plantas 
transgênicas (JEFFERSON et al., 1987). Os métodos de de-
tecção da atividade enzimática da GUS são simples, rápidos 
e versáteis, por existirem substratos comerciais que podem 
ser utilizados em ensaios histoquímicos, �uorimétricos e 
espectrofotométricos (GALLAGHER, 1992), contribuindo 
para sua ampla aceitação. Soma-se a essas características o 
fato de a maioria das espécies de plantas não apresentar 
atividade endógena signi�cante. A GUS não requer cofator, 
é bastante estável, resistente a diversos solventes e deter-
gentes e ativa em ampla faixa de pH (5,0 a 9,0). Quando 
fusionada a outras proteínas, tanto na região N- como na 
C-terminal, a GUS, geralmente, não perde atividade, po-
dendo ser transportada para cloroplastos, núcleo e outras 
organelas (GALLAGHER, 1992; JEFFERSON et al., 1987).

A principal limitação para o uso da GUS como 
repórter é o fato de os ensaios para sua detecção não 
permitirem a sobrevivência do tecido analisado. Outras 
limitações, como a atividade endógena semelhante à 
GUS, presente em algumas espécies e tipos de tecidos, 
normalmente podem ser contornadas com ajustes nas 
condições do ensaio (ALWEN et  al., 1992; HODAL et  al., 
1992; THOMASSET et al., 1996).
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Tabela 1. Genes repórteres utilizados em plantas.

Gene Proteína Origem Detecção Referência 

nos Nopalina sintase T-DNA de Agrobacterium 
tumefaciens

Eletroforese em papel Bevan et al. (1983)

ocs Octopina sintase T-DNA de Agrobacterium 
tumefaciens

Cromatografia com uso de 
(14C) arginina

Maille (1983)

cat Cloranfenicol 
acetiltransferase

Transposons e 
plasmídios bacterianos

Cromatografia em papel com 
uso de (14C) cloranfenicol

Pröls et al. (1988)

nptII (neo) Neomicina 
fosfotransferase II 
ou aminoglicosídeo 
3’fosfotransferase II 

Transposon Tn5 de 
Escherichia coli

Eletroforese em papel com 
uso de (γ32P) ATP

Herrera-Estrella et al. 
(1983)

lacZ β-galactosidase Escherichia coli Ensaios enzimáticos 
colorimétricos, fluorimétricos 
e histoquímicos 

Teeri et al. (1989)

uidA (gus) β-glucuronidase Escherichia coli Ensaios enzimáticos 
histoquímicos e 
fluorimétricos

Jefferson et al. (1987)

luc ou lux ou ruc Luciferase Vaga-lume (Photinus 
pyralis), bactéria (Vibrio 
fischeri) ou coral (Renilla 
reniformis)

Ensaio enzimático 
luminométrico

Koncz et al. (1987),
Mayerhofer et al. (1995) 
e Ow et al. (1986 )

gfp e demais 
variantes

Green fluorescent protein Água-viva (Aequorea 
victoria)

Microscopia de 
fluorescência, luz ultravioleta

Chiu et al. (1996) e 
Millwood et al. (2008)

DsRed2 e 
eqFP611

Red fluorescents proteins Coral (Discosoma
sp.) e anêmona 
(Entacmaea quadricolor), 
respectivamente

Microscopia de 
fluorescência, luz ultravioleta

Forner e Binder (2007), 
Kremers et al. (2011) e 
Nishizawa et al. (2006)

R e C1 Proteínas envolvidas com 
a síntese de antocianinas

Milho (Zea mays) Microscopia de luz Ludwig et al. (1990)
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Proteína verde-�uorescente
(green �uorescent protein – GFP)

A GFP é originária da água-viva Aequorea
victoria, encontrada na costa do Pacífico, na América 
do Norte. Esta proteína 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, não necessita 
de substratos exógenos ou cofatores, de forma que 
a observação da fluorescência pode ser feita in vivo. 
A GFP tem sido amplamente utilizada como repórter 
em estudos de microrganismos, animais e vegetais 
(CHALFIE et al., 1994; CHIU et al., 1996; KREMERS et al., 
2011). A GFP apresenta 238 resíduos de aminoácidos, 
com 27 kDa (CHIU et  al., 1996; CUBITT et  al., 1995). 
Permite fusões tanto N- como C- terminais (GREBENOK 
et al., 1997; HANSON; KOHLER, 2001). 

O gene gfp nativo apresenta sítios crípticos que 
são reconhecidos como introns quando expressos em 
plantas, comprometendo a síntese de transcritos com-
pletos e o correto dobramento da proteína, resultando 
em baixa �uorescência (HASELOFF et  al., 1997). Para 
contornar esses problemas, diversas variantes sintéti-
cas e mutantes da GFP foram produzidas, procurando 
eliminar os sítios de reconhecimento de introns, além 
de modi�car os espectros de absorção e emissão, a 
fotoestabilidade, a resistência a pH ácido, a velocidade 
de formação do cromóforo, entre outras propriedades 
físicas (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 proteína �uores-

cente mais estudada e mais utilizada como repórter. 

Atualmente, porém, diversas outras proteínas auto-

�uorescentes estão disponíveis, sendo utilizadas em 

aplicações variadas, como a localização subcelular 

de proteínas, a atividade de proteases e fatores de 

transcrição, a translocação de Ca2+ e alterações no pH 

celular, o movimento de organelas e proteínas na célula 

e o estudo das interações entre proteínas por métodos 

como �uorescence resonance energy transfer (FRET) e 

�uorescence recovery after photobleaching (FRAP). Com 

o aperfeiçoamento das técnicas e equipamentos de mi-

croscopia de �uorescência, as proteínas auto�uorescen-

tes tornaram-se ferramentas essenciais para a biologia 

celular (KREMERS et  al., 2011; MILLWOOD et  al., 2008; 

SHANER et al., 2005).

Ao contrário da GUS, a �uorescência da GFP e 

demais proteínas �uorescentes não é resultante de uma 

reação enzimática, cujo produto aumenta com o tempo. A 

intensidade da �uorescência é diretamente proporcional 

ao número de moléculas presentes na célula, o que di�cul-

ta a detecção quando há pouca expressão da GFP (CHALFIE 

et al., 1994; DOBBIE et al., 2008; RUIJTER et al., 2003). 

Neste capítulo, são descritos protocolos usados 

para detecção histoquímica e �uorimétrica da GUS e para 

detecção de GFP em células vegetais e em plantas. 
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2 Ensaio histoquímico para 
detecção da presença da 
GUS em tecidos vegetais

2.1 Material

•	 Água destilada. 

•	 Solução de etanol 70% (v/v). 

•	 Tampão de reação (100 mL):

Componente Quantidade Concentração final

Tampão fosfato de 
sódio 1 M pH 7,0 

10 mL 100 mM

Ferricianeto de 
potássio (K3Fe(CN)6)

65,8 mg 2 mM

Na2EDTA.2 H2O 372 mg 10 mM

Triton X-100 100 μL 0,1%

X-Gluc 50 mg/mL 1 mL 1 mM

H20 q.s.p. 100 mL

Esterilizar a solução for filtração, distribuir em alíquotas (por exemplo, 5 mL) e 
manter a -20 °C.

•	 Tampão fosfato de sódio 1 M, pH 7,0 (Apên-
dice 4). 

•	 Solução de X-Gluc 50 mg/mL (1 mL): pesar 50 mg 
de X-Gluc e dissolver em 1 mL de DMSO, ou 
dimetilformamida, ou metanol. Acrescentar ao 
tampão de reação.

Dimetilformamida (DMF) é altamen-
te tóxico, inflamável e irritante para 
os olhos. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara em 
capela de exaustão.

Metanol é altamente tóxico por inala-
ção, contato com pele e por ingestão, 
provoca cegueira e queimaduras pro-
fundas. Sua manipulação deve ser feita 
com luvas, óculos e máscara em capela 
de exaustão.

2.2 Procedimento

O ensaio histoquímico é muito utilizado para identi�-

car plantas ou tecidos transformados, para otimizar as condi-

ções de transformação e para estudos de expressão gênica, 

particularmente a atividade tecido-especí�ca de promoto-

res. O substrato utilizado, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-

glucuronídeo (X-Gluc), forma um precipitado azul quando 

hidrolisado pela GUS (JEFFERSON, 1987) (Figura 1).

1. Incubar o tecido no tampão de reação, em volume 

su�ciente para cobrir a amostra. Vedar o recipiente, 

para evitar a evaporação.

Recomenda-se que seja usado o menor volume possível de tampão, 
devido ao custo elevado do X-gluc. Placas para ELISA ou tubos de 
microcentrífuga são bem apropriados para a reação.

2. Incubar no escuro, a uma temperatura entre 25 °C e 

37  °C. Dependendo da atividade da GUS na amos-

tra, a reação pode levar desde alguns minutos até

16 horas ou mais.
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Figura 1. Ensaio histoquímico da atividade 
de GUS: A) Exemplo de ensaio para detec-
tar a expressão em tecidos de plantas po-
tencialmente transgênicas, feito em placas 
ELISA de 24 poços; B) Folhas de tomatei-
ro (Lycopersicon esculentum) transgênico, 
contendo o gene gus (direita), e controle não 
transformado (esquerda); C e D) Expressão 
transiente de GUS em folhas de alho (Allium 
sativum) transformadas por biobalística. Os 
ensaios foram feitos em tampões contendo 
0,5 mM (C) e 5 mM (D) de ferricianeto de 
potássio. Barra = 50 µm.
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É importante avaliar o desenvolvimento da reação periodicamente. 
Reações prolongadas podem levar à oxidação dos tecidos.

3. Retirar o tampão de reação e adicionar etanol 70%, 
para interromper a reação e remover a cloro�la, per-
mitindo melhor visualização da coloração azul. Após 
24 a 48 horas, observar as amostras no microscópio 
estereoscópico ou no microscópio de luz.

2.3 Observações

O ensaio histoquímico para detecção da atividade 
da GUS requer algumas precauções na sua execução e 
na interpretação dos resultados. A difusão do produto 

da primeira etapa da reação (5-bromo-4-cloro-indoxil) 
para os tecidos adjacentes pode induzir o acúmulo do 
produto �nal (5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-indigo) longe 
do sítio de localização da GUS (CAISSARD et  al., 1994; 
GUIVARC’H et  al., 1996). Para minimizar a difusão do 
produto da reação, recomenda-se adicionar ao tampão 
de reação um agente oxidante, como o ferricianeto de 
potássio – K3Fe(CN)6 –, que também pode ser utilizado 
juntamente com o ferrocianeto de potássio  – K4Fe(CN)6. 
Concentrações entre 0,5 mM e 5 mM diminuem a difusão 
do produto da reação (Figura 1C e 1D); porém, concen-
trações elevadas inibem a atividade da GUS (GUIVARC’H 
et al., 1996).
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O uso de GUS em estudos de promotores e meca-

nismos de regulação da transcrição gênica em plantas 

pode ser in�uenciado pela elevada estabilidade cito-

plasmática da enzima. Portanto, ensaios criteriosos, com 

a correta e cuidadosa interpretação dos resultados são 

essenciais, principalmente para este tipo de estudo.

No ensaio histoquímico, dependendo do tipo de 

tecido, pode ser difícil garantir a penetração do substrato 

X-Gluc nas camadas internas; por isso, recomenda-se 

colocar a reação por 30 a 60 segundos sob vácuo parcial 

antes da incubação a 37 °C.

Algumas espécies de plantas apresentam ativi-

dade endógena semelhante à GUS, particularmente em 

órgãos reprodutivos e gametas (HODAL et al., 1992). Em 

geral, essa atividade é mais elevada em pH em torno 

de 5,0, enquanto o pH ótimo para a GUS de E. coli é em 

torno de 7,0 (ALWEN et al., 1992; HODAL et al., 1992). A 

GUS endógena é mais sensível à temperatura e, para ina-

tivá-la, recomenda-se incubar a amostra a 50 °C, por 30 a

60 minutos, antes da reação (HODAL et al., 1992). A pre-

sença de microrganismos endofíticos que apresentam 

atividade semelhante à GUS pode levar a erros na inter-

pretação dos resultados (TÖR et al., 1992).

O gene gus pode ser transcrito por Agrobacterium

spp., levando a falsos positivos em experimentos de 

transformação, principalmente no período logo após a 

cocultura (Capítulo 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 expressão de gus em 

Agrobacterium spp. (VANCANNEYT et al., 1990).

Alguns tipos de tecidos podem sofrer oxidação 

durante a reação da GUS. Nesse caso, deve-se diminuir o 

tempo de incubação ou acrescentar, ao tampão de rea-

ção, ácido ascórbico ou polivinilpirrolidona-40 (PVP-40) 

na concentração de 1% a 2%. Como alternativa, podem 

ser testados outros tampões, tais como Tris, MES, tampão 

citrato e MOPS (ALWEN et al., 1992).

O ensaio histoquímico, apesar de não ser um 

método quantitativo, pode ser utilizado para estimar a 

e�ciência da transformação genética por biobalística 

(RUSSELL et al., 1992).

3 Ensaio fluorimétrico para 
quantificação da atividade 
específica da GUS

O ensaio �uorimétrico é utilizado para quanti�car a 

atividade da GUS em extratos de tecidos de plantas trans-

gênicas ou de explantes. O substrato 4-metilumbeliferil-β-

D-glucuronídeo (MUG) é hidrolisado pela GUS, resultando 

em ácido glucurônico e 4-metilumbeliferona (MU), que 

apresenta �uorescência em pH alcalino (JEFFERSON, 1987).
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3.1 Material

•	 Cubetas apropriadas à luz ultravioleta. 

•	 EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apêndice 4). 

•	 Fluorímetro com comprimento de onda de exci-

tação em torno de 360 nm, e emissão de 460 nm.

•	 Solução padrão de MU 1 mM: pesar 19,8 mg de 

MU e diluir em 100 mL de água destilada.

•	 Tampão de extração GUS (100 mL):

Componente Volume Concentração final

Tampão fosfato de 
sódio 1 M, pH 7,0

10 mL 100 mM

EDTA 500 mM 2 mL 10 mM

Sarcosil 30% 330 μL 0,1%

Triton X-100 100 μL 0,1%

DTT 1M 100 μL 1 mM

H2O q.s.p. 100 mL

•	 Tampão de parada (Na2CO3 0,2 M): dissolver

21,2 g de Na2CO3 em 600 mL de água destilada 

esterilizada por autoclavagem e completar o 

volume para 1 L.

•	 Tampão de reação (MUG 2 mM): pesar 22 mg de 

MUG e dissolver em 25 mL de tampão de extra-

ção. Preparar imediatamente antes da utilização.

•	 Tampão fosfato de sódio 1 M, pH 7,0 (Apêndice 4) 

ou fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4) 

100 mM, pH 7,0. 

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL ou placas 

para ELISA de 96 poços.

•	 Tubos de microcentrífuga de 2 mL ou placas para 

ELISA de 24 poços.

3.2 Procedimento

Extração

1. Macerar 30 mg a 100 mg de cada tecido a ser testado 

em 300 mL a 500 mL de tampão de extração em tubos 

de microcentrífuga e centrifugar a 12.000 rpm por 

10 minutos.

Para facilitar a coleta de tecido foliar, podem-se usar a própria tampa 
do microtubo para retirar discos foliares. Dois discos são suficientes 
para o ensaio (~30 mg).

Como a GUS é muito estável, geralmente, pode-se macerar os tecidos 
à temperatura ambiente.

Entre as amostras a serem testadas, deve-se incluir uma amostra de 
tecido não transformado, como controle (branco da reação).

2. Transferir o sobrenadante para novos tubos.

Extratos de plantas transgênicas, 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 não devem 
ser mantidos a -20 °C, pois a essa temperatura a enzima não se man-
tém estável.
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3. Retirar uma alíquota (50 mL a 100 mL) de cada extrato 

para, posteriormente, determinar a concentração de 

proteína total (Capítulo 20).

Calibração do �uorímetro

4. Ligar o �uorímetro e aguardar por cerca de 15 minu-

tos. Ajustar o “zero”, com 2 mL de Na2CO3 0,2 M.

Qualquer modelo de fluorímetro equipado com filtros de excitação 
em torno de 360 nm ou 460 nm pode ser utilizado para quantificar a 
fluorescência do MU. O protocolo, aqui descrito, utiliza os modelos 
mais simples e acessíveis, os quais utilizam cubetas para leitura da 
fluorescência das amostras.

Utilizar cubetas apropriadas para luz UV, de acordo com as especifi-
cações do aparelho.

5. Diluir 10 mL da solução padrão de MU 1 mM em 10 mL 

de H2O (concentração �nal de 1 mM). A seguir, diluir 

na própria cubeta utilizada no �uorímetro, adicionan-

do 100 mL de MU 1 mM em 1.900 mL de Na2CO3 0,2 M 

(concentração �nal de MU = 50 nM).

O estoque de MU 1 mM pode ser guardado a 4 °C, no escuro, por 
1 mês. As diluições (1 µM e 50 nM) devem ser preparadas antes da 
utilização.

6. Posicionar a cubeta com a solução de MU 50 nM no 

�uorímetro e ajustar o aparelho para 500 unidades. 

Portanto, 10 unidades de �uorescência correspon-

dem a 1 nM de MU.

Para os fluorímetros com leitoras de placas, deve-se fazer uma curva 
de calibração com diferentes concentrações de MU.

Reação

7. Distribuir alíquotas de 1.980 mL de tampão de parada 
em placas para ELISA (de 6 ou 24 poços) ou em tubos 
de microcentrífuga.

8. Para obter o tempo zero, transferir 10 mL de tampão 
de reação e 10 mL de extrato para o tampão de parada.

O tempo zero da reação pode apresentar fluorescência em razão da 
presença de compostos no extrato ou no tampão de reação, decorren-
te da degradação espontânea do substrato.

9. Distribuir 100 mL de tampão de reação em placas 
para ELISA de 96 poços ou tubos de microcentrífuga. 
Incubar a 37 °C, por cerca de 10 minutos.

10. Iniciar a reação, adicionando 100 mL de cada extrato 
ao tampão de reação, na placa para ELISA (etapa 7 
deste item). A seguir, imediatamente, marcar o tempo 
e incubar a placa ou os tubos com a reação a 37 °C, 
no escuro.

É recomendável incluir uma amostra sem extrato, para avaliar a degra-
dação espontânea do substrato.

11. Retirar alíquotas de 20 mL da reação, a cada 10 ou
15 minutos, e transferir para 1.980 mL de tampão de pa-
rada. Coletar, no mínimo, quatro intervalos de tempo.

Os parâmetros aqui apresentados devem servir apenas como um 
exemplo para determinar a atividade específica da GUS em extratos 
de tecidos vegetais. Dependendo do nível de atividade da GUS e do 
tipo de fluorímetro utilizado, pode ser necessário variar o tempo de 
reação, o volume de extrato na reação, a concentração de proteína 
dos extratos ou o volume das alíquotas transferidas para o tampão de 
parada. Por exemplo, se uma amostra apresentar fluorescência acima 
de 500 unidades, recomenda-se diminuir o volume da alíquota a ser 
quantificada ou diluir o extrato proteico da reação. 
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12. Medir a �uorescência das amostras no �uorímetro.

O produto da reação (MU) é degradado com a luz, inclusive durante 
a leitura no fluorímetro; por isso, as unidades de fluorescência devem 
ser anotadas logo após posicionar a cubeta no aparelho, pois a fluo-
rescência tende a diminuir.

13. Determinar a concentração de proteína total no ex-

trato (Capítulo 20) e calcular a atividade especí�ca de 

GUS (etapa 14 deste item).

Cálculo da atividade especí�ca de GUS

14. Calcular a atividade especí�ca da GUS de acordo com 

a fórmula abaixo (ROBIC, 2005). A atividade é expres-

sa em picomoles (pmol) de MU (produto da reação) 

por minuto e por mg de proteína presente na reação.

em que:

AEGUS = atividade especí�ca de GUS [pmol MU/(min.mg)]

Uf(CALIBRAÇÃO) = �uorescência correspondente a 1 pmol MU

Uf(MEDIDA) = �uorescência por minuto 

VREAÇÃO = volume de reação (mL)

VEXTRATO = volume de extrato utilizado no ensaio (mL)

VMEDIDO = volume da reação usada na medição (mL)

CPROTEÍNA = concentração de proteína total na amostra 

(mg/mL)

FDILUIÇÃO = fator de diluição da amostra 

15. A seguir, será descrito um exemplo de cálculo da 
atividade especí�ca de GUS.

Leitura da �uorescência

No exemplo a seguir, foram utilizadas amostras 
obtidas de uma planta transgênica contendo o gene gus
e de outra planta não transformada (controle negativo). 
Os valores de �uorescência obtidos, subtraindo-se o valor 
do tempo zero, foram plotados em função do tempo de 
reação, e calculada a equação da reta e os respectivos 
coe�cientes de determinação (R2) (Figura 2).

Figura 2. Fluorescência de MU após reação com extrato de 
planta transgênica contendo o gene gus (●) e de planta não 
transformada (●).

Calibração do �uorímetro

Na calibração do �uorímetro, 10 unidades de 
�uorescência (Uf) correspondem a 1 nM de MU (etapa 6 
do item 3.2 Procedimento). Como a atividade de GUS 
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é expressa em picomoles (pmol) de MU (produto da 
reação) por minuto e por mg de proteína presente na 
reação, é necessário 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; então: 1 nM de MU 
= 2 pmol de MU. Portanto, se 2 pmol MU correspondem a 
10 Uf  , logo, no volume da cubeta, 1 pmol de MU corres-
ponde a 5 Uf ; assim, Uf (CALIBRAÇÃO) = 5.

Determinação da atividade por minuto

Para calcular a atividade por minuto, escolhe-se 
um intervalo de tempo, dentro do intervalo linear da 
reação; por exemplo, 30 minutos. Calcula-se o valor da 
�uorescência pela equação da reta – nesse exemplo, 282,2 
unidades de �uorescência em 30 minutos de reação, ou seja,
9,4 unidades de �uorescência por minuto (Uf (MEDIDA)). Subtrair 
o valor da �uorescência por minuto da amostra controle 
(planta não transformada): Uf (MEDIDA) = 9,4 – 1,86 = 7,54.

Determinação da atividade especí�ca

A atividade especí�ca de uma enzima leva em 
conta a quantidade de proteína na reação. Portanto, é 
necessário determinar a concentração da proteína no ex-
trato (CPROTEÍNA) (Capítulo 20), e determinar quanto desse 
total de proteína está presente na reação, considerando-
-se o volume de extrato utilizado – por exemplo, VREAÇÃO

= 0,2 mL e VEXTRATO = 0,1 mL – e o volume dessa reação 
que foi utilizado na quanti�cação (VMEDIDO = 0,02 mL)

(etapa 10 do item 3.2 Procedimento). Supondo que o 
extrato da planta transgênica nesse exemplo contenha 
2,0 mg/mL, utilizando a equação (etapa 14 do item 3.2 
Procedimento), a atividade especí�ca da GUS (AEGUS) 
será de 75,4 pmol MU/minuto/mg de proteína.

3.3 Observações

Na fórmula apresentada na etapa 14 do item
3.2 Procedimento, o fator de diluição da amostra (FDILUIÇÃO) 
representa a diluição do extrato proteico antes de ser 
adicionado à reação. Se o extrato for utilizado sem prévia 
diluição, considerar FDILUIÇÃO = 1.

Alguns modelos de �uorímetro permitem o ajuste 
da intensidade da luz de excitação, como também da 
luz que chega ao detector (slit opening), in�uenciando 
diretamente o sinal obtido e a sensibilidade do método. 
Também pode ser necessário, dependendo do tipo de 
�uorímetro, calibrar as unidades da �uorescência corres-
pondentes a 1 pmol de MU.

A quanti�cação da atividade da GUS pode ser rea-
lizada em �uorímetros com dispositivos para leitura de 
placas de ELISA de 96 poços. Esse tipo de ensaio é mais 
rápido e permite a análise simultânea de um grande nú-
mero de amostras (CERVERA, 2005; GALLAGHER, 1992).

A atividade da GUS é inibida por íons divalentes, 
daí a adição de EDTA. O ditiotreitol (DTT) é adicionado 
para estabilizar a enzima, podendo ser substituído por 
β-mercaptoetanol 10 mM (JEFFERSON et al., 1987).
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A atividade enzimática da GUS também pode ser 
quanti�cada espectrofotometricamente. Neste ensaio, 
o substrato utilizado é o p-nitrofenil-β-D-glucuronídeo 
(PNPG), cujo produto da reação, p-nitrofenol, apresenta 
cor amarela em pH alcalino (JEFFERSON, 1987). Apesar de 
a sensibilidade do ensaio espectrofotométrico ser muito 
inferior à do método �uorimétrico (cerca de 100 vezes), 
o primeiro é um método simples e e�ciente, sendo uma 
boa alternativa caso não haja um �uorímetro disponível.

Um ensaio qualitativo rápido, utilizando como 
substrato o PNPG ou MUG, pode ser utilizado para identi-
�car plantas ou tecidos transgênicos. Pequenas amostras 
do tecido são maceradas diretamente no tampão de 
reação adicionado de PNPG ou MUG. Após incubar as 
amostras a 37 °C, observar a formação de coloração ama-
rela no caso da reação com PNPG, e a �uorescência, sob 
luz ultravioleta, da reação com MUG.

4 Observação da 
fluorescência da GFP
ao microscópio

A observação da �uorescência da GFP em tecidos 
vegetais é extremamente simples, utilizando-se um mi-
croscópio de luz ou estereoscópico com luz UV e os �ltros 
apropriados (Figura 3). É importante que a observação 
seja feita em uma sala escura, evitando a interferência de 
outras fontes de luz na visualização da �uorescência.

4.1 Material

•	 Água destilada. 

•	 Bisturi.

•	 Lâminas e lamínulas para microscopia. 

•	 Microscópio de �uorescência, com luz UV e �ltros 

apropriados (por exemplo, �ltro BP 450-490 nm 

excitação/BP 515-565 emissão ou �ltro PB 450-

490 excitação/LP 420 emissão).

•	 Plantas, tecidos ou células do mesmo material, 

porém, não transformadas (controle negativo).

•	 Plantas, tecidos ou células expressando o gene 

gfp.

4.2 Procedimento

1. No microscópio, ligar a fonte de luz UV e aguardar 

por, aproximadamente, 5 minutos.

2. Com o bisturi, cortar um pedaço do tecido a ser 

observado (aproximadamente 1 cm2), colocar sobre 

uma lâmina, adicionar algumas gotas de água desti-

lada e, cuidadosamente, posicionar a lamínula.

3. Posicionar a lâmina no microscópio, ligar a fonte de 

luz visível e ajustar o foco.

4. Desligar a luz visível, ajustar a luz UV e os �ltros 

apropriados.
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Figura 3. Detecção da fluorescência de 
GFP em plantas, tecidos e células vegetais. 
A e B) Fluorescência em células da epider-
me de folhas de Nicotiana benthamiana
ao microscópio de fluorescência utilizando 
os filtros (A) BP 450-490 nm / BP 515-565 
(excitação/emissão) e (B) PB 450-490 / 
LP 420 (excitação/emissão) (etapa 4 do 
item 4.2 Procedimento). C) Plantas de 
N. benthamiana sob luz ultravioleta: planta 
transgênica (esquerda) contendo o gene 
mgfp, apresentando fluorescência da GFP e 
planta não transformada (direita), apresen-
tando apenas a fluorescência vermelha da 
clorofila. D) Detecção da fluorescência de 
GFP em microscópio confocal: protoplasto 
de folhas de N. benthamiana infiltradas com 
Agrobacterium tumefaciens (Capítulo 7) 
apresentando fluorescência no retículo en-
doplasmático. Barra = 25 μm.

A

C

B

D

Fo
to

s:
 C

ris
tia

no
 L

ac
or

te

Ao observar uma amostra de folha, se for utilizado um filtro do tipo 
longpass (LP) (por exemplo, um filtro PB 450-490 excitação/LP 420 
emissão), serão visualizadas a fluorescência verde da GFP e a fluo-
rescência vermelha da clorofila. Se o nível de expressão de GFP for 
baixo, sua fluorescência poderá não ser claramente observada. Nesse 
caso, um filtro bandpass (BP) (por exemplo, BP 450-490 nm excitação/
BP 515-565 emissão) que bloqueia os comprimentos de onda acima 
de 565 nm pode ser necessário, barrando a fluorescência vermelha 
emitida pela clorofila (~ 650 nm) e evidenciando a fluorescência da GFP 
(Figuras 3A e 3B).

5. Uma vez selecionados os �ltros e o campo apropria-
do no microscópio, captar a imagem com máquina 
fotográ�ca digital. No programa utilizado para a 
obtenção das imagens, pode ser necessário variar, 
por exemplo, o tempo de exposição e o balanço das 
cores, para obter o resultado esperado.

A incidência de luz UV pode causar danos às células, aos tecidos e à 
GFP (photobleaching, destruição fotoquímica do fluoróforo), afetando 
a intensidade da fluorescência e, consequentemente, a qualidade 
da imagem. Portanto, é importante que a observação e obtenção de 
imagens sejam feitas dentro do menor intervalo de tempo possível.

4.3 Observações

A expressão do gene repórter gfp pode ser detec-
tada in vivo. Essa característica permite uma melhor vi-
sualização da célula, evitando os problemas associados à 
�xação do tecido. O potencial das técnicas que envolvem 
a detecção de proteínas �uorescentes pode ser mais bem 
aproveitado em um microscópio confocal de �uorescên-
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cia. Além de maior sensibilidade, a microscopia confocal 
de �uorescência amplia as possibilidades de análises. 
Fusões com a GFP e outras proteínas �uorescentes per-
mitem, por exemplo, estudar a interação entre proteínas 
e monitorar alterações de expressão ou determinar a lo-
calização subcelular de uma determinada proteína (Figura 
3C). A preparação do material para observação em micros-
copia confocal de �uorescência é essencialmente a mesma 
que aquela para um microscópio óptico de �uorescência. 
Células em suspensão e células da epiderme de cebola 
transformadas ou protoplastos obtidos a partir de folhas 
in�ltradas com Agrobacterium sp. (Capítulo 7) são alguns 
dos sistemas mais utilizados, pois permitem uma melhor 
visualização ao microscópio.

Apesar de não apresentar sinal de localização 
nuclear ou qualquer outro peptídeo de endereçamento 
subcelular, a GFP, quando expressa em eucariotos, em 
razão de seu tamanho, difunde-se livremente para o 
interior do núcleo (Figura 2A e 2B). Quando fusionada, a 
outra proteína pode perder a capacidade de atravessar os 
poros nucleares (GREBENOK et al., 1997).

Para estudos de localização subcelular, é impor-
tante que sejam incluídos marcadores apropriados para 
cada tipo de organela, os quais podem ser corantes ou 
proteínas cuja localização é bem conhecida. Alguns 
exemplos desses marcadores são o DAPI, que se liga ao 
DNA (358/461 nm excitação/emissão), e o MitoTracker, 
com diferentes faixas de excitação/emissão, especí�co 
para mitocôndrias. 

Existem diversas proteínas �uorescentes, algu-
mas derivadas da GFP, com diferentes propriedades e 
aplicações. O tipo de �ltro utilizado deve ser apropriado 
para cada versão. Os �ltros BP 450-490 nm excitação/BP 
515-565 (ou LP 420) emissão, por exemplo, podem ser 
utilizados para a GFP nativa, mGFP, eGFP (S65T), GFP red 
shifted (rsGFP), entre outras.

A �uorescência endógena do tecido pode inter-
ferir e até mesmo inviabilizar a observação da GFP. Em 
geral, essa �uorescência vem de compostos presentes na 
parede celular. É difícil diferenciar a �uorescência endó-
gena do tecido da �uorescência especí�ca da GFP, mas, 
de modo geral, a �uorescência endógena apresenta uma 
tonalidade mais amarelada ou castanha. Para auxiliar a 
observação e a interpretação das imagens, é importante 
observar amostras de tecido não transformado. Da mes-
ma forma, tecido que expressa GFP pode servir como 
controle positivo, facilitando a interpretação das imagens 
e o ajuste do microscópio. (BILLINTON; KNIGHT, 2001).

Para experimentos de expressão transiente, a 
epiderme de cebola (Allium cepa L.) é um tecido bastante 
conveniente. É um material de fácil obtenção, a prepa-
ração das lâminas é simples, as células são grandes, e 
não apresentam cloroplastos, nem outras fontes de au-
to�uorescência que sejam signi�cantes. Para a utilização 
desse material, as escamas (catá�los), preferencialmente 
das camadas intermediárias do bulbo, são separadas, 
cortadas em pedaços de aproximadamente 2 cm2 e po-
sicionadas numa placa de Petri com a epiderme interna 
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(adaxial) voltada para cima. O material é transformado 
por biobalística (Capítulo 5) e incubado no escuro por 12 a
24 horas. A seguir, a epiderme é cuidadosamente removi-
da, com a ajuda de uma pinça, posicionada em uma lâmi-
na sobre uma gota de água e observada ao microscópio 
de �uorescência (VARAGONA et al., 1992).

5 Observação e obtenção de 
imagens da fluorescência
de GFP in planta

5.1 Material

•	 Filtro amarelo (K2, 8 ou 022). 

•	 Fonte de luz UV (UV longo, 365 nm).
A exposição à radiação ultravioleta pode causar danos à 
retina e à pele. Sua manipulação deve ser feita com óculos 
de proteção específicos para luz UV. Procurar não expor a 
pele, usando jaleco de mangas longas e luvas.

•	 Máquina fotográ�ca digital. 

•	 Plantas ou tecidos que expressam GFP (versão 
mGFP5).

•	 Tripé ou algum tipo de suporte para a máquina 
fotográ�ca.

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 �uorescência da GFP.

2. Para a obtenção de imagens da �uorescência da GFP, 
posicionar a máquina digital com �ltro amarelo no 
tripé, acertar o enquadramento da imagem, regular o 
tempo de exposição (geralmente entre 5 e 15 segun-
dos) e programar o disparador automático, para dimi-
nuir a chance de trepidação da máquina ao acionar o 
disparador.

O filtro amarelo melhora a qualidade da imagem, filtrando a luz UV e 
realçando o contraste entre a fluorescência verde da GFP e a fluores-
cência vermelha da clorofila (Figura 3C).

3. Uma vez ajustada às condições da máquina fotográ-
�ca, apagar a luz da sala, direcionar a luz UV sobre as 
plantas, e acionar o disparador da máquina.

Durante a exposição, alterar a posição da lâmpada UV em relação à 
planta fotografada, com o cuidado de manter a lâmpada fora do campo 
de enquadramento. Isso permitirá uma iluminação mais homogênea 
do material fotografado. Pelo mesmo motivo, é recomendável um 
tempo de exposição mais longo (por exemplo, de 5 a 15 segundos).

4. Uma vez obtidas as imagens, desligar a luz UV.

Caso religar a luz seja necessário, aguardar no mínimo 15 minutos, 
pois acender a luz com a lâmpada quente reduz sua vida útil.

5.3 Observações

A �uorescência da versão mGFP5 é mais forte e 
evidente do que a da GFP nativa, quando se utiliza uma 
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lâmpada de luz UV (365 nm). Essa versão, semelhante à 
GFP nativa, apresenta um pico de absorção máximo a 
395 nm e outro menor a 470 nm. A versão eGFP (ou sGFP) 
apresenta uma mutação (S65T) que modi�ca o espectro 
de absorção, passando a apresentar um único pico a
490 nm (CHIU et  al., 1996; CUBITT et  al., 1995). A eGFP 
emite �uorescência em 511 nm, sendo essa mais intensa 
(5 a 6 vezes) que a �uorescência emitida pela proteína 
nativa ou pela mGFP5. A eGFP é mais apropriada à obser-
vação ao microscópio de �uorescência ou confocal.

A GFP pode ser quanti�cada utilizando um 
�uorímetro. No entanto, compostos da planta podem 
apresentar �uorescência na mesma faixa de excitação/
emissão, interferindo nas análises. Além disso, a GFP é 
capaz de formar dímeros e ligações hidrofóbicas com 
outras proteínas de plantas, o que também pode alterar a 
intensidade de �uorescência medida (ROBIC et al., 2009). 
Uma alternativa para contornar esses problemas é medir 
a �uorescência de GFP em extratos contendo ureia 6 M. 
Assim, a �uorescência endógena e as interações hidrofó-
bicas podem ser suprimidas, permitindo a quanti�cação 
mais precisa da GFP (ROBIC et al., 2009).
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1 Introdução
Isolamento de DNA é uma etapa fundamental em 

todos os procedimentos de biologia molecular, inclusive 
na análise da integração de DNAs exógenos no genoma 
vegetal. Atualmente, existe um número grande de proto-
colos que descreve a extração 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 re�ete a 
variabilidade da composição bioquímica encontrada em 
diferentes plantas e tecidos, o que impossibilita o desen-
volvimento de um único protocolo ideal para diferentes 
espécies vegetais. Apesar de o número de protocolos 
disponíveis aumentar constantemente, a maior parte de-
les é uma variação dos métodos descritos por Dellaporta 
et al. (1983) e por Doyle e Doyle (1987), que serão descritos 
neste capítulo. Ambos visam isolar DNA de alta qualidade, 
evitando: a) degradação do DNA por DNAses endógenas; 
b) coisolamento de polissacarídeos que podem inibir a 
ação de enzimas utilizadas na extração; c) coisolamento 
de substâncias fenólicas ou outros compostos secundários 
que podem dani�car o DNA ou inibir a ação de enzimas.

Com o avanço de técnicas de sequenciamento, 
genotipagem e código de barra em larga escala, surgiu 
a necessidade de adaptar protocolos de extração de DNA 
para um número grande de amostras simultaneamente, 
em um curto espaço de tempo e sem comprometer a 

qualidade do DNA. Em paralelo à aplicação de técnicas de 
biologia molecular em condições de campo (fora de labo-
ratório) para diagnose, melhoramento assistido por mar-
cadores (MAS), entre outras, há demanda por protocolos 
simples, rápidos, que produzam DNA com qualidade. 

A seguir, serão descritas as etapas básicas da maio-
ria dos métodos de extração de DNA vegetal utilizados 
rotineiramente em laboratórios de biologia molecular, 
com a breve explicação de cada passo.

O primeiro passo é a quebra das paredes celulares 
e membrana nuclear. Normalmente, essa etapa é realiza-
da de forma mecânica pela maceração do tecido vegetal 
congelado por nitrogênio líquido. O nitrogênio líquido 
mantém o material em baixa temperatura (-196 °C), para 
que não haja ação de enzimas líticas ou ação oxidativa. 
O pó obtido pela maceração é imediatamente ressus-
pendido em um tampão de extração com pH entre 8,0 e 
9,0, que é desfavorável à ação de enzimas degradantes. 
O composto ácido etileno diamonotetracético (EDTA) 
é muito utilizado nos tampões de extração por ser um 
agente quelante de cátions divalentes, como Mg+2 e Ca+2

e, portanto, inibe a ação de DNAses que usam metais 
como cofatores (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Para evitar 
os efeitos indesejáveis da oxidação, diferentes produtos 
podem ser incluídos nos tampões de extração, como po-
livinilpirrolidona solúvel (PVP-40) e/ou albumina de soro 
bovino (BSA), a concentrações de 1% a 2%. O PVP é um 
antioxidante que inibe a ação de compostos fenólicos. A 
BSA atua absorvendo os polifenóis e, portanto, evitando 
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a ação dessas substâncias que tornam o DNA oxidado e 
inacessível às enzimas de restrição (WEISING et al., 1995). 
Outro composto que pode ser incluído no tampão de 
extração, para evitar a oxidação de compostos fenólicos, 
é o β-mercaptoetanol. Ele é um agente redutor que 
desnatura peroxidases e polifenoloxidases, impedindo 
a ação danosa dessas enzimas sobre o DNA, e pode ser 
utilizado em diferentes concentrações, dependendo da 
necessidade (ALDRICH; CULLIS, 1993). Na maioria dos 
protocolos de extração de DNA de tecidos vegetais, o 
detergente brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) é 
utilizado no tampão de extração. O CTAB solubiliza as 
membranas, formando um complexo com o DNA, o que 
facilita uma posterior precipitação diferencial desse com-
plexo (WEISING et al., 1995).

Após a etapa de ressuspensão do conteúdo celular 
em tampão de extração, realiza-se, normalmente, a des-
proteinização por meio de uma ou mais extrações com sol-
ventes orgânicos (fenol ou clorofórmio:álcool isoamílico), 
seguida de centrifugação para separar a fase orgânica da 
aquosa. Esses solventes desnaturam proteínas que �cam 
na interface, enquanto o DNA e outros contaminantes, 
como carboidratos e RNAs, se mantêm na fase aquosa. 
Alguns protocolos incorporam proteases antes da extra-
ção com solventes orgânicos, o que facilita a separação do 
DNA das proteínas da cromatina (DRAPER et al., 1988).

Após a etapa de desproteinização, o DNA é precipi-
tado pela adição de um álcool. Nessa etapa, a concentração 
de sal deve ser compatível com o processo de precipitação. 

Vários tampões de extração contêm sais, sendo os mais co-
muns o acetato de sódio ou de amônio, que devem estar 
pelo menos a 0,3 M ou 2,5 M, respectivamente. Porém, 
se a concentração ainda for inferior a essa, é necessário 
ajustá-la antes da adição do álcool. Na precipitação, os íons 
positivos do sal neutralizam a carga negativa dos grupos 
fosfato dos ácidos nucleicos, tornando essas moléculas 
menos hidrofílicas e, consequentemente, menos solú-
veis em água. O álcool (etanol ou isopropanol) tem uma 
constante dielétrica menor do que a da água, facilitando a 
interação do sódio (Na+2) com o grupo fosfato dos ácidos 
nucleicos, diminuindo ainda mais a hidro�licidade, tirando, 
assim, os ácidos nucleicos de solução. O precipitado é lava-
do com etanol 70% para retirar o excesso de sais. O DNA é 
ressuspendido em água ou em tampão TE. A maioria dos 
métodos de extração de DNA copuri�ca RNA junto com o 
DNA. Se necessário eliminar o RNA, um tratamento com 
RNAse A pode ser realizado.

O aspecto do DNA, ao �nal da preparação, pode 
ser utilizado como um diagnóstico inicial da qualidade 
do DNA, e os problemas mais comuns são: 

a) A contaminação por polifenóis pode ser evidenciada 
pela coloração do DNA, que tende a �car marrom. O 
escurecimento é devido à oxidação dos polifenóis em 
compostos quinônicos, que, por sua vez, são fortes 
agentes oxidantes que dani�cam DNAs e proteínas 
(LOOMIS, 1974). Nesse caso, uma nova extração pode 
ser realizada com adição de PVP-40 e/ou BSA no 
tampão de extração, a concentração de 1% a 2% e a 
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concentração de ß-mercaptoetanol pode ser aumen-
tada para até 5%. 

b) O coisolamento de polissacarídeos, que podem facil-
mente ser detectados pelo aspecto gelatinoso e exces-
sivamente viscoso do DNA e de difícil ressuspensão. 
Nesse caso, o DNA pode sofrer diferentes tratamentos 
que o separam dos outros contaminantes. Tais méto-
dos incluem precipitação diferencial ou gradientes de 
densidade. O gradiente de cloreto de césio (CsCl) com 
brometo de etídio (C21H20BrN3) é um método de puri-
�cação que fornece preparações de DNA altamente 
puras e pode ser realizado após qualquer método de 
extração (WEISING et  al., 1995). Entretanto, esse mé-
todo é, atualmente, pouco utilizado em razão de sua 
complexidade e do tempo demandado para �nalizar a 
extração. Uma boa alternativa é uma nova precipitação 
com acetato de amônio ou de sódio.

Como mencionado anteriormente, não existe um 
único protocolo ideal para extração de DNA de diferentes 
espécies vegetais. Neste capítulo, serão descritos quatro 
protocolos utilizados em diversos laboratórios e que se 
têm mostrado bastante e�cientes. O primeiro protocolo 
é baseado no detergente CTAB, o qual é o mais utilizado 
para extração de DNA de diferentes espécies vegetais 
(DOYLE; DOYLE, 1987; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). 
Normalmente, as extrações por esse protocolo fornecem 
DNA su�cientemente puro para digestões com enzimas 
de restrição e para ampli�cações por PCR. Se o pesquisa-
dor não tiver um protocolo bem de�nido para a espécie 
e/ou tecido vegetal com que trabalha, é aconselhável que 

teste esse protocolo inicialmente. Algumas preparações 
podem necessitar de uma etapa de puri�cação posterior 
para remoção de contaminantes, como fenóis ou polis-
sacarídeos. Para tal �m, uma precipitação com acetato 
de sódio, como uma etapa opcional para remoção de 
polissacarídeos, também será descrita.

O segundo protocolo descrito é destinado à extração 
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 (Capítulo 10). 
O protocolo é simples, rápido e possui a vantagem de não 
utilizar nitrogênio líquido, podendo ser utilizado quando é 
necessário processar várias amostras simultaneamente, ou 
quando somente pequenas quantidades de tecido estão 
disponíveis. Apesar de ser possível a ampli�cação por PCR 
a partir de preparações de DNA de baixa qualidade, a omis-
são de alguns dos passos do protocolo aqui descrito pode 
comprometer a reprodutibilidade das reações de PCR, 
resultando, muitas vezes, em falsos negativos. Portanto, 
protocolos extremamente simpli�cados só devem ser utili-
zados após 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-
pitação simultânea de proteínas e polissacarídeos por 
alta concentração de acetato de potássio (CH3CO2K) na 
presença de sódio dodecil sulfato (SDS). Esse método é 
simples e muito utilizado em extração de DNA de diver-
sas espécies vegetais.
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O quarto método é indicado para trabalhos de 
biologia molecular realizados em condições limitadas 
de infraestrutura: seja em casos de coleta de material a 
campo, seja em laboratórios com condições menos favo-
ráveis. Em casos assim, é possível adotar metodologias que 
demandem menos equipamentos e/ou reagentes de alto 
custo. Nesse contexto, aconselha-se utilizar o método que 
extrai DNA por maceração em membrana de náilon, o qual 
é uma adaptação do squash blot (LANGRIDGE et al., 1991). 
O protocolo baseia-se na a�nidade do DNA, carregado ne-
gativamente, com a membrana carregada positivamente. 
Depois de �xado à membrana, o DNA �ca aderido e pode 
ser eluído para utilização imediata, ou guardado em tem-
peratura ambiente por longos períodos. O DNA obtido é 
adequado para procedimentos que demandam pequenas 
quantidades. Adaptações comerciais desse protocolo 
permitem o estoque da amostra �xada na membrana por 
vários anos, utilizando o mesmo princípio das membranas 
de náilon. Esse método pode ser utilizado em laboratórios 
não equipados para biologia molecular, assim como pode 
extrair DNA com qualidade para aplicações, como genoti-
pagem em larga escala (MCCLURE et al., 2009). Sua maior 
limitação é a pequena quantidade de material obtido. 
Entretanto, pela possibilidade de estocar o DNA por mui-
tos anos, tem sido utilizado para produção de bancos de 
DNA (FRÉGEAU et al., 2003).

A literatura cientí�ca está repleta de protocolos 
de extração e análise de DNA de plantas. Os protocolos 
descritos a seguir tentam cobrir os princípios básicos de 
extração, assim como guiar o leitor em alguns métodos 

mais tradicionais e de e�cácia comprovada para um 
grande número de espécies. Com a automatização de 
vários procedimentos, como sequenciamento de DNA e 
genotipagem em larga escala, vários métodos de extra-
ção DNA automatizados também foram desenvolvidos 
e estão disponíveis comercialmente. Desde máquinas 
automáticas para o rompimento de membrana/parede 
celular em placa de 96 ou 384 poços até estações de tra-
balho ou robôs (workstations) de preparação de amostras 
estão disponíveis para laboratórios com demandas para 
grandes amostragens de material vegetal. Kits comerciais 
também estão disponíveis tanto para pequena quantida-
de de amostras quanto para trabalhos em larga escala. 
Dessa forma, dependendo da demanda do material 
biológico e dos recursos �nanceiros disponíveis, existem 
vários métodos, em diversas escalas de trabalho, e cabe 
ao pesquisador escolher o que mais se adapta às suas 
condições.

2 Método CTAB (DOYLE; 
DOYLE, 1987, modificado)

2.1 Material

•	 Acetato de sódio 3 M (Apêndice 4). 

•	 Agitador do tipo Vortex.

•	 Almofariz e pilão.

•	 Banho-maria a 37 °C.
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•	 Clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) (v/v).

Clorofórmio é tóxico por inalação, em contato 
com a pele e por ingestão. Manter o recipiente 
bem fechado. Sua manipulação deve ser feita 
com luvas de nitrila, óculos e máscara em capela 
de exaustão.

•	 EDTA 500 mM pH 8,0 (Apêndice 4). 

•	 Etanol 70% (v/v).

•	 Isopropanol ou etanol absoluto. 

•	 Centrífuga para tubos de 50 mL.

•	 Nitrogênio líquido.

•	 Tubos de polipropileno de 50 mL.

•	 NaCl 5 M (Apêndice 4).

•	 Solução de RNAse A 10 mg/mL (10 mL) 

(Apêndice 4).

•	 Tampão TE, pH 8,0 (Apêndice 4).

•	 Tampão CTAB (500 mL):

Componente Quantidade Concentração final

CTAB 10 g 2% 

NaCl 5 M 140 mL 1,4 M

Tris-HCl 1 M, pH 
8,0

50 mL 100 mM

EDTA 500 mM 20 mL 20 mM

β-mercaptoetanol 1 mL 0,2% 

H2O q.s.p. 500 mL

β-mercaptoetanol é volátil e altamente tóxico. 
Sua manipulação deve ser feita com luvas, ócu-
los e máscara em capela de exaustão.

•	 Tris-HCl 1 M, pH 8,0 (Apêndice 4).

2.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estão 
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 nitrogênio líquido até 
o momento de serem usadas. Após a etapa do congelamento, as 
folhas podem ser conservadas a -80 °C por vários meses. No mo-
mento de utilização, as folhas devem ser retiradas do congelador, 
colocadas imediatamente em nitrogênio líquido e mantidas até a 
maceração.

2. Colocar as folhas no almofariz e adicionar nitrogênio 
líquido.

3. Macerar as folhas congeladas com ajuda de um pilão 
até obter um pó �no.

O material não deve ser descongelado. Se for necessário, adicionar 
mais nitrogênio líquido. Tudo deve ser feito com muito cuidado, para 
que o pó não saia do almofariz.

4. Transferir o pó o mais rapidamente possível para um 
tubo de polipropileno contendo 15 mL de tampão 
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Figura 1. Esquema representativo das etapas de extração de DNA por meio do método CTAB.
Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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CTAB preaquecido a 65 °C em banho-maria. Incubar, 

nessa temperatura, por 30 minutos a 1 hora, agitando 

manualmente a cada 10 minutos.

O β-mercaptoetanol deve ser adicionado ao tampão CTAB após aque-
cimento, imediatamente antes do uso.

5. Adicionar um volume de clorofórmio:álcool isoamíli-

co e agitar o tubo manualmente, ou com o auxílio de 

um agitador, por 10 minutos.

A agitação deve ser suave para evitar quebra do DNA, mas suficiente 
para a emulsificação 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 não pipe-

tar nada da fase inferior. Repetir a extração (a partir da 

etapa 5 deste item).

Esta etapa pode ser repetida mais uma ou duas vezes, levando em 
consideração que mais extrações podem tornar a amostra mais pura, 
porém, com maiores perdas de DNA.

8. Caso necessário, adicionar RNAse A, a uma con-

centração �nal de 100 mg/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 inversão do tubo várias 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 câmara de �uxo laminar para 

evaporar o etanol.

O precipitado não deve ter resíduos de etanol ou isopropanol ou secar 
demais, dificultando a ressuspensão do DNA.

13. Após a secagem, ressuspender o precipitado em 

cerca de 500 mL de TE ou água bidestilada esterilizada 

por autoclavagem e incubar à temperatura ambiente 

por meia hora ou mais. 

14. Se for necessária uma puri�cação posterior, seguir 

para a etapa 15 deste item.

Tratamento com acetato de sódio (opcional)

15. Adicionar 0,1 volume de acetato de sódio 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 não pipetar 

o precipitado.

18. Repetir as etapas 9 a 13 deste item.
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3 Miniextração para PCR

3.1 Material

•	 Agitador para microtubos com controle de 

temperatura.

•	 Clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) (v/v) 

(Apêndice 4).

Clorofórmio é tóxico por inalação, em contato 
com a pele e por ingestão. Manter o recipiente 
bem fechado. Sua manipulação deve ser feita 
com luvas de nitrila, óculos e máscara em capela 
de exaustão.

•	 EDTA 500 mM (Apêndice 4). 

•	 Etanol 70% (v/v). 

•	 Isopropanol.

•	 Microcentrífuga. 

•	 Microtubo de 1,5 mL para microcentrífuga e 

minipilão.

•	 NaCl 5 M (Apêndice 4).

•	 Tris-HCl 1 M, pH 8,0 (Apêndice 4).

•	 Tampão TE, pH 8.0 (Apêndice 4).

•	 Tampão de extração para PCR (100 mL): 

Componente Quantidade Concentração final

CTAB 0,8 g 0,8% 

NaCl 5 M 16 mL 800 mM

EDTA 500 mM 4,4 mL 22 mM

Tris-HCl 1 M, pH 8,0 22 mL 220 mM

Sarcosil 1 g 1%

Sorbitol 2,55 g 140 mM

β-mercaptoetanol 200 mL 0,2% 

H2O q.s.p. 100 mL

Inserir β-mercaptoetanol ao tampão imediatamente antes do uso.

β-mercaptoetanol é volátil e altamente tóxico. 
Sua manipulação deve ser feita com luvas, ócu-
los e máscara em capela de exaustão.

3.2 Procedimento

1. Macerar 300 mg de tecido vegetal fresco em um mi-

crotubo com a ajuda de um minipilão que se encaixe 

perfeitamente no fundo do tubo.

2. Adicionar 1 mL de tampão de extração para PCR.

3. Adicionar ao macerado 400 mL de clorofórmio:álcool 

isoamílico.

4. Incubar com agitação a 55 °C, por 10 minutos.
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5. Centrifugar em microcentrífuga a 12.000 rpm, por
5 minutos.

6. Transferir o sobrenadante para um novo microtubo 
com cuidado para não pipetar nada da fase inferior.

7. Adicionar ao sobrenadante 1,2 volume de isopro-
panol.

8. Centrifugar em microcentrífuga 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 câmara de �uxo laminar. 

O precipitado não deve ter resíduos de isopropanol ou secar demais, 
o que pode dificultar a ressuspensão do DNA.

12. Dissolver o precipitado em 50 mL de tampão TE ou 
água bidestilada esterilizada por autoclavagem. 

4 Método Dellaporta 
modificado

4.1 Material

•	 Acetato de potássio 5 M (Apêndice 4). 

•	 Acetato de sódio 5 M, pH 5,2 (Apêndice 4). 

•	 Almofariz e pilão.

•	 Banho-maria ou banho seco a 65 °C.

•	 Centrífuga refrigerada para tubos de 50 mL. 

•	 EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apêndice 4). 

•	 Etanol 70% (v/v). 

•	 Filtro do tipo Miracloth™ ou similar.

•	 Isopropanol resfriado a -20 °C. 

•	 Microcentrífuga.

•	 Microtubo de 1,5 mL para microcentrífuga.

•	 NaCl 5 M (Apêndice 4). 

•	 Nitrogênio líquido.

•	 SDS 20% (p/v) (Apêndice 4). 

•	 Tampão de extração Dellaporta (500 mL):

Componente Quantidade Concentração final

NaCl 5 M 50 mL 500 mM

EDTA 500 mM, pH 8,0 50 mL 50 mM

Tris-HCl 1M, pH 8,0 50 mL 100 mM

β-mercaptoetanol 1 mL 0,2% 

H2O q.s.p. 500 mL

β-mercaptoetanol é volátil e altamente tóxico. 
Sua manipulação deve ser feita com luvas, ócu-
los e máscara em capela de exaustão.

•	 Tampão TE, pH 8,0 (Apêndice 4). 
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•	 Tris-HCl 1M, pH 8,0 (Apêndice 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 nitrogênio líquido até o 
momento de serem usadas. Após a etapa do congelamento, as folhas 
podem ser conservadas a -80 °C por vários meses. Para algumas es-
pécies, é possível também desidratar as folhas e mantê-las em sílica 
gel até o uso. No momento de utilização, as folhas devem ser retiradas 
do congelador, colocadas novamente em nitrogênio líquido e mantidas 
até o momento de maceração. 

2. Colocar as folhas no almofariz e adicionar nitrogênio 
líquido.

3. Macerar as folhas congeladas com ajuda de um pilão 
até obter um pó �no.

O material não deve descongelar. Se for necessário, adicionar mais 
nitrogênio líquido. Tudo deve ser feito com muito cuidado, para que o 
pó não saia do almofariz. 

4. Transferir o pó o mais rapidamente possível para um 
tubo de polipropileno contendo 15 mL de tampão 
de extração preaquecido a 65  °C. Manter o tubo 
nessa temperatura enquanto as outras amostras são 
preparadas.

5. Adicionar 1 mL de SDS 20% e misturar por inversão. 
Incubar por 20 minutos, a 65  °C. Misturar manual-
mente a cada 10 minutos.

6. Adicionar 5 mL de acetato de potássio 5 M, mistu-
rar por inversão e incubar por 20 minutos a 65  °C. 
Misturar manualmente a cada 5 minutos.

Nesta etapa, ocorre a precipitação de proteínas e polissacarídeos, 
deixando o DNA em solução.

7. Centrifugar por 20 minutos (20.000 g a 4 °C). Retirar 
o sobrenadante com muito cuidado para não pipetar 
o sedimento. Filtrar o sobrenadante em �ltro do tipo 
Miracloth e transferir para novo tubo.

8. Adicionar ao �ltrado 0,7 volume de isopropanol gela-
do, misturar por inversão do tubo e incubar por, pelo 
menos, 1 hora a -20 °C.

9. Centrifugar por 20 minutos (20.000 g, a 4 °C). Descartar 
o sobrenadante.

10. Secar o precipitado e ressuspender em 300 mL a 
700  mL de tampão TE ou água bidestilada esterili-
zada por autoclavagem. Transferir a amostra para 
microtubo.

11. Se for necessária uma puri�cação posterior, seguir 
para a etapa 12 deste item.

12. Precipitar o DNA pela adição de 1/10 do volume de 
acetato de sódio 5 M e 0,7 volume de isopropanol. 
Misturar por inversão do tubo.

13. Incubar por, pelo menos, uma hora, a -2 °C.

14. Centrifugar em microcentrífuga (12.000 rpm, por
10 minutos). Lavar o precipitado com etanol 70%.
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15. Secar o precipitado, deixando o tubo invertido em 
papel-toalha ou colocando o tubo em câmara de 
�uxo laminar.

O precipitado não deve ter resíduos de etanol, mas também não deve 
secar demais, pois pode dificultar a ressuspensão do DNA.

16. Dissolver em 100 mL de tampão TE ou água bidestila-
da esterilizada por autoclavagem.

4.3 Observação

Vários autores descrevem métodos nos quais os 
núcleos celulares são extraídos antes da extração de DNA 
(LOUREIRO et al., 2007; ROBERTS, 2007). Tais métodos per-
mitem que o DNA nuclear seja extraído sem contaminação 
do DNA de cloroplastos e mitocôndrias e utilizado quando 
for necessária uma preparação com DNA exclusivamente 
nuclear, como na produção de bibliotecas genômicas em 
cromossomos arti�ciais de bactéria (BACs) ou em estudos 
que utilizam a técnica de citometria de �uxo.

5 Extração de DNA por 
maceração em membrana

5.1 Material

•	 Água bidestilada esterilizada por autoclavagem. 

•	 Banho seco a 94 °C. 

•	 Bastão de vidro.

•	 EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apêndice 4).

•	 Membrana de náilon cortada em pedaços de 

2 cm x 2 cm. 

•	 Microtubo de 1,5 mL para microcentrífuga. 

•	 NaCl 5 M (Apêndice 4). 

•	 NaOH 1N (Apêndice 4). 

•	 Papel de �ltro cortado em pedaços de 3 cm x 

3 cm.

•	 Pinça com ponta �na.

•	 Pipeta de vidro, micropipeta ou pisseta.

•	 Placa de vidro ou acrílico de cerca de 5 cm x 5 cm 

(com pelo menos 3 mm de espessura).

•	 Solução 1:

Componente Quantidade Concentração final

NaCl 5 M 30 mL 1,5 M

Tris-HCl 1 M, pH 8,0 50 mL 0,5 M

EDTA 500 mM, pH 8,0 200 µL 1 mM

H2O q.s.p. 100 mL

•	 Tampão TE, pH 8,0 (Apêndice 4).

•	 Tris-HCl 1M, pH 8,0 (Apêndice 4).
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5.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estão 
esquematizados na Figura 2.

1. Na placa de vidro, depositar a membrana de náilon 
sobre o papel de �ltro.

A placa de vidro é utilizada para oferecer suporte físico durante a 
maceração e evitar o rompimento da membrana.

2. Embeber a membrana com NaOH 1N de forma que 
�que totalmente encharcada, mas sem transbordar.

3. Com o auxílio da pinça, colocar o tecido vegetal sobre 

a membrana de náilon.

4. Macerar o tecido vegetal com o bastão de vidro.

5. Após a maceração, lavar a membrana com NaOH 1N, 

com o auxílio de uma pipeta de vidro, micropipeta ou 

pisseta.

Essa lavagem retira o excesso de restos celulares, deixando o DNA 
ligado à matriz (membrana).

6. Lavar a membrana com a Solução 1.

Figura 2. Esquema representativo das etapas de extração de DNA por maceração em membrana de náilon.
Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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7. Lavar a membrana três vezes com tampão TE.

Após cada lavagem, encostar a ponta da membrana em papel de filtro 
seco, para que o excesso de líquido escoe por capilaridade.

8. Lavar a membrana rapidamente com água destilada.

9. Transferir a membrana para um microtubo contendo 
100 mL de tampão TE ou água bidestilada esterilizada 
por autoclavagem.

Antes da eluição, a membrana pode ser seca e armazenada em tem-
peratura ambiente para posterior utilização do DNA.

10. Para eluir o DNA, aquecer o microtubo a 94  °C por
5 minutos.

11. Descartar a membrana. O DNA eluído em tampão TE 
está pronto para uso.

6 Quantificação e análise 
da qualidade do DNA total 
extraído

6.1 Estimativa em gel de agarose

Este método é extremamente simples, não neces-
sita de aparelhos so�sticados e fornece estimativas de 
concentrações do DNA com aproximação su�cientemente 
precisa para grande parte das técnicas que utilizam DNA 
genômico. Consiste na comparação visual de um gradien-
te de concentração conhecida do DNA (DNA padrão) em 

relação à amostra extraída, após eletroforese em um gel 
de agarose corado com brometo de etídio (Apêndice 4). O 
DNA padrão deve ser de alto peso molecular (por exemplo, 
DNA de fago l) – pois DNA de baixo peso molecular é de 
difícil comparação com DNA genômico – e, de preferência, 
produzido comercialmente com uma concentração preci-
sa. O gel de agarose também permite veri�car degradação 
do DNA extraído, em forma de múltiplas bandas de menor 
peso molecular do que seria a do DNA genômico, que se 
confundem em uma única mancha (smear) difusa no gel. 
Observa-se também a coextração de RNAs (bandas de 
baixo peso molecular) e o excesso de sais (a banda de DNA 
genômico aparece distorcida).

6.2 Quantificação por 
espectrofotometria

Este método fornece alta precisão na determina-
ção da concentração de ácidos nucleicos. No entanto, exi-
ge preparações de DNA bastante puras. Polissacarídeos, 
proteínas, RNAs e outros contaminantes interferem na 
quanti�cação de ácidos nucleicos por espectrofotome-
tria. Portanto, a quanti�cação em espectrofotômetro só é 
aconselhável em preparações de DNA de alta qualidade. 
É importante ressaltar que este método não permite 
visualizar o peso molecular do DNA extraído, não se ob-
servando, portanto, o nível de degradação.

O método é baseado no princípio de que ácidos 
nucleicos absorvem luz ultravioleta em um padrão es-
pecí�co em comprimento de onda de 260 nm. Quando 
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a luz ultravioleta atravessa a amostra, um fotodetector 
mede a quantidade de luz absorvida, que é proporcional 
à concentração de ácidos nucleicos. 

Para se obter a quanti�cação de DNA ou RNA isolado 
e estimar sua pureza, procede-se à leitura espectrofotomé-
trica medindo-se a absorbância em diferentes comprimen-
tos de onda (A230 nm, A260 nm, A280 nm e A310 nm). A quantidade do 
ácido nucleico presente na amostra é medida em A260 nm. No 
comprimento de onda de 280 nm, mede-se a quantidade de 
polissacarídeos 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 presença 
de compostos fenólicos (amostras puras devem resultar em 
absorbância a 310 nm próxima de zero).

A concentração de diferentes ácidos nucleicos de 
uma amostra é dada pelas fórmulas:

[DNA] = 50 mg/mL x D x A260nm

[RNA] = 40 mg/mL x D x A260nm

[oligonucleotídeo �ta dupla] = 50 mg/mL x D x A260nm

em que:

D é o fator de diluição usado para fazer a leitura no 
espectrofotômetro.

A260nm é a leitura da absorbância da amostra no compri-
mento de onda de 260 nm.

A pureza da amostra do DNA é medida pela razão 
entre as leituras A260 e A280. Um DNA puro deve ter uma 
razão entre 1,8 e 2,0. Razão menor signi�ca contaminação 
com proteínas; razão maior indica contaminação com fenol.

Como não há diferença entre a leitura de DNA e 
RNA, para se quanti�car o DNA extraído, é necessário que 
a amostra esteja sem RNA. No entanto, um procedimento 
alternativo baseado na ligação de um corante (Hoechst 
dye 33258) que se liga somente em DNA permite a de-
terminação precisa da concentração de DNA mesmo em 
preparações contaminadas por RNA. Para tal, é necessário 
um espectrofotômetro de �uorescência para realizar a 
quanti�cação.

Atualmente, existe uma nova geração de espectro-
fotômetros que permite a análise de concentrações muito 
baixas de amostras (até 3,7 pg/mL) em pequenos volumes 
(a partir de 1 mL). O princípio de detecção das amostras 
é o mesmo dos espectrofotômetros convencionais, en-
tretanto, seu design permite que um volume bastante 
pequeno (a partir de 1 mL) de amostra seja medido com 
alta acuidade. Esses equipamentos utilizam uma tecnolo-
gia de retenção de amostra, que é colocada em uma pla-
taforma hidrofóbica, na qual a tensão super�cial mantém 
a amostra na posição correta, eliminando a necessidade 
de se utilizarem cuvetas. É utilizada uma lâmpada de arco 
de xenônio como fonte de luz, detectada por um charge 
coupled device (CCD). Os nanoespectrofotômetros são 
ligados a um computador, com programas especí�cos que 
realizam as análises de quantidade e qualidade. Um cuida-
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do especial é necessário ao homogeneizar a amostra. Em 
razão do pequeno volume, erros de amostragem podem 
causar desvios signi�cativos nos dados gerados. Várias lei-
turas podem ser necessárias para assegurar a acuidade dos 
resultados obtidos. Amostras de DNA genômico são espe-
cialmente sensíveis a esses erros, pois frequentemente são 
menos homogêneas que amostras de DNA plasmidial.

Assim, como os espectrofotômetros convencionais, 
os nanoespectrofotômetros também oferecem parâme-
tros para analisar a pureza do DNA extraído, determinando 
as quantidades de contaminantes (RNA, proteína, polissa-
carídeos e fenóis). Além do mais, para analisar a qualidade 
da amostra, é também comum realizar testes enzimáticos 
antes de utilizar o DNA extraído. Os dois principais são: o 
teste da susceptibilidade à ação de enzimas de restrição 
(Capítulo 12), no qual uma alíquota do DNA é utilizada para 
veri�car se o DNA é adequado a servir de substrato para 
as enzimas de restrição (sensíveis à presença de qualquer 
elemento estranho à natureza do DNA); e o teste da PCR 
(Capítulo 10), no qual o DNA é utilizado como molde para 
ampli�cação a partir de um iniciador conhecido, de prefe-
rência para regiões repetitivas do genoma, para con�rmar 
se está su�cientemente puro e sem inibidores enzimáticos 
para permitir a ação da DNA polimerase.
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1 Introdução
A reação em cadeia da polimerase (polymerase 

chain reaction, PCR) é hoje uma tecnologia com inúmeras 
aplicações em ciências biológicas, tanto em pesquisa 
básica como aplicada, tendo proporcionado a seu autor, 
Kary B. Mullis, no início da década de 1990, o prêmio 
Nobel de medicina. Por meio de PCR pode-se, a partir de 
uma única molécula de DNA, gerar 100 bilhões de molé-
culas similares em algumas horas (MULLIS, 1990).

PCR pode ser de�nida como um método in vitro 
para produzir grandes quantidades de um fragmento 
especí�co de DNA, de tamanho e sequências de�nidos, 
a partir de uma pequena quantidade de um molde 
complexo de ácido desoxirribonucleico (DNA) (MULLIS; 
FALOONA, 1987; SAIKI et  al., 1988). O número de frag-
mentos duplica-se a cada ciclo de reação, aumentando a 
quantidade de moldes disponíveis, o que faz a PCR ser 
um processo exponencial.

A reação de ampli�cação é catalisada pela enzima 
DNA polimerase, que alonga um pequeno fragmento de 
DNA de �ta simples, chamado oligonucleotídeo iniciador 
ou primer, que tem complementariedade à �ta-molde 
(template) de DNA. A extensão da cadeia é feita pela 
adição, na extremidade 3’ do iniciador, do nucleotídeo 
complementar ao nucleotídeo correspondente na �ta 
molde. O fragmento ampli�cado é aquele compreendido 
entre as duas extremidades 3’ de um segmento dúplex, 
complementares e incluindo os dois iniciadores utilizados 

na reação. Os iniciadores são sintetizados arti�cialmente, 
sendo complementares a uma sequência conhecida de 
nucleotídeos, de maneira a delimitarem a região que se 
deseja ampli�car. A PCR (Figura 1) é iniciada pela sepa-
ração das �tas do DNA molde (desnaturação), por meio 
da elevação da temperatura da reação. A temperatura é 
então diminuída, 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 servirá como molde para 
o ciclo seguinte. PCR envolve, portanto, ciclos repetidos 
de desnaturação do DNA, anelamento dos iniciadores 
com suas sequências complementares e extensão da 
�ta complementar ao molde. Os segmentos de DNA são 
sintetizados em uma progressão geométrica, pois a cada 
ciclo origina-se um novo segmento a partir do inicial e de 
cada um dos segmentos já produzidos no ciclo anterior.

Inicialmente, a enzima utilizada para a reação de 
PCR era a DNA polimerase de Escherichia coli, fragmento 
Klenow DNA polimerase I (ERLICH et al., 1991; SLIGHTON 
et al., 1995), que, por ser termolábil, era adicionada a cada 
ciclo de reação, pois era destruída na etapa seguinte de 
desnaturação. Atualmente, é utilizada a DNA polimerase 
isolada da bactéria termó�la Thermus aquaticus (SAIKI 
et  al., 1988) – por isso, chamada Taq DNA polimerase. 
Essa enzima permite a realização de múltiplos ciclos de 
reação, com uma única adição de enzima, o que possibi-
litou a automatização da reação, 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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reamento entre os iniciadores e o DNA é mais especí�co 
(estringente) do que a 37  °C, temperatura ótima para a 
polimerase de E. coli (SINGER; BERG, 1991). Atualmente, 
existem opções de enzimas de alta �delidade, com taxas 
de incorporação de erros signi�cativamente menores do 
que a Taq DNA polimerase (CLINE et al., 1996). A alta �de-

lidade dessas enzimas se deve à atividade exonucleásica 
3’– 5’, que permite à enzima corrigir erros de incorporação 
(proofreading). Alguns produtos são 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 própria enzima já possui 

Figura 1. Representação esquemática de PCR. No primeiro ciclo estão detalhadas todas as etapas da reação que se inicia com a 
desnaturação do DNA em alta temperatura, seguida pelo anelamento dos iniciadores com a fita molde (em azul) com a diminuição 
da temperatura, e pela extensão da fita (seta) na extremidade 3’ do iniciador (ponta da seta), pela DNA polimerase, na presença dos 
nucleotídeos trifosfato. Essas três etapas definem um ciclo, e a cada ciclo o número de segmentos de DNA é duplicado, pois, do 
segundo ciclo em diante, as fitas de DNA formadas servem de molde na reação seguinte. Assim, a partir de uma molécula de DNA 
molde, duas moléculas do fragmento delimitado pelos oligonucleotídeos são geradas ao final do primeiro ciclo. Após o segundo ciclo, 
quatro moléculas são geradas; após o terceiro ciclo, oito moléculas; e assim por diante em progressão geométrica, até o ciclo “n”, no 
qual 2n moléculas serão produzidas.
Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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proofreading. Enzimas de alta �delidade podem diminuir 
erros de incorporação em até 40 vezes, uma característica 
importante para clonagem e expressão de genes (CLINE 
et al., 1996). 

Para uma reação de PCR, é necessária, portanto, 
uma amostra do ácido nucleico com o fragmento a ser 
ampli�cado (molde); a enzima capaz de estender uma 
nova �ta de DNA; os iniciadores especí�cos para fornecer 
a extremidade OH para a DNA polimerase e indicar o pon-
to de início da extensão; os nucleotídeos que constituirão 
o novo fragmento; e os cofatores da reação, em tampão.

PCR tem a vantagem de necessitar quantidades 
muito pequenas do DNA a ser ampli�cado. É uma técnica 
tão sensível, que o DNA isolado de uma única célula (por 
exemplo, protoplastos vegetais) é su�ciente para a de-
tecção de sequências especí�cas de genes (BROWN et al., 
1993). Além da detecção de fragmento (genes ou não) em 
uma amostra de DNA genômico, a PCR pode ser aplicada 
para clonagem de fragmentos de DNA; PCR inversa, usada 
para análise de sequências não conhecidas; RAPD (DNA 
polimór�co ampli�cado ao acaso), que permite a análise 
genômica de indivíduos ou de populações (WILLIAMS 
et al., 1990); RT-PCR (PCR, usando como molde o produto 
da transcriptase reversa) (LIANG; PARDEE, 1992), que per-
mite a análise da expressão gênica, mutagênese direta 
ou indireta, análise da estrutura de genoma, análise de 
interações DNA-proteína, evolução molecular, identi-
�cação de mutações, detecção de novos membros de 
famílias multigênicas e de polimor�smo, diagnóstico de 

patógenos e de doenças hereditárias, e a identi�cação de 
anormalidades cromossomais e mutações somáticas es-
pecí�cas (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 parâmetros da PCR

O resultado da ampli�cação de ácido desoxirri-
bonucleico por PCR pode ser facilmente visualizado por 
eletroforese em gel de agarose, após coloração com 
brometo de etídio (Figura 2). O sucesso da ampli�cação 
depende das condições de reação, da pureza dos rea-
gentes utilizados e dos diferentes parâmetros da reação. 
Tais parâmetros podem ser testados e otimizados para 
diferentes reações ou aplicações da reação e devem �car 
dentro dos limites citados abaixo. Parâmetros fora desses 
limites podem afetar o sucesso da ampli�cação ou gerar 
produtos inespecí�cos. Os parâmetros são: 

•	 Quantidade da enzima: de 1 U a 2,5 U para rea-
ções com volumes de 25 mL a 50 mL ou 1 U a 4 U 
para um volume de 100 mL.

•	 Concentração de nucleotídeos: os quatro 
deoxinucleotídeos devem estar na mesma con-
centração, para evitar incorporações erradas. 
A concentração de cada nucleotídeo deve �car 
entre 20 mM e 200 mM (INNIS; GELFAND, 1990). 
Concentrações muito reduzidas de dNTPs, em 
relação ao magnésio livre na reação, levam a 
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resultados inconsistentes, com formação de 
artefatos (MULLIS et al., 1994).

•	 Concentração de iniciadores: de 100 nM a 500 nM.

•	 Concentração de magnésio no tampão: 0,5 mM 
a 2,5  mM acima da concentração total de nu-
cleotídeos. Uma concentração inadequada deste 
íon pode afetar o anelamento dos iniciadores, a 
temperatura de desnaturação das �tas de DNA, 
a especi�cidade do produto e a atividade e es-
peci�cidade da enzima (INNIS; GELFAND, 1990).
A concentração de 1,5 mM é usualmente adequa-
da, quando se usam 200 mM de cada nucleotídeo. 
O tampão de reação é geralmente fornecido pelo 
fabricante, e alguns já contêm MgCl2, enquanto 
outros fornecem o MgCl2 separadamente.

Outros fatores podem também afetar o resultado 
da reação, como descrito a seguir:

•	 Pureza da preparação do DNA a ser ampli�cado: 
impurezas ou reagentes usados na preparação 
de DNA, como SDS, ureia, fenol ou formamida, 
podem inibir a ação da polimerase, provocando 
falsos negativos (Capítulo 11). Uma tentativa 
de resolver esse problema seria a diluição da 
preparação do DNA ou a puri�cação do DNA em 
colunas de sílica. 

•	 Iniciadores: é um dos fatores mais importantes 
para o sucesso de uma reação. Seu tamanho pode 
estar entre 18 e 30 nucleotídeos, mas em geral 

são usados iniciadores com 18 a 22 nucleotídeos 
(Tabela 1). Iniciadores muito pequenos têm baixa 
especi�cidade. Entre os parâmetros a serem con-
siderados para o desenho de iniciadores, os mais 
importantes são: composição de GC dos inicia-
dores (deve ser de 50% a 60% do total de bases 
e evitando-se a presença de mais de 3 ou 4 Gs ou 
Cs seguidos, na extremidade 3’), tamanho dos 
iniciadores, temperatura de anelamento (depen-
de do conteúdo GC e tamanho dos iniciadores). 
Não deve haver complementariedade entre os 
dois iniciadores, evitando-se sequências palindrô-
micas para prevenir a formação de dímeros dos 
iniciadores (INNIS; GELFAND, 1990). Existem vários 
programas e�cientes disponíveis para o desenho 
de iniciadores, tanto pagos como gratuitos. Entre 
eles, um dos mais utilizados é o software gratuito 
Primer31 (ROZEN; SKALETSKY, 2000). Também 
pode ser usada a ferramenta Primer-BLAST na pla-
taforma do NCBI2, que tem a vantagem de poder 
veri�car o anelamento em regiões inespecí�cas, 
nos casos em que se conhece o genoma comple-
to de determinada espécie. 

•	 Temperatura de desnaturação: deve estar entre 
90 °C e 98 °C (ERLICH, 1989) – se for baixa, não há 
desnaturação. Uma variação de PCR comumente 
utilizada é o hot start, na qual se utiliza uma DNA 

1 Disponível em: <http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm>.
2 Disponível em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/>.
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polimerase associada a um anticorpo (KELLOGG 
et al., 1994) que inativa sua atividade. A elevação 
da temperatura a 95 °C durante o passo inicial de 
desnaturação degrada o anticorpo, liberando a 
atividade polimerásica. Esse procedimento evita 
o anelamento e extensão de produtos inespe-
cí�cos durante o preparo das reações de PCR, 
que geralmente é feito à temperatura ambiente. 
Pode-se também controlar a ampli�cação de 
produtos inespecí�cos, evitando a atividade de 
extensão da polimerase durante o preparo das 
amostras, pela adição da enzima apenas quando 
a reação tiver a alta temperatura.

•	 Tempo de desnaturação: se for longo, poderá 
inativar a enzima.

•	 Temperatura de anelamento: deve estar entre 
40  °C e 60  °C (ERLICH, 1989) e depende da 
composição de bases, do comprimento e da 
concentração dos iniciadores. A temperatura de 
anelamento depende da temperatura de desna-
turação do iniciador (melting temperature, Tm).
A maneira mais simples de calcular o Tm é por 
meio da fórmula Tm = 4  °C   x (número de Gs 
e Cs no iniciador) + 2  °C   x (número de As e Ts 
no iniciador). Empiricamente, a temperatura 
de anelamento é mais baixa (de 3 °C a 5 °C) do 
que o menor Tm do par de iniciador utilizado. 
Temperaturas muito baixas favorecem o anela-
mento não especí�co.

•	 Temperatura de alongamento: deve estar entre 

70  °C e 75  °C (ERLICH, 1989). Se for baixa, há 

maior chance de aparecimento de produtos 

inespecí�cos. Em condições ideais, podem ser 

incorporados 2.000 nucleotídeos em 1 minuto. 

Algumas enzimas de alta �delidade têm ativida-

de ótima a 68 °C, portanto é preciso consultar a 

recomendação de cada fabricante.

•	 Número de ciclos: não deve ser maior que 40. O 

aumento do número de ciclos não corresponde 

ao aumento da quantidade de produto, pois há 

um platô, resultante do aumento da concentra-

ção de fragmentos ampli�cados, que competem 

com os iniciadores no anelamento, acarretando 

um desequilíbrio entre a quantidade de enzima 

e de substrato. Com um número maior de ciclos, 

aumenta-se a probabilidade de aparecimento de 

produtos não especí�cos, como dímeros dos ini-

ciadores, que são ampli�cados em concatenação.

•	 Tamanho do fragmento de DNA a ser ampli�ca-

do: em geral deve estar entre 50 e 2.500 nucleo-

tídeos. Fragmentos mais longos podem ser am-

pli�cados (ALLY et al., 1996; NATHAN et al., 1995), 

porém, com aumento na probabilidade de erros 

de incorporação. Misturas de polimerases, con-

tendo DNA polimerases de alta processividade 

e �delidade podem permitir a ampli�cação de 

produtos maiores, acima de 10.000 nucleotídeos.
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A taxa de incorporações erradas de nucleotídeos 

pode ser reduzida a menos que 10-5 nucleotídeos por ciclo, 

em condições de reação de baixa concentração de dNTPs 

e MgCl2, alta temperatura de anelamento e menor tempo 

de alongamento (ERLICH et  al., 1991), e também pela 

utilização de enzimas de alta �delidade. Enzimas de alta 

�delidade possuem atividade exonucleásica 3’–5’, ou são 

misturas entre a atividade polimerásica da Taq polimerase 

e a atividade 3’–5’ exonucleásica de outra fonte. O resultado 

da incorporação da atividade exonucleásica na reação de 

PCR é o aumento da �delidade em 10 a 100 vezes quando 

comparado com a Taq polimerase normal. Enzimas de alta 

�delidade têm, de um modo geral, um custo mais elevado 

em relação às Taq polimerases comuns e, por essa razão, 

geralmente são utilizadas apenas quando a preservação 

da sequência é essencial, como no isolamento e caracteri-

zação da sequência de um gene-alvo ou na ampli�cação e 

expressão de um determinado gene. 

A PCR aplicada a plantas transgênicas

A PCR é largamente utilizada em análise de 

plantas transgênicas, pois permite a detecção rápida de 

genes em DNA genômico e em um grande número de 

amostras. É possível automatizar a PCR, utilizando robôs 

e placas de 96 poços, permitindo assim uma alta escala 

de processamento. A técnica de PCR pode ser utilizada 

não só para detectar possíveis linhagens transformadas 

em laboratório, mas também para monitorar o �uxo de 

transgenes em condições de campo, uma preocupação 

Figura 2. Análises de amplificação por PCR por eletroforese 
em gel de agarose. Fragmentos de DNA corados com brometo 
de etídio, resultantes da amplificação do gene gus, a partir de 
DNA extraído de plantas de soja transformadas por bombarde-
amento de partículas (1 a 4), utilizando iniciadores para este 
gene, descritos na Tabela 1. Foi também incluído DNA de uma 
planta não transformada como controle negativo (neg) e DNA 
do plasmídeo 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).

1 2 3 4 pos PMneg

Fo
to

: N
ic

ol
au

 B
rit
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constante associada à biosegurança de plantas transgê-
nicas (MESSEGUER, 2003; RIBEN et al., 2011).

A determinação de sequências das regiões genô-
micas �anqueadoras de inserções, sejam de T-DNA sejam 
transposons, é necessária para análises de genômica 
funcional e de desenvolvimento de plantas transgênicas. 
Na genômica funcional, sequências de T-DNA e transpo-
sons são frequentemente utilizados em experimentos 
de genética direta, em que mutações são geradas 
aleatoriamente e o fenótipo de interesse é descrito. Em 
seguida, o gene mutagenizado é mapeado e identi�cado.
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No processo de liberação comercial de plantas transgê-
nicas, a determinação da sequência de DNA da região de 
inserção do transgene faz parte das requisições. Várias 
técnicas foram descritas para esse �m, como resgate de 
plasmídeo, Thermal Asymmetric Interlaced PCR (TAIL-PCR) 
e PCR inversa.

Para a detecção de genes introduzidos no genoma 
de plantas transgênicas, são necessárias:

•	 A seleção dos iniciadores para a região a ser 
ampli�cada.

•	 A determinação das condições e parâmetros da 
reação.

•	 A extração e quanti�cação de DNA genômico.

Rogers et al. (1996) testaram e compararam a e�-
ciência, con�abilidade e tempo de execução de seis mé-
todos de extração de DNA para PCR, usando folhas, raízes, 
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 reação) é su�ciente para uma reação de PCR. 
De acordo com o material do qual se quer extrair o DNA, 
podem ser utilizados diferentes métodos (Capítulo 9).

Para a identi�cação de regiões genômicas de 
integração de transgenes, pode-se utilizar a técnica de 
TAIL-PCR, que se baseia na utilização de três iniciadores 
especí�cos próximos (nested primers), complementares à 
região integrada, em conjunto com iniciadores de sequên-
cias randômicas que se ligarão arbitrariamente à região 

genômica adjacente ao DNA integrado (LIU; WHITTIER, 
1995; LIU et al., 1995). O princípio do método se baseia nas 
diferenças de Tm entre os iniciadores especí�cos e randô-
micos: os iniciadores especí�cos têm Tm alta, 60 °C a 65 °C, 
enquanto os iniciadores randômicos têm Tm baixa (40 °C 
a 45  °C). A programação de ciclos de PCR que alternam 
temperaturas de anelamento de maior estringência com 
temperaturas de menor estringência (PCR assimétrica) 
favorece a ampli�cação de produtos especí�cos em detri-
mento dos inespecí�cos. Resumidamente, a metodologia 
de TAIL-PCR se inicia com uma reação de PCR primária e 
o primeiro oligonucleotídeo especí�co mais externo e 
a alternância de ciclos de alta estringência com baixa 
estringência. O produto da PCR primária é utilizado como 
molde para a PCR secundária, usando-se o oligonucleo-
tídeo especí�co adjacente e mais interno ao utilizado na 
reação primária. De forma similar, a reação secundária 
é utilizada como molde na reação terciária, utilizando o 
oligonucleotídeo especí�co mais interno. Os produtos são 
separados por eletroforese em gel de agarose, clonados e 
sequenciados. Alterações nessa metodologia básica que 
combina TAIL-PCR e PCR supressão foram relatadas para 
aumentar a e�ciência do método e favorecer o isolamento 
de fragmentos maiores, denominado high e�ciency TAIL-
PCR (hiTAIL-PCR) (LIU; CHEN, 2007).

A PCR inversa se baseia na utilização de iniciadores 
desenhados em direções opostas, porém, não delimitando 
o fragmento a ser ampli�cado dentro da sequência de 
DNA conhecida, ao contrário da PCR convencional, em que 
os iniciadores são desenhados em orientações opostas, 
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porém, delimitam a região a ser ampli�cada. Nessa técni-

ca, o DNA genômico é digerido com enzimas de restrição 

que não cortam a região de DNA genômico conhecida, ou 

que cortam apenas uma vez. Os fragmentos digeridos são 

religados, e duas rodadas de PCR são realizadas (Figura 3).

Figura 3. Representação esquemática da PCR inversa. Os 
iniciadores são desenhados na borda do transgene com di-
reções opostas (P1, P2 e P3). O DNA é digerido com uma 
enzima de restrição que não tenha sítio no transgene (E1) ou 
que tenha apenas um sítio no transgene (E2). O DNA digerido 
é religado e submetido à reação de PCR primária (P1/P2) e 
posteriormente secundária (P1/P3). Os produtos de PCR são 
clonados e sequenciados para determinar a região de integra-
ção do transgene.
Ilustração: Laura de Alencar Dusi

A religação vai gerar fragmentos de DNA circulares conten-
do, entre várias combinações, o DNA conhecido e suas re-
giões �anqueadoras. A partir dessa molécula circular, uma 
reação de PCR convencional utilizando iniciadores especí-
�cos à região conhecida é feita. Dessa forma, as regiões que 
�anqueiam o DNA conhecido são ampli�cadas e podem 
ser clonadas e sequenciadas normalmente. Inicialmente 
descrita em 1988 (OCHMAN et al., 1988), essa técnica tem 
sido utilizada para análise de inserção de elementos virais 
e retroelementos além da inserção de transgenes (SILVER; 
KEERIKATTE, 1989; TRIGLIA et al., 1988).

Neste capítulo, é apresentado um protocolo 
para PCR devidamente testado e com as condições da 
reação ajustadas para ampli�cação de fragmentos dos 
genes nptII e gus (ARAGÃO et al., 1996). Além disso, são 
apresentados protocolos para duas técnicas derivadas 
que permitem analisar as regiões de integração do gene 
exógeno em transgênicos: Thermal Asymmetric Interlaced 
PCR (TAIL-PCR) e PCR inversa.

2 PCR e análise
em gel de agarose

2.1 Material

•	 Cuba e fonte para eletroforese. 

•	 DNA extraído do material a ser analisado (6 ng/mL 
a 10 ng/mL).
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•	 Gel de agarose (0,8% a 1,0 % p/v) em tampão 

TBE  0,5X ou TAE 1X, com brometo de etídio 

(Apêndice 4). 

Brometo de etídio é considerado um agente 
mutagênico, tóxico, possivelmente carcinogê-
nico e teratogênico. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara.

•	 Iniciador A 10 mM.

•	 Iniciador B 10 mM.

•	 Mistura dos 4 nucleotídeos (dNTPs) a 4 mM

cada um.

•	 Tampão de amostra para eletroforese 10X 

(Apêndice 4). 

•	 Tampão para PCR 10X.

•	 Tampão TBE 0,5X (Apêndice 4).

•	 Taq DNA polimerase (Taq pol) (5 U/mL).

•	 Termociclador (DNA Thermal cycler).

•	 Transiluminador (ultravioleta).

A exposição à radiação ultravioleta pode causar danos à 
retina e à pele. Sua manipulação deve ser feita com óculos 
de proteção específicos para luz UV. Procurar não expor a 
pele, usando jaleco de mangas longas e luvas.

•	 Tubos para reação de PCR (novos e esterilizados 

por autoclavagem).

2.2 Procedimento

1. Preparar a mistura de reação, para 10 amostras, em 
tubo de microcentrífuga, novo e esterilizado por au-
toclavagem, conforme:

Componente Concentração
final

Volume 
para 

1 amostra

Volume 
para 10 

amostras

Tampão para PCR 
10X

1X 2,5 μL 25,0 μL

Iniciador A 10 μM 200 nM 0,5 μL 5,0 μL

Iniciador B 10 μM 200 nM 0,5 μL 5,0 μL

dNTPs 4 mM cada 0,16 mM cada 1,0 μL 10,0 μL 

Taq pol 5 U/μL 2,5 U 0,5 μL 5,0 μL

H2O deionizada 18,0 μL 180 μL

Número de amostras = 10 (9 contendo DNA e 1 controle)

Volume de reação/tubo = 25 μL

Volume final = (25 μL x número de amostras) - (volume de DNA x número de 
amostras)

Volume final = (25 x 10) - (2 x 10) = 250 - 20 = 230 μL

2. Adicionar e misturar em cada tubo de reação:

•	 23 mL da mistura de reação (25 mL – volume de 
solução de DNA).

•	 2,0 mL DNA genômico (6 ng/mL a 10 ng/mL) (no 
tubo controle, adicionar o mesmo volume de 
H2O deionizada).

Usar tubos compatíveis com o termociclador e identificar os tubos, 
numerando também as tampas.
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3. Colocar uma gota de óleo mineral sobre a mistura, 

para evitar evaporação durante a reação.

Dependendo do tipo de termociclador usado (com tampa aquecedora), 
este procedimento não é necessário.

4. Colocar os tubos no termociclador.

5. Programar a máquina conforme as seguintes condições:

Etapa Temperatura Tempo

Pré-ciclo 95 °C 5 minutos

Ciclos (35) 95 °C 1 minuto (desnaturação)

55 °C 1 minuto (anelamento)

72 °C 2 minutos 
(alongamento)

Final 72 °C 7 minutos

4 °C Indeterminado

Essas condições são utilizadas em reações com os iniciadores para gus e nptII
(Tabela 1).

6. Dar início à reação.

7. Ao término da reação, 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 etídio sob 

luz ultravioleta.

9. Analisar os resultados.

Para confirmar se os fragmentos amplificados correspondem ao espe-
rado, realizar análise por Southern blot (Capítulo 12).

2.3 Observações

Como são sintetizadas milhões de cópias de DNA, 
a contaminação de amostras de reação por resíduos, em 
tubos usados em outras reações ou extrações, ou por 
outras fontes de contaminação, deve ser considerada 
e minimizada. Essa contaminação pode determinar o 
aparecimento de falsos positivos, gerando dados que 
não re�etem o resultado da pesquisa. Para a detecção de 
possível contaminação, é necessária a inclusão de um ou 
mais tubos controle, sem adição de DNA, aconselhando-
-se também a inclusão de um controle com adição de 
DNA e sem adição de iniciadores. Para evitar contami-
nações, devem ser usados somente tubos e ponteiras 
novos, autoclavados, ponteiras com plugs micropipetas 
de uso exclusivo para PCR e capelas de �uxo laminar 
para preparação da reação. É importante também dividir 
previamente as soluções em alíquotas e pipetar cuidado-
samente, evitando a formação de aerossol.

Quando houver suspeita de contaminações com 
proteases, a amostra deve ser aquecida a 95  °C por 1 a
2 minutos, antes de se adicionar a Taq polimerase.

As soluções estoques de 10 mM de dNTPs, quando 
preparadas, devem ser neutralizadas para pH 7,0, dividi-
das em alíquotas e conservadas a -20  °C. Diluí-las para
4 mM quando forem usadas.

Para melhorar a e�ciência da reação, isto é, a quan-
tidade de DNA ampli�cado, ou eliminar falsos negativos, 
pode-se usar no tampão de reação 0,1% (v/v) de Triton 
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Tabela 1. Exemplos de iniciadores utilizados para análise de plantas transgênicas por PCR.

Gene Posição Sequência (5’ → 3’) Tamanho do fragmento Referência

gus
(β-glucuronidase)

251
671c

TTGGGCAGGCCAGCGTATCGT
ATCACGCAGTTCAACGCTGAC

420 pb Moore et al. (1992)

neo
(neomicina 
fosfotransferase)

60
470

GAGGCTATTCGGCTATGACTG
TCGACAAGACCGGCTTCCATC

410 pb Aragão et al. (1996)

neo
(neomicina 
fosfotransferase)

151
941

ATGATTGAAGAAGATGGATTG
GAAGAACTCGTCAAGAAGGCG

790 pb Brown et al. (1993)

epsps
(enol-piruvil-
shiquimato-
fosfato sintase)

1
654

ATGTCGCACGGTGCAAGCAG
CGTCTCGACGGTAAGGTTGG

654 pb Abud et al. (2007)

bar
(fosfinotricina 
acetil trasnferase)

90
536

GGTCTGCACCATCGTCAACC
CTGAAGTCCAGCTGCCAGAA

527 pb Aragão et al. (2002)

ef1(1)

(fator de 
elongação 1)

1
358

AACAGTTTGACGCATGTCCCTAAC
TGTTGCTGTTAAGGATTTGAAGCG

358 pb Abreu e Aragão (2007)

(1) O par de iniciadores ef1 pode ser usado como controle interno em várias espécies como feijão, soja, feijão-caupi, maracujá 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 mg/mL de albumina de soro bovino (BSA) 

não acetilada. Para moldes ricos em GC, DMSO pode ser 

utilizado a uma concentração �nal de 2% a 5%, uma vez 

que interfere na formação de estruturas secundárias.

Se o motivo de insucesso em uma reação não for 

detectado, deve-se tentar produzir novos iniciadores, 

movendo por algumas bases em qualquer direção do 

fragmento a ser ampli�cado.

PCR é um processo coberto por patente concedida 

à Ho�mann-La Roche. No Brasil, o uso de processos ou 

produtos patenteados é liberado para �ns de pesquisa. 

Entretanto, se for utilizado para qualquer �m comercial, 

terá que ter licença do detentor da patente.
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3 Thermal asymmetric 
interlaced PCR (TAIL-PCR)

3.1 Material

•	 Água destilada, esterilizada por autoclavagem. 

•	 DNA genômico de boa qualidade. 

•	 Iniciadores degenerados [arbitrary degenerate 

(AD) primers] (LIU; WHITTIER, 1995). 

•	 Iniciadores especí�cos P1, P2 e P3 a 10 mM.

•	 Kit para puri�cação de fragmentos de DNA de 

gel. 

•	 Mistura de dNTPs a 4 mM cada. 

•	 Tampão para PCR 10X. 

•	 Taq DNA polimerase de alta �delidade.

•	 Termociclador.

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,7 mL e para PCR 

de 0,2 mL.

•	 Vetor para clonagem de produtos de PCR.

3.2 Procedimento

1. Após isolar DNA genômico, montar a reação 

de PCR primária com os seguintes componen-

tes (preparar uma reação para cada iniciador 

degenerado):

Componente Concentração
final

Volume 
para

1 amostra

Volume 
para

10 amostras

Tampão para 
PCR 10X

1X 5,0 μL 50,0 μL

MgSO4 50 mM 2 mM 2,0 μL 20,0 μL

Iniciador 
específico P1
10 μM

100 nM 0,5 μL 5,0 μL

Iniciador 
degenerado
10 μM

100 nM 0,5 μL 5,0 μL

dNTPs 4 mM 
cada

248 nM cada 3,1 μL 31,0 μL

Platinum Taq 
High Fidelity 
5 U/μL

1,5 U 0,3 μL 3,0 μL

DNA genômico 
(100 ng/μL)

100 ng 1,0 μL

H2O deionizada 37,6 μL 376 μL

2. Colocar os tubos de reação no termociclador progra-

mado da seguinte forma:

Etapa Temperatura Tempo

Pré-ciclo 95 °C 1 minuto

Ciclos (5)

95 °C 1 minuto

62 °C 1 minuto

68 °C 2 minutos
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Etapa Temperatura Tempo

Ciclos (1)

95 °C 1 minuto

25 °C 3 minutos

68 °C 3 minutos (ramping) (1)

68 °C 2,5 minutos

Ciclos (15)

95 °C 30 segundos

66 °C 1 minuto

68 °C 2,5 minutos

95 °C 30 segundos

44 °C 1 minuto

68 °C 2,5 minutos

Ciclo final 68 °C 5 minutos
(1) Ramping refere-se à subida de temperatura de 25 °C a 68 °C ao longo de
3 minutos.

3. Diluir a reação primária 50 vezes com água autocla-
vada e usar 1 mL para realizar a reação secundária 
usando os mesmos componentes da reação primária, 
o iniciador especí�co P2 e o mesmo iniciador dege-
nerado utilizado na reação primária.

4. Colocar os tubos de reação no termociclador e utilizar 
o mesmo programa da reação primária (etapa 2 deste 
item).

5. Diluir a reação secundária 10 vezes com água e utili-
zar 1 mL para a reação terciária, utilizando os mesmos 
componentes, o iniciador especí�co P3 e o mesmo 
iniciador degenerado utilizado nas reações primária 
e secundária.

6. Colocar os tubos de reação no termociclador utilizan-

do o seguinte programa:

Etapa Temperatura Tempo

Pré-ciclo 95 °C 1 minuto

Ciclos (12)

95 °C 30 segundos

64 °C 1 minuto

68 °C 2,5 minutos

94 °C 30 segundos

44 °C 1 minuto

68 °C 2,5 minutos

Ciclo final 68 °C 5 minutos

7. Analisar produtos de PCR por eletroforese em gel de 

agarose 1%. Cortar fragmentos do gel, puri�car usan-

do kits comerciais e clonar em vetores para produtos 

de PCR.

4 PCR inversa (iPCR)

4.1 Material

•	 Água destilada, esterilizada por autoclavagem. 

•	 DNA genômico de boa qualidade.

•	 Fenol:clorofórmio:álcool isoalmílico (25:24:1; 

Apêndice 4).
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Fenol é tóxico por inalação, em contato com 
a pele e por ingestão. Provoca queimaduras e 
apresenta risco de efeitos graves para a saúde 
em caso de exposição prolongada. Sua manipu-
lação deve ser feita com luvas, óculos e máscara 
em capela de exaustão.

Clorofórmio é tóxico por inalação, em contato 
com a pele e por ingestão. Manter o recipiente bem 
fechado. Sua manipulação deve ser feita com luvas 
de nitrila, óculos e máscara em capela de exaustão.

•	 Iniciadores especí�cos P1, P2 e P3 a 10 uM. 

•	 Kit para puri�cação de DNA de gel de agarose. 

•	 Mistura de dNTPs a 4 mM cada. 

•	 T4 DNA Ligase. 

•	 Tampão de reação 10X. 

•	 Taq DNA polimerase de alta �delidade. 

•	 Termociclador. 

•	 Tubos de microcentrífuga 1,7 mL e para PCR de 
0,2 mL.

•	 Vetor para clonagem de produtos de PCR.

4.2 Procedimento

1. Digerir de 2 mg a 5 mg de DNA genômico com uma 
enzima de restrição apropriada durante 16 horas.

Usar a enzima de acordo com as especificações do fabricante, tendo 
o cuidado de que o volume de enzima utilizado não ultrapasse 10% do 
volume final da reação.

2. Inativar a enzima por aquecimento ou extração com 
fenol:clorofórmio:álcool isoalmílico 25:24:1.

Algumas enzimas são sensíveis ao calor, e aquecimento de 65 °C a 
80 °C por 15 a 20 minutos é o suficiente para sua inativação; no entan-
to, outras são resistentes ao calor e requerem extração com solvente 
orgânico e posterior precipitação com etanol ou isopropanol.

3. Montar sistema de ligação com a T4 DNA ligase a 12 °C
por 16 horas, de acordo com recomendações do fabri-
cante.

Podem-se usar 100 μL de DNA digerido em um sistema de ligação 
com volume de 200 μL. Neste ponto, as moléculas circulares serão 
produzidas.

4. Preparar a PCR inversa com os seguintes reagentes:

Componente Concentração
final

Volume 
para

1 amostra

Volume 
para

10 amostras
Tampão para 
PCR 10X

1X 5,0 μL 50,0 μL

MgSO4 50 mM 2 mM 2,0 μL 20,0 μL

Iniciador 
específico P1
10 μM

100 nM 0,5 μL 5,0 μL

Iniciador 
degenerado
10 μM

100 nM 0,5 μL 5,0 μL

Nucleotídeos
4 mM cada

248 nM cada 3,1 μL 31,0 μL

Platinum Taq
High Fidelity
5 U/μL

1,5 U 0,3 μL 3,0 μL

Produto de 
ligação DNA

2,0 μL

H2O deionizada 36,6 μL 366 μL
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5. Colocar as reações no termociclador utilizando o 

seguinte programa:

Etapa Temperatura Tempo

Pré-ciclo 95 °C 3 minutos

Ciclos
(35 a 40)

95 °C 30 segundos 
(desnaturação)

55 °C 30 segundos (anelamento)

68 °C 3 a 6 minutos 
(alongamento)

Ciclo final 68 °C 10 minutos

6. Para a segunda reação de PCR, utilizar 1 μL da primeira 

reação como molde com o iniciador interno P3 a uma 

temperatura de anelamento mais alta (> 60 °C). Utilizar 

as mesmas condições e o mesmo programa de PCR.

7. Analisar os produtos de PCR por eletroforese em gel 

de agarose 1%. Cortar o fragmento de DNA ampli�ca-

do do gel com bisturi, puri�car utilizando um kit de 

puri�cação de gel de acordo com as recomendações 

do fabricante.

8. Clonar os fragmentos puri�cados em vetor de PCR 

apropriado. Sequenciar de 5 a 10 clones.
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1 Introdução
Sequências complementares de ácidos nucleicos 

têm a capacidade de se hibridizar, ou seja, as bases pa-
reiam para formar uma estrutura em �ta dupla. A capaci-
dade de hibridização de duas moléculas de DNA e/ou RNA 
constitui, portanto, um teste de sua complementaridade. 
Assim, a hibridização de ácidos nucleicos é uma técnica 
amplamente empregada em biologia molecular, e várias 
etapas da clonagem, caracterização e análise de genes en-
dógenos e transgenes em plantas envolvem sua utilização. 
O sucesso de técnicas de hibridização entre moléculas de 
DNA como Southern blot (Capítulo 12) e hibridização in 
situ por �uorescência (FISH), Capítulo 13, ou de RNA-DNA 
(Northern blot e hibridização in situ, Capítulos 14 e 16, res-
pectivamente) depende de métodos que permitam a mar-
cação de fragmentos de ácidos nucleicos utilizados como 
sondas. A sequência da sonda deve ser complementar à 
sequência do ácido nucleico-alvo, e a escolha do método 
de marcação da sonda depende principalmente da sensi-
bilidade e resolução requeridas pelo experimento.

Sondas podem ser marcadas pela adição de nu-
cleotídeos com moléculas radioativas ou não radioativas. 
Até o início da década de 1970, a marcação radioativa de 
ácidos nucleicos somente era possível por meio de rea-
ções metabólicas, nas quais precursores radioativos eram 
introduzidos em células que estavam sintetizando o DNA 
de interesse. Tais procedimentos envolviam a utilização 
de uma enorme quantidade de radioisótopos e de méto-
dos muito trabalhosos de puri�cação do ácido nucleico 

marcado. Além disso, as sondas obtidas apresentavam 
baixa atividade especí�ca (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). 
Métodos mais rápidos e e�cientes de síntese in vitro 
de ácidos nucleicos marcados radioativamente foram 
desenvolvidos posteriormente e permitiram a redução 
da quantidade de precursor radioativo, gerando sondas 
com maior atividade especí�ca (BRAY-WARD, 2002; 
SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A marcação de sondas com nucleotídeos radioativos, 
especialmente [α32P] ou [α33P] dCTP e dATP e [γ32P] ATP, tem 
sido o método mais usado para a preparação de sondas 
altamente sensíveis. Entretanto, em razão de problemas ge-
rados pela utilização de radioatividade (risco para a saúde, 
produção e descarte de lixo radioativo, além de meia-vida 
curta dos isótopos mais utilizados), métodos alternativos, 
que não empregam elementos radioativos, têm sido fre-
quentemente preferidos (ACCOTTO et al., 1998).

A marcação não radioativa de sondas consiste 
na adição de nucleotídeos, preferencialmente uridina, 
associada, na maioria das vezes, a moléculas repórteres, 
como haptenos, �uoróforos (moléculas que emitem �uo-
rescência quando excitadas) ou enzimas. Os haptenos 
mais comumente usados como moléculas repórteres são 
a digoxigenina (digoxigenina-11-dUTP) e biotina (14 ou 
16-dCTP-biotina), enquanto o �uoróforo e a enzima mais 
utilizados são, respectivamente, a �uoresceína-FITC (iso-
tiocianato de �uoresceína) e a fosfatase alcalina.

A detecção da sonda não radioativa pode ser feita 
direta ou indiretamente. Quando nucleotídeos na sonda 
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estão marcados com um �uoróforo, os sítios de hibridiza-
ção podem ser observados diretamente com auxílio de luz 
ultravioleta em microscópio epi�uorescente ou com laser 
em microscópio confocal. Quando nucleotídeos da sonda 
estão marcados com haptenos ou enzimas, a detecção 
é feita indiretamente. Isso se dá por meio do reconheci-
mento dessas moléculas-repórter por anticorpos ou mo-
léculas que tenham a�nidade com os nucleotídeos e que 
estejam conjugados a �uoróforos ou a outros marcadores 
passíveis de detecção. Por exemplo, a detecção de sonda 
marcada com biotina pode ser feita usando avidina con-
jugada a um �uoróforo, e os sítios de hibridização podem 
ser detectados em microscópio de epi�uorescência. 
Caso a molécula de avidina esteja conjugada à enzima 
fosfatase alcalina, é necessária a adição do substrato 
dessa enzima e de um agente que precipita o produto 
dessa reação (detecção com substrato colorimétrico 
NBT/BCIP – azul nitro de tetrazólio/fosfato de 5-bromo-4-
-cloro-3-indolil). Ainda, pode ser utilizado um anticorpo 
antibiotina conjugado a um �uoróforo ou a uma enzima. 
Sondas marcadas com digoxigenina são normalmente 
detectadas por anticorpo antidigoxigenina conjugado a 
um �uoróforo ou a uma enzima.

Sondas não radioativas apresentam algumas 
vantagens em relação àquelas radioativas, tais como 
período menor de tempo de exposição para detecção 
do sinal de hibridização, maior estabilidade e menor 
risco pela ausência de radioatividade. Entretanto, muitos 
experimentos utilizam sondas radioativas, pois são mais 
sensíveis (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A preparação de sondas (radioativas ou não) 
pode incluir procedimentos para marcação uniforme 
de cadeias longas de �ta dupla (random primer e nick 
translation) ou �ta simples (riboprobes); marcação de uma 
das extremidades (utilizando fragmento Klenow da DNA 
polimerase I, T4 DNA polimerase, T4 polinucleotídeo qui-
nase ou terminal transferase) (RIBEIRO, 1998; SAMBROOK; 
RUSSEL, 2001); ou ainda, marcação de sondas por PCR 
(SABELLI; SHEWRY, 1995).

Os princípios de alguns desses métodos comu-
mente utilizados para a marcação de sondas de ácidos 
nucleicos (random primer, nick translation e marcação de 
extremidades 5’ com T4 polinucleotídeo quinase) serão 
apresentados a seguir e estão esquematizados na Figura 1.

Marcação de sondas por random primer
(iniciadores randômicos) 

A marcação de sondas por random primer (ou ini-
ciadores randômicos – Figura 1A) é baseada no método 
descrito por Feinberg e Vogelstein (1983, 1984), que utili-
za sequências randômicas de hexa ou heptanucleotídeos, 
como iniciadores (primers). A síntese da sonda de DNA é 
realizada in vitro a partir de iniciadores randômicos que 
anelam em vários pontos da sequência de nucleotídeos 
do DNA-molde. A reação de polimerização dos nucleo-
tídeos é catalisada pelo fragmento Klenow da enzima 
DNA polimerase I, com incorporação de dNTPs marcados 
e não marcados, fornecidos para a reação. A marcação 
é rápida (cerca de 1 hora) e realizada a 37  °C. A sonda 
resultante possui �ta dupla, e seu tamanho é variável, 
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Figura 1. Esquemas de métodos para marcação de sondas de ácidos nucleicos: A) Marcação por random primer (iniciadores ran-
dômicos); B) Marcação por nick translation (deslocamento do corte); Marcação de extremidades 5’ com T4 polinucleotídeo quinase 
por: C) reações com desfosforilação por fosfatase alcalina e D) reações por troca.

A

C

B

D
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dependendo do tamanho do DNA-molde e da concen-
tração dos iniciadores (sondas maiores são obtidas com 
menores concentrações de iniciadores). Diferentes dNTPs 
marcados podem ser utilizados na marcação por random 
primer, tais como [α32P] ou [α33P] 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 especí�ca (~109 cpm/mg) (SABELLI; SHEWRY, 
1995; SAMBROOK; RUSSEL, 2001). No entanto, dNTPs não 
radioativos são mais seguros e estáveis.

A marcação 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 características, esse tipo 
de marcação é comumente utilizado para obtenção de 
sondas para experimentos de FISH (Capítulo13). Para DNA-
moldes mais longos (> 1.000 pb), tais como DNA genômico 
ou aqueles oriundos de bibliotecas genômicas (YACs ou 
BACs), é importante que sejam fragmentados (entre 500 bp 
e 1.000 bp) por autoclavagem, sonicação, mecanicamente 
por passagem em seringa com agulha �na, hidrólise alca-
lina ou digestão com DNAse (SCHWARZACHER; HESLOP-
HARRISON, 2000) antes de sua marcação.

Marcação de sondas por nick translation
(deslocamento do corte) 

A marcação de sondas por nick translation (deslo-
camento do corte – Figura 1B) é baseada na atividade das 
enzimas DNAse I e DNA polimerase I. A síntese da sonda 
é iniciada pelo tratamento do DNA-molde (�ta dupla) 
com DNAse I. Em condições controladas, esta nuclease 

insere cortes aleatoriamente em uma das �tas do DNA. 
Em seguida, a DNA polimerase I, por meio de sua atividade 
exonucleásica na direção 5’ → 3’, remove o nucleotídeo 
da extremidade 5’-fosfato onde foi feito o corte da �ta do 
DNA-molde. Ao mesmo tempo, essa polimerase catalisa a 
adição de um nucleotídeo na extremidade 3’-hidroxila do 
corte. Assim, nucleotídeos são removidos e outros adicio-
nados simultaneamente, havendo um deslocamento do 
corte (nick translation) ao longo da cadeia do DNA. Para 
adição de nucleotídeos, dNTPs marcados e não marcados 
são fornecidos para areação (RIGBY et al., 1977). Da mesma 
forma que para marcação de sondas por random primer, 
diferentes tipos de dNTPs marcados podem ser utiliza-
dos para nick translation. Quando dNTPs radioativos são 
utilizados, as sondas resultantes têm tamanho variado, e 
a atividade especí�ca é relativamente alta (~108 cpm/mg) 
(SABELLI; SHEWRY, 1995; SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A marcação de sonda por nick translation utilizan-
do dNTPs associados a haptenos tais como digoxigenina 
ou biotina é bastante empregada na obtenção de sondas 
para FISH (Capítulo 13). Entretanto, é necessária uma 
grande quantidade de DNA (≥ 1 mg) e, apesar de não 
necessário, recomenda-se fragmentar sequências mais 
longas de DNA (≥ 1 kb) antes da sua marcação.

Marcação de sonda nas extremidades 5’
com T4 polinucleotídeo quinase 

A obtenção de sondas marcadas por T4 polinucleo-
tídeo quinase nas extremidades 5’ de fragmentos de DNA 
(Figuras 1C e 1D) pode ser realizada por dois tipos de rea-

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   203 04/07/2016   15:12:11



204

ção (CHACONAS; SANDE, 1980). No primeiro tipo (reações 
com desfosforilação por fosfatase alcalina, Figura 1C), a 
extremidade 5’-fosfato do DNA é desfosforilada pela enzi-
ma fosfatase alcalina. Em seguida, ocorre a transferência 
do fosfato marcado do [γ32P] ATP para a extremidade 5’, 
catalisada pela enzima T4 polinucleotídeo quinase. O se-
gundo tipo (reações por troca, Figura 1D) é realizado na 
presença de um excesso de [γ32P] ATP e ADP. Nessa reação 
ocorre uma transferência do fosfato da extremidade 5’ do 
DNA para o ADP. A seguir, a extremidade 5’ desfosforilada 
do DNA é novamente fosforilada pela T4 polinucleotídeo 
quinase, pela adição do [γ32P]. Geralmente, a reação por 
troca não é tão e�ciente quanto a primeira.

Apesar de praticamente todas as moléculas de DNA 
presentes na reação serem marcadas com a utilização 
desse método, somente um nucleotídeo por molécula 
é marcado, portanto, a sonda resultante tem baixa ativi-
dade especí�ca (BERKNER; FOLK, 1977). Esse é o método 
mais utilizado para marcação de oligonucleotídeos.

Neste capítulo, são apresentados protocolos para 
marcação por random primer de sondas radioativas, 
utilizadas regularmente quando a sequência-alvo está 
imobilizada em membrana (seção 2); e não radioativas 
(digoxigenina ou biotina), utilizadas em cromossomos 
�xados em lâmina histológica pela técnica FISH (se-
ções 4 e 5). A marcação de oligonucleotídeos utilizando 
a T4 polinucleotídeo quinase, bastante utilizada para 
detecção de miRNAs em Northern blot, também é apre-
sentada (seção 3). Um teste para detectar a incorporação 

de nucleotídeos marcados e para estimativa da concen-
tração da sonda por dot blot é descrito na seção 6.

2 Marcação radioativa de 
sondas por random primer para 
hibridização em membranas

2.1 Material

•	 [α32P] dCTP (3.000 Ci/mmol; 10 mCi/mL).

A manipulação de material radioativo deve ser realizada 
com luvas cirúrgicas, óculos de proteção, jaleco de manga 
comprida e sempre utilizando uma proteção de acrílico. 
Deve-se checar a limpeza das bancadas e do material utiliza-
do com um contador Geiger e proceder à limpeza, com água 
e sabão, caso sejam detectadas eventuais contaminações.

•	 DTT 1 M (Apêndice 4).

•	 EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apêndice 4). 

•	 Fragmento Klenow da DNA polimerase I. 

•	 HEPES 1 M, pH 6,6 (Apêndice 4). 

•	 Lã de vidro. 

•	 Microcentrífuga.

•	 Mistura de dNTPs: 500 mM de cada dNTP não 
marcado.

•	 MgCl2 1 M (Apêndice 4).

•	 Mistura de hexanucleotídeos randômicos.
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•	 Solução de albumina de soro bovino (BSA) aceti-
lada (sem nucleases) 10 mg/mL. 

•	 Solução de DNA-molde (1 ng/mL a 25 ng/mL).

•	 Resina Sephadex G-50 ou Bio-Gel P-60.

•	 Tampão M 5X (1 mL):

Componente Quantidade Concentração final

Tris-HCl 1 M, pH 8,0 250 µL 250 mM

MgCl2 1 M 25 µL 25 mM

DTT 1 M 10 µL 10 mM

HEPES 1 M, pH 6,6 1 µL 1 mM

Mistura de 
hexanucleotídeos 
randômicos

Variável 26 A26o /mL(1)

H2O q.s.p. 1 mL
(1) Uma unidade de A260 de oligonucleotídeos de fita simples é aproximadamente 
igual a 20 µg/mL.

•	 Tampão TE, pH 8,0 (Apêndice 4).

•	 Tris-HCl 1 M, pH 8,0 (Apêndice 4).

•	 Tubos de microcentrífuga de 0,5 mL.

2.2 Procedimento

1. Aquecer o DNA por 5 minutos a 100 °C para desnatu-
ração. Resfriar rapidamente em gelo, por, pelo menos, 
5 minutos.

2. Centrifugar rapidamente à velocidade máxima em 
uma microcentrífuga.

A centrifugação momentânea é para que as gotículas formadas na 
parede e na tampa do tubo durante o aquecimento se concentrem no 
fundo.

3. Preparar a reação em um tubo de microcentrífuga, 

adicionando os componentes na seguinte ordem:

Componente Quantidade Concentração final

Tampão M 5X 10 µL 1X

Mistura de dNTPs 
(500 µM)

2 µL 20 µM de cada dNTP

DNA-molde 
desnaturado

25 ng 500 ng/mL

BSA 10 mg/mL 2 µL 400 µg/mL

[α32P] dCTP 5 µL (50 µCi) 1 µCi/µL

Klenow 5 U 100 U/mL

H2O q.s.p. 50 µL

4. Misturar os componentes cuidadosamente, quatro 

a cinco vezes, com o auxílio de uma micropipeta, e 

incubar a 37 °C por 1 hora ou à temperatura ambiente 

por 2 a 5 horas.

5. Interromper a reação, adicionando 2 mL de EDTA 

500 mM (concentração �nal 20 mM).

O EDTA é um agente quelante que “sequestra” o magnésio da reação, 
que age como cofator para a polimerase, interrompendo o processo 
de polimerização.

6. Para remoção de nucleotídeos não incorporados, pre-

parar tubo de microcentrífuga de 0,5 mL para abrigar 

a coluna para �ltração da sonda. Perfurar o fundo do 
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tubo com uma agulha e inserir um pouco de lã de 
vidro no fundo para vedar o orifício (Figura 2).

7. Encher o tubo de microcentrífuga 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 microcentrífuga, para empacotar a 
coluna. Descartar o líquido acumulado no fundo do tubo.

9. Adicionar 200 mL de TE à coluna e centrifugar nova-
mente, por 1 minuto, a 3.000 rpm. Descartar o líquido.

10. Transferir o tubo de 0,5 mL com a coluna para novo 
tubo de 1,5 mL.

11. Adicionar 50 mL de TE à reação de marcação, 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 líquido no fundo do tubo (sonda) e 
descartar a coluna contendo os nucleotídeos não 
incorporados.

Tomar muito cuidado para que a centrífuga e a área de 
trabalho não fiquem contaminadas com radioatividade. 
Trabalhar atrás do anteparo protetor de acrílico.

A coluna deve ser descartada em depósito de lixo sólido de 32P.

14. Aquecer a sonda a 100 °C por 4 minutos para desna-
turação. Resfriar imediatamente em gelo por 4 minu-
tos e utilizar diretamente na reação de hibridização 

(Capítulos 12 e 14) ou armazenar a -20  °C para uso 
posterior.

A sonda marcada poderá ser utilizada em até 10 dias, sem perda 
evidente de sensibilidade.

2.3 Observações

Além de dCTP, outros nucleotídeos (dATP, 
dGTP ou dTTP) radioativos marcados com [α32P] ou
[α33P] podem ser utilizados para a síntese de sondas. 

Figura 2. Coluna para separação de dNTPs não incorporados.
Fonte: Ribeiro (1998).
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•	 [γ-32P]-ATP; 3.000 Ci/mmol, 10mCi/mL.

A manipulação de material radioativo deve ser realizada 
com luvas cirúrgicas, óculos de proteção, jaleco de manga 
comprida e sempre utilizando uma proteção de acrílico. 
Deve-se checar a limpeza das bancadas e do material utiliza-
do com um contador Geiger e proceder à limpeza, com água 
e sabão, caso sejam detectadas eventuais contaminações.

•	 Oligonucleotídeo (5 mM). 

•	 Resina Sephadex G-25 ou Bio-Gel P-6. 

•	 Tampão da enzima T4 polinucleotídeo quinase 
(10X).

3.2 Procedimento

1. Preparar a reação em um tubo de microcentrífuga, mis-
turando cuidadosamente os componentes com o auxílio 
de uma micropipeta, e incubar a 37 °C por 1 hora.

Componente Quantidade Concentração final
TampãoT4PNK 10X 2 µL 1X
Oligonucleotídeo (5 µM) 1 µL 0,25 µM
[γ-32P] ATP 2,5 µL

(25 µCi)
1,25 µCi/µL

T4 PNK 5 U 250 U/mL
H2O q.s.p. 20 µL

2. Adicionar 50 µL de água deionizada estéril à mistura e 
proceder à remoção dos nucleotídeos não incorpora-
dos, utilizando colunas de Resina Sephadex G-25 ou 
Bio-Gel P-6 como descrito no item 2.2 Procedimento, 
etapas 6 a 13.

Consultar as instruções do fabricante para estabelecer as 

quantidades de isótopos a serem utilizadas e as condi-

ções para a reação. Descartar corretamente o lixo sólido e 

líquido em recipientes para 32P ou 33P.

A técnica de random primer para marcação da son-

da é um método muito e�ciente e, geralmente, não há 

necessidade de separação dos nucleotídeos radioativos 

não incorporados. Entretanto, se a incorporação for baixa 

(menor que 50%), pode haver uma alta taxa de hibridi-

zação não especí�ca (background) nas reações. Portanto, 

recomenda-se a remoção dos nucleotídeos radioativos 

não incorporados por �ltração em gel, como descrito nas 

etapas de 6 a 13 deste item.

Kits comerciais fabricados por diversas empresas 

para marcação de sondas pelo método random primer

estão disponíveis, assim como minicolunas pré-empaco-

tadas para �ltração da sonda.

3 Marcação radioativa de 
oligonucleotídeos por T4 
polinucleotídeo quinase para 
hibridização em membranas

3.1 Material

•	 Enzima T4 polinucleotídeo quinase (T4PNK).

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   207 04/07/2016   15:12:12



208

3. Não é necessário aquecer e resfriar a sonda. Utilizar 
diretamente na reação de hibridização (Capítulos 14 
e 15) ou armazenar a -20 °C para uso posterior. 

A remoção dos nucleotídeos não incorporados é altamente aconse-
lhável para evitar hibridizações não específicas (background). A sonda 
marcada poderá ser utilizada em até 10 dias, sem perda significativa 
de sensibilidade.

3.3 Observação 

Minicolunas previamente empacotadas de Resina 
Sephadex G-25 ou Bio-Gel P-6 para �ltração da sonda 
podem ser adquiridas de diversas companhias.

4 Marcação 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 1mM.

•	 EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apêndice 4).

•	 Exo-Klenow (40 U/mL).

•	 Gel de agarose 1% (Apêndice 4).

•	 Incubadora ou banho-maria a 37  °C e 95  °C, 
respectivamente.

•	 MgCl2 1 M (Apêndice 4).

•	 Microcentrífuga.

•	 Mistura de dNTPs não marcados, contendo dTTP 
2,5 mM, 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 marcação. 
A solução-estoque para uso diário pode ser preparada em volumes de 
800 μL divididos em tubos de microcentrífuga.

•	 Octâmeros randômicos 7,5 mg/mL.

•	 Solução de DNA-molde (250 ng/mL a 1 mg/mL), 
puri�cado e diluído em água bidestilada estéril.

•	 Solução de iniciadores randômicos 2,5X.

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL.

•	 Tris-HCl1M, pH 6,8 (Apêndice 4).

4.2 Procedimento

1. Para fragmentar o DNA, colocar 250-1.000 ng de DNA-
molde, na concentração de 25-100 ng/mL, no tubo de 
microcentrífuga, completando o volume para 120 mL 
com água bidestilada estéril, se necessário. Misturar 
imediatamente e manter o tubo no gelo.

2. Resfriar a cuba com água do sonicador, ajustar o 
tempo (entre 5 e 10 minutos) e intensidade para 
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fragmentação média e proceder à fragmentação por 

ultrassom.

Deve-se utilizar proteção para ouvidos, pois o som emitido 
pelo sonicador pode causar mal-estar ao usuário.

O tempo necessário de fragmentação 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 mL a 2 mL da solu-

ção 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 mL do DNA-molde fragmentado em um 

tubo de microcentrífuga e adicionar 20 mL da solução 

de oligonucleotídeos randômicos 2,5X. Incubar a 

95 °C por 5 minutos e resfriar imediatamente em gelo 

por 5 minutos.

5. Manter o tubo no gelo e adicionar 4 mL da mistura de 

dNTPs não marcados, 2 mL de digoxigenina 11-dUTP 

e 1 mL de Exo-Klenow. Misturar cuidadosamente com 

auxílio da micropipeta, centrifugar durante 10 segun-

dos a 3.000 rpm e incubar por 1 hora a 37 °C.

6. Adicionar 5 mL de EDTA, misturar bem e colocar o 

tubo no gelo.

7. Proceder à remoção dos nucleotídeos não incorpora-

dos utilizando minicolunas previamente empacota-

das, como descrito no item 2.2. Procedimento, etapas 

6 a 13, ou por precipitação etanólica (Capítulo 2).

8. Utilizar diretamente na reação de hibridização por 

FISH (Capítulo 13) ou armazenar a -20  °C para uso 

posterior.

4.3 Observações

Autoclavagem ou digestão com enzimas podem 

ser utilizados para fragmentação de DNA, entretanto, 

o ultrassom é o método mais recomendado, pois gera 

fragmentos com tamanhos mais uniformes, além de não 

adicionar enzimas nem sais à solução. Após 6 a 8 minu-

tos em intensidade média no sonicador, por exemplo,

25 ng de DNA-molde com aproximadamente 1.100 pb de 

tamanho, diluído em 120 mL de água, geram fragmentos 

entre 800 pb e 400 pb. Entretanto, dependendo do equi-

pamento e das características do DNA, um tempo mais 

longo pode ser necessário.

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/mL). A fragmentação do DNA torna-se necessá-

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 genômico 

total ou insertos longos de DNA (> 10.000 pb). Nesse 
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caso, não há obrigatoriedade de fragmentar o DNA, mas 
necessita-se de 1mg de DNA-molde.

Para marcar sondas de DNA com digoxigenina 
para FISH, apesar de ser possível adquirir os componen-
tes separadamente, sugere-se o uso de kits comerciais.

5 Marcação 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 (Apêndice 4).

•	 Fragmento Klenow da DNA polimerase I (40 U/mL).

•	 Incubadora ou banho-maria a 37  °C e 95  °C, 
respectivamente.

•	 MgCl2 1 M.

•	 Microcentrífuga.

•	 Mistura de dNTPs não 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 marcação 
de RNA. Esta solução-estoque deve ser mantida a -20 ºC. A solução 

estoque para uso diário pode ser preparada em volumes de 800 mL 
divididos em tubos de microcentrífuga.

•	 Solução de oligonucleotídeos randômicos 2,5X 
(item 4.1. Material).

•	 Solução de DNA-molde (250 ng/mL a 1 mg/mL), 
puri�cado e diluído em água bidestilada estéril.

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL.

5.2 Procedimento

1. Colocar 23 mL do DNA-molde fragmentado (item
4.2 Procedimento, etapas 1 a 3) em tubo de micro-
centrífuga e adicionar 20 mL da solução de iniciadores 
randômicos. Incubar por 5 minutos a 95 °C e resfriar 
imediatamente em gelo por 5 minutos.

2. Manter o tubo no gelo e adicionar 5 mL da mistura de 
dNTPs e 14-dCTP-biotina e 1 mL de Klenow. Misturar 
cuidadosamente com auxílio da micropipeta e centri-
fugar rapidamente. Incubar a 37 °C por 1 hora.

3. Adicionar 5 mL de EDTA para parar a reação, misturar 
bem e colocar o tubo no gelo.

4. Proceder à remoção dos nucleotídeos não incorpora-
dos utilizando minicolunas previamente empacota-
das, como descrito no item 2.2 Procedimento (etapas 
6 a 13), ou por precipitação etanólica (Capítulo 2).

5. Utilizar diretamente na reação de hibridização por FISH 
(Capítulo 13) ou armazenar a -20 °C para uso posterior.
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5.3 Observação

Para marcar sondas de DNA com biotina para FISH, 
podem-se adquirir os componentes separadamente. 
Entretanto, assim como para marcação 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 (recomendável que esteja 
entre 100 pb e 1.000 pb). Também para marcação de sonda 
com biotina, pode-se usar o método de nick translation, no 
qual o DNA não precisa estar fragmentado (≥ 10.000 pb), 
mas é necessário 1 mg de DNA-molde para síntese da sonda. 

6 Teste de incorporação e 
estimativa da concentração 
da sonda por dot blot

6.1 Material

•	 Anticorpo antidigoxigenina conjugado com fos-
fatase alcalina (quando a marcação da sonda for 
com digoxigenina, seção 4) e/ou estreptavidina 
conjugada com fosfatase alcalina (quando a mar-
cação da sonda for com biotina, seção 5).

•	 Filme plástico de PVC.

•	 Incubadora ou banho-maria a 60 °C com agitação.

•	 Membrana de náilon.

•	 MgCl2 1 M (Apêndice 4).

•	 NaCl 5 M (Apêndice 4).

•	 Papel de �ltro.

•	 Pinça plástica.

•	 Placa de Petri de poliestireno ou de vidro com 
55 mm de diâmetro ou menor.

•	 Reagente de bloqueio.

•	 Solução de detecção: diluir a estreptavidina 
conjugada com fosfatase alcalina no Tampão 1, 
na proporção 1:500, e/ou diluir o anticorpo an-
tidigoxigenina conjugado com fosfatase alcalina 
em tampão 1 na proporção 1:1000.

Os dois reagentes de detecção (antidigoxigenina e estreptavidina con-
jugados com fosfatase alcalina) podem ser usados simultaneamente, 
caso se queira testar sondas com biotina e digoxigenina na mesma 
membrana.

•	 Solução de NBT/BCIP: diluir 35 mL de NBT/BCIP 
em 5 mL de tampão 3.

A detecção da fosfatase alcalina conjugada com anticorpo ou estrep-
tavidina é feita pelo substrato colorimétrico NBT/BCIP - azul nitro de 
tetrazólio/fosfato 5-bromo-4-cloro-3-indolil. O NBT/BCIP pode vir em 
forma de pastilha ou líquida dissolvida em 10 mL de água.

•	 Tampão 1:

Componente Quantidade Concentração final

Tris-HCl 1 M 10 mL 100 mM

NaCl 5 M 0,3 mL 15 mM

H2O q.s.p. 100 mL
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•	 Tampão 2: dissolver 0,05 g do reagente de 

bloqueio em 10 mL de tampão 1, concentração 

�nal 0,5% (p/v), aquecendo a solução a 60 °C por

1 hora.

Pode-se armazenar o tampão 2 por até 3 a 4 meses, a 16 °C.

•	 Tampão 3:

Componente Quantidade Concentração final

Tris-HCl 1 M 10 mL 100 mM

NaCl 5 M 2 mL 100 mM

MgCl2 1 M 5 mL 50 mM

H2O q.s.p. 100 mL

•	 Tris-HCl 1 M, pH 8,0 (Apêndice 4).

6.2 Procedimento

1. Cortar uma membrana de náilon medindo 3,0 cm x 

2,0 cm, imergir na placa de Petri contendo 3 mL de 

tampão 1 e incubar por 5 minutos. Remover a mem-

brana da placa e secar entre papéis de �ltro.

Utilizar pinça plástica para manuseio da membrana.

2. Aplicar 0,5 mL de cada sonda com suas diluições 

(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 concentração conhecida para estimar a concen-
tração das diluições da sonda.

Podem-se incluir, na mesma membrana, sondas com digoxigenina e 
biotina, pois a detecção pode ser simultânea.

Identificar as posições de cada sonda utilizando lápis.

3. Colocar novamente 5 mL de tampão 1 na placa de 
Petri e imergir a membrana por 1 minuto. Descartar o 
tampão 1, adicionar 5 mL de tampão 2 e incubar por 
30 minutos com agitação leve.

4. Descartar o tampão 2 e distribuir 500 mL da solução 
contendo anticorpo antidigoxigenina conjugada 
com fosfatase alcalina e/ou estreptavidina conjugada 
com fosfatase alcalina sobre a membrana. Cobrir com 
um pedaço de �lme plástico estéril e incubar por
30 minutos a 37 °C, com agitação leve.

Se o teste dot blot incluiu sondas com digoxigenina e biotina, utilizar 
uma mistura 1:1(v/v) dos reagentes de detecção (anticorpo antidigo-
xigenina para sondas com digoxigenina e estreptavidina para sondas 
com biotina).

5. Remover cuidadosamente o plástico, adicionar
5 mL de tampão 1 à placa e incubar por 10 minutos, 
à temperatura ambiente. Trocar por 5 mL de tampão 
3 e incubar por 5 minutos, à temperatura ambiente.

6. Remover o tampão 3, aplicar 5 mL de solução de NBT/
BCIP sobre a membrana e incubar no escuro (com 
papel alumínio em volta da placa de Petri) por 5 a
10 minutos, à temperatura ambiente.

7. Lavar a membrana com água corrente e deixar secar.
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8. Estimar a concentração das sondas com nucleotídeos 
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 Observações

É altamente recomendável veri�car por dot blot se 
os nucleotídeos marcados foram incorporados na sonda 
antes de proceder à hibridização por FISH (Capítulo 13). 
Pode-se fazer uma série de diluições da sonda na mem-
brana (por exemplo, 1:10, 1:100) para se estimar a con-
centração da sonda, juntamente com um DNA-controle 
(com concentração já determinada). 

Além de estreptavidina, pode-se usar avidina ou 
neutravidina conjugada com fosfatase alcalina para de-
tecção 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 náilon; �lme plástico de 
PVC, e reagente de bloqueio.
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1 Introdução

A técnica de Southern blot permite detectar 
fragmentos de DNA especí�cos em amostras de DNA 
de composição complexa como DNAs genômicos. Essa 
técnica baseia-se na hibridização de sequências com-
plementares especí�cas e foi concebida por Edwin M. 
Southern em 1975 (SOUTHERN, 1975), e ainda é utilizada 
sem alterações essenciais desde sua primeira descrição 
(SOUTHERN, 2006).

Entre suas diversas aplicações, a técnica de 
Southern blot permite detectar sequências de DNAs exó-
genos que tenham sido integradas no genoma vegetal 
por qualquer sistema de transformação genética. O pro-
cedimento consiste, basicamente, das seguintes etapas: 
a) o DNA da planta geneticamente modi�cada é extraído 
e digerido com uma ou mais enzimas de restrição; b) os 
produtos obtidos pela digestão do DNA são 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 náilon 
ou nitrocelulose; d) o DNA é �xado à 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 sequência de interesse; f ) os fragmentos homó-
logos à sonda são visualizados por autorradiogra�a ou 
auto�uorescência, dependendo do tipo de sonda e da 
forma de detecção utilizados.

A importância da técnica de Southern blot em ex-

perimentos de transformação genética de plantas reside 

no fato de ela ser considerada uma prova molecular da 

integração de genes exógenos no genoma vegetal. A 

técnica da reação da polimerase em cadeia (polymerase 

chain reaction – PCR) (Capítulo 10) também pode ser utili-

zada para tal �m. No entanto, sua con�abilidade é menor 

em razão, principalmente, da sua alta sensibilidade, o que 

pode levar a falsos positivos por possibilitar a ampli�ca-

ção de quantidades mínimas de DNAs contaminantes 

contendo o gene analisado. Outra vantagem da técnica 

de Southern blot em relação à PCR é que os iniciadores 

(primers) utilizados na PCR normalmente ampli�cam 

regiões internas do transgene. Isso di�culta ainda mais a 

diferenciação entre o DNA exógeno integrado e poten-

ciais contaminantes, pois ambos resultam na ampli�ca-

ção de fragmentos de tamanhos idênticos. Além disso, a 

técnica da PCR, quando utiliza iniciadores que ampli�cam 

uma região interna do DNA exógeno, pode ser utilizada 

somente para detectar a presença ou ausência do trans-

gene, mas não permite determinar o número de cópias 

inseridas no genoma vegetal. No entanto, a técnica de 

Southern blot, dependendo das enzimas e da sonda uti-

lizadas na análise, pode, além de prover evidência mole-

cular da integração de uma sequência especí�ca, estimar 

o número de cópias do transgene que foi introduzido no 

genoma vegetal. Mais recentemente, tem-se também 

utilizado, e�cientemente, a técnica da PCR em tempo 

real (Capítulo 15) na determinação do número de cópias 
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do transgene integradas no genoma vegetal, visando à 

caracterização de plantas geneticamente modi�cadas. 

Isso é feito pela comparação do genoma vegetal com 

um gene endógeno que tenha um número de cópias 

no genoma previamente conhecido (OMAR et  al., 2008; 

SHEPHERD et al., 2009).

Digestão do DNA total

Algumas considerações são importantes para que 

ocorra a digestão completa do DNA a ser aplicado no gel.

A quantidade de DNA a ser digerida está dire-

tamente relacionada com o tamanho do genoma, isto 

é, quanto menor o genoma, menos DNA é necessário 

(SABELLI; SHEWRY, 1995). Por exemplo, para Arabidopsis 

thaliana (genoma haploide  = 1,45 x 108 pb), 5 mg de 

DNA total podem ser su�cientes para a detecção de pelo 

menos uma cópia do transgene, enquanto em genomas 

maiores, como o de batata (Solanum tuberosum) (geno-

ma haploide = 1,8 x 109 pb), a quantidade deve ser de, 

pelo menos, 10 mg. O uso de quantidades maiores de 

DNA facilita a detecção de cópias únicas e, portanto, para 

plantas com genomas maiores que o da batata, devem-se 

usar de 15 mg a 30 mg. Entretanto, quanto maior a quanti-

dade de DNA, mais ine�ciente é a digestão. Em geral, para 

a maioria das espécies vegetais, têm-se utilizado quanti-

dades de 5 mg a 15 mg de DNA total para a obtenção de 

resultados satisfatórios.

A quantidade de enzima de restrição a ser utilizada 

deve ser entre 10 U/mg e 15 U/mg de DNA. Nunca devem 

ser adicionados mais do que 10% de volume da enzima 

de restrição em relação ao volume total de reação de 

digestão. Isso se deve ao fato de as enzimas de restrição 

comerciais frequentemente conterem 50% de glicerol. 

Concentrações de glicerol acima de 5% (v/v) em reações 

de restrição podem afetar a especi�cidade de reconheci-

mento das enzimas pelos seus sítios de restrição (ativida-

de estrela) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

O volume �nal de reação pode ser variável. Se possí-

vel, a digestão deve ser realizada em um volume que caiba 

no poço do gel de agarose (~50 mL). No entanto, frequen-

temente é necessário que a reação ocorra em volumes 

maiores (100 mL a 500 mL). Esse é um artifício que permite 

diluir contaminantes provenientes da extração de DNA 

que podem interferir com a ação da enzima de restrição. No 

caso de reações em grandes volumes, o DNA deve ser pre-

cipitado após a reação utilizando-se etanol absoluto (item

2.2 Procedimento), e dissolvido em um volume menor, 

compatível com a capacidade do poço do gel de agarose.

A homogeneidade do DNA na reação é um fator 

importante para uma ação e�caz das enzimas de res-

trição. A formação de aglomerados de DNA impede o 

acesso das enzimas de restrição aos seus respectivos 

sítios de clivagem. Isso é especialmente importante 

quando as preparações do DNA estão contaminadas com 

polissacarídeos.
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Pré-hibridização e hibridização

As sondas utilizadas para hibridização na técnica 

de Southern blot podem ser marcadas com radioisótopos 

(32P, 33P, 3H e 35S), �uorocromos (rodamina ou �uoresceína) 

ou com substratos quimioluminescentes (digoxigenina e 

biotina). As sondas não radioativas são mais seguras para 

o usuário; no entanto, são menos sensíveis que as sondas 

radioativas (Capítulo 11) e, por isso, são menos utilizadas 

para detecção de transgenes em plantas.

Uma pré-hibridização é realizada antes da 

hibridização, para impedir que a sonda se ligue inespe-

ci�camente à membrana. Ambas as etapas podem ser 

realizadas em garrafas próprias para tal �m, em sacos de 

hibridização ou em vasilhas rasas. É importante garantir 

que haja tampão de hibridização su�ciente para manter 

a membrana sempre imersa.

As temperaturas de hibridização variam de acordo 

com a solução utilizada e, normalmente, utiliza-se 65 °C 

com a solução descrita por este manual. Em formamida 

50%, a temperatura deve ser 42 °C. Quando se utiliza uma 

solução oriunda de um kit comercial, deve-se utilizar a 

temperatura recomendada pelo fabricante. Vários tipos 

de reagentes podem ser utilizados para bloquear a liga-

ção inespecí�ca da sonda à superfície da membrana, e a 

solução de Denhardt (DENHARDT, 1966) tem sido mais 

frequentemente utilizada. DNAs heterólogos, como DNA 

de esperma de salmão, também são utilizados como 

agentes de bloqueio.

Quanto maior a concentração da sonda, maior será 

a cinética de hibridização; no entanto, altas concentra-

ções de sonda podem resultar em hibridizações inespe-

cí�cas. É aconselhável que a concentração da sonda �que 

entre 1 ng/mL e 5 ng/mL de solução de hibridização. Por 

vezes, sulfato de dextrano ou polietilenoglicol (PEG) são 

incluídos na solução de hibridização, a uma concentra-

ção de 10% (p/v). Tal procedimento acelera a cinética de 

hibridização, já que os ácidos nucleicos são excluídos do 

volume de solução ocupado por esses polímeros, o que 

faz com que a concentração efetiva da sonda aumente. 

Após a hibridização, são realizadas lavagens para 

remoção de moléculas de sondas ligadas inespeci�ca-

mente à membrana e ao DNA. A concentração de sal da 

solução de lavagem é menor a cada lavagem, enquanto 

a temperatura é maior, o que faz com que a estringência 

de lavagem aumente, progressivamente. Quanto maior a 

homologia da sequência alvo com a sonda, maior deve 

ser a estringência da lavagem (SAMBROOK; RUSSELL, 

2001).

Neste capítulo, serão descritas as etapas neces-

sárias para a análise da integração do DNA exógeno no 

genoma de plantas transgênicas pela técnica de Southern 

blot.
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2 Digestão do DNA total e 
separação em gel de agarose

2.1 Material

•	 Acetato de sódio 3 M, pH 5,2 (Apêndice 4).

•	 Brometo de etídio 1% (p/v) (Apêndice 4).

Brometo de etídio é considerado um agente 
mutagênico, tóxico, possivelmente carcinogê-
nico e teratogênico. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara.

•	 Cuba e fonte de eletroforese. 

•	 DNA extraído da planta a ser analisada (Capítulo 9).

•	 Enzima de restrição e tampão especí�co de rea-
ção 10X (comerciais). 

•	 Etanol absoluto.

•	 Etanol 70% (v/v).

•	 Gel de agarose 1% (p/v) com brometo de etídio 
em tampão TAE ou TBE 1X (Apêndice 4). 

•	 Sistema de fotodocumentação com lâmpada 
ultravioleta (UV) para gel de eletroforese.

A exposição à radiação ultravioleta pode causar danos à 
retina e à pele. Sua manipulação deve ser feita com óculos 
de proteção específicos para luz UV. Procurar não expor a 
pele, usando jaleco de mangas longas e luvas.

•	 Tampão de amostra para eletroforese 10X 
(Apêndice 4).

•	 Tampão TE, pH 8,0 (Apêndice 4).

•	 Tampão TBE ou TAE 1X (Apêndice 4).

2.2 Procedimento

1. Preparar a reação segundo a tabela abaixo e incubar 

a 37 °C, por 4 a 16 horas.

Componente Quantidade

DNA x µL (10 µg)

Tampão de reação 10X 5 µL

Enzima de restrição 5 µL (20 U/µL)

H2O q.s.p. 50 µL

Se o volume de reação for maior do que a capacidade do poço do 
gel, aumentar proporcionalmente a quantidade dos componentes da 
tabela acima e, ao término da reação, precipitar o DNA da seguinte 
forma: adicionar 1/10 do volume de acetato de sódio 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 microcentrífuga 
à velocidade máxima (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 poço do 
gel (aproximadamente 50 µL).

2. Adicionar 5 mL de tampão de amostra 10X ao DNA, 

homogeneizar e aplicar a amostra em gel de agarose 

1% (p/v), corado com brometo de etídio.

É conveniente analisar uma alíquota da reação de digestão por eletro-
forese em um minigel de agarose para verificar se houve a digestão 
total antes de parar a reação. Caso não tenha ocorrido a digestão total, 
adicionar mais enzima de restrição e incubar a reação por mais tempo.
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3. Fazer migrar, vagarosamente, as amostras por ele-
troforese em gel de agarose utilizando de 1 V/cm a 
3 V/cm (distância entre os polos), o que leva entre 6 e 
20 horas dependendo do tamanho do gel.

É necessário que um marcador de DNA de peso molecular conhecido 
seja aplicado no gel. Controles importantes incluem: plasmídio conten-
do o gene a ser identificado (controle positivo) e DNA de uma planta 
não transformada (controle negativo), digerido com a mesma enzima 
usada nas alíquotas das plantas potencialmente transgênicas.

4. Após a eletroforese, fotografar o gel sob luz ultravio-
leta com uma régua graduada �uorescente ao lado 
do marcador de DNA de peso molecular conhecido 
(com o zero na altura dos poços) (Figura 1).

2.3 Observações

Em vez de adicionar toda a enzima de restrição de 
uma só vez no início da reação de digestão, é recomendável 
que o volume total da enzima seja adicionado em alíquotas 
distribuídas ao longo de todo o período de digestão. 

A maior parte das reações de digestão com enzi-
mas de restrição é realizada a 37 °C; no entanto, algumas 
enzimas apresentam temperaturas ótimas diferentes 
(por exemplo, SmaI, 25 °C; BclI, 50 °C) e, portanto, a tem-
peratura de reação de digestão deve ser veri�cada nas 
instruções do fabricante. 

Muitas vezes faz-se necessário utilizar mais de uma 
enzima de restrição na análise do DNA e, nesse caso, deve-
-se optar por enzimas que tenham tampões compatíveis 

Figura 1. Autorradiografia obtida pela técnica Southern blot
para determinação do número de cópias de T-DNA em plan-
tas transgênicas de fumo (Nicotiana tabacum). DNA total das 
plantas foi digerido com XbaI, e a sonda utilizada foi preparada 
com um fragmento do gene bar demonstrado no T-DNA abaixo 
da autorradiografia: 1) controle positivo; 2) planta não transgê-
nica; 3) planta com seis cópias de T-DNA; 4) planta com uma 
cópia de T-DNA; 5) planta com uma cópia de T-DNA.
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de uso. Algumas enzimas apresentam atividade ótima 

em tampões com alta concentração de sais, o que pode 

inibir completamente a atividade de outras enzimas.

3 Transferência e fixação
do DNA à membrana

3.1 Material

•	 Agitador do tipo plataforma orbital com controle 

de velocidade.

•	 Filme plástico do tipo PVC.

•	 Folhas de papel-toalha.

•	 HCl 0,25 N (Apêndice 4).

•	 Membrana de náilon.

•	 NaOH 10 N (Apêndice 4). 

•	 NaCl 5 M (Apêndice 4).

•	 Papel de �ltro.

•	 Solução de desnaturação:

Componente Quantidade Concentração final
NaOH 10 N 25 mL 0,5 N
NaCl 5 M 150 mL 1,5 M
H2O q.s.p. 500 mL

•	 Solução de neutralização:

Componente Quantidade Concentração final
Tris-HCl 1 M, pH 
7,2

250 mL 0,5 M

NaCl 5 M 150 mL 1,5 M
H2O q.s.p. 500 mL

•	 SSC 20X ou SSPE 20X (Apêndice 4).

•	 Tris-HCl 1 M, pH 7,2 (Apêndice 4).

3.2 Procedimento

A organização do sistema de transferência de DNA 
para membrana por capilaridade encontra-se esquemati-
zada na Figura 2.

1. Após a separação dos fragmentos de DNA por eletro-
forese, transferir o gel de agarose para um reservató-
rio de plástico ou vidro. Sob luz ultravioleta, cortar e 
retirar, com o auxílio de uma lâmina de bisturi e uma 
régua, as partes do gel que não foram usadas.

Manipular o gel cuidadosamente sobre um suporte (por exemplo, uma 
placa de vidro) para evitar que ele se quebre. 

Brometo de etídio é considerado um agente 
mutagênico, tóxico, possivelmente carcinogê-
nico e teratogênico. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara.

2. Incubar o gel em HCl 0,25 N com agitação suave, por 
10 minutos, para que ocorra a hidrólise das bases 
purinas e lavar, rapidamente, com água destilada. 
Esta etapa só é necessária se os fragmentos de DNA a 
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7. Cortar um pedaço da membrana de náilon exata-
mente do tamanho do gel, embeber em SSC 20X e 
colocar em cima do gel, retirando qualquer bolha 
de ar que �que entre o gel e a membrana. Fazer um 
corte na membrana (por exemplo, no canto esquerdo 
superior) para posterior orientação.

Sempre manusear a membrana com luvas para impedir a contamina-
ção com DNAses presentes na derme. 

Se houver bolhas de ar entre a membrana e o gel, não haverá transfe-
rência de DNA nessa região.

Figura 2. Esquema de transferência de DNA para membrana 
por capilaridade segundo a técnica de Southern blot.
Ilustração: Laura de Alencar Dusi

serem identi�cados possuírem mais que 10 Kb; caso 
contrário, passar para a etapa 3.

Nesta etapa, o DNA é parcialmente hidrolisado, por depurinação 
(hidrólise das bases purinas), o que facilita a transferência dos frag-
mentos maiores que 10 Kb para a membrana.

3. Incubar o gel em solução de desnaturação, com agi-
tação suave, por 30 minutos.

Nesta etapa, o alto pH da solução de desnaturação faz com que as 
ligações de hidrogênio entre a dupla fita do DNA se rompam, deixando 
o DNA na forma de fita simples.

4. Lavar, rapidamente, o gel com água destilada e incu-
bar em solução de neutralização, com agitação suave, 
por 30 minutos. Lavar o gel, rapidamente, com água 
destilada.

Nesta etapa, ocorre o restabelecimento do pH para próximo 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 três folhas de 
papel de �ltro, embebidas em SSC 20X. 

6. Colocar, cuidadosamente, o gel sobre a ponte. Retirar 
qualquer bolha de ar que �que entre o gel e o �ltro. 
Colocar �lme plástico do tipo PVC em volta do gel.

Podem-se usar pedaços de filmes de raios X em vez de plástico do tipo 
PVC. Esse procedimento impede que o tampão de transferência seja 
absorvido diretamente pelo papel-toalha que ficará acima do gel. Para 
uma transferência mais eficiente, o gel deve ser colocado invertido 
(com a abertura dos poços em contato com as folhas de papel filtro), 
já que no momento da aplicação das amostras no gel, o DNA assenta-
-se no fundo do poço, fazendo com que esteja mais próximo da parte 
inferior do gel, que ficará, assim, em contato com a membrana.
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8. Cortar três folhas de papel de �ltro do tamanho do 
gel, embeber em SSC 20X e colocar em cima da mem-
brana. Retirar qualquer bolha de ar que �que entre a 
membrana e os papéis de �ltro.

9. Colocar uma camada de papel-toalha de, aproxima-
damente, 10 cm sobre as folhas de papel de �ltro.

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 à 
temperatura ambiente.

11. Após a transferência, desmontar o sistema cuidado-
samente. Antes de remover o gel, marcar a posição 
dos poços na membrana utilizando um lápis.

Não utilizar canetas, pois podem manchar a membrana.

12. Retirar a membrana com o auxílio de uma pinça e 
lavar rápida e cuidadosamente com SSC 2X para 
remover qualquer resíduo de agarose possivelmente 
aderido à membrana.

13. Deixar a membrana secar por 1 hora à temperatura 
ambiente.

14. Proteger a membrana em um pedaço de papel de 
�ltro. Fixar o DNA à membrana por incubação, a 80 °C, 
por 2 horas ou por exposição direta à luz ultravioleta.

O DNA também pode ser fixado à membrana por luz ultravioleta, com 
equipamentos chamados UV crosslinker. No entanto, a intensidade da 
luz (120.000 microjoules/cm2) e o tempo de exposição (25 a 50 segundos) 
devem ser ajustados e controlados para se obter uma fixação eficiente. A 
maioria dos aparelhos UV crosslinker são equipados com um fotodetector 

interno que compensa o desgaste das lâmpadas com o aumento do tem-
po de exposição, quando utilizados no modo automático.

15. Proceder à hibridização.

3.3 Observações

O método de transferência aqui descrito é essencial-
mente semelhante ao descrito originalmente por Southern 
(1975). No entanto, outras formas de transferência já foram 
descritas, como o uso de tampões de transferência alca-
linos (REED; MANN, 1985), pressão positiva ou negativa 
(OLSZEWSKA; JONES, 1988), eletrotransferência (ISHIHARA; 
SHIKITA, 1990; SMITH et al., 1984) e transferência por capi-
laridade para baixo (CHOMCZYNSKI, 1992; LICHTENSTEIN 
et al., 1990). Todos os métodos têm vantagens e desvanta-
gens, e alguns podem ser mais rápidos que o método de 
transferência aqui descrito; no entanto, podem necessitar 
de equipamentos especí�cos e são aconselhados quando 
há necessidade de se analisarem muitas amostras.

Existem aparelhos que permitem a eletrotransfe-
rência semisseca de DNA, bem como de RNA e proteínas, 
de uma maneira rápida e e�ciente, por meio da aplicação 
de uma voltagem no sentido transversal do gel, que faz 
com que o DNA migre em direção à membrana em poucos 
minutos. Para minigéis (até 70 cm2), a transferência ocorre 
durante 15 a 30 minutos a 10 V a 15 V. Para géis maiores, a 
transferência ocorre durante 30 a 60 minutos, a 15 V a 25 V.

Existem vários tipos de membranas disponíveis 
comercialmente e, para Southern blot, as membranas de 
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náilon são as mais utilizadas em detrimento das de nitro-

celulose por serem menos quebradiças e por terem maior 

capacidade de retenção de DNA quando comparadas às 

de nitrocelulose. Entretanto, as membranas de nitroce-

lulose permitem a obtenção de resultados com menos 

ligações inespecí�cas (background).

Após a �xação do DNA à membrana e sua seca-

gem, esta pode ser armazenada envolvida em papel �ltro 

e à temperatura ambiente para uso posterior.

4 Pré-hibridização
e hibridização

4.1 Material

•	 Contador Geiger. 

•	 Cassete com telas intensi�cadoras.

•	 Filme plástico do tipo PVC.

•	 Filme de raio X.

•	 Forno de hibridização com controle de tempera-

tura e agitação.

•	 Papel de �ltro.

•	 SDS 20% (p/v) (1 L) (Apêndice 4).

•	 SSC 20X (1 L) (Apêndice 4).

•	 Solução-estoque de DNA de esperma de salmão 

10 mg/mL (Apêndice 4).

•	 Solução de Denhardt 50X (Apêndice 4).

•	 Solução de lavagem I:

Componente Quantidade Concentração final
SSC 20X 50 mL 2X
SDS 20% 2,5 mL 0,1%
H2O q.s.p. 500 mL

•	 Solução de lavagem II:

Componente Quantidade Concentração final
SSC 20X 25 mL 1X
SDS 20% 2,5 mL 0,1%
H2O q.s.p. 500 mL

•	 Solução de lavagem III:

Componente Quantidade Concentração final
SSC 20X 2,5 mL 0,1X
SDS 20% 2,5 mL 0,1%
H2O q.s.p. 500 mL

•	 Solução de pré-hibridização:

Componente Quantidade Concentração final

SSC 20X 12,5 mL 5X

Solução Denhardt 50X 5,0 mL 5X

SDS 20% 1,25 mL 0,5%

DNA de esperma de 
salmão 10 mg/mL(1)

100 µL 20 µg/mL

H2O q.s.p. 50 mL
(1) A solução de DNA de esperma de salmão deve ser adicionada por último. An-
tes da adição, ferver por 5 minutos, incubar imediatamente no gelo e, somente 
então, adicionar à solução de pré-hibridização imediatamente antes do uso.
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•	 Sonda de DNA ou RNA marcada radioativamente 
(Capítulo 11).

A manipulação de material radioativo deve ser realizada 
com luvas cirúrgicas, óculos de proteção, jaleco de manga 
comprida e sempre utilizando uma proteção de acrílico. 
Deve-se checar a limpeza das bancadas e do material utiliza-
do com um contador Geiger e proceder à limpeza, com água 
e sabão, caso sejam detectadas eventuais contaminações.

4.2 Procedimento

1. Posicionar a membrana em um reservatório de plásti-
co ou uma garrafa própria para hibridização. Colocar 
um volume pequeno de solução de pré-hibridização 
(20 mL/100 cm2) aquecida a 65  °C (temperatura na 
qual será realizada a hibridização). Incubar por, pelo 
menos, 2 horas em agitação suave em forno de hibri-
dização a 65 °C.

O tempo de 2 horas geralmente é suficiente para uma pré-hibridização 
eficiente, mas pode-se estender por mais tempo, até 16 horas, sem 
prejuízo para o experimento.

2. Após a pré-hibridização, desnaturar a sonda marcada 
radioativamente (Capítulo 11) por aquecimento a 
100 °C por 5 minutos, e colocá-la imediatamente no 
gelo.

No caso de sondas de RNA, essas já estão em fita simples. Portanto, 
o procedimento de desnaturação é desnecessário.  A concentração 
de sonda é importante quando se procura detectar sequências não 
repetitivas em DNA total. Uma concentração de 1 ng/mL a 5 ng/mL é 
aconselhável. Mais do que 50 ng/mL poderão resultar em hibridiza-
ções inespecíficas. 

ATENÇÃO! A partir desta etapa, tomar todos os cuidados 
necessários na manipulação de material radioativo,

3. Adicionar a sonda desnaturada à solução de pré-
-hibridização. Incubar o sistema por 12 a 16 horas, 
sob agitação suave, em forno de hibridização a 65 °C.

A temperatura ótima de pré-hibridização e hibridização deve ser a 
mesma, sendo determinada empiricamente. Porém, a temperatura de 
65 °C, com sondas com homologia próximas a 100%, permite bons 
resultados. Se as sequências do transgene em estudo possuírem 
menor homologia com a sonda utilizada, a temperatura de hibridização 
deverá ser mais baixa. Quanto menor a homologia entre a sonda e 
o transgene, menor deve ser a temperatura de hibridização. Porém, 
temperaturas de hibridização muito abaixo de 65 °C podem resultar 
em ligações inespecíficas.

4. Lavar a membrana duas vezes com solução de lava-
gem I, por 15 minutos, à temperatura ambiente. 

As etapas 4, 5 e 6 são realizadas para remover moléculas de sonda 
que se ligaram inespecificamente ao DNA. Após cada lavagem, é 
recomendável 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 específicos da membrana, onde se espera que estejam as 
bandas correspondentes aos transgenes e aos controles positivos.

5. Lavar a membrana uma vez com solução de lavagem 
II, por 15 minutos, em agitação suave em forno de 
hibridização a 65 °C.

6. Lavar a membrana uma vez com solução de lavagem 
III, por 15 minutos, em agitação suave em forno de 
hibridização a 65 °C.

A última lavagem é de alta estringência e deve ser omitida se a se-
quência do transgene em estudo não possuir homologia total com a 
sonda utilizada. Após essa lavagem, regiões da membrana sem DNA 
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não deverão apresentar sinal radioativo, enquanto regiões com homo-
logia à sonda apresentarão sinal, normalmente, bastante fraco (de 2 a 
5 contagens por segundo no contador Geiger). É possível que regiões 
com homologia não apresentem sinal detectável, o que não significa 
que a hibridização não tenha ocorrido.

7. Retirar o excesso de solução de lavagem III, e secar 
a membrana com papel de �ltro. Expor a membrana 
ligeiramente úmida, envolvida com �lme plástico do 
tipo PVC, a um �lme de raios X em um cassete com 
telas intensi�cadoras a -80 °C.

A montagem do cassete contendo a membrana envolta em filme plás-
tico do tipo PVC e o filme de raio X deverá ser realizada em câmara 
completamente escura por causa da sensibilidade do filme de raio X 
à luz branca.

8. Após 1 a 7 dias de exposição, revelar a autorradiogra-
�a dentro de uma sala escura, utilizando as soluções 
reveladoras e �xadoras.

Se for necessário reutilizar a membrana, deve-se lavá-la 1 a 2 vezes 
com uma solução fervente de SDS 0,1% (p/v) até a retirada total do 
sinal radioativo.

4.3 Observações

A membrana deve �car ligeiramente úmida para 
permitir que a sonda seja posteriormente removida e que 
a membrana possa ser, novamente, hibridizada contra 
outra sonda. 

A exposição a -80 °C com intensi�cador aumenta a 
intensidade do sinal. Isso ocorre porque, a baixas tempe-
raturas, os intensi�cadores, quando recebem partículas β, 

emitem fótons e, assim, aumentam o sinal emitido pela 

sonda. No entanto, as bandas se tornam menos de�nidas, 

além de ser necessário um freezer a -80  °C. No caso de 

exposição à temperatura ambiente, o uso das telas inten-

si�cadoras é dispensável; entretanto, a detecção do sinal 

é mais lenta, e o sinal, mais fraco.

Se, após a terceira lavagem, na provável localiza-

ção do transgene na membrana, houver sinal detectável 

ao contador Geiger, uma exposição de 24 horas deve ser 

su�ciente para visualização das bandas. No entanto, se 

esses locais não apresentarem sinal detectável, pode-se 

expor a membrana com dois �lmes de raios X simultanea-

mente. Após 48 horas, revelar o �lme mais externo; se não 

for possível visualizar as bandas positivas, manter o outro 

�lme exposto até completar 7 dias.

Outra maneira de visualizar o resultado é expor a 

membrana marcada a uma placa de armazenamento de 

fósforo (phosphor imaging plate), sensível aos sinais ra-

dioativos emitidos pela sonda marcada. O sinal radioativo 

é revelado por digitalização em scanner a laser, normal-

mente após um período de 24 a 96 horas de exposição 

à temperatura ambiente, gerando uma imagem similar à 

de um �lme de raios X. As placas de armazenamento de 

fósforo podem ser dessensibilizadas por exposição à luz 

visível durante 10 minutos e reutilizadas.
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5 Determinação do número 
de cópias do transgene

A técnica de Southern blot pode ser utilizada não 
somente para comprovar a integração do DNA exógeno 
no genoma vegetal, mas também para estimar o seu 
número de cópias inseridas no genoma da planta de in-
teresse. Com essa �nalidade, o DNA da planta transgênica 
é digerido com uma ou mais enzimas de restrição, 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 transformação é realizada por Agrobacterium spp.).

A escolha da(s) enzima(s) de restrição utilizada(s) 
para digestão do DNA é um fator muito importante na 
estimativa do número de cópias. Serão exempli�cadas 
nesse capítulo análises com plantas transformadas por 
Agrobacterium spp., mas os mesmos procedimentos de di-
gestão do DNA e de interpretação de resultados são válidos 
para qualquer outra metodologia de transformação genéti-
ca de plantas. Duas possibilidades de digestão do DNA são 
sugeridas, levando a resultados e interpretações distintos.

5.1 Digestão do DNA da planta 
com uma enzima que corte duas 
vezes dentro do T-DNA 

Neste caso, a digestão do DNA fornecerá um frag-
mento interno de tamanho conhecido (duas enzimas 

distintas que gerem um fragmento interno também 
podem ser usadas). A sonda utilizada deverá ser obtida de 
um plasmídio que contenha o T-DNA que foi introduzido 
na provável planta transformada. Esse plasmídio deve ser 
digerido com enzima(s) que gere(m) um fragmento do 
T-DNA que seja exatamente o fragmento interno gerado 
pela digestão do DNA da planta (nesse caso, as mesmas 
enzimas serão utilizadas) ou por enzimas que gerem um 
fragmento menor, mas que �que compreendido entre os 
dois sítios de restrição que geraram o fragmento interno. 
Dessa forma, uma única banda no Southern blot é esperada 
como resultado da hibridização. Esse tipo de digestão leva 
a um resultado em que somente a presença (ou ausência) 
do transgene é comprovada, e seu número de cópias pode 
ser estimado pela intensidade do sinal das amostras em 
relação a um padrão conhecido (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Representação esquemática de vetor binário hipo-
tético, destacando-se os fragmentos que podem ser utilizados 
como sonda. A = sonda A; B = sonda B; C = sonda C; E = sítio 
de restrição de EcoRI; H = sítio de restrição de HindIII; EE = 
extremidade esquerda; ED = extremidade direita; GUS = gene 
que codifica para a enzima β-glucuronidase, sob controle do 
promotor e do terminador do 35SCaMV; NPT II = gene que co-
difica a enzima neomicina fosfotransferase, sob o controle do 
promotor e do terminador do gene da nopalina sintase (nos).
Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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Figura 4. Análise do número de cópias do T-DNA inserido no 
genoma da planta de interesse por comparação da intensida-
de das bandas de referência e genômica utilizando a técnica 
de Southern blot. Todos os DNAs foram digeridos com HindIII 
e EcoRI e hibridizados contra sonda B (Figura 3). Linha 1: DNA 
plasmidial equivalente a uma cópia; linha 2: DNA de planta 
transgênica contendo uma cópia do T-DNA; linha 3: DNA de 
planta transgênica contendo três cópias do T-DNA; linha 4: 
DNA de planta transgênica contendo cinco cópias do T-DNA; 
linha 5: DNA plasmidial equivalente a cinco cópias. Observar 
que, independentemente do número de cópias de T-DNAs in-
serido, o resultado esperado é sempre um único fragmento do 
mesmo tamanho. Apenas a intensidade do sinal varia, sendo 
diretamente proporcional ao número de cópias de T-DNA.
Fonte: Romano (1998).

5.2 Digestão 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 sítio de corte. Com tal 
procedimento, é esperado que exista uma relação direta 
entre o número de bandas obtidas após hibridização e o 
número de cópias do T-DNA (Figuras 3 e 5). É possível que 
uma banda contenha mais de uma cópia do T-DNA, o que 
deve ser determinado pela comparação da intensidade 
das bandas. Fragmentos de restrição contendo mais de 
uma cópia de T-DNA são frequentemente observados 
quando T-DNAs estão integrados de forma concatenada 
(em série) (Figuras 3, 6 e 7) (SABELLI; SHEWRY, 1995).

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   228 04/07/2016   15:12:17



229

Figura 5. Análise do número 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 sítios distintos. A) Todos os DNAs foram digeridos 
com EcoRI e hibridizados contra sonda A (Figura 3); B) Todos os DNAs foram digeridos com HindIII e hibridizados contra sonda C 
(Figura 3). Linha 1: DNA plasmidial equivalente a uma cópia; linha 2: DNA de uma planta transgênica contendo uma cópia do T-DNA; 
linha 3: DNA de uma planta transgênica contendo três cópias do T-DNA; linha 4: DNA de uma planta transgênica contendo cinco 
cópias do T-DNA; linha 5: DNA plasmidial equivalente a cinco cópias. Observar que, no caso de os T-DNAs integrarem-se ao geno-
ma da planta de interesse em locais distintos, e não em série, o número de bandas corresponde ao número de cópias do T-DNA. A 
diferença entre as letras A e B é apenas o tamanho dos fragmentos de restrição.
Fonte: Romano (1998).

A B
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Figura 6. Análise pelo número de bandas. Nesse caso, três cópias do T-DNA foram integradas ao genoma vegetal, das quais duas 
foram inseridas em série e na mesma direção (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 HindIII e hibridizados contra a sonda C (Figura 3). 
Linha 1: DNA plasmidial equivalente a uma cópia; linha 2: DNA de uma planta transgênica contendo três cópias do T-DNA; linha 3: DNA 
plasmidial equivalente a cinco cópias.
Fonte: Romano (1998).

A

B C
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Figura 7. Análise do número de fragmentos do T-DNA inseridos no genoma da planta de interesse utilizando a técnica de Southern 
blot. Nesse caso, três cópias 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 HindIII e hibridizados contra sonda C (Figura 3). Linha 1: DNA plasmidial equivalente a uma cópia;
linha 2: DNA de uma planta transgênica contendo três cópias do T-DNA; linha 3: DNA plasmidial equivalente a cinco cópias. Observar 
que, nesse caso, a mesma planta pode apresentar números de fragmentos diferentes, com intensidades diferentes, dependendo da 
enzima de restrição e da sonda utilizada nos experimentos de Southern blot.
Fonte: Romano (1998).

A

B C
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1 Introdução
A hibridização in situ por �uorescência (FISH) é 

utilizada para a localização de sequências de DNA em 
preparações citológicas contendo cromossomos, que se 
ligam às regiões com as quais possuem complementari-
dade. A detecção se dá pela observação da �uorescência 
no local onde a sonda de DNA marcada hibridiza com o 
DNA complementar, permitindo a localização física da 
sequência-alvo no cromossomo. A FISH é considerada 
atualmente sinônimo de hibridização in situ de DNA em 
cromossomos. O desenvolvimento da FISH foi funda-
mental na evolução da citogenética clássica para a era da 
citogenética molecular e genômica.

A técnica de hibridização de DNA-DNA foi ini-
cialmente descrita em 1961 (SCHILDKRAUT et  al., 1961) 
e logo estendida para preparações citológicas (JOHN 
et  al., 1969; PARDUE; GALL, 1969), em que o DNA-alvo 
era desnaturado in situ, antes da hibridização e, assim, 
estabelecida a hibridização in situ (ISH). 

A introdução do sistema biotina-estreptavidina ou 
boitina-avidina e a produção de nucleotídeos biotinila-
dos (deoxiuridina trifosfato-dUTP), no início da década de 
1980 (LANGER et al., 1981), permitiram a substituição de 
sondas radioativas pelas não radioativas. Vários análogos 
de nucleotídeos estão hoje disponíveis, entre eles, a digo-
xigenina-dUTP. Quando esses análogos estão associados 
a um �uoróforo, a detecção da hibridização é feita de 
forma direta, por meio da observação do �uoróforo incor-

porado à sonda, usando a microscopia de �uorescência. 
A detecção mais comumente feita é de forma indireta, 
por meio de moléculas ou anticorpos especí�cos que 
possuem a�nidade ao análogo do nucleotídeo na sonda 
e que estão conjugados com �uoróforos (Capítulo 11).

A aplicação da FISH é bastante ampla e inclui o 
ordenamento (mapeamento) físico de sequências de 
DNA nos cromossomos permitindo a detecção de clones 
quiméricos; a identi�cação e caracterização de cromos-
somos ou segmentos endógenos ou exógenos; e fornece 
indicativos de rearranjos e abundância de sequências no 
genoma. Essas informações auxiliam na compreensão 
dos mecanismos e formas de evolução, desenvolvimento, 
relações �logenéticas do organismo, entre outros (JIANG; 
GILL, 2006). Assim, fornecem conhecimento mais amplo 
e complexo da estrutura, função, organização e evolução 
de genes e genomas. As informações obtidas via FISH 
facilitam o estabelecimento de relações estreitas entre a 
biologia celular, citogenética convencional e molecular, 
�logenia, evolução e genômica.

Além de ser uma técnica rápida e in situ, a FISH 
apresenta alta resolução, contraste, sensibilidade, não 
utiliza radioisótopos e permite a observação simultânea 
de mais de um tipo de DNA-alvo por meio do uso de 
diferentes sistemas de marcação-detecção (DEVI et  al., 
2005). A observação dos sítios de hibridização é feita 
em microscópio de epi�uorescência, onde o espécime 
é iluminado por uma radiação com baixo comprimento 
de onda (luz ultravioleta, gerada por lâmpada de mer-
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cúrio), selecionada por um �ltro (excitação) especí�co 

para as moléculas �uorescentes no espécime (Figura 1).

A radiação é absorvida, e o �uoróforo emite radiação. 

Para observação, a luz emitida passa por �ltros separado-

res de raios dicromáticos e, então, é separada da luz de 

excitação (absorção) por um �ltro de barreira. A imagem 

�uorescente é então formada contra um fundo escuro 

de alto contraste para ser observada no microscópio

(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 várias 

sondas marcadas diferentemente, e assim cobrir uma 

grande extensão do DNA-alvo. Para detecção de se-

quências repetitivas no genoma, as sondas podem, por 

exemplo, ser oriundas de ampli�cações por reação da 

polimerase em cadeia (PCR, Capítulo 10) de parte de ele-

mentos repetitivos de DNA, ou, ainda, oligonucleotídeos 

sintéticos. Para detecção de DNA-alvo com loci únicos, as 

sondas podem ter como origem DNAs complementares 

(cDNAs) ou fragmentos clonados de DNA genômico. Para 

detecção de regiões cromossômicas, podem-se utilizar, 

por exemplo, sequências de bibliotecas genômicas ou 

de cDNA (por exemplo, ESTs, YAC ou BAC). Clones BAC 

são comumente utilizados para detecção de sequências 

já mapeadas em regiões especí�cas dos cromossomos e 

presentes no clone.

Figura 1. Esquema do caminho óptico de iluminação do mi-
croscópio de epifluorescência.

Ilustração: Laura de Alencar Dusi

A resolução da FISH para cromossomos metafási-

cos é de 5 Mb a 10 Mb de distância entre alvos adjacentes, 

enquanto para cromossomos prometafásicos, é de ape-

nas 2 Mb (JIANG; GILL, 2006). Para cromossomos meió-

ticos, a resolução é de aproximadamente 1 Kb (DE JONG 

et al., 1999).

O uso da FISH em plantas teve início em 1985 e 

tornou-se rotina em diversas áreas como, por exemplo, 

mapeamento genômico, incluindo mapeamento físico de 

sequências repetitivas de DNA e de famílias multigênicas 

(JIANG; GILL, 1994). Essa técnica traz também contribui-

ções para detecção de variações somaclonais resultantes 
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de cultura de tecidos, nas quais o número e posição de 

sequências de DNA especí�cas podem ser comparados 

entre plantas regeneradas in vitro e aquelas que não 

passaram pela cultura de tecidos (DEVI et al., 2005).

A FISH tornou-se também estratégica no estudo 

de plantas transgênicas: a) na determinação da posição 

de inserção de transgenes em regiões especí�cas do 

cromossomo; b) nas análises de expressão gênica e he-

reditariedade (SCHWARZACHER, 2009); c) na con�rmação 

do tipo de integração (completa, parcial ou concatena-

da) (SOMERS; MAKAREVITCH, 2004); d) na avaliação da 

estabilidade do transgene no genoma hospedeiro (VAIN 

et al., 2002); e) na interpretação do efeito da posição do 

transgene que traz implicações na sua expressão em 

diferentes gerações e linhagens transgênicas (MATZKE; 

MATZKE, 1998); f ) na identi�cação de sítios preferenciais 

(hot spots) para a integração de transgenes (TAGASHIRA 

et al., 2005).

Neste capítulo, são apresentados procedimentos 

experimentais da técnica FISH em uso no laboratório 

de microscopia da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia, Brasília, com algumas adaptações, de 

Capdeville et al. (2009) e Schwarzacher e Heslop-Harrison 

(2000). Variações e etapas experimentais adicionais, que 

possam ser necessárias, dependendo do tipo de amostra 

ou da sequência a ser detectada, podem ser encontradas 

na literatura disponível.

2 Limpeza de lâminas 
histológicas

2.1 Material
•	 Cuba de vidro para coloração de oito lâminas, 

com tampa. 

•	 Detergente neutro 5% (v/v).

•	 Lâminas histológicas com borda fosca (76 mm x 
26 mm). 

•	 Lenço de papel.

•	 Solução de etanol 70% (v/v).

2.2 Procedimento

1. Colocar lâminas histológicas na cuba, contendo de-
tergente neutro, por pelo menos 2 horas.

2. Descartar o detergente, enxaguar com água corrente 
por 10 a 15 minutos até que todo o detergente seja 
removido e colocar água destilada por 1 hora.

3. Descartar a água e colocar solução de etanol 70% por 
12 horas, com a tampa, para evitar evaporação.

4. Quando for utilizar, remover a lâmina da cuba e es-
correr o excesso de etanol sobre lenço de papel, sem 
esfregar ou arrastar. 

Esfregar fortemente o papel na lâmina pode causar ranhuras visíveis 
ao microscópio de fluorescência, que poderão refletir luz e interferir na 
imagem após a hibridização in situ.
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2.3 Observação

O sucesso da FISH depende de um conjunto de ca-
racterísticas que envolvem, na etapa inicial, a boa qualida-
de da lâmina. Lâminas com superfície irregular, engordura-
das, arranhadas e empoeiradas não devem ser utilizadas. 
Existem no mercado lâminas de alta qualidade, aderentes 
e resistentes a solventes, ideais para uso em FISH.

3 Obtenção de meristema 
radicular e preparação de 
cromossomos mitóticos

3.1 Material

•	 Ácido cítrico monoidratado (C6H8O7.H2O) 100 mM: 
dissolver 2,1 g de ácido cítrico em 100 mL de água 
destilada.

•	 Banho-maria ou incubadora a 37 °C.

•	 Bico de Bunsen.

•	 Bisturi.

•	 Citrato trissódico dihidratado (C6H5Na3O72H2O) 
100 mM: pesar 2,94 g de citrato trissódico e com-
pletar para 100 mL com água destilada.

•	 Estilete.

•	 Gelo seco ou nitrogênio líquido.

•	 Lamínulas (18 mm x 18 mm). 

•	 Lâminas histológicas limpas (item 2.1 Material).

•	 Lápis com ponta de diamante.

•	 Microscópio com contraste de fase.

•	 Microscópio de epi�uorescência.

•	 Microscópio estereoscópico.

•	 Pinça com ponta �na.

•	 Placa de Petri (48 mm x 12 mm).

•	 Solução de ácido acético 45% ou 60% (v/v).

•	 Solução de DAPI (dihidrocloreto de 4’,6-diamidi-
no-2- fenilindol) 200 mg/mL: dissolver 2 mg de DAPI 
em 10 mL de água estéril e armazenar a -20 °C.

DAPI é considerado um agente mutagênico. Sua manipu-
lação deve ser feita com luvas, óculos e máscara.

•	 Solução de enzimas I (10 mL): 

Componente Quantidade Concentração 
final

Tampão citrato trissódico 
10X

1 mL 1X

Enzima celulase Onozuka 
R10 Thricoderma viride
0,96 U/mg

0,02 g 0,2%

Enzima celulase 
Thricoderma sp. 4,7 U/mg 

0,18 g 1,8%

Enzima pectinase 
Rhizopus sp. 3,5 U/g

0,30 g 3,0%

H2O q.s.p. 10 mL

Colocar 1 mL do tampão, adicionar as enzimas e completar o volume com água. 
Misturar por inversão em tubo e armazenar a -20 °C.
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•	 Solução de etanol 70% (v/v). 

•	 Solução de 8-hidroxiquinolina (8-HQ) 2 mM:
pesar 0,29 g de 8-hidroxiquinolina e completar 
para 1.000 mL com água destilada.

8-HQ é uma substância tóxica por ser inibidora de divisão 
celular. Sua manipulação deve ser feita com luvas em 
capela de exaustão.

•	 Solução �xadora: etanol: ácido acético, 3:1 (v:v).

•	 Solução fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4)
200 mM: diluir 200 mL de Na2HPO4  1M (Apêndice 
4) em 800 mL de água destilada.

•	 Suporte vertical (estante) para lâminas.

•	 Tampão citrato trissódico 10X (100 mL):

Componente Quantidade Concentração 
final

Ácido cítrico monoidratado 
100 mM

40 mL 40 mM

Citrato trissódico 
dihidratado 100 mM

60 mL 60 mM

A mistura ácido-base na proporção indicada resultará em solução com pH 4,6. 
Armazenar a 4 °C.

•	 Tampão McIlvaine pH 7,0:

Componente Quantidade Concentração 
final

Na2HPO4 200 mM 82 mL 164 mM

Ácido cítrico 
monohidratado 100 mM

18 mL 18 mM

A mistura ácido-base na proporção indicada resultará em solução com pH 7,0. 
Armazenar a 4 °C.

Na2HPO4 200 mM: pesar 28,4 g e completar o volume para 1 L de água destilada.

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL ou frascos 
com tampa.

3.2 Procedimento

1. Retirar de 5 mm a 10 mm da ponta da raiz, onde está 
o meristema radicular, com auxílio de pinça. Coletar 5 
a 10 pontas de raízes, que estejam mais esbranquiça-
das, túrgidas e �rmes.

É necessário determinar o horário em que a divisão celular esteja in-
tensa para coleta da ponta de raiz, para cada espécie em estudo. Para 
plantas de Brachiaria spp. mantidas em casa de vegetação em Brasília, 
por exemplo, grande número de células em metáfase mitótica é encon-
trado por volta de 9h30; já para Arachis spp., o horário ideal é 12h00.

2. Imergir imediatamente as pontas de raízes cole-
tadas em frasco com tampa contendo solução de 
8-HQ 2 mM, por 2 horas, à temperatura ambiente. 
Recomenda-se trocar por nova solução e colocar por 
mais 2 horas a 4 °C.

O volume da solução deve corresponder a, no mínimo, cinco vezes o 
volume ocupado pelas amostras. A temperatura para inibição de metá-
fase recomendada é a mesma temperatura em que as raízes cresciam, 
pois permite que o ciclo mitótico continue até o estádio de metáfase, no 
qual deverá ocorrer a inibição. O tempo de incubação na 8-HQ varia de 
acordo com o material. Por exemplo, experimentos com Arachis spp. 
indicaram ótimos resultados após 2 horas de pré-tratamento à tempe-
ratura ambiente, seguidas por 1 hora a 4 °C, enquanto, em Brachiaria 
spp., o tempo mais adequado é de 1 a 2 horas à temperatura ambiente. 
Amostras de outras espécies podem ser incubadas por 12 horas a 4 °C. 
Existem outros agentes antimitóticos que podem ser utilizados, tais 
como colchicina, bromouracila, bromonaftaleno, etc.

3. Retirar a solução de 8-HQ do frasco e acrescentar a 
solução �xadora recém-preparada por 2 a 24 horas a 
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4  °C, trocando a solução por uma fresca após a pri-
meira hora. 

Após fixação, as amostras podem ficar armazenadas em etanol 70%, 
a 4 °C, por 2 a 3 meses até sua utilização. Entretanto, o tempo de 
armazenamento vai depender da amostra e deve ser determinado 
experimentalmente.

4. Aquecer a solução de enzimas I a 37 °C por 15 minutos.

5. Selecionar cinco a dez pontas de raízes não oxidadas, 
túrgidas, intactas e colocar em placa de Petri con-
tendo tampão citrato trissódico 1X por 5 minutos. 
Repetir o procedimento mais duas vezes.

Amostras não devem sofrer dessecação. Para tanto, as trocas de so-
luções devem ser rápidas, e sempre em volume maior do que aquele 
ocupado pelas amostras.

6. Remover cuidadosamente o tampão da placa com 
auxílio de pipeta e adicionar a solução de enzimas I 
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 ótimos resultados após incubação por 45 minutos. O tempo de 
digestão e a composição da solução de enzimas I dependerão dos 
componentes e estrutura das paredes celulares da espécie em estudo, 
e deverão ser determinados experimentalmente.

7. Remover cuidadosamente a solução de enzimas I com 
auxílio de pipeta, adicionar tampão citrato trissódico 
1X, pré-resfriado a 4 °C, até cobrir completamente as 
amostras, e lavar por 5 minutos. Repetir a lavagem 
com tampão por três vezes. Selecionar as pontas de 
raízes íntegras em microscópio estereoscópico.

Após digestão da parede celular vegetal, as pontas de raízes ficam 
frágeis e quebradiças e, portanto, é necessário muito cuidado para 
remoção de soluções e manuseio das raízes. A solução enzimática 
utilizada pode ser guardada a -20 °C para reutilização, resguardando-
-se o risco de contaminação entre materiais. Sugere-se manter um 
frasco de enzima para cada material biológico.

8. Depositar uma gota com 50 mL de ácido acético 45% 
ou 60% no centro da lâmina e transferir uma ponta 
de raiz digerida para a gota. Isolar a região meriste-
mática (1 mm a 3 mm da extremidade) com auxílio 
de pinça e bisturi, em microscópio estereoscópico, 
descartando tecidos adjacentes.

As células meristemáticas radiculares normalmente se soltam apenas 
com uma leve pressão na região da coifa.

9. Separar cuidadosamente as células meristemáticas 
com movimentos circulares na superfície da gota 
utilizando o estilete. Cobrir com lamínula e fazer leve 
pressão para espalhar as células.

Recomenda-se o uso de lamínula com dimensão de 18 mm x 18 mm 
para reduzir a área de espalhamento das células. Pode-se utilizar a 
ponta de uma pinça para bater levemente sobre a lamínula ou utilizar 
o próprio dedo polegar com um papel de filtro sobre a lamínula para 
fazer a pressão. Deve-se tomar cuidado para não deslizar a lamínula 
sobre a lâmina de forma a não danificar os cromossomos.

10. Observar a lâmina em microscópio com contraste de 
fase e veri�car o espalhamento das células. Se neces-
sário, refazer o esmagamento com maior pressão. 

Caso sejam observados diferentes planos de foco para o mesmo con-
junto de cromossomos, aquecer rapidamente a lâmina em chama de 
bico de Bunsen para auxiliar na expansão da área celular e hidrólise 
de elementos do citoplasma, facilitando o melhor espalhamento e 
adesão dos cromossomos à superfície da lâmina. 
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Em caso de dificuldade para observação dos cromossomos em mi-
croscopia de fase, pode-se tratar uma ou duas lâminas com 70 µL 
de DAPI 2 µg/mL (100 µL de DAPI em 10 mL de tampão McIlvaine), 
colocar uma lamínula e observar em microscópio de epifluorescência 
após 10 a 20 minutos na solução (Figura 2). Caso nenhuma metáfase 
seja observada na lâmina, repetir as etapas 8 a 10 deste item com 
outra amostra e assim sucessivamente, até que se encontrem lâminas 
com boas metáfases. 

11. Caso a lâmina observada (em microscopia de fase ou 
de epi�uorescência com DAPI) tenha material com 
boa qualidade (metáfases bem espalhadas), colocar 
a lâmina diretamente sobre uma superfície de gelo 
seco por 2 minutos ou mergulhar a lâmina em ni-
trogênio líquido lentamente, por 5 a 10 segundos, 

Arachis hypogaea Musa acuminata Brachiaria decumbens

Figura 2. Cromossomos pré-metafásicos tratados com DAPI, observados em microscópio de epifluorescência e fotodocumentados 
em preto e branco ou cor.
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com auxílio de pinça. Retirar a lâmina do ambiente 

frio e remover imediatamente a lamínula com auxílio 

de bisturi. Marcar as bordas da área onde estava a 

lamínula (ou seja, área onde os cromossomos foram 

espalhados) usando lápis de diamante.

12. Deixar lâminas selecionadas secarem horizontalmen-

te em uma estante, à temperatura ambiente, por

12 horas e re�nar a seleção de lâminas em micros-

cópio com contraste de fase (sem necessidade de 

utilizar lamínula). As lâminas devem ter, pelo menos, 

cinco preparações com alta qualidade, ou seja, cinco 
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metáfases completas (todos os cromossomos), bem 

espalhadas e sem restos celulares. 

13. Prosseguir com as lâminas selecionadas diretamente 

para hibridização in situ [ir para o item 7 Hibridização 

in situ por �uorescência (FISH)] ou armazená-las a 

-20 °C em caixa selada contendo sílica gel para evitar 

hidratação até a utilização.

3.3 Observações

Para obtenção de células mitóticas, os melhores 

materiais vegetais são meristemas radiculares jovens.

O momento de maior atividade mitótica de uma determi-

nada espécie vegetal depende de fatores como tempe-

ratura, fotoperíodo e época do ano. A determinação dos 

picos mitóticos (quando ocorre maior atividade mitótica 

no meristema radicular) é essencial para uma boa prepa-

ração de lâminas.

Para uma boa digestão enzimática, as enzimas, e 

sua concentração, devem ser determinadas experimen-

talmente.

Aqui estão descritos reagentes e métodos testados 

com sucesso em Brachiaria brizantha e Arachis hypogaea

(NIELEN et al., 2010a, 2010b, 2011).

A seleção rigorosa de lâminas contendo boas 

metáfases é absolutamente necessária para o sucesso da 

FISH.

4 Obtenção de microsporócitos 
e preparação de cromossomos 
em paquíteno

4.1 Material

•	 Banho-maria ou incubadora a 37 °C. 

•	 Bisturi.

•	 Corante carmim acético:

Componente Quantidade Concentração final
Carmim 1 g 1%
Ácido acético glacial 45 mL 45%
H2O q.s.p. 100 mL

Armazenar à temperatura ambiente em vidro escuro.

Ácido acético é inflamável, corrosivo, irritante 
para as vias respiratórias e causa queimaduras 
na pele. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.

•	 Corante fucsina ácida em lactofenol:

Componente Quantidade Concentração final
Fucsina ácida 1 g 1%
Ácido acético glacial 1 mL 1%
Solução de lactofenol 50 mL 50%
H2O q.s.p. 100 mL

Ácido acético é inflamável, corrosivo, irritante 
para as vias respiratórias e causa queimaduras 
na pele. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.
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•	 Enzima citohelicase (Helix pomatica) 1%: dissol-

ver 0,1 g em 10 mL de tampão citrato trissódico 

1X (item 3.1 Material).

•	 Enzima celulase Onozuka R10 1% (dissolver 0,1 g 

em 10 mL de tampão citrato trissódico 1X; item 

3.1 Material).

•	 Enzima pectoliase (Aspergillus japonicus) 1%: 

dissolver 0,1g (0,94 U/mg) em 10 mL de tampão 

citrato trissódico 1X (item 3.1 Material).

•	 Estilete ou agulha com ponta grossa.

•	 Lâminas histológicas.

•	 Lamínulas (18 mm x 18 mm).

•	 Microscópio de luz.

•	 Microscópio estereoscópico.

•	 Pinça com ponta �na. 

•	 Pipeta com ponta �na.

•	 Placa aquecedora a 55 °C.

•	 Solução de ácido acético 60% (v/v).

•	 Solução de DAPI (item 3.1 Material).

DAPI é considerado um agente mutagênico. Sua manipu-
lação deve ser feita com luvas, óculos e máscara.

•	 Solução de etanol 70% e 90% (v/v).

•	 Solução de enzimas II: 

Componente Quantidade Concentração 
final

Enzima celulase 
Onozuka R10 1%

1 mL 0,3%

Enzima citohelicase 1% 1 mL 0,3%
Enzima pectoliase 1% 1 mL 0,3%

Misturar por inversão em tubo até a completa homogeneização.

•	 Solução �xadora: etanol: ácido acético; 3:1 (v:v).

•	 Solução de lactofenol:
Componente Quantidade Concentração final
Fenol 10 mL 20%
Ácido lático 10 mL 20%
Glicerina 20 mL 40%
H2O q.s.p.50 mL

Armazenar à temperatura ambiente em vidro escuro.

Fenol é tóxico por inalação, em contato com 
a pele e por ingestão. Provoca queimaduras e 
apresenta risco de efeitos graves para a saúde 
em caso de exposição prolongada. Sua manipu-
lação deve ser feita com luvas, óculos e máscara 
em capela de exaustão.

•	 Tampão McIlvaine (item 3.1 Material).

•	 Tampão citrato trissódico 10X (item 3.1 Material). 

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL ou frascos 
com tampa.

4.2 Procedimento
Um esquema geral do procedimento para isola-

mento de cromossomos paquitênicos pode ser encontra-
do na Figura 3A.
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1. Isolar �ores com comprimentos variados, em fases de 
desenvolvimento anteriores à antese, e colocar cada 
�or em um frasco contendo solução �xadora recém-
-preparada, à temperatura ambiente, por 1 hora. Trocar 
a solução �xadora por uma nova e manter a 4 °C por 
mais 24 horas. 

2. Remover o �xador, adicionar etanol 70% e manter a
4 °C por, pelo menos, mais 12 horas.

3. Isolar as anteras de cada �or, em uma placa contendo 
etanol 70%. Observar em microscópio estereoscópico 
a dimensão, cor e estrutura das anteras, para estimar a 
etapa de divisão meiótica correspondente (Figura 3B).

4. Colocar apenas uma antera em uma gota de fucsina 
ácida, de carmim acético ou de DAPI sobre uma lâmina 
histológica. Manter as demais anteras em etanol 70%.

Corantes como fucsina e carmim têm um custo baixo e podem ser ob-
servados em microscopia de luz, permitindo uma noção geral da célula 
e dos cromossomos. Já DAPI só pode ser observado em microscópio 
de epifluorescência. 

5. Macerar a antera na gota sobre a lâmina com auxílio 
de estilete, cobrir com uma lamínula e fazer leve 
pressão com movimentos circulares para liberar os 
microsporócitos da antera. Remover o excesso de 
corante com lenço de papel.

6. Examinar a lâmina com a única antera macerada 
em microscópio com contraste de fase (fucsina ou 
carmim) ou epi�uorescência (DAPI) e con�rmar se a 
antera possui microsporócitos em estádio paquíteno, 

com cromossomos espalhados parecendo �os alon-

gados (Figura 3C).

Para Musa acuminata, por exemplo, uma das cinco anteras presentes 
na flor é usada para preparação de seis lâminas com cromossomos 
paquitênicos, enquanto para Phaseolus vulgaris, uma flor é utilizada 
para cada lâmina. 

7. Transferir para tubo de centrífuga as demais anteras 

mantidas em etanol 70% (item 4 desta seção) que cor-

respondam àquela na qual foi observada a presença 

de cromossomos em paquíteno (etapa 6 deste item). 

Lavar as anteras por 5 minutos em água deionizada. 

Remover a água com auxílio de pipeta e lavar duas 

vezes com tampão citrato trissódico 1X  por 5 minutos.

8. Remover o tampão e incubar as anteras em 1 mL de 

solução de enzimas II por 2 horas a 37  °C. Colocar o 

tubo no gelo, retirar a solução enzimática e desidratar 

sequencialmente as anteras em solução de etanol 70%, 

90% e etanol absoluto por 5 minutos em cada vez.

O número de unidades enzimáticas a ser utilizado na preparação da 
solução de enzimas II, bem como tempo de digestão, dependerá do 
tipo de amostra e deverá ser determinado experimentalmente. 

9. Remover o etanol, adicionar de 50 mL a 100 mL de 

solução �xadora e macerar as anteras com auxílio 

de estilete ou agulha com ponta grossa até obter 

suspensão homogênea de células.

10. Umedecer a lâmina com vapor de água, colocando-a 

sobre um béquer com água destilada em ebulição. 
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Figura 3. Obtenção de cromossomos em paquíteno. A) Esquema das etapas de preparação de lâminas contendo cromosso-
mos em paquíteno. B) Anteras isoladas de Phaseolus vulgaris em microscópio estereoscópico com suas dimensões assinaladas.
C) Microsporócitos de Elaeis guineensis com cromossomos em paquíteno tratados com DAPI em microscópio de epifluorescência. 
D) Cromossomos de Musa acuminata em paquíteno tratados com DAPI em microscópio de epifluorescência.
Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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4.3 Observações

Deve-se determinar o tamanho dos botões �o-
rais para coleta para cada espécie vegetal em estudo.
As coletas devem anteceder à antese, com pétalas e 
sépalas ainda fechadas. Botões de Phaseolus vulgaris 
com 3 mm de comprimento contêm, por exemplo, cinco 
anteras de 1,5 mm a 2,0 mm de comprimento. Botões de 
Musa acuminata com 2 cm de comprimento, presentes 
em camadas internas das brácteas, possuem anteras de
0,9 cm a 1,2 cm de comprimento (CAPDEVILLE et  al., 
2009).

Durante a divisão celular meiótica, os cromos-
somos têm conformações típicas para cada etapa, que 
podem ser identi�cadas em microscopia de contraste de 
fase ou de luz após coloração.

O estádio de paquíteno (prófase I) é caracterizado 
por cromossomos pareados, em sinapse e com �lamen-
tos espessos.

5 Fixação de preparações 
contendo cromossomos

5.1 Material

•	 Cloreto de magnésio 1 M (MgCl2 1 M; Apêndice 4). 

•	 Cuba para coloração com tampa. 

•	 Etanol absoluto a -20 °C.

Umedecer a lâmina permite o melhor espalhamento da amostra sobre 
a superfície. Deve-se segurar a lâmina com auxílio de uma pinça longa.

É importante manter a área de espalhamento da gota restrita ao centro 
da lâmina histológica para impedir que o material se disperse por toda 
a superfície. Este procedimento facilitará a busca de cromossomos, 
bem como economia de solução, durante a hibridização in situ.

11. Colocar 20 mL da suspensão homogênea de células 

(etapa 9 deste item) no centro da lâmina umedecida. 

Colocar a lâmina na placa aquecedora a 55  °C e, ra-

pidamente, adicionar 60 mL de ácido acético 60% à 

amostra, espalhando a solução com auxílio de estile-

te ou agulha por 2 minutos, sem que a agulha toque 

na lâmina.

12. Quando a quantidade da amostra adicionada de ácido 

acético atingir metade do volume inicial em razão 

da evaporação, adicionar 40 mL de solução �xadora 

resfriada a 4  °C em gotas ao redor da amostra. Em 

seguida, retirar a lâmina da placa e lavar com solução 

�xadora resfriada a 4 °C para remover excesso de resí-

duos. Deixar a lâmina na placa a 55 °C por 1 a 2 minutos 

para secar.

13. Retirar a lâmina da placa e analisar a qualidade dos 

cromossomos em microscópio com contraste de 

fase (sem necessidade de montar com lamínula) ou 

epi�uorescência (após tratamento com solução de 

DAPI e montagem com lamínula). Selecionar lâminas 

contendo cromossomos paquitênicos bem espalha-

dos e sem restos celulares, como aqueles ilustrados 

na Figura 3D.
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•	 Solução de etanol 70% e 90% (v/v).

•	 Solução de formaldeído 1,48%:

Componente Quantidade Concentração final

Formaldeído PA ≥ 
37%

4,0 mL 1,48%

MgCl2 1 M 5,0 mL 50 mM

Tampão PBS 10X 10,0 mL 1X

H2O q.s.p. 100 mL

Formaldeído é considerado provável agente 
mutagênico e altamente tóxico por inalação, 
contato com pele e por ingestão. Provoca quei-
maduras e apresenta risco de efeitos graves 
para a saúde em caso de exposição prolongada. 
Sua manipulação deve ser feita com luvas, ócu-
los e máscara em capela de exaustão.

•	 Tampão fosfato salina – PBS 10X (Tampão PBS 

10X; Apêndice 4).

5.2 Procedimento

Opção 1: �xação com formaldeído

1. Colocar oito lâminas contendo cromossomos na 

cuba. Reidratar sequencialmente os cromossomos 

com etanol absoluto, 90% e 70%, por 5 minutos em 

cada solução.

2. Remover o etanol e adicionar solução de formaldeído 

a 1,48% por 10 minutos, em capela de exaustão.

3. Remover a solução de formaldeído e adicionar água 

bidestilada à cuba. Repetir o processo de lavagem 

em água por três vezes (etapas 1 a 3 deste item), por

5 minutos cada vez. Retirar lâminas, colocar em 

estante para secar horizontalmente à temperatura 

ambiente.

Opção 2: �xação com etanol absoluto

1. Colocar oito lâminas na cuba contendo etanol abso-

luto por 12 a 24 horas a -20 °C.

2. Retirar as lâminas e deixar secar horizontalmente à 

temperatura ambiente.

5.3 Observações

Em razão das inúmeras lavagens e tratamentos a 

que as lâminas são submetidas durante o experimento, 

é necessário �xar os cromossomos nas lâminas de forma 

que os cromossomos não sejam removidos ou morfologi-

camente alterados.

Deve-se ter atenção ao colocar a última lâmina, 

voltando sua face contendo cromossomos para o interior 

da cuba, evitando, assim, o arraste da amostra.

A �xação com formaldeído pode apresentar 

melhores resultados na preservação dos cromossomos 

quando comparada à �xação com etanol. Entretanto, a 

manipulação do formaldeído deve ser mais cautelosa, em 

razão de sua toxicidade. 
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6 Pré-hibridização

6.1 Material
•	 Ácido clorídrico (HCl) 0,01N: diluir 4 mL de HCl

2,5 N (Apêndice 4) em 1.000 mL de água destilada.

Ácido clorídrico é um ácido forte, altamente 
tóxico e corrosivo. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara em capela de 
exaustão.

•	 Câmara úmida (para mais detalhes, ver Capí-
tulo 16).

•	 Cloreto de magnésio 1 M (MgCl2 1 M; Apêndice 4). 

•	 Estufa a 65 °C e 37 °C.

•	 Etanol absoluto.

•	 Lamínula plástica: �lme plástico do tipo PVC
(24 mm x 50 mm) para cobrir a lâmina.

•	 Pepsina a 500 mg/mL: diluir 0,5 g de pepsina em 
q.s.p. 1 mL de HCl 0,01N.

•	 Pepsina a 10 mg/mL: diluir 4 mL de pepsina a 
500 mg/mL em q.s.p. 200 mL de HCl 0,01 N.

•	 RNase A 100 mg/mL: diluir 5 mL de RNase A 
10 mg/mL (sem DNase) (Apêndice 4) em 495 mL 
de tampão SSC 2X (Apêndice 4).

•	 Solução de etanol 70% e 90% (v/v).

•	 Solução de formaldeído 1,48% (item 5.1 Material).

•	 Tampão fosfato salina 10X (Tampão PBS 10X; 
Apêndice 4). 

•	 Tampão SSC 20X (Apêndice 4).

6.2 Procedimento

1. Colocar lâminas previamente �xadas (seção 5) a 65 °C 
por 30 minutos e, em seguida, a 37 °C por 2 ou 12 horas 
à temperatura ambiente.

2. Posicionar as lâminas horizontalmente sobre um 
suporte e adicionar 100 mL/lâmina de RNase A sobre 
a área demarcada na lâmina contendo cromossomos. 
Colocar uma lamínula plástica para cobrir a área cui-
dadosamente (sem arraste) e incubar a 37 °C durante 
1 hora em câmara úmida.

O plástico para cobrir a lâmina histológica durante as etapas de pré-
-hibridização pode ser cortado (24 mm x 50 mm), pois tem menor 
peso que lamínulas de vidro. A posição horizontal das lâminas para 
incubação permite a utilização de menor quantidade de solução, e a 
cobertura plástica garante uma distribuição geral e uniforme.

3. Transferir as lâminas para cuba e lavar três vezes com 
tampão SSC 2X por 5 minutos cada vez. Remover a 
lamínula plástica sem arraste.

4. Remover o tampão e incubar em HCl 0,01 N por 2 mi-
nutos. Remover as lâminas da cuba e escorrer excesso 
no papel.

5. Posicionar as lâminas horizontalmente, adicionar ime-
diatamente 200 mL/lâmina de pepsina a 10 mg/mL e 
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cobrir com lamínula plástica. Incubar por 1 a 10 minutos 
a 37 °C, dependendo do material.

A ação da pepsina deve ser periférica aos cromossomos (resto 
citoplasmático e proteínas associadas ao DNA), pois visa a facilitar 
a penetração dos componentes da solução de hibridização. A ação 
da pepsina pode ser prejudicial aos cromossomos menos compac-
tados, causando danos em sua estrutura. Portanto, a necessidade 
do tratamento enzimático, bem como o tempo adequado, devem ser 
experimentalmente determinados.

6. Colocar as lâminas com água bidestilada na cuba, 
removendo as lamínulas com cuidado.

7. Remover o excesso de água e incubar em solução de 
formaldeído 1,48% por 10 minutos.

8. Remover excesso de formaldeído e incubar três vezes 
em tampão SSC 2X por 5 minutos cada vez.

9. Remover o tampão e desidratar sequencialmente as 
lâminas em etanol 70%, 90% e etanol absoluto por
3 minutos em cada vez.

6.3 Observações

Lâminas contendo preparações citológicas devem 
ser tratadas antes da hibridização, visando eliminar restos 
citoplasmáticos, manter a estrutura dos cromossomos e 
aumentar a acessibilidade dos componentes da reação 
de hibridização.

Após colocar a cobertura plástica sobre a lâmina, 
sugere-se inverter as lâminas (de cabeça para baixo) du-
rante as incubações para evitar precipitação de reagentes.

Para Brachiaria e Arachis spp., em vez de utilizar for-
maldeído, utiliza-se paraformaldeído 4% pois esse é mais 
puro e, portanto, traz menos contaminação à amostra.

7 Hibridização in situ
por fluorescência (FISH)

Um esquema geral com as principais etapas da 
FISH é apresentado na Figura 4.

7.1 Material

•	 Câmara úmida (para mais detalhes, ver Capítulo 16). 

•	 Formamida PA.

•	 Incubadora a 37 °C.

•	 Lamínula (24 mm x 24 mm).

•	 Lamínulas plásticas (item 6.1 Material).

•	 Mistura de hibridização (20 mL/lâmina):

Componente Quantidade Concentração final

Solução de sulfato de 
dextrana 20% em HB50

10 µL 10%

Sonda 50 ng/µL 4 µL 200 ng

Tampão HB50 q.s.p. 20 µL

Preparar para até 10 lâminas (200 µL). A essa mistura podem ser adicionados 
EDTA 1,25mM e SDS 0,125%, desde que o tampão fosfato de sódio 1 M do 
HB50 seja trocado por quantidade similar de H2O.

•	 Placa aquecedora a 60 °C ou 80 °C.
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Figura 4. Esquema com etapas de hibridização in situ por fluorescência (FISH).
Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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•	 Solução de sulfato de dextrana 20%:

Componente Quantidade Concentração final

Sulfato de dextrana 2 g 20%

Tampão HB50 q.s.p.10 mL

Aquecer a solução por 3 horas a 70 °C para dissolver a dextrana. Armazenar a 
-20 °C em alíquotas de 1 mL em tubos de microcentrífuga.

•	 Sonda a 50 ng/mL(Capítulo 11).

•	 Tampão fosfato de sódio1 M (Apêndice 4).

•	 Tampão HB50:

Componente Quantidade Concentração final

Formamida PA 5,0 mL 50%

Tampão SSC 20X 1,0 mL 2X

Tampão fosfato de 
sódio 1 M

0,5 mL 50 mM

H2O q.s.p. 10 mL

Formamida é altamente tóxica por inalação, contato com 
pele e por ingestão. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.

•	 Tampão SSC 20X (Apêndice 4).

7.2 Procedimento

1. Preparar a mistura de hibridização com a sonda e 
aquecê-la por 10 minutos a 92  °C em banho-maria 
para desnaturação da sonda. Após o aquecimento, 
resfriá-la em gelo imediatamente.

A mistura de hibridização deve ser preparada imediatamente antes do 
uso, em um tubo de microcentrífuga. A concentração final da sonda 
deve ser estabelecida experimentalmente, mas sugere-se iniciar por 
aproximadamente 200 ng/lâmina.

2. Adicionar 20 mL da mistura de hibridização a cada 
lâmina, colocar lamínula de vidro e depositar lâmina 
sobre placa aquecedora a 80 °C por 2 minutos e meio, 
ou a 60 °C por 6 minutos, para desnaturação do DNA 
nos cromossomos.

Caso haja diferentes sondas, numerar cada tubo contendo a mistura 
de hibridização de acordo com a sonda adicionada e numerar cada lâ-
mina de forma a corresponder ao tubo com a sonda a ser adicionada.

Diferentes combinações de tempo e temperatura para desnaturação 
de cromossomos devem ser testadas, visando garantir a acessibilida-
de dos componentes da mistura de hibridização aos cromossomos, 
sem comprometer a integridade de sua estrutura.

Nesta etapa, faz-se necessário o uso de lamínula de vidro ou plástica 
resistente à incubação em alta temperatura. 

3. Retirar lâminas da placa aquecedora, colocar em câ-
mara úmida e incubar a 37 °C por 12 a 16 horas.

7.3 Observação 

Recomenda-se sempre o uso de sondas, tais como 
para DNA ribossômico 45S ou 5S teloméricas ou DNA de 
cromossomos conhecidos, como controle positivo do 
experimento. Caso seja necessário um controle negativo, 
deve-se proceder à hibridização in situ sem adicionar a 
sonda à mistura de hibridização, o que informará sobre 
ocorrência de auto�uorescência, bem como ausência de 
especi�cidade dos agentes de detecção.
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8 Lavagem pós-hibridização

8.1 Material

•	 Banho-maria a 42 °C com agitação.

•	 Cuba de vidro para oito lâminas.

•	 Solução de formamida 50%: adicionar 20 mL 
de tampão SSC 20X (Apêndice 4) a 50 mL de 
formamida. Completar para 100 mL com água 
destilada.

Formamida é altamente tóxica por inalação, contato com 
pele e por ingestão. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.

•	 Tampão SSC 20X (Apêndice 4).

8.2 Procedimento

1. Retirar as lâminas da câmara úmida após hibridização 
e colocar em cuba contendo tampão SSC 2X a 42 °C 
por 2 minutos, removendo as lamínulas. Trocar por 
nova solução de SSC 2X a 42  °C e incubar por mais 
10 minutos. Em seguida, adicionar novo tampão e in-
cubar por 5 minutos adicionais. Recomenda-se agitar 
suavemente a cuba durante a incubação.

2. Incubar as lâminas em solução de formamida 50%, a 
42 °C, três vezes por 5 minutos cada uma [estringência 
equivalente a 82%, segundo Schwarzacher e Heslop-
Harrison (2000)].

3. Incubar lâminas em SSC 2X a 42 °C por 10 minutos e, 
em seguida, em SSC 2X à temperatura ambiente por 
10 minutos adicionais.

8.3 Observação

Dependendo da complementaridade entre as se-
quências da sonda e do DNA-alvo, é necessário determinar 
qual a estringência necessária durante as lavagens, de for-
ma a permitir que apenas as sequências complementares 
da sonda permaneçam hibridizadas às sequências com-
plementares do DNA-alvo dos cromossomos. Por exemplo, 
para aumentar a estringência, pode-se usar tampão SSC 
1X com formamida 50% a 42 °C, cuja estringência equivale 
a 90%. Essa estrigência confere estabilidade de híbridos 
DNA-DNA que têm 90% ou mais de complementarieda-
de entre sequências. Uma tabela com as estringências 
estimadas das soluções de lavagens está disponível em 
Schwarzacher e Heslop-Harrison (2000).

9 Detecção dos sítios
de hibridização

9.1 Material

•	 Albumina de soro bovino (BSA) para biologia 
molecular. 

•	 Anticorpo antidigoxigenina, fragmento FAB – 
conjugado com FITC, por exemplo (200 mg/mL).
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•	 Avidina conjugada com �uoróforo vermelho 
(por exemplo, Texas Red 2 mg/mL).

•	 Câmara úmida (para mais detalhes, ver Capítulo 
16).

•	 Cuba de vidro.

•	 Incubadora ou banho-maria a 37 °C e 42 °C.

•	 Lamínula (24 mm x 32 mm).

•	 Lamínula plástica (item 6.1 Material).

•	 Meio de montagem antidevanescimento.

•	 Mistura de detecção para digoxigenina e/ou 
biotina para oito lâminas: 

Componente Quantidade Concentração final

Anticorpo 
antidigoxigenina/ FITC 

4 µL 800 ng

Avidina – Texas Red 3,2 µL 6,4 µg

Tampão de bloqueio q.s.p. 400 µL

Usar 50 µL/lâmina. Centrifugar rapidamente a solução contendo o anticorpo an-
tes de colocar sobre a lâmina, para evitar a presença de precipitados. 

O anticorpo antidigoxigenina, conjugado com FITC, deve ser usado 
na mistura de detecção quando for usada na hibridização uma sonda 
contendo dig-11-dUTP (Capítulo 11). Quando a sonda contiver biotina, 
deve ser usada na mistura de detecção a avidina conjugada a Texas 
Red (Capítulo 11). Caso as duas sondas sejam usadas simultanea-
mente, deve-se adicionar tanto o anticorpo quanto a avidina à mistura 
de detecção.

•	 Solução de DAPI (item 3.1 Material).

DAPI é considerado um agente mutagênico. Sua manipu-
lação deve ser feita com luvas, óculos e máscara.

•	 Tampão de bloqueio:

Componente Quantidade Concentração final

BSA 0,5 g 5%

Tampão de 
detecção

6 mL

H2O q.s.p. 10 mL

Misturar bem e armazenar a 4 °C por até um mês.

•	 Tampão de detecção:

Componente Quantidade Concentração final

Tween 20 0,2 mL 0,2%

Tampão SSC 20X 20 mL 4X

H2O q.s.p. 100 mL

•	 Tampão McIlvaine (item 3.1 Material).

•	 Tampão SSC 20X (Apêndice 4).

9.2 Procedimento

1. Incubar as lâminas hibridizadas em tampão de de-

tecção por 5 minutos na cuba. Retirar as lâminas e 

escorrer o excesso de solução em papel.

2. Colocar as lâminas em suporte horizontal, aplicar 

40 mL/lâmina de tampão de bloqueio, cobrir com la-

mínula plástica e incubar por 1 hora a 37 °C na câmara 

úmida. Retirar as lâminas, remover a lamínula plástica 

cuidadosamente, escorrer excesso de solução em 

papel.
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3. Colocar novamente as lâminas em suporte horizon-
tal, aplicar 40 mL/lâmina de mistura de detecção para 
digoxigenina e/ou biotina, cobrir com lamínula e 
incubar por 1 hora a 37 °C na câmara úmida.

4. Transferir as lâminas para cuba contendo tampão de 
detecção a 42 °C, por 2 minutos, e remover a lamínula 
plástica.

5. Colocar novo tampão de detecção a 42 °C e incubar 
lâminas mais duas vezes, por 10 minutos cada vez.

6. Remover o excesso do tampão, aplicar 100 mL/lâmina 
da solução de DAPI, colocar a lamínula plástica sobre 
a lâmina e incubar por 10 a 20 minutos, no escuro.

7. Lavar as lâminas na cuba com tampão de detecção e 
remover a lamínula plástica.

8. Escorrer o excesso de solução com papel e aplicar 
40 mL/lâmina de meio de montagem na área de-
marcada pelo lápis de diamante (etapa 12 do item
3.2 Procedimento).

9. Montar a lamínula (24 mm x 32 mm) e, entre papéis 
de �ltro, remover um pouco do excesso de meio de 
montagem. Proceder à observação das lâminas após 
12 horas.

Deve-se evitar a formação de bolhas ao pipetar o meio de montagem e 
aguardar por pelo menos 12 horas antes da observação ao microscó-
pio para que o DAPI e os fluoróforos estejam mais estáveis.

10. Armazenar as lâminas horizontalmente, sem umida-
de, no escuro a 4 °C.

9.3 Observações

O método mais comumente empregado para 

detecção dos sítios de hibridização é o indireto, no 

qual sondas com biotina são detectadas pela avidina, 

estreptavidina, extra-avidina ou anticorpo contra biotina 

conjugado com um �uoróforo. Já aquelas sondas com 

digoxigenina são comumente detectadas por anticorpo 

antidigoxigenina, conjugado com �uoróforo. Os �uoro-

cromos mais comumente utilizados são isocianato de 

�uoresceína (FITC), com excitação azul a 495 nm e �uores-

cência de emissão verde a 523 nm, rodamina, Texas Red 

ou Cy3.5 (com excitação verde a 560 nm e �uorescência 

de emissão vermelha a 580 nm).

As lâminas devem ser montadas utilizando meio 

que reduza o desvanecimento para estabilizar os �uoró-

foros. As soluções devem ser estéreis para evitar contami-

nação, principalmente bacteriana.

As lâminas podem �car armazenadas a 4  °C por 

anos após a FISH, se necessário, mas ocorre o desvane-

cimento da �uorescência. Muitas vezes, a coloração com 

DAPI pode ser recuperada por novo tratamento. Aquece-

se a lâmina a 37 °C lava-se em tampão de detecção para 

remoção da lamínula e do meio de montagem e faz-se 

novo tratamento com DAPI, seguido de nova montagem.
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10 Análises em microscopia 
de fluorescência e captação 
de imagens

10.1 Material

•	 Câmera CCD ou câmera digital monocromática. 

•	 Filtros de �uorescência.

•	 Lâminas com amostra hibridizada.

•	 Microscópio de epi�uorescência com opções de 
objetivas (20, 40, 63, 100X).

•	 Óleo de imersão.

•	 Papel de �ltro.

•	 Programa para captação e análise de imagens.

10.2  Procedimento

1. Ligar a lâmpada ultravioleta e aguardar por 3 a 5 mi-
nutos para estabilização do feixe de luz.

2. Abrir o programa de captação de imagens no modo 
de importação de imagens.

3. Pegar a lâmina a ser observada, remover o excesso 
do meio de montagem entre a lâmina e a lamínula 
e inserir na platina do microscópio. Colocar �ltro de 
�uorescência para DAPI (absorção 359 nm e emissão 

461 nm) e objetiva de pequeno aumento (20X) para 
percorrer a lâmina e selecionar a área de interesse.

4. Aumentar para objetiva 40X com óleo de imersão 
(con�rmar se é necessário uso de óleo) e focalizar os 
núcleos interfásicos, cromossomos metafásicos ou 
paquitênicos.

Atenção, verificar se as objetivas são para uso com óleo de imersão. 
A maioria das objetivas dessa classe tem a indicação oil ou uma faixa 
preta na ponta. 

5. Alterar para objetiva 63X ou 100X, centralizar a área 
de interesse e focalizar os cromossomos usando ocu-
lar do microscópio.

6. Fechar a passagem de iluminação �uorescente, alte-
rar �ltro de �uorescência para aquele correspondente 
ao �uorocromo a ser observado.

Captação de imagens (por exemplo,
com o programa Adobe Photoshop)

7. Abrir passagem de iluminação �uorescente e escolher 
a área e objetiva para foto documentação e focalizar 
no monitor.

8. Selecionar FILE → IMPORT → WIA SUPPORT.

9. Determinar o tempo de exposição para captação da 
imagem azul (expresso em milissegundos) no quadro 
importação de imagens.

O tempo de exposição para captação da imagem em azul é de aproxi-
madamente 2.000 milissegundos.
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10. Ativar captação de imagens.

11. Alterar o �ltro de �uorescência para �uorocromo ver-
de, rever o foco e determinar o tempo de exposição 
para a captação de imagem (4 a 8 segundos). Ativar a 
captação de imagem novamente.

12. Alterar o �ltro de �uorescência para o �uorocromo 
vermelho, rever o foco e determinar o tempo de ex-
posição para captação (entre 0,5 e 2 segundos). Ativar 
a captação de imagens.

13. Fechar a passagem de iluminação para �uorescência 
e salvar cada imagem individualmente.

As imagens devem ser salvas com extensão TIFF ou PSD, descreven-
do o experimento FISH.

14. Proceder à montagem das três 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 
está 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 está 
no outro quadro, já associada à 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 interferência (background) para o 
vermelho, selecionando RED no quadro que se abre 
imediatamente após 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 a imagem.

Imagens sobrepostas devem ser salvas em TIFF ou PSD, descreven-
do o experimento FISH e que se trata da sobreposição de imagens dos 
diferentes canais. 

21. Ativar Levels 1, selecionando com toque duplo no grá-
�co à esquerda no quadro de controle de camadas, 
canais e caminhos (layers, channels e paths).

22. Selecionar CHANNEL em RED e ajustar, com as três 
setas abaixo do grá�co, a melhor imagem vermelha, 
considerando a interferência (background) e a marca-
ção �uorescente.

23. Repetir a etapa 22 para CHANNEL em GREEN e em 
BLUE.

24. Salvar nova imagem processada.

Lembrar-se de fazer uma cópia de segurança das imagens regularmente.
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Captação de imagens (por exemplo,
com software AxioVison, Zeiss)

25. No menu 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 abrirá controles para aquisição 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 
�uoróforo desejado da lista prede�nida com seta ao 
lado do campo DYE.

Pode-se mudar a cor atribuída ao fluoróforo, 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 �uorocromo em 
observação).

29. Para novo canal, selecionar DUPLICATE e repetir as 
etapas 28 e 29 deste item, para con�gurar um novo 
�uoróforo.

Adicionar o número de canais necessários para a observação, re-
petindo as etapas 28 e 29 deste item. Para salvar as configurações 
adicionadas, volte à aba EXPERIMENT e, no campo EXPERIMENT, 
selecione a opção SAVE. Para usar configurações salvas, selecione a 
opção REUSE.

30. Abrir a passagem de iluminação �uorescente 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 iluminação para cada objetiva.

31. Ajustar o brilho e o contraste da imagem utilizando os 
ícones inferiores de MAX/MIN, LINEAR ou BEST-FITE. 
Selecionar a objetiva e a câmera que estão sendo uti-
lizadas no campo PIXEL (exemplo, 100X Mrm Axiop).

32. Na aba C, selecionar o canal 1, correspondente a DAPI.

33. No campo EXPOSE, marcar câmera e selecionar 
MEASURE. Uma janela pop-up se abrirá, mostrando 
tempo de exposição sugerido.

34. Focalizar mais uma vez os cromossomos no monitor. 
Ao selecionar OK, a janela se fechará.

Em geral, os valores automáticos são suficientes para capturar corre-
tamente a imagem. Entretanto, podem-se alterar os valores de tempo 
de exposição manualmente, usando o cursor apresentado no campo.

35. Selecionar SNAP, no campo SETTINGS à esquerda, e a 
imagem será capturada.

36. Trocar o �ltro de �uorescência do microscópio, se-
lecionar o próximo canal na aba C (correspondente 
ao segundo �uoróforo a ser visualizado) no quadro à 
esquerda.

37. Repetir as etapas 34 a 36 deste item, para aquisição 
da imagem para cada �uoróforo a ser observado.

Cuidado para não alterar a posição na platina (eixos x e y), nem a 
focalização da amostra entre os canais.
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38. Fechar passagem de ultravioleta no microscópio, fechar 
janelas LIVE e veri�car a sobreposição 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 opções 
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 da imagem para abrir. Selecionar 
*ZVI (AxioVision Image) no campo SAVE AS TYPE e SAVE.

Quando se salva na opção ZVI, todas as informações sobre a ima-
gem ficam disponíveis. Porém, esse arquivo só abre no programa 
AxioVison da Zeiss, que pode ser baixado gratuitamente na versão LE 
no sítio da empresa.

Lembrar-se de fazer uma cópia de segurança das imagens regular-
mente.

10.3 Observações

Para de�nição dos �ltros e �uorocromos, sugerem-
-se alguns endereços na internet: Chroma Technology 
Corp1; Carl Zeiss do Brasil Ltda2; ou Leica Microsystems3.

1 Disponível em: <http://www.chroma.com>.
2 Disponível em: <http://www.zeiss.de>.
3 Disponível em: <http://www.leica-microsystems.com>.

Sítios de hibridização devem ser localizados em 
microscópio de epi�uorescência, com lâmpada de vapor 
de mercúrio de 100 W. Diferentemente de DAPI, outros 
�uoróforos podem ser observados em �uorescência com 
lâmpada de halogênio. Filtros de �uorescência devem 
ser selecionados de acordo com os �uoróforos utilizados 
(consultar fabricante), e cada cor deve ser analisada se-
paradamente. Câmeras CCD refrigeradas acopladas ao 
microscópio, juntamente com computador, são altamente 
recomendadas. Podem-se também utilizar câmeras CCD 
não refrigeradas ou câmeras fotográ�cas com negativo 35 
mm, ASA/ISO 400 ou preto e branco. Veja exemplos de ima-
gens de cromossomos após hibridização in situ na Figura 5. 

É fundamental repetir o experimento e que todas 
as lâminas sejam avaliadas, pois pode ocorrer variação de 
sinais de hibridização entre lâminas que possuem prepa-
rações celulares distintas. 

A presença de sítios de hibridização deve ser inter-
pretada como presença de sequências de DNA-alvo com 
80% a 90% de homologia com a sequência da sonda e 
presença de número su�ciente de cópias naquela região 
do cromossomo que permita a visualização em micros-
copia. Já a ausência de sítios de hibridização não deve 
ser interpretada como inexistência da sequência com-
plementar nos cromossomos, mas sim como ausência de 
detecção. 

Processamentos excessivos de imagens devem ser 
evitados. A manipulação digital da imagem com a adição 
de interferência (paint out) ou qualquer outra mudança 
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(brilho/contraste, cor e �ltros) deve ser aplicada em toda 
a imagem, uniformemente.

A utilização de microscópio confocal de varredura 
a laser é bastante interessante para análises de FISH, pois 
permite observação tridimensional da amostra, espessa 
ou inteira, com de�nição e sem efeito de desfoque.
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1 Introdução
A técnica Northern blot visa a detectar moléculas 

especí�cas de RNA em amostras complexas (ALWINE 
et  al., 1977). Recebeu esse nome em referência à sua 
similaridade com a técnica de análise de DNA, Southern 
blot (Capítulo 12), previamente desenvolvida pelo cientista 
Edwin Southern (SOUTHERN, 1975). A técnica Northern blot
é muito utilizada na análise da expressão de RNA de genes 
especí�cos em amostras de tecido ou tipo de célula em 
particular, na determinação do tamanho de um determi-
nado mRNA transcrito, na detecção de variantes funcionais 
e/ou transcritos oriundos de splicing alternativos e, mais 
recentemente, na detecção de micro RNAs (VÁLÓCZI 
et  al., 2004). A técnica também é amplamente utilizada 
na detecção e no monitoramento da expressão gênica de 
transgenes em plantas geneticamente modi�cadas (WU 
et al., 2009). Atualmente, análises de Northern blot têm sido 
muito empregadas na detecção de pequenos fragmentos 
de RNA interferentes (siRNA) em plantas geneticamente 
modi�cadas, visando ao silenciamento de genes endóge-
nos ou de genes de microrganismos que interagem com a 
planta (BONFIM et al., 2007). Neste último 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 endógenos ou 
mesmo de transgenes (TINOCO et al., 2010).

Apesar da existência de técnicas mais modernas e 
sensíveis como RT-qPCR (transcrição reversa do RNA por 
reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo 

real; Capítulo 15) e arranjos de DNA (Capítulo 16), a de-
tecção e quanti�cação de mRNAs especí�cos pela técnica 
Northern blot ainda é amplamente utilizada, principalmen-
te devido a seu baixo custo, praticidade e possibilidade de 
comparação da abundância de determinado mRNA entre 
diferentes amostras em uma única membrana (STREIT 
et al., 2009). Além disso, a hibridização por Northern blot é 
extremamente versátil, utilizando-se sondas radioativas ou 
não isotópicas, que podem ser compostas por oligonucleo-
tídeos, e ter homologia total ou parcial com as amostras 
imobilizadas (por exemplo, cDNA de uma espécie diferen-
te ou fragmentos genômicos que podem conter íntrons). 
O Northern reverso é uma alternativa da técnica quando 
se faz necessária a seleção de uma sequência, dentre uma 
coleção 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 veri�cação de seu progresso em vários pontos 
(por exemplo, integridade do RNA total e e�ciência de sua 
transferência para a membrana). O procedimento consiste 
basicamente na desnaturação e na separação de moléculas 
de RNA por meio de eletroforese, seguidas da transferência 
do RNA para uma membrana, na qual ele é imobilizado e 
hibridizado com uma sonda marcada. No entanto, alguns 
cuidados se fazem necessários durante todo o proces-
so, pois, se as amostras de RNA estiverem, mesmo que 
parcialmente, degradadas, a qualidade do resultado e a 
capacidade de quanti�car a expressão de uma determinada 
molécula são extremamente prejudicadas. Portanto, o uso 
de reagentes, vidrarias e aplicação de técnicas que eliminem 
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as ribonucleases (RNAses), enzimas que degradam o RNA, 
são essenciais em todas as etapas do procedimento.

Atualmente, vários métodos e suas adaptações são 
utilizados na extração de RNA total de plantas; além disso, 
vários kits comerciais já foram desenvolvidos com essa 
�nalidade. No entanto, dois métodos que utilizam agentes 
desnaturantes fortes são mais adotados em função de seu 
custo e praticidade: o fenol associado ao cloreto de lítio (LiCl) 
e o isotiocianato de guanidina. Esses métodos são e�cientes 
porque rompem as células e, simultaneamente, inativam as 
RNAses, permitindo um grau de integridade elevado após 
cada preparação. O método de extração com fenol, seguido 
de precipitação com etanol e cloreto de lítio (BERGER, 1987), 
é dividido em duas fases: a) lise das células, remoção de 
proteínas por extração com fenol/clorofórmio/SDS com si-
multânea inibição de atividade das ribonucleases presentes 
no tecido; b) separação de RNA do DNA e outros compo-
nentes por precipitação seletiva usando cloreto de lítio. Já 
o método do isotiocianato de guanidina (CHOMCZYNSKI; 
SACCHI, 1987) utiliza uma mistura aquosa contendo fenol, 
clorofórmio e um potente agente desnaturante (isotiocia-
nato de guanidina) durante a lise celular e a separação de 
fases por centrifugação, resultando no acúmulo do RNA na 
fase superior aquosa, enquanto o DNA e as proteínas �cam, 
respectivamente, retidos na interfase e na fase orgânica. O 
RNA é então recuperado da fase aquosa por meio de preci-
pitação com etanol ou álcool isoamílico.

Após o isolamento do RNA total, a separação das 
moléculas que o compõem é realizada por eletroforese 

em gel de agarose. O comportamento eletroforético do 
RNA total é in�uenciado pelo seu tamanho, carga e pela 
estrutura secundária da molécula, portanto, para eliminar 
as diferenças causadas pela conformação da molécula 
de RNA, a eletroforese é feita em géis contendo agentes 
desnaturantes (formaldeído, glioxal/DMSO ou hidróxido 
de metil mercúrio) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). A trans-
ferência do RNA para membrana pode ser feita por capi-
laridade, por vácuo ou por campo elétrico, sendo as duas 
primeiras as mais usadas. A transferência por capilaridade 
é facilmente realizada por não requerer equipamentos 
especiais, e a taxa de transferência depende do tamanho 
das moléculas de ácidos nucleicos a serem transferidas.
A transferência a vácuo é mais e�ciente e rápida do que 
as outras, levando de 30 minutos a 1 hora, no máximo, 
para ser efetuada. Atualmente, a membrana de náilon é a 
mais utilizada, pois apresenta alta capacidade de ligação 
com ácidos nucleicos, incluindo fragmentos de pequeno 
tamanho, e permite e�ciente remoção de sondas, possi-
bilitando novas hibridizações. Algumas membranas apre-
sentam uma camada adicional de carga positiva em sua 
superfície, aumentando ainda mais sua capacidade de 
ligação ao ácido nucleico (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). 
O RNA total é imobilizado na membrana por meio de 
exposição à luz ultravioleta ou solução alcalina, segundo 
modelo e fabricante da membrana.

A hibridização é a etapa em que o RNA, já imobili-
zado na membrana, tem contato com a sonda marcada 
em solução. A sonda a ser utilizada pode ser de DNA, 
cDNA ou RNA de �ta simples ou dupla, radioativa ou não
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(Capítulo 11). A hibridização da sonda ao RNA comple-
mentar se dá em condições determinadas de estringência 
que permitem pareamento de sequências com diferentes 
graus de homologia. Essas condições de estringência 
podem ser alteradas de acordo com a concentração de sal 
e/ou temperatura de hibridização. Antes da hibridização 
propriamente dita, deve-se proceder à pré-hibridização, 
de maneira a bloquear ligações inespecí�cas da sonda à 
superfície da membrana durante a hibridização. Para tal, 
pode-se utilizar uma série de agentes bloqueadores, e 
o mais utilizado é uma mistura da solução de Denhardt 
(DENHARDT, 1966), que contém albumina de soro bovino 
(BSA) e polímeros de alto peso molecular (Ficoll e PVP), 
com fragmentos desnaturados de DNA de esperma de 
salmão, de levedura ou de timo de boi, que se ligam ines-
peci�camente à membrana (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). 
As soluções de pré-hibridização e de hibridização também 
contêm SDS, que é um surfactante que reduz a ligação não 
especí�ca da sonda, e uma solução salina (SSC ou SSPE), 
para fornecer a estringência desejada à hibridização.

Os métodos de hibridização baseiam-se na habili-
dade que os ácidos nucleicos apresentam de anelar-se, 
na presença de sequências complementares, sob deter-
minadas condições. A formação de híbridos de ácidos 
nucleicos é um processo reversível, cuja estabilidade é 
afetada por alguns parâmetros que permitem a determi-
nação de condições adequadas para a hibridização. Uma 
medida da estabilidade de um dúplex de ácido nucleico é 
a sua temperatura de desnaturação, melting temperature 
(Tm), correspondente ao ponto exato de transição entre 

a forma de �ta dupla e �ta simples. A energia requerida 

para separação das duas �tas é afetada pela força iônica, 

pela composição de bases (% GC), pelo tamanho do híbri-

do em pares de base (L), e pela concentração de agentes 

desestabilizadores do dúplex, por exemplo, a formamida. 

A estabilidade dos híbridos 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 Tm ideal para formação de híbridos 

perfeitos de DNA, RNA ou utilizando oligonucleotídeos 

como sonda está descrita na Tabela 1 (STRACHAN; READ, 

1999). Geralmente escolhe-se como a temperatura ideal 

de hibridização aquela que promove a formação de �tas 

duplas a 25 °C abaixo da Tm, conforme as seguintes equa-

ções da Tabela 1.

Tabela 1. Equações para determinação da temperatura ideal 
de hibridização.

Híbridos Tm (°C)

DNA-DNA 81,5 + 16,6 (log10[Na+]) + 0,41 (%GC) - 
500/L

DNA-RNA ou 
RNA-RNA

79,8 + 18,5 (log10[Na+]) + 0,58 (%GC) +
11,8 (%GC)2 - 820/L

oligo-DNA ou 
oligo-RNA

 < 20 nucleotídeos: 2 (ln)

 20–35 nucleotídeos: 22 + 1,46 (ln )

Nota: O Na+ nas expressões pode ser substituído por outro cátion monovalente, 
a 0,01–0,4 M; A % de GC deve ser de 30% a 75%. L = comprimento do dúplex 
em pares de base; oligo-DNA ou oligo-RNA = oligonucleotídeo;  ln = tamanho 
efetivo do iniciador (primer) = 2 × (n° de G + C) + (n° de A + T). Para cada 1% de 
formamida, a Tm é reduzida em cerca de 0,6 °C, enquanto a inclusão de ureia a 
6 M reduz a Tm em 30 °C.

Fonte: baseado em Strachan e Read (1999).
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A cinética de reassociação é um termo utilizado 
para medir a velocidade com que moléculas complemen-
tares de �ta simples encontram-se umas às outras para 
formar �tas-duplas. Geralmente realiza-se a hibridização 
por até três vezes o tempo, em horas, necessário para 
atingir 50% de híbridos (3 x T50). Após este tempo de 
hibridização, a quantidade de sonda disponível é insig-
ni�cante (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Em geral, para se 
determinar o tempo necessário de hibridização de uma 
determinada sonda, usa-se a seguinte fórmula:

T50 = 1/x . y/5 . z/10,

em que: 

T50 = tempo, em horas, necessário para atingir 50% de 
híbridos.

x = peso (em mg) da sonda adicionada na reação.

y = complexidade da sonda (tamanho em kb). 

z = volume da reação (mL).

Essa cinética é também dependente da temperatura 
de hibridização e da concentração de cátions monovalen-
tes na solução. Dessa forma, usualmente utilizam-se esses 
parâmetros �xos, com temperatura a 65 °C e concentração 
de Na+ de 0,3 M NaCl.

Após a hibridização, a membrana é lavada para 
remover ligações inespecí�cas entre a sonda e o RNA 
�xado na membrana e retirar o excesso de sonda. As 

lavagens devem ser realizadas com a maior estringência 
possível, isto é, a combinação da temperatura e da con-
centração de sal deve ser de 12 °C a 20 °C abaixo do Tm do 
híbrido em questão. A temperatura e condições iônicas 
podem também ser determinadas empiricamente em 
experimentos preliminares. A homologia relativa entre as 
sequências da sonda e do alvo é também um parâmetro 
determinante; homologia de 100% permite a utilização 
de altas temperaturas (65 °C a 75 °C). Caso a homologia 
seja menor, deve-se proceder às lavagens em temperatu-
ras mais baixas, iniciando-se entre 37 °C e 40 °C, aumen-
tando-se até que as ligações não especí�cas (background) 
não inter�ram nos resultados. Outro fator importante é o 
tamanho da sonda. Quando são 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 marcação e detecção de 
sondas não radioativas mais usados estão os sistemas  
digoxigenina-antidigoxigenina (DIG-antiDIG) e biotina-
-estreptoavidina, entre outros. Os híbridos formados en-
tre os transcritos e a sonda podem ser detectados tanto 
por substrato cromogênico (colorimétrico) quanto por 
substrato quimioluminescente para a enzima envolvida 
no sistema (KARCHER, 1994) e são visualizados por meio 
de autorradiograma ou reação colorimétrica.

No presente capítulo, descreve-se a metodologia 
de isolamento de RNA pelos  métodos de Fenol-LiCl e 
Fenol-isotiocianato de guanidina; a quanti�cação de 
RNA; eletroforese em gel desnaturante e gel de acrilami-
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da para análise de siRNA; transferência e �xação de RNA 
em membrana; e hibridização com sonda radioativa e 
não radioativa (sistema DIG-antiDIG). O preparo da sonda 
a ser utilizada está descrito no Capítulo 11.

2 Isolamento de RNA total 
(Método do Fenol–LiCl)

2.1 Material

Preparação do material 

O material utilizado para isolamento de RNA (vi-
drarias e material plástico), deve ser estéril e sem RNAses 
exógenas. Durante as manipulações com RNA, devem-se 
sempre usar luvas, trocando-as quando houver contato 
com superfícies e/ou material não tratado com dietil piro-
carbonato (DEPC) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). A vidraria 
a ser usada deve ser aquecida a 180  °C por no mínimo 
8 horas. Como alternativa, podem-se tratar a vidraria e o 
material plástico com DEPC 0,1% (v/v), enxaguando em 
água previamente tratada com DEPC, e esterilizando em 
seguida em autoclave por 20 minutos a 120 °C.

Soluções

Todas as soluções, com exceção de Tris-HCl e sol-
ventes orgânicos, devem ser tratadas com DEPC, forte 
inibidor de RNAses.

•	 Acetato de sódio 3 M, pH 4,5 (Apêndice 4).

•	 Água DEPC 0,1% (Apêndice 4).

DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 
e máscara em capela de exaustão.

•	 Cloreto de lítio 4 M (Apêndice 4).

•	 EDTA 500 mM (Apêndice 4).

•	 Etanol absoluto: separar um frasco de etanol 

somente para trabalhos com RNA e guardá-lo a 

-20 °C.

•	 Etanol 70% (v/v) em água DEPC 0,1%. Guardar a 

-20 °C.

•	 Fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) 

(Apêndice 4).

Fenol é tóxico por inalação, em contato com 
a pele e por ingestão. Provoca queimaduras e 
apresenta risco de efeitos graves para a saúde 
em caso de exposição prolongada. Sua manipu-
lação deve ser feita com luvas, óculos e máscara 
em capela de exaustão

Clorofórmio é tóxico por inalação, em contato 
com a pele e por ingestão. Manter o recipiente 
bem fechado. Sua manipulação deve ser feita 
com luvas de nitrila, óculos e máscara em capela 
de exaustão.

•	 NaCl 5 M (Apêndice 4).

•	 Nitrogênio líquido.

•	 SDS 20% (Apêndice 4).
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•	 Tampão de extração NTES:

Componente Volume Concentração final

NaCl 5 M 2 mL 0,1 M

Tris-HCl 1 M pH 7,5 1 mL 0,01 M

EDTA 500 mM 200 µL 1 mM

SDS 20% 5 mL 1%

Água DEPC 0,1% q.s.p. 100 mL

O tampão NTES deve ser preparado pouco antes do uso, adicionando-se o SDS 
por último, e estocado à temperatura ambiente (para evitar precipitação do SDS).

•	 Tris-HCl 1 M, pH 7,5 (Apêndice 4). 

2.2 Procedimento

1. Coletar as amostras de partes de plantas a serem 

analisadas em tubos de centrífuga ou papel alumínio 

(sem RNAses exógenas). Congelar o mais rapidamen-

te possível, em nitrogênio líquido. Proceder imediata-

mente à metodologia ou guardar a -80 °C.

Usar luvas durante a coleta de amostras e proceder rapidamente ao 
congelamento a fim de inibir a ação de RNAses endógenas.

2. Pesar 2 g de amostra congelada e macerar em almo-

fariz, previamente resfriado com nitrogênio líquido, 

até obter-se um pó �no.

Deve-se manter o tecido congelado durante a maceração adicionando-
-se nitrogênio líquido sempre que necessário.

3. Distribuir 6 mL de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico 
e 9 mL de tampão NTES em tubos de centrífuga de 
50 mL e resfriar a 4 °C. Adicionar o pó das amostras 
com ajuda de uma espátula, tampar bem e agitar 
vigorosamente durante 15 minutos à temperatura 
ambiente.

4. Centrifugar a 10.000 g por 10 minutos.

5. Coletar cuidadosamente a fase aquosa (superior) com 
auxílio 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 sódio
3 M (pH 4,5) e 2 volumes de etanol absoluto (-20  °C). 
Homogeneizar e incubar a -20 °C por, no mínimo, 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 água DEPC 0,1%, 
previamente resfriada.

9. Adicionar 2,5 mL de LiCl 4 M e incubar a 4 °C por, no 
mínimo, 3 horas.

10. Centrifugar a 10.000 g por 15 minutos e descartar o 
sobrenadante.

11. Ressuspender o sedimento em 1,8 mL de água DEPC 
0,1%, previamente resfriada.
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O sedimento deve apresentar-se translúcido e com aspecto gelatino-
so. O RNA é facilmente ressuspendido em água.

12. Adicionar 0,2 mL de acetato de sódio 3 M e 4 mL de 
etanol (-20 °C). Deixar precipitando a -20 °C durante, 
no mínimo, 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 o excesso de sal precipitado junto com o RNA.

15. Ressuspender o sedimento em 200 mL de água DEPC 
0,1% resfriada.

16. Quanti�car o RNA por meio de leitura espectrofo-
tométrica.

A concentração de RNA é dada pela fórmula: [RNA] = 40 mg/mL x
F. dil. x A260, em que F.dil. é o fator de diluição do RNA. Após quantificar 
o RNA, estimar sua pureza (ver seção 3).

2.3 Observações

Deve-se armazenar o RNA isolado na forma precipi-
tada, em acetato de sódio 0,3 M e etanol absoluto, a -80 °C.

A pureza do RNA pode ser estimada pela razão A260/
A280 na amostra. Uma preparação de RNA puro apresenta 
razão em torno de 2,0. Razão menor signi�ca contaminação 
com proteínas, devendo-se proceder a outras extrações 

com fenol:clorofórmio:álcool isoamílico e nova precipita-

ção com etanol. Uma razão maior que 2,0 indica contami-

nação com fenol, devendo-se proceder à outra precipitação 

com etanol. Leitura no comprimento de 230 nm signi�ca 

presença de sujeira na cubeta, e valores altos de leitura no 

comprimento de 310 nm indicam presença de fenol na pre-

paração, devendo-se proceder à nova precipitação do RNA.

Para a análise de siRNA, podem-se utilizar kits dis-

poníveis comercialmente para o isolamento de RNA total. 

Entretanto, para alguns tecidos, como sementes em está-

gios de maturação ou secagem, o método de isolamento 

com cloreto de lítio provê maiores quantidades de RNA.

3 Isolamento de RNA total – 
Método do fenol-isotiocianato 
de guanidina

3.1 Material

Preparação do material

A esterilização de todo o material e os cuidados na 

manipulação das amostras devem seguir as recomenda-

ções descritas para o método anterior (seção 2.1 Material).

Soluções 

•	 Água DEPC 0,1% (Apêndice 4).
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DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 
e máscara em capela de exaustão.

•	 Clorofórmio.

Clorofórmio é tóxico por inalação, em contato 
com a pele e por ingestão. Manter o recipiente 
bem fechado. Sua manipulação deve ser feita 
com luvas de nitrila, óculos e máscara em capela 
de exaustão.

•	 Etanol a 75% (v/v) em água DEPC 0,1%. Guardar 
a -20 °C.

•	 Isopropanol. 

•	 Nitrogênio líquido.

•	 Reagente de lise monofásico (solução mono-
fásica de fenol e isotiocianato de guanidina). 
Consultar o item 3.3 Observações.

•	 Solução salina contendo citrato de sódio 
(Na3C6H5O7) 0,8 M e cloreto de sódio (NaCl 1,2 M).

Utilizar a solução salina apenas para tecidos com altos níveis de polis-
sacarídeos e glicoproteínas.

3.2 Procedimento

1. Após 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 nitrogênio líquido, até obter 
um pó �no. O material deve ser mantido congelado 
durante todo o processo de maceração.

2. Transferir o equivalente a 1 mL do material macerado 

obtido para tubos do tipo Falcon de 15 mL, previa-

mente congelados, e mantê-los em suporte �utuante 

no nitrogênio líquido até o próximo passo.

O protocolo do reagente TRIzol usa a proporção de 100 mg de tecido 
para 1 mL de solução. Entretanto, o protocolo mostrou também boa 
eficiência na proporção de 2 g para 10 mL de TRIzol.

3. Adicionar 2,5 mL do reagente de lise monofásico. 

Misturar imediatamente em agitador do tipo Vortex 

até a homogeneização do material. Após esta etapa, 

o material pode �car à temperatura ambiente ou ser 

armazenado para continuação 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 à temperatura ambiente por 5 minutos.

7. Adicionar a cada amostra 500 mL de clorofórmio e 

misturar em agitador do tipo Vortex a �m de se obter 

uma boa homogeneização.

8. Incubar à 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 mL da 

fase aquosa (superior) para um microtubo de 1,5 mL.

10. Adicionar 600 mL de isopropanol.
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No caso de tecidos com altos níveis de polissacarídeos ou glicoproteí-
nas, utilizar 300 µL de solução salina contendo citrato de sódio 0,8 M 
e NaCl 1,2 M e 300 µL de isopropanol.

11. Agitar a amostra manualmente a �m de obter a 

homogeneização.

12. Deixar os tubos à temperatura ambiente por

10 minutos.

13. Centrifugar a 13.000 g por 10 minutos à temperatura 

ambiente.

No caso de tecidos muito ricos em polissacarídeos ou glicoproteínas, 
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 à temperatura 

ambiente.

No caso de tecidos muito ricos em polissacarídeos ou glicoproteínas, 
centrifugar a 4 °C.

17. Descartar o sobrenadante.

18. Centrifugar por 5 segundos as amostras para levar ao 

fundo do tubo qualquer resíduo de etanol que tenha 

�cado aderido à parede.

19. Retirar o sobrenadante com o auxílio de uma pipeta 

e deixar secar o precipitado à temperatura ambiente, 

por 5 minutos.

20. Ressuspender o precipitado em 10 mL a 50 mL de água 
ultrapura e sem RNAse.

21. Colocar as amostras no banho seco a 55  °C por
10 minutos para acelerar a ressuspensão.

22. Guardar no congelador a -20 °C ou a -80 °C.

3.3 Observação 

A composição especí�ca da solução monofásica 
de fenol e isotiocianato de guanidina não foi publicada. 
No entanto, existem vários produtos comerciais que são 
compostos de soluções monofásicas contendo fenol, 
guanidina ou tiocianato de amônio e agentes solubilizan-
tes. Quando utilizar o produto comercial, recomenda-se 
seguir o protocolo do fabricante, que pode variar ligeira-
mente em relação ao protocolo anteriormente descrito.

4 Eletroforese de RNA
em gel desnaturante

4.1 Material

Sempre que possível, 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-
ção detergente (por exemplo, SDS 2% p/v ou detergente 
comum) e enxaguados com água DEPC 0,1%.
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•	 Agarose sem RNAse. 

•	 Água DEPC 0,1% (item 2.1 Material).

DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 
e máscara em capela de exaustão.

•	 Brometo de etídio 0,1% (p/v) (Apêndice 4).

Brometo de etídio é considerado um agente 
mutagênico, tóxico, possivelmente carcinogê-
nico e teratogênico. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara.

•	 Formaldeído 37% (v/v).

Formaldeído é considerado provável agente 
mutagênico e altamente tóxico por inalação, 
contato com pele e por ingestão. Provoca quei-
maduras e apresenta risco de efeitos graves 
para a saúde em caso de exposição prolongada. 
Sua manipulação deve ser feita com luvas, ócu-
los e máscara em capela de exaustão.

•	 Formamida deionizada: a formamida é deioni-

zada usando resina Dowex XG-8. Após preparo, 

guardar a -20 °C.

Formamida é altamente tóxica por inalação, contato com 
pele e por ingestão. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.

•	 Tampão de amostra 10X para eletroforese 

(Apêndice 4).

•	 Tampão MOPS 10X (1.000 mL):

Componente Quantidade Concentração final
MOPS 41,85 g 0,2 M
Acetato de sódio 
triidratado

6,80 g 50 mM

Na2EDTA.2H2O 3,72 g 10 mM
Água DEPC 0,1% q.s.p. 1.000 mL

Homogeneizar a solução e ajustar o pH para 7,0. Esterilizar em autoclave e 
guardar em frasco escuro a 4 °C.

4.2 Procedimento

Preparação de gel desnaturante

1. Dissolver a agarose em água: 0,56 g em 33,75 mL de 
água DEPC 0,1%, para minigel de 50 mL, ou 2,25 g 
em 135 mL de água 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 solução em proveta e 
completar com água, se necessário.

3. Adicionar o MOPS 10X e, após resfriamento, quando 
a solução estiver em torno de 55 °C, adicionar formal-
deído, na proporção indicada abaixo. Homogeneizar 
em capela de exaustão. 

Reagente Minigel Gel grande
Agarose 0,56 g 2,25 g
MOPS 10X 5 mL 20 mL
Formaldeído 37% 6,65 mL 26,6 mL
Água DEPC 0,1% q.s.p. 50 mL 200 mL
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4. Verter a solução no suporte para solidi�car.

Deve-se evitar a formação de bolhas de ar no gel, vertendo lentamente 
a solução.

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 diluído em água 
DEPC 0,1%

7,5 µL
(10 µg a 20 µg)

12 µL
(20 µg a 30 µg)

Formamida deionizada 14,5 µL 25 µL
MOPS 10X 3 µL 5 µL
Formaldeído 5 µL 8 µL
Volume da amostra 30 µL 50 µL

Para a análise da expressão relativa de um determinado gene após 
hibridização (seções 6 e 7), é essencial que a mesma quantidade de 
RNA total (10 µg a 30 µg) de cada amostra seja depositada no gel.

6. Colocar o gel solidi�cado em cuba contendo tampão 
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 secundárias sejam rompidas, 
linearizando-se, de forma que possa ser separado por tamanho após 
a eletroforese.

8. Adicionar 1/10 do volume de tampão de amostra 10X 
e 1 mL de brometo de etídio 0,1%.

9. Aplicar as amostras no gel e cobrir a cuba para evitar 
evaporação de formaldeído.

10. Ligar a fonte de eletroforese e aplicar corrente de 80 V 
por, no máximo, 15 minutos (até as amostras entra-
rem nos poços), passando para 60 V em seguida.

11. Fotografar o gel ao �nal da corrida.

Se o RNA estiver puro, intacto e não degradado, ele poderá ser visua-
lizado como apresentado na Figura 1.

Figura 1. Gel de agarose 1% (p/v), após eletroforese em tam-
pão TBE 1X, contendo RNA total de amostras de raízes de 
Arachis stenosperma extraído pelo método do fenol-isotiocia-
nato de guanidina.
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7. As amostras de RNA são preparadas para terem 50 mL 
de RNA total no tampão 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 condições elétricas são 
dependentes do equipamento a ser utilizado. O azul 
de bromofenol do tampão de amostra deve atingir 
3/4 do comprimento do gel.

9. Em seguida, o gel deve ser corado em uma solução 
de brometo de etídio 1 mg/mL por 15 minutos. Após 
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 o marca-
dor na membrana, após a revelação.

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 nucleotídeos.

5 Transferência e fixação
de RNA em membrana

5.1 Material

A transferência de RNA para membrana é feita ime-
diatamente após a eletroforese, pois o gel já é desnaturante.

•	 Membrana de náilon N+ (GE).

Membranas carregadas positivamente (N+) devem seguir o protocolo 
de transferência alcalina.

4.3 Preparação do gel de 
acrilamida para análise de siRNA

1. Preparar a acrilamida, misturando 19 g de acrilamida a
1 g bisacrilamida (proporção de 19:1) em 50 mL de água.

2. Em seguida, para preparar o gel de acrilamida 20%, 
usar:

Reagente Quantidade
TBE 5X (Apêndice 4) 3,0 mL
Mistura acrilamida e bisacrilamida 7,5 mL
Ureia 6,3 g
Água DEPC 0,1% q.s.p. 15 mL

3. Dissolver completamente e adicionar 120 mL de per-
sulfato de amônio 10% (p/v) e 16 mL de TEMED.

4. Misturar a solução rapidamente, adicionar ao molde 
do gel na cuba e colocar o pente.

5. Deixar polimerizar por 30 minutos a 1 hora.

6. Preparar o tampão de amostra:

Componente Quantidade Concentração final
Glicerol (100%) 3,7 mL 37%
Azul de bromofenol 2,5 µg 0,025%
Tris-HCl 1 M, pH 8,0 
(Apêndice 4)

200 µL 20 mM

EDTA 500 mM 
(Apêndice 4)

100 µL 5 mM

Água DEPC 0,1% q.s.p. 10 mL

Em alguns casos, há a necessidade de aumentar a concentração de 
glicerol na amostra. Isso pode ser feito adicionando-se 3 mL a 4 mL 
de glicerol 100% às amostras já prontas para serem aplicadas ao gel.
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•	 Papel de �ltro. 

•	 Papel-toalha.

•	 SSC 20X para RNA (1.000 mL) (Apêndice 4).

5.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estão 

esquematizados na Figura 3.

1. Retirar o excesso de gel sob luz ultravioleta e manter 

o gel em tampão.

2. Recortar o papel de �ltro (seis pedaços), a membrana 

e o papel-toalha do mesmo tamanho do gel.

3. Colocar três folhas de papel de �ltro embebidas em SSC 

20X sobre uma bandeja, evitando a formação de bolhas.

4. Para transferência alcalina, deve-se lavar o gel em 

água 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.

5. Colocar a face superior do gel invertida sobre o papel.

O RNA está mais próximo 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.

7. Colocar três folhas de papel de �ltro embebidas em 

20X SSC sobre a membrana, evitando bolhas.

Figura 2. Análise pela técnica de Northern blot para detecção 
de siRNA. Em A, tem-se o gel de acrilamida corado com bro-
meto de etídeo mostrando mRNA, tRNA e rRNA. Em B, tem-se 
a detecção dos siRNA com sonda radioativa. Os marcadores 
estão mostrados à esquerda em número de nucleotídeos (nt).
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8. Justapor uma camada de papel-toalha (4 cm a 5 cm 

de altura).

9. A �m de homogeneizar a pressão 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 poços 

com lápis, na membrana, e fazer um corte em um 

dos lados da membrana para saber sua orientação 

posteriormente.

12. Retirar a membrana com uma pinça. Colocar em for-

no a 80 °C com vácuo durante 2 horas.

Como alternativa, o RNA pode ser fixado à membrana por meio de irra-
diação ultravioleta (254 nm por 1 minuto e 45 segundos a 1,5 J/cm2) ou 
de acordo com a descrição do fabricante da membrana. As membranas 
carregadas positivamente dispensam essa etapa de fixação.

13. Cobrir com plástico (PVC) e guardar a 4 °C ou proce-

der à hibridização.

14. Fotografar a membrana sob luz ultravioleta.

15. Utilizar a membrana para hibridização com sonda 

radioativa (seção 6) ou não radioativa (seção 7).

5.3 Observação

Para análise de siRNA, tanto o gel quanto a mem-

brana de náilon (usualmente carregada positivamente) 

devem ser equilibrados por 15 minutos em TBE 0,5X 

(Apêndice 4). A transferência deve ser realizada, preferen-

cialmente, em equipamento elétrico de forma semisseca.

Figura 3. Sistema de transferência de RNA para membrana.

Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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•	 Solução de pré-hibridização para RNA (25 mL):

Componente Quantidade Concentração final

SSC 20X para Northern 
blot

6,25 mL 5X

Solução Denhardt 50X 
para RNA

1 mL 2X

SDS 20% 125 µL 0,1%

Água DEPC 0,1% q.s.p. 25 mL

Preparar a solução colocando o SDS por último. Caso haja precipitação de SDS, 

aquecer e homogeneizar.

•	 Solução de pré-hibridização para RNA (25 mL) 

contendo formamida:

Componente Quantidade Concentração final

SSPE 20X para 
Northern blot

6,25 mL 5X

Formamida 12,5 mL 50%

Solução Denhardt 50X 
para RNA

1 mL 2X

SDS 20% 125 µL 0,1%

Água DEPC 0,1% q.s.p. 25 mL

Preparar a solução colocando o SDS e a formamida por último, na capela de exaustão.

•	 Sonda marcada radioativamente (Capítulo 11).

•	 SSC 20X para RNA (Apêndice 4).

•	 SSPE 20X para RNA (Apêndice 4).

6 Hibridização com
sonda radioativa

6.1 Material

•	 Água DEPC 0,1% (Apêndice 4).

DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 

manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 

e máscara em capela de exaustão.

•	 DNA de esperma de salmão (4 mg/mL). 

•	 Formamida.

•	 SDS 20% (Apêndice 4).

•	 Solução Denhardt 50X para RNA (Apêndice 4).

•	 Solução de pré-hibridizidação para análise de 

siRNA (25 mL):

Componente Quantidade Concentração final

Na2HPO4 1,77 g 0,5 M

500 mM EDTA 50 µL 1 mM

BSA 0,25 g 1%

SDS 1,75 g 7%

Água q.s.p. 25 mL
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6.2 Procedimento

Pré-hibridização

1. Preaquecer a solução de pré-hibridização a 42  °C. 

Usar 20 mL de solução por 100 cm² de membrana. 

Colocar a membrana em um recipiente (frasco para 

forno de hibridização, caixa ou saco plástico vedado).

A solução de pré-hibridização pode ser preparada sem formamida. 
Nesse caso, as temperaturas de pré-hibridização e hibridização deve-
rão ser de 65 °C, em vez de 42 °C.

2. Desnaturar DNA de esperma de salmão (30 mL/mL 

de solução) por 5 minutos a 95  °C, colocar no gelo 

imediatamente. Em seguida, adicionar à solução de 

pré-hibridização.

DNA de esperma de salmão é adicionado durante a pré-hibridização 
para evitar hibridização inespecífica após adição da sonda.

3. Deixar pré-hibridizando por 2 horas à temperatura 

ótima que deve ser determinada conforme nota da 

etapa 6 deste item.

Para análise de siRNA, a pré-hibridização deve ser feita em 25 mL de 
solução de pré-hibridização para análise de siRNA por um período de 
2 a 3 horas a 45 °C.

Hibridização

4. Caso a sonda seja de DNA de �ta dupla, desnaturar 

aquecendo por 5 minutos a 95 °C e colocando ime-

diatamente no gelo.

A manipulação de material radioativo deve ser realizada 
com luvas cirúrgicas, óculos de proteção, jaleco de manga 
comprida e sempre utilizando uma proteção de acrílico. 
Deve-se checar a limpeza das bancadas e do material 
utilizado com um contador Geiger e proceder à limpeza, 
com água e sabão, caso sejam detectadas eventuais 
contaminações.

5. Determinar a quantidade de solução de hibridização 
necessária de acordo com o tamanho e o número de 
membranas:

Número de 
membranas Tamanho Quantidade de solução 

para Northern blot

1 10 cm x 10 cm Mínimo de 10 mL

1 ≥ 20 cm x 20 cm Mínimo de 25 mL

≥ 2 ≥ 10 cm x 10 cm Suficiente para que as 
membranas se movam 
livremente

6. Determinar a concentração de sonda necessária para 
a hibridização para Northern blot de acordo com a 
tabela.

Tipo de sonda Concentração
da sonda

Condições de 
hibridização

RNA 10 ng/mL a
50 ng/mL

12–18 horas, a 65 °C

DNA 5 ng/mL a
20 ng/mL

12-18 horas, a 42 °C

Oligonucleotídeo 1 ng/mL a
10 pmol/mL

1 a 6 horas, 
dependendo do 
conteúdo G+C

A temperatura ótima de pré-hibridização e de hibridização depende do 
tamanho da sonda e de sua homologia com a sequência-alvo, poden-
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do ser calculada (conforme a Tabela 1 da Introdução deste capítulo) ou 
determinada empiricamente.

7. Descartar a solução de pré-hibridização, adicionar 

solução de hibridização e a sonda marcada. Deixar 

hibridizando de acordo com a tabela da etapa 6 desta 

seção.

No momento de adicionar a sonda, deve-se ter o cuidado de pipetá-la 
diretamente dentro da solução, sem encostar a ponteira na membrana.

8. Após a hibridização, guardar a solução de hibridiza-

ção em um tubo com tampa (por exemplo, tubo de 

polipropileno que suporte altas temperaturas) para 

ser reutilizada.

Para análise de siRNA, a hibridização deve ser realizada na mesma 
solução de pré-hibridização por um período de 16 horas a 45 °C.

Lavagem

9. Lavar a membrana por 10 minutos à temperatura 

ambiente com tampão SSPE 2X; SDS 0,1%.

10. Descartar a solução 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 à temperatura de hibridização, com tampão SSPE 

1X; SDS 0,1%.

12. Descartar a solução em em lixo reservado exclusiva-

mente para material radioativo e monitorar a mem-

brana a cada lavagem.

13. Lavar a membrana durante 15 minutos à temperatura 

de hibridização com tampão SSPE 0,1 X; SDS 0,1% 

(opcional).

Essa lavagem é de alta estringência e deve ser efetuada quando a 
membrana apresentar alta contagem após as outras lavagens.

Para análise de siRNA: realizar duas lavagens por 10 minutos a 50 °C 
com uma solução 2X SSPE contendo 0,1% SDS.

14. Envolver a membrana com papel de PVC. Expor em 

�lme de raios X.

15. Revelar o �lme de raios X (Figura 4).

Como alternativa, a membrana marcada sensibilizada pode ser expos-
ta a uma placa de armazenamento de fósforo (phosphor imaging pla-
te), sensível aos raios X. O sinal radioativo é revelado por digitalização 
em scanner a laser após um período de 24 a 96 horas de exposição, 
gerando uma imagem similar à de um filme de raios X.

6.3 Observação

Todo o trabalho que envolve a utilização de 

material radioativo deve obedecer a normas estritas 

de segurança estabelecidas no laboratório que deverá 

ser previamente licenciado pela Comissão Nacional de 

Energia Nuclear (CNEN).
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Figura 4. Análise pela técnica de Northern blot do RNA total de raízes de amendoim (Genótipo I suscetível e Genótipo II resistente) 
não infectadas (controle; CTR) e infectadas (INFEC) com o nematoide-das-galhas. A sonda utilizada na hibridização corresponde ao 
gene arp (auxin repressed protein), e os pontos avaliados na análise da expressão temporal desse gene foram 4 (A), 9 (B) e 16 (C) 
dias após infecção (DAI). Para a análise da expressão relativa do gene arp pela técnica de Northern blot, foi depositada no gel de 
agarose a mesma quantidade de RNA total de cada amostra.
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7 Hibridização com
sonda não radioativa

7.1 Material

•	 Água DEPC 0,1% (Apêndice 4).

DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 
e máscara em capela de exaustão.

•	 Formamida deionizada (item 3.1 Material).

•	 Reagente bloqueador (fornecido no kit pelo 

fabricante).

•	 Sarcosil 10% para RNA: pesar 5 g de sarcosil 
(N-lauril sarcosine) e dissolver em água DEPC 
0,1%, completando o volume para 50 mL.

•	 SDS 20% para RNA (Apêndice 4).

•	 SSC 20X para RNA (Apêndice 4).

•	 Solução bloqueadora:

Componente Quantidade Concentração final

Solução estoque de 
reagente bloqueador

1 20%

Tampão maleato 4 80%

•	 Solução estoque de reagente bloqueador (10%): 
100 mM maleato de sódio, pH 7,5, contendo 10% 
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reagente bloqueador para hibridização de áci-
dos nucleicos. Tratar a solução com DEPC 0,1% e 
esterilizar por autoclavagem.

O maleato de sódio permite o tratamento da solução estoque de rea-
gente bloqueador com DEPC para inibir RNAses.

•	 Solução de lavagem 0,5X:

Componente Quantidade Concentração final
SSC 20X 1,25 mL 0,5X
SDS 20% 0,25 mL 0,1%
Água DEPC 0,1% q.s.p. 50 mL

•	 Solução de lavagem 2X:

Componente Quantidade Concentração final
SSC 20X 5 mL 2X
SDS 20% 0,25 mL 0,1%
Água DEPC 0,1% q.s.p. 50 mL

•	 Solução de pré-hibridização para Northern blot
(25 mL):

Componente Quantidade Concentração 
final

SSC 20X para Northern blot 6,25 mL 5X
Sarcosil 10% 250 µL 0,1%
SDS 20% 25 µL 0,02%
Solução bloqueadora 
estoque (10%)

5 mL 2%

DNA de esperma de 
salmão (4 mg/mL)

625 µL 100 µg/mL

Formamida deionizada 12,5 mL 50%
Água DEPC 0,1% q.s.p. 25 mL

•	 Tampão maleato:

Componente Quantidade Concentração final
Ácido maleico pH 7,5 0,23 g 100 mM
NaCl 5 M 
(Apêndice 4)

0,6 mL 150 mM

Água DEPC 0,1% q.s.p. 20 mL

7.2 Procedimento

Pré-hibridização

1. Preaquecer a solução de pré-hibridização. Usar 20 mL de 

solução por 100 cm2 de membrana. Colocar a membra-

na em um recipiente (frasco para forno de hibridização, 

caixa ou saco plástico vedado).

2. Deixar pré-hibridizando por 2 horas à temperatura 

ótima.

Hibridização

3. Sondas de DNA de �ta dupla devem ser desnaturadas 

5 minutos a 95 °C e colocadas imediatamente no gelo.

4. Determinar a quantidade de solução de hibridização 

necessária de acordo com o tamanho e o número 

de membranas, como mostrado na etapa 5 do item

5.2 Procedimento.

5. Diluir a sonda em solução de hibridização para 

RNA de acordo com a tabela da etapa 6 do item

6.2 Procedimento. 
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6. Descartar a solução de pré-hibridização e adicionar 

solução de hibridização contendo a sonda marcada. 

Deixar hibridizando de acordo com tabela do item 6 

da seção 6.2 Procedimento.

7. Após a hibridização, guardar a solução de hibridiza-

ção em um tubo com tampa (por exemplo, tubo de 

polipropileno capaz de suportar altas temperaturas) 

para ser reutilizada.

Esta solução de hibridização para Northern blot contém grande 
quantidade de sonda marcada com DIG que não anelou ao RNA alvo. 
Identificar o tubo e estocar soluções a -20 °C (sonda de DNA) e a 
-80 °C (sonda de RNA) para futura reutilização. Sondas marcadas com 
DIG e estocadas dessa maneira são estáveis por pelo menos 1 ano. 
Para reutilizar, basta desnaturar a 68 °C por 10 minutos.

Lavagem

8. Lavar a membrana duas vezes por 5 minutos em solu-

ção de lavagem à temperatura ambiente.

9. Lavar a membrana por 15 minutos em solução de 

lavagem 0,5X. Repetir a lavagem.

Quando forem utilizadas sondas maiores que 100 pb, proceder às 
lavagens a 68 °C.

Essas lavagens (etapas 8 e 9 deste item) removem restos de sonda 
não aderida, que levariam a uma alta taxa de hibridização não especí-
fica (background) se não fossem removidos.

10. Prosseguir à detecção quimioluminescente ou colo-

rimétrica de acordo com as instruções do fabricante.
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1 Introdução
A PCR (sigla em inglês para reação em cadeia da 

polimerase) revolucionou a detecção de ácidos nucleicos, 
tornando possível detectar até uma única cópia de uma 
determinada sequência (Capítulo 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 ampli�cação da reação, de preferência na sua 
fase exponencial, está diretamente relacionada com a 
quantidade inicial de �tas-molde de ácidos nucleicos pre-
sente na amostra (FREEMAN et al., 1999; RAEYMAEKERS, 
2000). A qPCR possibilitou um grande avanço na quan-
ti�cação de ácidos nucleicos, uma vez que permite o 
monitoramento do acúmulo de �tas produzidas a cada 
ciclo da reação. Quanto maior a quantidade de cópias 
do ácido nucleico-alvo no início da reação, menor será o 
número de ciclos necessário para detectar o produto de 
ampli�cação (amplicons).

Na qPCR, a metodologia de quanti�cação de 
ácidos nucleicos presentes em uma amostra baseia-se 
na detecção e quanti�cação da �uorescência emitida 
por �uoróforos que se ligam direta ou indiretamente ao 
produto de ampli�cação. A �ta-molde da reação pode 
ser DNA (plasmidial, genômico ou o próprio amplicon) 
ou cDNA (sintetizado pela transcrição reversa de RNA 
mensageiro).

Dois tipos principais de sistemas de detecção são 
utilizados para a detecção da �uorescência a cada ciclo 

de ampli�cação em reações de qPCR. O mais utilizado, 
por seu custo/benefício positivo, é o �uoróforo 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 �ta dupla (de maneira não covalente), não inter-
fere na reação de PCR e, quando excitado com luz azul
(λmax = 497 nm), emite �uorescência na faixa da luz verde 
(aproximadamente λmax = 520 nm; Figura 1A). Portanto, 
quanto maior a quantidade de amplicons produzida 
pela reação de PCR, maior a �uorescência emitida. Esse 
sistema de detecção tem a vantagem de ser versátil, 
pois a cianina assimétrica liga-se indiscriminadamente a 
qualquer DNA de �ta dupla, podendo ser utilizada com 
iniciadores (primers) comuns e sem a necessidade de 
sondas de hidrólise, reduzindo o custo. Entretanto, por 
não reconhecer especi�camente amplicons gerados pela 
reação, a cianina assimétrica apresenta a desvantagem de 
se ligar também a amplicons inespecí�cos. Os corantes 
de cianina assimétrica mais utilizados em qPCR são SYBR

Green I, SYBR Green II, SYBR Gold, YO (Oxazole Yellow), 
TO (Thiazole Orange) e PG (Pico Green).

O segundo sistema de detecção consiste na utili-
zação de iniciadores associados a sondas �uorogênicas 
(HEID et al., 1996). A grande vantagem dessa abordagem é 
sua especi�cidade, pois ocorre emissão de sinal apenas na 
ampli�cação do produto especí�co ao qual a sonda se liga. 
Além disso, diferentes genes podem ser estudados em 
uma mesma amostra, utilizando-se diferentes �uoróforos 
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Figura 1. Esquemas da reação de amplificação usando dois 
tipos de sonda: A) A cianina assimétrica que se liga ao DNA 
de fita dupla. B) Sonda de hidrólise, a qual contém fluoróforo 
em uma das extremidades e um quelante na outra. O quelante 
inibe a emissão de fluorescência do fluoróforo. A sonda se liga 
à região complementar do DNA. Os oligonucleotídeos são de-
senhados para flanquear a sonda, degradada em seguida pela 
atividade exonucleásica da Taq polimerase. A degradação da 
sonda separa o fluoróforo do quelante, causando a liberação 
de fluorescência. 
Ilustração: Laura de Alencar Dusi

A B
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(multiplex). Ao planejar reações com multiplex, deve-se 
evitar sobreposição entre os espectros de detecção dos 
pares �uoróforo/quelante para que não haja emissões cru-
zadas dos diferentes produtos. Em contrapartida, a grande 
desvantagem reside no seu alto custo, uma vez que para 
cada produto a ser ampli�cado, tem que ser gerada uma 
sonda especí�ca. Amplamente utilizada, a tecnologia de 
sonda de hidrólise é um exemplo de sonda �uorogênica 
de hidrólise. Existem outros tipos de sondas baseadas em 
�uoróforo/quelante que não requerem hidrólise, como 
Molecular beacon e Scorpions. Molecular beacon baseia-se 
na estrutura secundária em forma de grampo da própria 
sonda, enquanto as sondas do tipo Scorpions são uma 
combinação de iniciadores com sonda.

A sonda de hidrólise �uorogênica é um oligo-
nucleotídeo especí�co ao ácido nucleico-alvo e possui 
um �uoróforo repórter ligado de maneira covalente na 
extremidade 5´, e outra molécula quelante da �uorescên-
cia na extremidade 3´ (Figura 1B). Enquanto não houver 
ampli�cação da �ta-molde, a sonda permanece anelada, 
e o quelante inibe a �uorescência do �uoróforo repórter 
(LIVAK et al., 1995). À medida que o produto é ampli�cado 
na reação de qPCR pelos iniciadores, a atividade 5´ nucleá-
sica da Taq DNA polimerase cliva a sonda marcada, provo-
cando a separação dos �uoróforos e permitindo a emissão 
do sinal �uorescente (Figura 1B). Assim, o aumento de 
�uorescência indica que houve o acúmulo de produtos 
de ampli�cação. Ao desenhar uma sonda de hidrólise 
�uorescente, é necessário garantir que o �uoróforo e seu 
quelante sejam compatíveis, de acordo com a química de 

detecção. A sonda de hidrolise �uorogência mais utilizada 
em qPCR é TaqMan.

O monitoramento da reação de qPCR é feito em 
termocicladores que possuem uma fonte luminosa para 
excitação de �uoróforos, câmeras para captação da �uo-
rescência e blocos ou câmaras para o controle de tempera-
tura. Esses elementos são controlados por programas que 
acompanham cada sistema de qPCR, que, tipicamente, 
geram um grá�co (Figura 2) da relação entre a �uorescên-
cia captada no �nal de cada ciclo (R) e o número do ciclo 
correspondente da PCR. A curva de ampli�cação é expo-
nencial, até a reação atingir o grau de saturação (plateau). 
A �uorescência basal, conhecida como linha de base, cor-
responde à intensidade de sinal do produto ampli�cado 
que ainda não ultrapassa a intensidade da �uorescência 
encontrada no meio. Qualquer aumento da �uorescência 
que ultrapasse a linha de base indica a detecção do am-
plicon. O limiar de detecção de �uorescência pode ser 
estabelecido no início da fase exponencial da reação e é 
de�nido como threshold (Figura 2). Esse limiar pode ser 
�xado manualmente pelo operador ou automaticamente 
pelo programa de tratamento de dados, a depender das 
condições de cada reação. O parâmetro Cq (quanti�cation 
cycle) indica o ciclo da reação em que a �uorescência do 
produto ampli�cado de cada amostra atinge o threshold. 
O valor de Cq depende da quantidade inicial de ácido 
nucleico-alvo e da e�ciência da reação de ampli�cação. 
De uma maneira geral, os programas calculam automati-
camente o threshold, para cada iniciador, como dez vezes o 
desvio padrão da linha de base, e estabelecem esse limiar 
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ção absoluta e a relativa (WONG; MEDRANO, 2005). Além 

da quanti�cação gênica, a qPCR possui vasta aplicação 

na detecção precisa de sequências nucleotídicas em es-

tudos de genotipagem e discriminação alélica; inserções/

deleções; translocações cromossômicas; mutações, assim 

como no diagnóstico de doenças genéticas; na identi�-

cação e caracterização genética de vírus e patógenos, na 

avaliação da e�cácia de tratamentos medicamentosos 

(farmacogenética); na medicina forense para identi�cação 

de indivíduos por meio da ampli�cação de Short Tandem 

Repeats, no prognóstico de doenças; entre outras. Na 

Tabela 1, alguns exemplos são fornecidos. Essas aplicações, 

Figura 2. Gráfico representando a reação de PCR quantitativa 
e seus principais parâmetros. A fluorescência (R; eixo ‘y’) é 
medida a cada ciclo de PCR (eixo ‘x’). A diferença (ΔR) entre a 
quantidade de fluorescência após n ciclos de reação (Rn) e no 
início (R0) indica a quantidade total de fluorescência gerada. A 
linha de base consiste na fase da PCR em que não há incre-
mento da fluorescência. O threshold é determinado quando a 
fluorescência ultrapassa a linha de base, indicando o início da 
fase exponencial da reação. O ciclo da qPCR correspondente 
ao threshold é chamado de Cq (quantification cycle), e é um 
dos parâmetros mais importantes na análise de expressão gê-
nica.

no início da fase exponencial de ampli�cação, na qual não 

há limitação de componentes para a reação de PCR, e a 

sensibilidade é alta. 

Podem-se realizar dois tipos de quanti�cação gêni-

ca a partir dos dados provenientes da qPCR: a quanti�ca-

Tabela 1. Aplicações da técnica de qPCR.

Aplicação Referências
Variação de números de cópias Bubner e Baldwin (2004) 

e Wu et al. (2007)
Imuno-PCR em tempo real Lind e Kubista (2005)
Imunoprecipitação de cromatina Puppo et al. (2005) e 

Sandoval et al. (2004)
Quantificação de carga viral Espy et al. (2006)
Detecção de patógenos Espy et al. (2006) e 

Mackay (2004)
Instabilidade genômica 
(microssatélites)

Mackay et al. (2008)

Genotipagem de polimorfismo de 
nucleotídeo único (SNPs)

Vandemark e Miklas 
(2005) e Wittwer et al. 
(2003)

Detecção de metilação de DNA Campan et al. (2009)
Determinação do número de 
cópias de transgenes

Bubner e Baldwin (2004) 
e Yang et al. (2005)
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diferentemente da quanti�cação gênica, alvo deste capítu-

lo, são realizadas com dados de �uorescência do produto 

ampli�cado obtidos ao �nal da qPCR (end point analysis) 

e permitem resultados qualitativos (e não quantitativos). 

Assim, as aplicações da qPCR são mais numerosas que da 

PCR convencional, uma vez que permitem a detecção dos 

produtos na fase exponencial da reação de PCR, tornando-a 

uma técnica rápida, de alta sensibilidade e especi�cidade. 

Curva-padrão

A curva-padrão é importante tanto para quanti�-
cação absoluta como relativa. A curva-padrão é estabe-
lecida por diluições seriadas, nas quais os valores de nú-
mero de cópias, ou a quantidade do ácido nucleico-alvo, 
utilizados para cada ponto de diluição são previamente 
conhecidos (Figura 3). Esses diferentes pontos da curva 
serão utilizados para calcular a regressão linear, na qual a 

Figura 3. Gráficos representativos de uma curva-padrão. Diluições seriadas são preparadas e utilizadas em reação de qPCR.
A) A relação entre fluorescência (y) e ciclo de qPCR (x), mostrando que diluições de base 10 têm uma diferença de aproximadamente 
três ciclos (Cq); 100 cópias (roxo); 10 cópias (azul); 2 cópias (verde) e 0,4 cópias (rosa); B) A relação entre Cq (y) e log da quantidade 
de produto por diluição (x). A regressão linear resulta na equação de reta, na qual o coeficiente de correlação (R2) deverá ser próximo 
de 1,0. A inclinação da reta (slope) é utilizada para cálculo de eficiência, por meio da fórmula E = [10(-1/slope)-1]x100. A eficiência deve 
ser entre 90% e 110%.

A B
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curva-padrão, em que o eixo ‘x’ representa o número de 
cópias do fragmento ampli�cado, e ‘y’ representa o valor 
Cq correspondente (Figura 3B).

Cálculo de inclinação de reta baseado em e�ciên-
cia de 90%:

E = 0,90 = 10(-1/slope) - 1

↔ 1,90 =10(-1/slope)

↔ log1,90 = -1/x

↔ x = -1/log1,90

↔ x = -3,587 ≈ -3,6

Quanti�cação absoluta

A quanti�cação absoluta determina o número 
exato de cópias ou a quantidade (expressa em peso) de 
um ácido nucleico-alvo presente na amostra inicial por 
interpolação a partir de uma curva-padrão. Esse cálculo 
é feito pela extrapolação de valores das amostras em 
estudo com valores de uma amostra de quanti�cação 
conhecida, utilizada para estabelecer uma curva-padrão 
(seção 5 deste capítulo). A quanti�cação absoluta é 
frequentemente aplicada na pesquisa com plantas para 
a quanti�cação de carga viral de patógenos e de transge-
nes em organismos geneticamente modi�cados (OGMs). 
Para quanti�cação absoluta, a curva-padrão pode ser 
baseada em concentrações conhecidas de moléculas 
de DNA, como plasmídios, DNA genômico, amplicons, 
oligonucleotídeos comerciais, entre outros. É importante 
enfatizar que a curva-padrão utilizada para quanti�cação 

inclinação da reta (slope) de -3,32 signi�ca uma e�ciência 
(E) da reação de PCR de 100% (com E = [10(-1/slope)-1] x 
100). A e�ciência de ampli�cação pode ser de�nida como 
a taxa na qual o produto é ampli�cado a cada ciclo da 
PCR durante sua fase exponencial. Para uma e�ciência de 
100%, haverá o dobro de produto a cada ciclo; para 90%, 
haverá um aumento de 1,9; para 110%, um aumento de 
2,1; e assim por diante. O valor designado para a e�ciência 
é uma medida de desempenho global do ensaio de qPCR. 
Como idealmente a e�ciência deverá estar entre 90% e 
110% para todos os iniciadores (seção 4 deste capítulo), 
a inclinação da reta (slope) deverá ser basicamente entre 
≈ -3,6 (para uma e�ciência de 90%) e ≈ -3,1 (para uma 
e�ciência de 110%) (ver cálculo abaixo). A produção da 
curva-padrão, portanto, é necessária para o cálculo da e�-
ciência e tem que ser altamente especí�ca, reprodutível 
e abrangente. O índice de correlação entre os diferentes 
pontos da diluição seriada e os valores de �uorescência 
obtidos no Cq precisam estar bem ajustados, ou seja, o 
coe�ciente de correlação (R2) tem que ser próximo de 
1,0. Como �ta-molde para estabelecer essa curva-padrão, 
podem-se usar diluições seriadas de cDNA ou do próprio 
produto de ampli�cação do gene de interesse (GI). Os 
programas de análise de dados de qPCR geralmente já fa-
zem o cálculo da e�ciência da reação, que também pode 
ser realizado por programas especí�cos de cálculo de 
e�ciência como LinReg e PCRMiner. Para a quanti�cação 
absoluta, a curva-padrão também é utilizada para deter-
minar o valor das amostras desconhecidas, que é obtido 
pela interceptação dos valores de Cq de cada amostra na 
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absoluta deverá ser incluída em toda corrida para as 
amostras em estudo.

Quanti�cação relativa

A quanti�cação relativa determina quantas vezes 
(fold change) um determinado GI é expresso em relação 
a um ou mais genes de referências (GRs), os quais são 
utilizados como controles internos e cuja expressão é 
estável (não variável) em todas as amostras analisadas. A 
quanti�cação relativa pode ser utilizada para determinar 
o fold change de um determinado GI em uma dada amos-
tra ou a alteração do seu padrão de expressão em respos-
ta a um tratamento, variação ambiental ou no decorrer 
do desenvolvimento de uma célula, tecido, órgão ou 
sistema. Nesse caso, utiliza-se uma amostra calibradora 
como referência (amostra “não tratada”, por exemplo), e 
os valores das outras amostras são divididos pela amostra 
calibradora para determinar a alteração de expressão do 
GI.

Os GRs mais comumente utilizados na quanti�-
cação relativa estão envolvidos com processos celulares 
básicos, como gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, 
ubiquitina, actina, genes ribossomais, entre outros. Não 
há um GR universal que funcione para todos os experi-
mentos de qPCR, e sua escolha depende da espécie (ou 
mesmo do genótipo), da condição experimental, e do 
tecido em estudo, portanto, é necessário determinar 
quais os GRs mais adequados para as amostras utilizadas 
ao se delinear um experimento de qPCR (SUZUKI et  al., 
2000). A expressão do GR tem que ser signi�cativamente 

estável em todas as amostras em estudo para que a quan-
ti�cação relativa seja con�ável, já que ela pode variar nos 
diferentes órgãos; por exemplo, um GR utilizado para ve-
ri�car variação de expressão em folha em resposta a um 
determinado tratamento pode não ter expressão estável 
entre órgãos vegetativos e reprodutivos, como mostra o 
exemplo da Figura 4. Vários programas disponíveis gra-
tuitamente calculam os níveis de estabilidade de genes 
candidatos a GR, como GeNorm (VANDESOMPELE et al., 
2002), NormFinder (ANDERSEN et al., 2004) ou BestKeeper 
(PFAFFL et al., 2004). É fortemente aconselhável o uso de 

Figura 4. Gráfico de uma reação de RT-qPCR típica para teste 
de gene de referência em diferentes partes de planta, suge-
rindo que o gene testado pode ser utilizado para análises de 
expressão gênica relativa no mesmo órgão, mas deve ser evi-
tado para análises entre os diferentes órgãos.
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•	 Oligonucleotídeo poli(T) [(dT)12-18] a 500 mg/mL. 

•	 Ponteiras com �ltro.

•	 Termobloco ou banho-maria com regulação de 
temperatura para 37 °C, 65 °C, 42 °C e 70 °C.

•	 Transcriptase reversa a 200 U/mL e respectivo 
tampão de reação 5X. 

•	 Tubos de microcentrífuga de 200 mL (microtubo), 
próprios para manipulação com RNA.

2.2 Procedimento

1. Em um microtubo de 200 mL, acrescentar 2 mg de 
RNA total, 2 U de DNAse sem RNAse e 1 mL de tampão 
de DNAse 10X. Completar o volume para 10 mL com 
água deionizada estéril.

2. Incubar por uma hora a 37  °C. Acrescentar 1 mL 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 o aquecimento a 65 °C têm como objetivo inibir a atividade 
enzimática da DNAse.

Em alguns protocolos, a DNAse é inativada pela extração com 
fenol:clorofórmio, seguida de precipitação com etanol.

3. No mesmo tubo no qual foi realizado o tratamento 
com a DNAse, adicionar 1 mL de Oligo(dT)12-18 e 1 mL 
de dNTPs.

4. Aquecer a 65 °C por 5 minutos, levar imediatamente 
ao gelo e centrifugar rapidamente.

mais de um GR como normalizador na análise da expres-
são relativa de um determinando GI.

Para o cálculo da quanti�cação relativa, os valores 
de Cq obtidos para o(s) GR(s) são deduzidos dos valores 
obtidos para o GI na mesma amostra (seção 4 deste capí-
tulo). Essa normalização elimina o efeito de variações não 
biológicas, como a quantidade inicial de ácido nucleico, 
em cada amostra, por menores que sejam, e garante 
que as diferenças de quanti�cação observadas para o GI 
sejam verdadeiras.

2 Tratamento com DNAse
e síntese de cDNA

2.1 Material

•	 2 mg de RNA total de alta qualidade em um volu-
me de até 8 mL (Capítulo 14).

•	 Desoxirribonuclease (DNAse) sem Ribonuclease 
(RNAse) a 2 U/mL e seu tampão 10X.

•	 DTT a 200 mM, diluído a partir da solução DTT 
1M (Apêndice 4).

•	 EDTA 25 mM, pH 8,0, diluído a partir da solução 
EDTA 500 mM (Apêndice 4).

•	 Inibidor de RNAse a 40 U/mL.

•	 Mistura de desoxinucleotídeos (dNTPs) a 10 mM 
cada um (Apêndice 4).
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Nesta etapa ocorre a desnaturação de estruturas secundárias de RNA 
e o anelamento do oligo(dT) a sua cauda poli-A.

5. Adicionar 4 mL do tampão de reação de transcriptase 

reversa, 1 mL de DTT e 1 mL de inibidor de RNAse. 

Misturar delicadamente.

6. Incubar a 42  °C por 2 minutos e adicionar 1 mL 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. Incubar a 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 amplificação de produtos maiores que 1 Kb, 
adicionar 2 U de RNAse H e incubar a 37 °C por 20 minutos.

9. Para veri�car a qualidade do cDNA recém-sinteti-

zado, proceder a uma reação de PCR convencional 

(Capítulo 10), utilizando o cDNA como �ta-molde (RT-

PCR) e iniciadores de genes conhecidos da espécie 

em estudo. Para tanto, diluir 1 mL do cDNA obtido

(seção 8 deste capítulo) em 1 mL de água e utilizar 1 

mL dessa diluição  como molde em uma reação de RT-

PCR, para um volume �nal de 25 mL.

Uma reação de RT-PCR é uma PCR (Capítulo 10) que utiliza cDNA 
como fita-molde.

10. Veri�car a qualidade do produto de ampli�cação por 
eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v), corado 
com brometo de etídio (Apêndice 4), de uma alíquota 
de 10 mL do volume �nal da reação.

2.3 Observações

A qualidade do ácido nucleico a ser usado como 
molde para a qPCR é de fundamental importância para 
o sucesso do experimento. Em caso de análise de expres-
são gênica, o RNA deve ser de alta qualidade, preferen-
cialmente extraído com o mesmo protocolo para todas as 
amostras analisadas (ver Capítulo 14 de extração de RNA 
para mais detalhes). Vários kits comerciais de extração de 
RNA estão disponíveis, bem como kits em coluna para 
puri�cação de RNA a partir de pequena quantidade de 
tecido. Essas diferentes metodologias devem ser testadas 
para determinar a que garante melhor qualidade e custo/
benefício de acordo com o material a ser analisado.

Antes de iniciar o tratamento com DNAse, a quanti-
dade e a integridade do RNA devem ser estimadas por es-
pectorometria. Recomenda-se con�rmar posteriormente 
essa estimativa em gel agarose desnaturante (Capítulo 
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. A intensidade da banda de RNA deve ser seme-
lhante para todas as amostras e análoga à da amostra-con-
trole. A integridade do RNA pode ser adicionalmente ana-
lisada com mais acurácia por eletroforese de capilaridade.
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A precisão da quanti�cação é importante para que não 
haja grandes variações na expressão do GR em razão de 
variações na quantidade inicial de RNA total na reação de 
síntese de cDNA. Apesar de que essas variações podem 
ser corrigidas na normalização dos dados, quanto menor 
o erro, mais con�áveis e reprodutíveis serão os resultados.

Para a análise de expressão gênica, é necessário 
eliminar resíduos de DNA genômico da amostra de RNA. 
A presença de DNA genômico pode resultar em produtos 
de ampli�cação indesejáveis e alterar os resultados da 
quanti�cação do gene transcrito. Geralmente, os resíduos 
de DNA contaminante são eliminados por tratamento 
com DNAse antes da síntese de cDNA, como descrito 
neste Capítulo. Alguns kits de extração de RNA também 
preveem a eliminação do DNA diretamente na coluna, 
o que evita o risco de perda de RNA por contaminação 
com RNAse ou na precipitação durante o tratamento com 
DNAse.

Diferentes kits comerciais estão disponíveis para 
a síntese de cDNA a partir de RNA total. Esses kits ge-
ralmente utilizam iniciadores oligo(dT) para favorecer 
a síntese de cDNA a partir de RNA mensageiro (mRNA) 
pelo anelamento em sua cauda poli-A característica. No 
entanto, uma opção é a utilização de oligonucleotídeos 
aleatórios (random primers) para a síntese de cDNA. A 
utilização de oligonucleotídeos aleatórios na síntese de 
cDNA tem a vantagem de rendimento, portanto, podem 
ser recomendados nos casos em que a quantidade inicial 
de RNA total é limitada (< 1 mg).

Para a síntese de cDNA recomenda-se que a quanti-
dade de RNA esteja entre 1 mg e 5 mg. Em casos de genes de 
baixa abundância e, portanto, raros, recomenda-se utilizar 
3 mg e 4 mg. De um modo geral, a quantidade entre 2 mg e 
3 mg é su�ciente para ampli�car a maior parte dos genes.

A presença residual de DNA genômico na amostra 
pode ser veri�cada de duas maneiras: a) ampli�cação de 
um fragmento utilizando iniciadores que �anqueiam um 
ítron (intron-spanning primers) de um gene conhecido. 
Dessa maneira, a reação de RT-PCR contendo apenas 
cDNA não deverá ter a presença do íntron, enquanto a 
reação contendo DNA genômico contaminante resultará 
em um fragmento maior do que na amostra proveniente 
do cDNA. Caso não seja possível: b) utilizar controles 
negativos, nos quais a transcriptase reversa é omitida da 
amostra de RNA total utilizada para a síntese de cDNA; 
dessa maneira, se houver produto de ampli�cação, o 
DNA contaminante é usado como molde e, portanto, está 
presente na amostra.

3 Estabelecimento
de curva-padrão e
quantificação relativa

3.1 Material

•	 cDNA ou DNA genômico (dependendo da análi-
se a ser realizada). 
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•	 Iniciadores “forward” e “reverse” especí�cos do 

GR ou GI a 10 mM cada um.

•	 Mistura contendo o �uoróforo cianina assimé-

trica, Taq DNA polimerase, tampão da reação e 

dNTPs.

•	 Ponteiras com �ltro.

•	 Termociclador para PCR em tempo real.

•	 Tubos de microcentrífuga (microtubos) de 200 mL 

ou placa de 96 poços, a depender do modelo do 

termociclador, próprios para manipulação com 

RNA.

3.2 Procedimento

1. Preparar diluições seriadas de base 10 (por exemplo, 

10-1; 10-2; 10-3; 10-4; e 10-5) a partir da solução-estoque 

da �ta-molde [DNA ou cDNA (item 2 deste capíulo)].

Para o preparo da curva de diluição, pode-se utilizar tanto cDNA ou 
DNA, amplicons purificados em gel ou clonados em vetor. Diluições in-
termediárias (como 2X ou 5X) também podem ser utilizadas. A série de 
diluição deverá ser informada no programa do termociclador utilizado.

Caso seja conhecida a concentração 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-padrão poderá ser 
uma amostra aleatória ou, de preferência, uma mistura equimolar de 
todas as amostras experimentais em estudo.

Ao preparar as diluições, evitar utilizar volumes pequenos, que são 
menos precisos. Por exemplo, realizar diluições de 10 µL de fita-molde 
em 90 µL de água em vez de 1 µL em 9 µL.

2. Preparar a mistura de reação de acordo com o núme-
ro de amostras (n) de cada experimento, conforme 
tabela abaixo:

Componente Concentração 
final

Volume por 
reação

Volume para 
“n” reações

Iniciador F 200 nM 0,2 µL 0,2 µL x n
Iniciador R 200 nM 0,2 µL 0,2 µL x n
Mistura 
Cianina 
assimétrica

1X 5,0 µL 5,0 µL x n

H2O 2,6 µL 2,6 µL x n
Ao se determinar o número 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 incluída (no template control – NTC).

3. Distribuir 8 mL da mistura em cada tubo ou poço de 
reação.

4. Adicionar 2 mL da �ta-molde (cDNA ou DNA genômi-
co) das amostras e misturar.

5. Fechar o tubo, ou selar a placa com adesivo óptico 
apropriado, e centrifugar a 4 °C por 1 minuto a 1.000 g.

6. Colocar as amostras no equipamento e iniciar progra-
ma nas seguintes condições:

Etapa Temperatura Duração
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 
desnaturação

95 °C 15 segundos
58 °C a 60 °C 1 minuto

95 °C 15 segundos
O pré-ciclo corresponde à ativação da Taq polimerase, geralmente do tipo hot 
start. Pode haver diferença quanto ao tempo necessário para ativar a enzima. 
Seguir recomendação do fabricante.
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7. Certi�car-se da especi�cidade do produto ampli�ca-
do por meio da análise da curva de desnaturação e da 
e�ciência da reação, que deverá estar entre 0,9 e 1,1 
(seção 4 deste capítulo).

8. Proceder à análise estatística dos dados que deverá 
ser feita utilizando valores Cq em programas especí-
�cos para análise de dados de qPCR (seção 4 deste 
capítulo).

9. Após a análise da curva de diluição seriada e a oti-
mização de todos os parâmetros, proceder à reação 
de qPCR (etapas 2 a 6 deste item), utilizando todas as 
amostras em estudo com os iniciadores dos GIs e GRs.

Analisar todas as amostras em triplicatas técnicas.

Se possível, proceder à qPCR das mesmas amostras com os iniciado-
res de GI e de GR na mesma placa.

10. Analisar a expressão relativa dos GIs (seção 4 deste 
capítulo).

3.3 Observações

A mistura contendo o �uoróforo cianina assimétri-
ca, disponível comercialmente, contém todos os reagentes 
necessários para realização da reação de qPCR, incluindo: 
Taq DNA polimerase (geralmente do tipo hot start, que 
evita ampli�cações inespecí�cas e necessita de aqueci-
mento a 95 °C por 1 a 10 minutos para ativação), tampão 
de reação otimizado, dNTPs, o corante �uorescente de 
cianina assimétrica (como SYBR Green I) e o corante de 

referência passiva ROX. O corante passivo ROX serve para a 

normalização do sinal do corante �uorescente, eliminando 

variações entre amostras devido a volume ou concentra-

ção. Portanto, os principais ajustes que podem ser feitos 

nos reagentes de uma reação de qPCR, que utiliza uma 

mistura comercial contendo o �uoróforo cianina assimétri-

ca, estão na quantidade de �ta-molde e na concentração/

proporção dos iniciadores a serem adicionados à reação. 

Normalmente, as concentrações �nais utilizadas variam 

de 150 nM a 250 nM na reação; no entanto, podem-se 

testar gradientes de concentrações mais amplas, de 50 nM 

a 900  nM, inclusive testando quantidades diferentes de 

iniciadores “forward” e “reverse”. As concentrações ideais 

devem levar em consideração o Cq do produto (na faixa 

de alta precisão: entre 15 e 30) e a �uorescência, ou ∆Rn (a 

maior possível), além da ausência de dímeros e de ampli�-

cações em controles negativos sem molde (NTC).

Existem novos �uoróforos que prometem ser mais 

e�cientes que o �uoróforo cianina assimétrica.

Algumas misturas comerciais fornecem MgCl2 se-

paradamente para otimização das condições da reação.

Algumas misturas comerciais utilizam dUTP asso-

ciado à UDG (dUTP DNA glicosilase). Essa combinação 

evita ampli�cação em razão de contaminantes por DNA. 

dUTP é incorporado ao DNA e removido de modo espe-

cí�co pela UDG. Nesse caso, uma incubação a 50 °C por 

2 minutos (seguir recomendação do fabricante) deve 

preceder o hot start.
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A curva de diluição seriada (ou curva-padrão seria-
da) deve ser realizada para cada novo par de iniciador/
�ta-molde em estudo e é essencial para se determinar:
a) a faixa de �ta-molde que a qPCR pode detectar, isto é, 
se a quantidade de �ta-molde inicial produz resultados 
dentro da faixa linear dinâmica de um ensaio (Cq na faixa 
de alta precisão: entre 15 e 30); b) a precisão das réplicas, 
isto é, em um ensaio preciso, o coe�ciente de variação 
(R2) deve ser menor ou igual a 0,99; c) a e�ciência da 
reação (ver seção 4 deste capítulo).

4 Análise dos dados
pelo método ∆∆Cq

Na quanti�cação relativa, o método mais utilizado 
para análise de dados se baseia na utilização da variação 
do valor Cq, denominado ∆∆Cq (delta-delta Cq) ou Cq 
comparativo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para se obter 
uma quanti�cação reprodutível e con�ável, é necessário 
que as e�ciências de ampli�cação dos GIs e GRs para as 
mesmas amostras sejam semelhantes e próximas de 
100%. O método ∆∆Cq já faz essa inferência, portanto, é 
importante con�rmá-la para uma maior con�abilidade 
dos resultados. Caso a e�ciência não seja satisfatória, 
pode ser necessário ajustar a reação de qPCR, testando-
-se diferentes concentrações (realizar uma titulação de
100 nM a 600 nM) e proporções entre os iniciadores 
“forward” e “reverse” e a temperatura de anelamento. 
Alternativamente, pode ser necessário desenhar outro 

par de iniciadores para garantir uma melhor e�ciência de 

ampli�cação.

Na situação hipotética, em que se está investigando o 

efeito de um determinado tratamento na expressão de um 

GI, a diferença de Cq entre o GI e o GR (normalizador) de uma 

mesma amostra será o ∆Cq. Em seguida, a diferença entre o 

∆Cq de cada amostra e o ∆Cq de uma amostra calibradora 

será o ∆∆Cq. A amostra calibradora é uma das amostras ex-

perimentais usada como base para comparação de resulta-

dos, isto é, a amostra 1X e todas as quantidades das demais 

amostras serão expressas como uma diferença de n vezes 

em relação a ela. O valor ∆∆Cq é colocado na fórmula 2-∆∆Cq

para obter a quantidade relativa de GI (normalizada para o 

GR e em relação à amostra calibradora). Este valor de ∆∆Cq 

representa os níveis de expressão basal de GI ou os níveis 

de expressão de GI em uma amostra tratada em relação a 

seu controle não tratado; ou seja, quantas vezes a mais (ou 

a menos) o GI é expresso em resposta ao tratamento. Assim, 

pelo método ∆∆Cq, a expressão relativa é calculada pela 

fórmula (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008):

Para expressão basal: 

RQ = 2-∆∆Cq

ou para tratamentos: 

RQ = 2-∆∆Cq da amostra tratada/ 2-∆∆Cq da amostra controle

em que:

RQ = quanti�cação relativa;
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∆∆Cq = ∆Cq da amostra experimental - da amostra 
calibradora;

∆Cq = Cq (GI) - Cq (GR).

Caso a e�ciência de ampli�cação de GI e a de GR
não sejam próximas (>10%) ou fora da faixa de 100±10%, 
pode-se usar uma variação do método ∆∆Cq, que é o 
método Pfa� (PFAFFL, 2001). Nesse método, a expressão 
relativa é calculada pela fórmula:

RQ = E (GI)∆Cq(GI)/E (GR)∆Ct(GR)

em que:

RQ = quanti�cação relativa;

E = e�ciência de ampli�cação do GI ou do GR, calculada 
como E=10[-1/slope]; e

∆Cq = Cq (amostra controle) - Cq (amostra tratada).

Como mostra a fórmula, a equação de Pfa� utiliza 
as e�ciências (E) do GI e do GR. Caso as e�ciências do GI 
e GR sejam iguais ou muito próximas, os resultados dos 
métodos Pfa� e ∆∆Cq serão equivalentes.

Os dados obtidos com os modelos descritos 
devem ser analisados estatisticamente em relação ao 
efeito de cada fator experimental e sua signi�cância. As 
hipóteses biológicas e o desenho experimental adotado 
são preponderantes na escolha do modelo de análise 
estatística a ser aplicado aos dados da qPCR. O Cq é a 
variável dependente do tratamento, da concentração 
inicial do material em estudo, do tempo de exposição 
ao tratamento, dos diferentes genótipos utilizados e de 

outras variáveis experimentais. Alguns modelos também 
permitem avaliar o efeito interativo entre as variáveis. 

A análise estatística dos dados deve começar pela 
determinação da distribuição dos dados (normal ou não 
normal). Para tanto, podem ser aplicados testes como 
Shapiro/Kolmogorov. No caso da normalidade, a análise 
de variância (ANOVA) indicará se existe efeito signi�cativo 
do tratamento sobre as amostras. Em caso a�rmativo, tes-
tes como Tukey ou Bonferroni deverão apontar se os con-
trastes entre os tratamentos são diferentes. Finalmente, os 
contrastes entre os efeitos principais de cada tratamento 
e das combinações das interações entre eles podem ser 
apresentados sob a forma de dendogramas. É importante 
ressaltar que, de acordo com o desenho experimental 
escolhido, outras ferramentas estatísticas poderão ser 
necessárias. Para um aprofundamento sobre métodos 
estatísticos, sugere-se Rieu e Powers (2009).

4.1 Observações

A mistura comercial para utilização de cianina as-
simétrica na qPCR contém os componentes necessários 
para a reação, com exceção da �ta-molde e dos iniciadores. 
Portanto, o desenho dos iniciadores torna-se um aspecto 
fundamental para a reação de qPCR. Seguindo-se alguns 
parâmetros no desenho de iniciadores, aumenta-se a 
possibilidade de ter e�ciências altas e próximas entre os 
diferentes GIs e GRs em estudo, o que aumenta a con�a-
bilidade da quanti�cação. Esses parâmetros incluem:
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•	 Tamanho do amplicon gerado: deve ser peque-
no, preferencialmente entre 100 pb e 200 pb.

•	 Tamanho dos iniciadores: geralmente de 18 a 22 
nucleotídeos.

•	 Ausência de autocomplementaridade: deve ser 
prevista no desenho dos iniciadores, pois leva à 
formação de grampos dentro do iniciador, di�cul-
tando o anelamento ao molde e a ampli�cação do 
produto, o que diminui a e�ciência da reação.

•	 Baixa probabilidade da formação de dímeros: 
ocorre quando há complementaridade entre o 
par de iniciadores, o que, além de competir com o 
anelamento com a �ta-molde, gera DNA dupla �ta 
ao qual o �uoróforo cianina assimétrica é capaz de 
se ligar, resultando na emissão de �uorescência e 
mascarando os dados de �uorescência dos GIs e 
dos GRs.

•	 Temperatura de desnaturação (Tm) dos iniciado-
res: geralmente entre 58 °C e 62 °C.

•	 Porcentagem de conteúdo GC dos iniciadores: 
geralmente entre 45% e 55%.

Existem diversos programas para o desenho de 
iniciadores em que esses parâmetros são analisados para 
uma escolha adequada. Entre os mais utilizados está 
o primer3Plus1 (disponível gratuitamente na internet). 
Apesar de esses programas serem e�cientes no desenho 

1 Disponível em: <http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm>.

de iniciadores, ainda há necessidade de testá-los em 

curvas-padrão para determinação de sua e�ciência.

Diversos programas oferecem a possibilidade de 

fazer análises estatísticas de dados, sendo alguns gra-

tuitos, geralmente desenvolvidos por universidades, e 

outros a serem adquiridos. Entretanto, qualquer que seja 

o programa escolhido, é necessário o conhecimento bá-

sico de estatística para que o usuário possa decidir quais 

ferramentas do programa aplicar ao seu experimento.

O número de cópias de um transgene pode ser 

determinado por quanti�cação relativa, dividindo-se o 

número absoluto obtido para o transgene pelo número 

absoluto obtido para o GR. Para tanto, é necessário que as 

e�ciências da reação sejam próximas, e a regressão linear 

das duas curvas-padrão seja próxima de 1,0 (YANG et al., 

2005; YUAN et al., 2007).

5 Quantificação absoluta

O mesmo princípio, material e procedimento 

descritos para a quanti�cação relativa (seção 3 deste 

capítulo) se aplicam para a quanti�cação absoluta, com a 

diferença de que é necessário o preparo da curva-padrão 

usando quantidades conhecidas de moléculas da �ta-

-molde. A fórmula usada no cálculo do número de cópias 

dependerá do tipo de amostra utilizada, que poderá ser 

de DNA, RNA, cDNA ou oligonucleotídeos. O número de 

cópias é calculado pela seguinte fórmula: 
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Número de cópias em 100 ng/mL =

  = 6,022 x 1023

A curva-padrão é geralmente estabelecida com 
quatro diluições de base 10 entre 10-3 e 10-6. Os valores 
das amostras desconhecidas devem estar todos dentro 
do limite estabelecido pelos pontos de maior e menor 
quantidade da curva. É importante salientar que a curva-
-padrão tem que ser incluída em cada placa de qPCR. Para 
análise de número de cópias de plantas transgênicas, tem 
que se estabelecer uma curva padrão para um GR com 
número de cópias conhecido, e estabelecer outra curva 
padrão para o transgene.

6 Observações 
A montagem de uma reação de qPCR requer os 

mesmos cuidados de uma reação de PCR convencional 
para evitar contaminação ambiental ou cruzada entre as 
amostras. A utilização de luvas sem talco, pipetas exclusi-
vas para PCR e ponteiras com �ltro são cuidados comuns 
entre laboratórios que utilizam essa técnica.

As reações de qPCR deverão ser feitas em triplicatas 
biológicas, o que facilita a análise estatística e aumenta a 
con�abilidade dos resultados.

É desejável a utilização de robôs programados  ou 
micropipetas automáticas para realizar a distribuição dos 

reagentes e amostras em placa ou tubos. A automação 
pode aumentar a reprodutibilidade das repetições intra e 
interexperimentais e reduz os erros por pipetagem, além de 
poupar o manipulador do desgaste da pipetagem manual.

A formação de produtos inespecí�cos pode ser 
detectada ao se analisar a curva de desnaturação quando 
se utiliza o �uoróforo cianina assimétrica, que é gerada no 
�nal da reação de qPCR pelo aumento gradativo da tempe-
ratura de 60 °C a 95 °C. O aquecimento leva à desnaturação 
da dupla �ta de DNA (produto da ampli�cação), que é 
medida pelo valor da �uorescência a cada incremento de 
0,2 °C a 0,5 °C de temperatura. A temperatura de desnatu-
ração (melting temperature  – Tm) depende essencialmente 
do tamanho da molécula e da sua composição, ou seja, do 
conteúdo relativo de CG, e é especí�ca de cada produto de 
ampli�cação. Na reação de qPCR, quando se atinge a tem-
peratura de desnaturação, ocorre uma diminuição súbita 
de �uorescência em razão da liberação do corante (Figura 
5). A análise da curva de desnaturação é um aspecto im-
portante da reação de qPCR, uma vez que permite inferir 
a especi�cidade do produto gerado. Reações altamente 
especí�cas têm apenas um pico de desnaturação relativo a 
apenas um fragmento especí�co ampli�cado (Figura 5A). A 
presença de picos distintos indica que amplicons distintos 
foram produzidos na reação, podendo inclusive detectar 
a presença de dímeros entre os iniciadores (Figura 5B). 
Além de determinar a especi�cidade da reação de qPCR, a 
análise da curva de desnaturação é a base de algumas apli-
cações da qPCR, como detectar diferenças entre membros 
de famílias gênicas, diferenças alélicas e genotipagem de 
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populações e patógenos, como subtipos virais. Diferenças 

entre sequências, inclusive de apenas um nucleotídeo 

(Single Nucleotide Polymorphim – SNP), podem ser detecta-

das pelo desvio do pico a curva de desnaturação.

Para garantir resultados con�áveis, é importante re-

petir o experimento com diferentes extrações de RNA nas 

mesmas condições experimentais. Muitas vezes, isso pode 

provocar resultados discrepantes, o que pode ser evitado 

pela padronização rígida das metodologias de coleta de te-
cido (especialmente em se tratando de amostras coletadas 
ao longo do desenvolvimento de um órgão ou tecido), de 
extração de RNA e de síntese de cDNA. Essa padronização 
garantirá resultados mais consistentes entre experimentos 
e repetições biológicas. É importante lembrar que altera-
ções de resultados podem ser provocadas por mudança de 
reagentes, principalmente do próprio �uoróforo cianina 
assimétrica, bem como da máquina de qPCR.

Figura 5. Análise da especificidade de reação pela análise da curva de desnaturação. Ao final da qPCR, o produto da reação (am-
plicon) é submetido a aumento de temperatura com a fluorescência monitorada. A queda de fluorescência indica a desnaturação da 
dupla fita do produto, que depende de seu tamanho e da composição em guanina e citosina (% GC). Produtos específicos apresen-
tam apenas um pico (A). Mais de um pico indica a presença de produtos inespecíficos (B). Esse parâmetro pode ser utilizado para 
distinguir alelos, por exemplo, em que polimorfismos vão gerar curvas de desnaturação distintas.

A B
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A medida da variação entre as unidades expe-
rimentais de um mesmo tratamento constitui o erro 
experimental. Uma estimativa do erro experimental é 
necessária para testes de signi�cância e para estimativa 
de intervalos de con�ança. Essa estimativa é gerada pela 
repetição de um tratamento no experimento. Assim, o 
desenho experimental deve prever repetições biológicas 
e técnicas. As repetições técnicas retratam a reproduti-
bilidade da técnica de qPCR, que é testada pela quanti-
�cação de uma mesma amostra diversas vezes, visando 
a identi�car variações instrumentais, de reagentes ou 
de manipulação. As condições de qPCR devem ser alte-
radas até que as repetições técnicas indiquem pouca ou 
nenhuma variabilidade. As repetições biológicas indicam 
as variações devidas às condições experimentais, como 
variabilidade genética entre indivíduos ou oscilações 
ambientais durante um determinado tratamento. Como 
a qPCR é um método de alta sensibilidade, as réplicas bio-
lógicas devem ser executadas com extremo cuidado para 
evitar variações que di�cultem ou mesmo inviabilizem 
as análises estatísticas dos dados; recomendam-se, por 
exemplo, condições ambientais bem controladas, como 
em câmara de crescimento, e plantas de genótipos seme-
lhantes, como linhagens quase isogênicas (Near isogenic 
lines – NILs) ou clones.
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1 Introdução
A hibridização in situ é o pareamento e a ligação 

especí�ca de uma sequência de ácido nucleico marcada 
(sonda) a uma sequência complementar (alvo) em um 
material biológico morfologicamente preservado. Essa 
técnica permite a localização de sequências de RNA ou 
DNA em amostras de cromossomos, células, órgãos, 
organismos, ou em seções de tecidos. O local em que 
ocorreu a hibridização é indicado pelo local em que a 
sonda é visualizada (WILKINSON, 1992). 

Desde seu desenvolvimento para a localização de 
DNA por método radioativo, há mais de 45 anos (PARDUE; 
GALL, 1969), essa técnica modi�cou-se e seu uso foi 
diversi�cado (WARFORD; LAUDER, 1991). Atualmente, 
a hibridização in situ tem sido bastante utilizada para 
a detecção de RNA mensageiro (mRNA) em estudos de 
expressão de genes e também na localização de genes 
em cromossomos por hibridização in situ por �uores-
cência (FISH, Capítulo 13). Quando combinadas numa 
mesma preparação, as técnicas podem ser utilizadas na 
visualização da organização de transgenes em núcleos 
em interfase, assim como na localização dos transcritos 
de RNA (SANTOS et al., 2006).

Na localização de mRNA, as sondas mais utilizadas 
são as de RNA, por produzirem híbridos mais estáveis 
do que as de DNA. Para a confecção da sonda, pode-se 
utilizar marcação por compostos radioativos ou por mé-
todos não radioativos, que é possível pela introdução de 

uma molécula repórter na sonda, de RNA. Nesse caso, um 
hapteno, como a digoxigenina (SCHMITZ et al., 1991) ou 
a biotina, é incorporado à sonda, e sua detecção pode ser 
de duas formas: a) com anticorpos marcados com os �uo-
róforos, por exemplo, �uoresceína ou rodamina, seguida 
de visualização ao microscópio de �uorescência; b) com 
anticorpos marcados com a enzima fosfatase alcalina, a 
visualização sendo feita após reação colorimétrica com 
substratos, que, em presença da enzima, reagem resul-
tando em um sedimento colorido no local da reação. 

A hibridização in situ com sonda de mRNA mar-
cada com haptenos, não radioativa, é uma técnica que 
apresenta boa resolução (uma célula), rapidez de resul-
tados e marcação de alta estabilidade. Outro benefício 
da utilização de sondas não radioativas é a possibilidade 
de se fazer wholemount, ou seja, hibridização em órgão 
ou organismo completo (GARCÍA-AGUILAR et  al., 2005; 
SCHMIDT et al., 1997; WILKINSON, 1992). 

Por possibilitar a detecção de expressão local e 
temporal de genes, a hibridização in situ é utilizada nas 
análises da expressão de transgenes, em especial daque-
les regulados por promotores com expressão especí�ca 
(espacial ou temporal), por exemplo, em determinados 
órgãos, tecidos ou células (SCHOLZ-STARKE et  al., 2003; 
TRINDADE et al., 2003; YAMAMOTO et al., 1991) ou ainda 
por promotores induzíveis sob condições especí�cas. 
A hibridização in situ é especialmente importante em 
plantas recalcitrantes à transformação, para as quais 
normalmente não se faz a con�rmação prévia de espe-
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ci�cidade do promotor utilizando um gene repórter. 
Além disso, a técnica auxilia no estudo de função gênica 
durante o desenvolvimento (LACERDA et al., 2012), pela 
localização da expressão de genes em genótipos silves-
tres (ROMANEL et al., 2011) e em mutantes obtidos por 
transformação genética (JAVELLE et al., 2011; ZHOU et al., 
2012). A hibridização in situ tem uma vantagem sobre a 
imunocitoquímica, uma vez que nessa última, a reação de 
imunolocalização que é visualizada numa célula pode ser 
resultado da síntese da proteína realizada em outra célula 
e, então, transportada ou secretada (KIERNAN, 2008).

A técnica de hibridização in situ envolve seis eta-
pas principais:

Preparação do material de laboratório
e das lâminas de microscopia 

Toda a vidraria e os tampões a serem utilizados 
antes e durante a hibridização devem estar sem RNAse. 
Em geral, a vidraria é exposta, por várias horas, a um 
tratamento térmico para eliminação de nucleases em 
estufas que chegam de 180  °C a 300  °C. As lâminas de 
vidro de microscopia devem ser tratadas com poli-L-lisina 
ou organosilano (aminopropiltrietoxisilano) para melhor 
retenção das secções do tecido vegetal depositado.

Preparação do material biológico 

O material vegetal deve ser �xado para preservação 
da morfologia das células e tecidos e retenção do ácido 
nucleico alvo, protegendo-o contra a ação de nucleases. 

A �xação deve levar em conta a natureza e o tamanho 

do material biológico, o tampão utilizado e o agente 

�xador. Agentes �xadores com alto teor de etanol, como, 

por exemplo, o FAA (formalina:ácido acético glacial:álcool 

etílico) (ITO; SHINOZAKI, 2002), podem ser utilizados em 

experimentos de hibridização in situ principalmente em 

materiais difíceis de �xar. Entretanto, os agentes �xado-

res que combinam paraformaldeído e glutaraldeído em 

baixo teor, em solução aquosa, são muito utilizados por 

promoverem boa retenção do RNA e acessibilidade da 

sonda ao mesmo tempo em que preservam a morfologia 

do material biológico. Uma vez �xado, o material pode 

ser preparado e utilizado diretamente para hibridização 

do tipo wholemount (SCHMIDT et al., 1996) ou passar por 

um processo de in�ltração em uma matriz de para�na 

(SANTA-CATARINA et al., 2012; STEINER et al., 2012), ou de 

um composto à base de para�na, como a mistura para�na 

com poli-isobutileno, ou mesmo de resina do tipo butil 

metil metacrilato (BMM), e ser seccionado (SALAJ et  al., 

2008). Neste capítulo, serão descritos dois métodos de 

in�ltração: o primeiro utilizando mistura para�na com poli-

-isobutileno, e o segundo, BMM. A mistura para�na com 

poli-isobutileno é mais macia e permite cortes seriados 

em �ta de espessura de até 5 mm. O BMM é uma resina 

mais �rme que produz cortes de secções isoladas de até 

2 mm. O BMM geralmente produz melhor preservação na 

morfologia nas secções de tecido quando comparado com 

as misturas à base de para�na. No entanto, os produtos à 

base de para�na são de uso mais comum em laboratórios. 
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Síntese da sonda de RNA
marcada com digoxigenina 

A sequência 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 transcrição 
da sequência de cDNA em RNA �ta simples pode ser feita a 
partir de vetor linearizado ou a partir de produto de PCR. A 
marcação da sonda é feita durante a transcrição pela RNA 
polimerase com a utilização de uridina-5’-trifosfato (UTP) 
marcada com digoxigenina. A sonda será mais compe-
tente para detectar apenas a sequência-alvo, quanto mais 
especí�ca for a sequência utilizada como molde. 

Pré-hibridização

Os tratamentos de pré-hibridização visam à per-
meabilização do tecido para facilitar a penetração da 
sonda, o alcance da sequência-alvo e a redução de ruído 
não especí�co (background). Para permeabilizar o tecido, 
o tratamento mais utilizado é a aplicação de proteinase 
K, mas detergentes e ácidos (LEWIS; WELLS, 1992) tam-
bém podem ser utilizados. Após o uso de proteinase K, é 
desejável fazer uma segunda e breve �xação do tecido, 
denominada pós-�xação (SAMANANI et al., 2005). A redu-
ção do background causado por ligações não especí�cas 
a grupos amino positivamente carregados pode ser feita 
pela incubação do tecido com trietanolamina e anidrido 
acético, neutralizando cargas positivas (HOUBEN et  al., 
2006; SAMANANI et al., 2005). Para veri�car a integridade 
do RNA no tecido, após todo o processo de �xação, in�l-
tração e seccionamento, amostras do tecido podem ser 

coradas com laranja de acridina que indica, em laranja, a 
presença de RNA total (BIMAL et al., 1995).

Hibridização da sonda com o ácido
nucleico alvo no tecido ou órgão 

A hibridização é feita com a sonda antissenso, 
complementar a sequência-alvo. Entretanto, controles de 
hibridização devem ser feitos, e o mais comum é o controle 
negativo que é realizado fazendo-se a hibridização do ma-
terial com a sonda senso ou com outra sonda de mesmo 
comprimento, já previamente conhecida, por não hibridi-
zar no tecido utilizado. As condições que interferem no grau 
de associação das �tas de ácidos nucleicos, a estringência, 
podem ser ajustadas para elevar ao máximo o pareamento 
e a ligação especí�cos da sonda com as sequências-alvo 
complementares. Na prática, a concentração dos sais e da 
a formamida são mantidas, e ajusta-se a estringência com 
a adequação, principalmente, da temperatura. A tempera-
tura ideal de hibridização depende da natureza da sonda, 
sendo os híbridos RNA:RNA mais estáveis, e é de 10 °C a 
25 °C abaixo da Tm – melting temperature ou temperatura 
de desnaturação (Capítulo 15). As temperaturas entre 42 °C 
e 60 °C são as mais utilizadas (ALVES et al., 2007; SAMANANI 
et al., 2005; SANTA-CATARINA et al., 2012; SILVEIRA et al., 
2012).

Pós-hibridização 

Após a hibridização, são feitas lavagens para retirar 
toda a sonda que não hibridizou. Alguns autores também 
tratam o tecido com RNAse A, para remoção de todo frag-
mento de sonda não hibridizado (DEBLOCK; DEBROUWER, 
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1993; SAMANANI et al., 2005). Após o bloqueio dos sítios 
de ligação não especí�cos, uma reação imunocitoquími-
ca é realizada, durante a qual ocorre a incubação com 
um anticorpo especí�co para a digoxigenina acoplado a 
um marcador, que pode ser uma enzima (como fosfatase 
alcalina e peroxidase) ou um �uoróforo como a �uores-
ceína ou a rodamina. A detecção do complexo antígeno/
anticorpo pode ser visualizada por meio colorimétrico, 
ou �uorimétrico. O método que tem sido mais utilizado 
é o colorimétrico, em que a reação imunoquímica ocorre 
com o anticorpo antidigoxigenina acoplado à 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 presença 
do agente oxidante NBT (Nitroblue tetrazólio cloreto), se 
oxida e forma um sedimento de cor azul-escura. O NBT, 
quando reduzido, também forma um sedimento de cor 
azul púrpura. Os dois corantes concentram-se na região 
onde o híbrido sonda-ácido nucleico alvo foi formado. A 
localização da sonda pode ser observada por microsco-
pia de luz de campo claro (para seções de tecido) ou de 
contraste de interferência diferencial (para wholemount). 
Em reações que utilizam �uorocromos, as observações 
podem ser feitas utilizando-se microscópio de �uores-
cência com �ltro adequado ao �uoróforo utilizado.

Neste capítulo, é apresentado um protocolo 
básico de detecção de transcritos em seções utilizando 
sonda de mRNA marcada com digoxigenina, baseado 
nos protocolos de hibridização in situ descritos por Alves 
et al. (2007), Bimal et al. (1995), DIG Application... (2008), 

Dusi (2001) e Engler et al. (2001). A síntese da sonda se 
baseia em Javelle et al. (2011). A preparação de material 
biológico 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 preparação de 
NBT e BCIP é feita de acordo com instruções da Thermo 
Scienti�c (2011). Nas notas, são descritas alternativas ao 
protocolo apresentado.

2 Preparação do material
de laboratório e das
lâminas de microscopia

2.1 Material

•	 Cubas de vidro para coloração de lâminas de 
vidro. 

•	 Forno ou estufa para esterilização que atinja 
180 °C a 250 °C.

•	 Lâminas de vidro para microscopia e lamínulas 
de 22 mm x 50 mm.

•	 Ponteiras para micropipetas.

•	 Solução de poli-L-lisina: 100 mg/mL de poli-L-
-lisina em tampão 10 mM de tris-HCl (pH 8,0;
Apêndice 4).

Poli-L-lisina pode ser guardada a -20 ºC em estoque de 4 mg/mL.

•	 Tubos de 1,5 mL para microcentrífugas.
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2.2 Procedimento

1. Lavar e secar totalmente toda a vidraria, garrafas, 
cubas de vidro, lâminas para microscopia e lamínulas. 
Cobrir o material com papel alumínio e colocar em es-
tufa a 250 °C por 4 horas para eliminação de RNAses.

Quando expostas a altas temperaturas, vidrarias com umidade podem 
rachar.

As ponteiras e tubos de microcentrífuga novos devem ser manusea-
dos com luvas novas e autoclavados.

2. Tratar as lâminas de microscopia sem RNAse em 
solução de poli-L-lisina imergindo-as várias vezes por 
pelo menos 10 minutos.

3. Secar as lâminas por 1 dia em capela de exaustão e guar-
dar a -20 °C numa caixa selada com �ta adesiva crepe.

Lâminas de vidro de microscopia sem RNAse previamente tratadas 
com poli-L-lisina ou organosilano são encontradas no mercado. Como 
opção, é possível tratar as lâminas sem RNAse com organosilano 
(3-aminopropiltrietoxisilano): imergir as lâminas várias vezes em eta-
nol 100% ou acetona; em seguida, imergir as lâminas em organosilano 
1% (p/v) e etanol 100% ou acetona. 

4. Proceder à preparação do material biológico que 
pode ser feita utilizando mistura de para�na com 
poli-isobutileno (seção 3 deste capítulo) ou BMM 
(seção 4 deste capítulo).

2.3 Observações 

Toda a vidraria a ser utilizada antes e durante a hi-
bridização deve estar sem RNAse. Material contaminado 

com RNAses pode degradar a sonda e os RNAs presentes 
na amostra biológica, interferindo diretamente no resul-
tado da hibridização.

Esterilização em autoclave não elimina as RNAses.

Na ausência de forno que permita temperatura de 
até 250 °C, para tratar a vidraria, é possível utilizar trata-
mento de até 180 °C por 2 a 18 horas. 

3 Preparação do material 
biológico utilizando mistura de 
parafina com poli-isobutileno 
(“parafina”)

3.1 Material 

•	 Água destilada e esterilizada em autoclave.

•	 Água tratada com DEPC 0,1% (Apêndice 4).
DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 
e máscara em capela de exaustão.

•	 Barra magnética e agitador magnético com 
aquecimento.

•	 Base para blocos de para�na.

•	 Bisturi ou lâmina para cortar o material vegetal.

•	 Cubas de vidro para lâminas de microscopia.

•	 Estufa entre 56 ºC e 58 ºC.
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•	 Etanol absoluto. 

•	 Faca de aço para micrótomo.

•	 Fita indicadora de pH. 

•	 Formas de metal ou placas de Petri descartáveis 
(35 mm x 10 mm). 

•	 Lâminas de vidro de microscopia tratadas com 
poli-L-lisina.

•	 Microscópio estereoscópico e microscópio de 
luz. 

•	 Micrótomo.

•	 Para�na.

•	 Paraformaldeído

•	 Formaldeído 5%: em um béquer contendo 30 mL 
de água DEPC, adicionar 2 g de paraformaldeído. 
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 
(Apêndice 4) até dissolver totalmente o parafor-
maldeído. Ajustar o volume para 40 mL.

Paraformaldeído e formaldeído são con-
siderados prováveis agentes mutagênicos e 
altamentes tóxicos por inalação, contato com 
pele e por ingestão. Provocam queimaduras 
e apresentam risco de efeitos graves para a 
saúde em caso de exposição prolongada. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas, óculos e 
máscara em capela de exaustão.

•	 Tampão fosfato de sódio 10 mM, pH 7,0 
(Apêndice 4).

•	 Solução de �xação:

Componente Quantidade Concentração final

Formaldeído 5% 40 mL 4%

Glutaraldeído 25% 0,5 mL 0,25%

Tampão fosfato de 
sódio 1 M, pH 7,0

0,5 mL 10 mM

H2O DEPC q.s.p. 50 mL

O pH da solução ficará entre 7,0 e 7,4; checar com uma fita indicadora de pH. 
Preparar a solução imediatamente antes da utilização.

•	 Solução comercial de glutaraldeído 25%.

Glutaraldeído é altamente tóxico por inalação, 
contato com pele e por ingestão. Sua manipula-
ção deve ser feita com luvas, óculos e máscara 
em capela de exaustão.

•	 Xilol.

Xilol é inflamável, irritante aos olhos, pele e 
sistema respiratório. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara em capela 
de exaustão.

3.2 Procedimento
1. Coletar e cortar o material biológico em pequenos 

pedaços e colocar imediatamente em frasco de vi-
dro de 10 mL contendo 3 mL de solução de �xação. 
Aplicar vácuo parcial por 1 hora, trocar a solução e 
deixar por 4 horas à temperatura ambiente ou a 4 °C 
por aproximadamente 18 horas.

Para materiais difíceis de fixar, pode-se utilizar como fixador o FAA 
(Formaldeído 37%, ácido acético glacial, álcool etílico 70% (v/v) na 
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proporção de 5:5:90). A concentração de álcool etílico 50% (v/v) 
também pode ser utilizada. Nesse caso, após a retirada do fixador, 
deve-se seguir direto para a etapa 4 deste item.

2. Remover a solução de �xação.

3. Lavar o material em tampão fosfato de sódio 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% três 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 solução de etanol: xilol 3:1, 
1:1, 1:3 e, �nalmente, três vezes em xilol puro, deixan-
do por 30 minutos em cada solução.

6. Adicionar ao xilol um terço do volume de para�na e 
deixar por 1 dia ou adicionar as pastilhas de para�na 
aos poucos.

7. Adicionar ao xilol: para�na mais um volume de para-
�na e deixar por 1 dia, em estufa à temperatura de 
fusão indicada pelo fabricante (56 °C a 58 °C) dentro 
de capela de exaustão. 

8. Abrir o frasco.

Nessas condições, o xilol vai evaporar, restando ao final apenas a 
parafina.

9. Fazer a troca da para�na por nova previamente derreti-
da na estufa por três vezes, deixando por 1 dia cada vez.

10. Colocar as formas de metal, ou as placas de Petri 
descartáveis, em uma chapa preaquecida entre 56 °C 

e 58 °C e verter as amostras em para�na nas formas. 
Posicionar as amostras com auxílio de estilete. 
Desligar a chapa e deixar a para�na solidi�car lenta-
mente por 1 dia.

11. Montar o bloco de para�na numa base e secionar 
numa espessura de 5 mm a 10 mm, em micrótomo, 
com faca de aço, em ângulo de 6 graus. 

12. Em lâmina de vidro de microscopia, previamente 
tratada, contendo gota de 1 mL de água sem RNAse, 
depositar as �tas de para�na com as secções. 

13. Colocar as lâminas em placa preaquecida a 42  °C, 
previamente limpa, até esticar a �ta. 

14. Retirar a água, com o auxílio de papel �ltro ou papel 
toalha, e deixar secando na placa a 42  °C por apro-
ximadamente 12 horas para as secções �carem bem 
aderidas à lâmina. 

Manter as lâminas cobertas durante a secagem em placa a 42 °C para 
proteger o material. 

Se necessário, as lâminas contendo as seções podem ser armazena-
das em caixas plásticas próprias para lâminas de microscopia a 4 °C 
até a hora de remover a parafina.

15. Remover a para�na em xilol, colocando as lâminas com 
as seções na cuba de vidro contendo xilol por 15 minu-
tos, duas vezes; xilol: etanol (1:1), 5 minutos; etanol, 10 
minutos; etanol: água (DEPC), 5 minutos; água (DEPC) 
por duas vezes, 5 minutos cada vez sob leve agitação.

Se necessário, as lâminas contendo as secções podem ser armazena-
das em caixas plásticas próprias para lâminas de microscopia -20 °C 
até a hora de utilizar.
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3.3 Observações 

A in�ltração em para�na permite cortes seriados 
que facilitam a análise, enquanto a in�ltração em BMM 
permite melhor preservação da morfologia do material 
biológico.

Tanto a in�ltração com para�na quanto com BMM 
podem ser feitas mais lentamente e em maior número de 
gradientes, sendo o tempo de in�ltração proporcional ao 
tamanho das amostras.

4 Preparação do material 
biológico utilizando butil metil 
metacrilato (BMM)

4.1 Material 

•	 Acetona.

Acetona é facilmente inflamável, irritante aos 
olhos, pele e sistema respiratório. Sua mani-
pulação deve ser feita com luvas em capela de 
exaustão.

•	 Água destilada e esterilizada em autoclave.

•	 Água tratada com DEPC 0,1% (Apêndice 4).

DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 
e máscara em capela de exaustão.

•	 Câmara de luz ultravioleta.

A exposição à radiação ultravioleta pode causar danos 
à retina e à pele. Sua manipulação deve ser feita com 
óculos de proteção específicos para luz UV. Procurar 
não expor a pele, usando jaleco de mangas longas e 
luvas.

•	 Cápsulas plásticas ou do tipo gelatina.

•	 Clorofórmio.

Clorofórmio é tóxico por inalação, em contato 
com a pele e por ingestão. Manter o recipiente 
bem fechado. Sua manipulação deve ser feita 
com luvas de nitrila, óculos e máscara em capela 
de exaustão.

•	 Cubas de vidro para lâminas de microscopia. 

•	 Etanol absoluto.

•	 Faca de vidro para ultramicrótomo.

•	 Formaldeído 5% (como descrito no item
3.1 Material).

Formaldeído é considerado provável agente 
mutagênico e altamente tóxico por inalação, 
contato com pele e por ingestão. Provoca quei-
maduras e apresenta risco de efeitos graves 
para a saúde em caso de exposição prolongada. 
Sua manipulação deve ser feita com luvas, ócu-
los e máscara em capela de exaustão.

•	 Ultramicrótomo.

•	 Lâminas de vidro de microscopia tratadas com 
poli-L-lisina.

•	 Microscópio estereoscópico e microscópio de luz.
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•	 Resina butil metil metacrilato (BMM):

Componente Quantidade Concentração final

Butil metacrilato 40 mL 80%

Metil metacrilato 10 mL 20%

Etoxi-benzoína 250 mg 5 mg/mL

Volume total 50 mL

Misturar, evitando a formação de bolhas e o contato do BMM com o ar. 
Guardar a 4 °C ou a -20 °C.

BMM e seus componentes são extremamente tóxicos e 
podem ser voláteis. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.

•	 Solução de �xação (como descrito no item

3.1 Material).

A solução de fixação contém formaldeído e glutaraldeído que são 
extremamente tóxicos e voláteis. Manipular com luvas e utilizar capela 
de exaustão.

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 soluções de 

etanol:BMM nas proporções (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 necessário, deixar por 12 horas em qualquer das etapas. 

3. Colocar o material em cápsulas plásticas ou do tipo 

gelatina, completar com BMM, fechar a tampa e colo-

car as cápsulas em suporte apropriado.

4. Polimerizar, colocando o suporte com as cápsulas em 

câmara fechada sob luz UV, 24 horas (ou mais), a -20 °C.

A distância da cápsula à lâmpada deve ser, no mínimo, de 15 cm.

Após a polimerização da resina, guardar as cápsulas a 4 °C.

5. Montar o bloco de BMM em suporte para micrótomo. 

6. Cortar a superfície 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 secção, contendo uma fatia 
da amostra na orientação desejada (longitudinal ou transversal). 

7. Seccionar, numa espessura de 2 mm a 4 mm em ul-

tramicrótomo, com navalha de vidro (ângulo de 6°), 

e colocar as secções em gotas de água tratada com 

DEPC em lâminas de vidro de microscopia.

8. Esticar as secções com vapor de clorofórmio, aplicado 

em um chumaço de algodão, e deixar secar em placa 

preaquecida a 60 °C, por 1 hora. 

As lâminas contendo as secções podem ser armazenadas em caixas 
plásticas próprias para lâminas de microscopia a 4 °C até a hora de 
remover o BMM.

9. Remover o BMM, colocando as lâminas com as sec-

ções em cuba de vidro contendo acetona duas vezes 

por 10 a 15 minutos. Trocar a acetona por mistura de 

acetona:água tratada com DEPC (1:1, v/v). Após 5 mi-
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nutos, colocar as lâminas em água tratada com DEPC. 
Trocar a água e deixar por mais 5 minutos.

As lâminas contendo as seções podem ser armazenadas em caixas plás-
ticas próprias para lâminas de microscopia a -20 °C até a hora de utilizar.

4.3 Observação 

Caso o material vegetal tenha facilidade em oxidar, 
adicionar 10 mM DTT (ditiotreitol) em etanol 96% ou em 
etanol absoluto quando for fazer a desidratação, e também 
acrescentar 0,08 g de DTT na mistura de BMM e misturar bor-
bulhando gás nitrogênio através da mistura por 15 minutos.

5 Síntese da sonda de RNA 
marcada com digoxigenina

5.1 Material 
•	 Acetato de sódio 3 M, pH 5,2 (Apêndice 4).

A solução de acetado de sódio deve ser preparada utilizando reagente 
manuseado com material e recipiente sem RNAse e com água DEPC.

•	 Ácido acético 10% (v/v).

Ácido acético é inflamável, corrosivo, irritante 
para as vias respiratórias e causa queimaduras 
na pele. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.

•	 Água DEPC 0,1% (Apêndice 4).

DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 
e máscara em capela de exaustão.

•	 Banho-maria.

•	 Clorofórmio.

Clorofórmio é tóxico por inalação, em contato 
com a pele e por ingestão. Manter o recipiente 
bem fechado. Sua manipulação deve ser feita 
com luvas de nitrila, óculos e máscara em capela 
de exaustão.

•	 DNAse I (sem RNAse).

•	 EDTA 0,2 M, pH 8,0 (Apêndice 4) sem RNAse.

•	 Etanol absoluto e solução de etanol 70% (v/v).

•	 Fenol.

Fenol é tóxico por inalação, em contato com 
a pele e por ingestão. Provoca queimaduras e 
apresenta risco de efeitos graves para a saúde 
em caso de exposição prolongada. Sua manipu-
lação deve ser feita com luvas, óculos e máscara 
em capela de exaustão.

•	 Formamida deionizada 50%.

Formamida é altamente tóxica por inalação, contato com 
pele e por ingestão. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.

•	 Gel de agarose 1% (p/v) em tampão TBE sem 

RNAse (Apêndice 4). 

•	 Inibidor de RNAse 20 U/mL.

•	 Microcentrífuga.
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•	 Mistura de NTPs contendo DIG-UTP 10X (tampão 

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 marcação 
de RNA com digoxigenina ou separadamente.

•	 RNA polimerase SP6 e T7 e tampão de transcri-

ção 10X.

O tampão pode ser adquirido juntamente com RNA polimerase SP6 e 
T7 ou dentro do kit de marcação de RNA com digoxigenina.

•	 Suporte para tubos de microcentrífuga.

•	 Solução de hidrólise de sonda:

Componentes Quantidade Concentração final

Carbonato de sódio 
(Na2CO3) 200 mM

30 μL 120 mM

Bicarbonato de sódio 
(NaHCO3) 200 mM

20 μL 80 mM

Volume total 50 μL

A solução de hidrólise deve ser preparada utilizando reagentes manu-
seados com materiais e recipientes sem RNAse e água DEPC.

•	 Tubos de microcentrífuga livres de RNAse.

5.2 Procedimento 

1. Realizar uma minipreparação do plasmídio (Capí-

tulo 2) contendo o gene alvo clonado entre os pro-

motores T7 e SP6 (ou T3), para ligação das respectivas 
RNA polimerases.

2. Linearizar o plasmídio em duas reações separadas 
para a síntese das sondas senso e antissenso, com 
enzimas de restrição que �anqueiam a sequência 
de interesse conforme esquematizado na Figura 1. 
Utilizar sempre reagentes sem RNAses. 

A linearização do plasmídio deve ser feita de forma que a transcrição 
termine logo após o inserto. 

Evite a utilização de enzima que gere extremidade coesiva 3’.

Idealmente, os fragmentos do gene estudado devem ter entre 400 pb 
e 600 pb para facilitar a síntese e também evitar possíveis regiões de 
similaridade com sequências não alvo.

3. Puri�car o plasmídio linearizado, acrescentando, a
20 mL do plasmídio linearizado, 180 mL de água tra-
tada com DEPC, e adicionar 100 mL de fenol e 100 mL 
de clorofórmio. Misturar em agitador tipo Vortex e 
centrifugar por 15 minutos a 14.000 rpm. Transferir 
o sobrenadante para um novo tubo de microcentrí-
fuga e adicionar 200 mL de clorofórmio, misturar em 
agitador tipo Vortex e centrifugar por 15 minutos a
14.000 rpm. Transferir 180 mL do sobrenadante para 
um novo tubo.

4. Precipitar adicionando 18 mL de acetato de sódio 3M 
pH 5,2 e 400 mL de etanol absoluto, misturar e incubar 
a -20 °C por 8 horas ou a -80 °C por 1 hora. Centrifugar 
por 15 minutos a 14.000 rpm à temperatura ambien-
te. Lavar o sedimento com 500 mL de etanol 70% (v/v) 
a 4 ºC e centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm. 
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Figura 1. Esquema da preparação da son-
da marcada com digoxigenina. A sequên-
cia de cDNA molde (em vermelho) está 
clonada no plasmídio circular entre os promo-
tores das T7 e SP6 RNA polimerases no sen-
tido T7 para SP6, indicado pela seta branca.
O plasmídio é linearizado em duas reações se-
paradas com enzimas de restrição (por exemplo, 
enzimas 1 e 2) que reconhecem sítios em cada 
lado da sequência cDNA molde. Na presença de 
uridina-5’-trifosfato (UTP) marcada com digoxige-
nina (DIG-UTP), a transcrição da sonda antissen-
so (enzima 1) é feita utilizando a enzima SP6 po-
limerase, enquanto a transcrição da sonda senso 
(enzima 2) é feita utilizando a enzima T7 polimera-
se. A presença de promotores M13 forward (verde 
escuro) e M13 reverse (verde claro) no plasmídio 
permite, alternativamente à linearização, que o 
molde linear para transcrição seja obtido por PCR.
Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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Remover o etanol e secar ao ar. Ressuspender o sedi-

mento em 25 mL de água tratada com DEPC.

5. Checar a linearização do plasmídio por eletroforese 

em gel de agarose 1% (p/v). Ajustar a concentração 

do plasmídio para 1 mg/mL

6. Para a reação de síntese da sonda, preparar em tubo 

de microcentrífuga, colocado sobre gelo, o sistema 

de reação descrito abaixo, misturar e incubar a 37 °C. 

Componentes Quantidade Concentração final

DNA molde linearizado 
1 µg/µL

1 µL 0,05 µg/µL

Mistura de NTPs 
contendo DIG-UTP 10X

2 µL 1X

Tampão de transcrição 
10X

2 µL 1X

Inibidor de RNAse 20 
U/µL

1 µL 1 U/µL

RNA Polimerase SP6 
ou T7 20 U/µL

2 µL 2 U/µL

H2O DEPC 0,1% q.s.p. 20 µL 

7. Após duas horas de reação, adicionar 2 µL de DNAse I 

(sem RNAse) e incubar a 37 °C por 15 minutos.

8. Parar a reação adicionando 2 µL de EDTA 0,2 M.

O rendimento final da sonda deve ser de 10 µg de RNA marcado por 
1 µg de DNA molde.

A eficiência da síntese de RNA pode ser checada por análise em gel 
de agarose. 

9. Se for necessário, hidrolisar a sonda; caso contrário, 

ajuste o volume para 100 mL com água tratada com 

DEPC e siga para a etapa 13 deste item.

Em geral, sondas de até 500 pb não necessitam de hidrólise.

Hidrólise da sonda (opcional)

10. Calcular o tempo de hidrólise conforme equação 

abaixo:

em que:

t = tempo de hidrólise em minutos (a 60 °C)

L0 = comprimento inicial da sonda (em Kb)

Lf = comprimento �nal da sonda (em Kb) 

K = taxa constante = 0,11 Kb/min

O comprimento final da sonda (Lf) indicado para uma melhor dinâmica 
de hibridização é de 150 pb a 200 pb.

11. Acrescentar, aos 24 mL da sonda marcada, os 50 mL de 

solução de hidrólise de sonda e ajustar o volume para 

100 mL com água DEPC.

12. Incubar a reação a 60 °C pelo tempo calculado e neu-

tralizar a reação adicionando 5 mL de ácido acético 

10%.
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13. Puri�car a sonda, acrescentando à reação 10 mL de 
acetato de sódio 3M pH 5,2 e 200 mL de etanol, mistu-
rar e incubar a -20 °C.

Podem-se utilizar, após a hidrólise alcalina, carreadores como glico-
gênio ou tRNA para uma precipitação mais eficiente dos fragmentos. 
Neste caso, não será possível checar a integridade após precipitação, 
e deve-se seguir diretamente para a etapa 15. 

14. Após 8 horas de precipitação, centrifugar por
15 minutos a 14.000 rpm em microcentrífuga, descar-
tar o sobrenadante, lavar o sedimento em etanol 70%, 
deixar secar e ressuspender em 50 mL de água DEPC.

15. Checar o tamanho e concentração do fragmento da 
sonda em eletroforese em gel de agarose 1% utilizan-
do marcador de concentração e de peso molecular.

16. Ajustar a concentração da sonda para 100 ng/mL com 
água DEPC ou com formamida deionizada 50% em 
água DEPC. Distribuir em alíquotas e conservar a -20 °C.

17. Conferir se a sonda está marcada fazendo um dot blot
(seção 6 deste capítulo) se necessário, ou seguir para 
o procedimento descrito na seção 7 deste capítulo.

5.3 Observações 

Uma alternativa à linearização do plasmídio 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 hidrólise (KOMMINOTH, 1996).

6 Reação imunoquímica
para detecção da marcação 
da sonda (opcional)

6.1 Material 

•	 Água DEPC 0,1% (Apêndice 4).

DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 
e máscara em capela de exaustão.

•	 Antidig AP fragmentos Fab 0,75 U/mL.

•	 Microcentrífuga.

•	 Membrana de náilon.

•	 Solução de BCIP 50 mg/mL: dissolver 0,5 g de 
BCIP (sal de p-toluidina) em 10 mL de DMF 100%, 
dividir em alíquotas e guardar no escuro a 4  °C 
ou -20 °C. 

•	 Solução de NBT 50 mg/mL: dissolver 0,5 g de 
NBT em 10 mL de dimetilformamida (DMF) 70% 
(v/v) em água. Dividir em alíquotas e guardar no 
escuro a 4 °C ou -20 °C.

DMF é altamente tóxico, inflamável e irritante 
para os olhos. Sua manipulação deve ser feita 
com luvas, óculos e máscara em capela de 
exaustão.
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•	 Tampão 1:

Componentes Quantidade Concentração final

Tris HCl 1 M pH 7,5 
(Apêndice 4)

100 mL 0,1 M

NaCl 8,77 g 0,15 M

H2O deionizada q.s.p. 1.000 mL

Esterilizar em autoclave a 121 °C por 20 minutos e conservar à temperatura 
ambiente. 

•	 Tampão 2:

Componentes Quantidade Concentração final

Albumina de soro 
bovino (BSA)

2 g 2%

Tampão 1 q.s.p. 100 mL

Dissolver aquecendo a 70 °C. Deixar esfriar, preparar alíquotas e conservar a 
-20 °C. 

O BSA pode ser substituído por 1% do reagente de bloqueio (do inglês 
blocking reagent).

•	 Tampão 3:

Componentes Quantidade Concentração final

Tris HCl 1 M pH 7,5 
(Apêndice 4)

100 mL 0,1 M

NaCl 5,84 g 0,1 M

MgCl2.6H2O 10,17 g 0,05 M

H2O deionizada q.s.p. 1.000 mL

Ajustar o pH para 9,5. Filtrar ou esterilizar em autoclave a 121 °C por 20 minutos 
e conservar à temperatura ambiente

Após esterilização em autoclave, é comum a formação de sedimento.

•	 Solução de coloração: misturar a 5 mL de 
Tampão 3, 22,5 mL de NBT (50 mg/mL) e 17,5 mL 
de BCIP (50 mg/mL). 

Preparar a solução imediatamente antes da utilização.

É possível também utilizar uma solução comercial pronta de NBT/BCIP.

•	 Tampão 4:

Componentes Quantidade Concentração final

Tris HCl 1 M pH 8,0 10 mL 0,01 M

EDTA 500 mM,
pH 8,0 (Apêndice 4)

2 mL 1 mM

H2O deionizada q.s.p. 1.000 mL

Esterilizar em autoclave a 121 °C por 20 minutos.

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL sem RNAse.

6.2 Procedimento 

Ensaio de dot blot para detectar a marcação da sonda

1. Cortar um fragmento de 30 mm x 30 mm da membra-

na de náilon, utilizando uma tesoura ou bisturi sem 

RNAse.

2. Depositar o recorte de membrana em placa de Petri 

de 50 mm de diâmetro. 

3. Aplicar 1 mL da amostra e 1 mL de sonda controle com-

provadamente marcada com digoxigenina (seção 5 

deste Capítulo) em locais distintos na membrana.
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Para verificar, também, o rendimento da marcação da sonda, aplicar à 
membrana diluições seriadas de 1/10 feitas da sonda sintetizada e da 
sonda controle de concentração conhecida.

4. Colocar a membrana por 1 hora a 80  °C ou em um 

esquipamento UV crosslinker seguindo as instruções 

do fabricante, para �xar o RNA à membrana.

5. Adicionar 5 mL de Tampão 1, deixar 1 minuto à tem-

peratura ambiente.

6. Remover o Tampão 1 e adicionar 5 mL de Tampão 2 e 

deixar 30 minutos à temperatura ambiente.

7. Remover o Tampão 2 e adicionar 5 mL de Tampão 1, 

contendo 1 mL de anticorpo conjugado antidig AP 

fragmentos Fab. Deixar por 30 minutos à temperatura 

ambiente, no escuro.

8. Remover a solução com anticorpo e lavar em 5 mL de 

Tampão 1, por 5 minutos, por duas vezes.

9. Remover o Tampão 1, adicionar 5 mL de solução de 

coloração e manter por aproximadamente 15 minutos.

10. Remover a solução e adicionar 5 mL de Tampão 4 

para parar a reação.

11. Se a sonda estiver marcada, uma coloração púrpura 

aparecerá na região de aplicação da sonda em pou-

cos minutos, após a adição da solução de coloração.

O rendimento da marcação pode ser verificado comparando a intensi-
dade da coloração da sonda sintetizada com a do controle.

6.3 Observação 

O modo de preparo das soluções de NBT e BCIP 
pode ser encontrado nos catálogos das empresas que os 
fabricam.

7 Pré-hibridização (opcional)

7.1 Material 

•	 Água DEPC 0,1% (Apêndice 4).

DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 
e máscara em capela de exaustão.

•	 Câmara úmida: recipiente com tampa que 
mantém a umidade, pois contém água ou papel 
umedecido no fundo, e na qual é possível dispor 
as lâminas de microscopia na horizontal.

•	 Cuba de vidro para lâminas de microscopia.

•	 EDTA 500 mM, pH 8,0 (Apêndice 4) sem RNAse.

•	 Formaldeído 4% em tampão fosfato de sódio
10 mM, pH 7,0 (como descrito no item 3.1 
Material).

Formaldeído é considerado provável agente 
mutagênico e altamente tóxico por inalação, 
contato com pele e por ingestão. Provoca quei-
maduras e apresenta risco de efeitos graves 
para a saúde em caso de exposição prolongada. 
Sua manipulação deve ser feita com luvas, ócu-
los e máscara em capela de exaustão.
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•	 HCl 2,5 N (Apêndice 4).

Ácido clorídrico é um ácido forte, altamente 
tóxico e corrosivo. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara em capela de 
exaustão.

•	 Proteinase K: dissolver a proteinase K em água 

tratada com DEPC, ajustar a concentração para 

1 mg/mL, deixar a 37 °C por 30 minutos, distribuir 

em alíquotas e guardar a -20 °C.

•	 Tampão fosfato de sódio 1 M e 10 mM, pH 7,0 

(Apêndice 4) sem RNAse.

•	 Tampão acetato 0,2 M: em um béquer, contendo 

200 mL de água deionizada e esterilizada em 

autoclave, adicionar 3 mL de ácido acético glacial 

gota a gota sob agitação suave. Completar o volu-

me para 250 mL e ajustar o pH para 2,1 com HCl. 

Ácido acético é inflamável, corrosivo, irritante 
para as vias respiratórias e causa queimaduras 
na pele. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.

•	 Solução de laranja de acridina 0,05%: 0,05 g de 

laranja de acridina em 100 mL de água DEPC.

Laranja de acridina é tóxica e considerada um agente 
mutagênico. Sua manipulação deve ser feita com luvas, 
óculos e máscara. O corante pode ser encontrado nos 
catálogos das empresas fabricantes também em solução 
aquosa, o que evita a etapa de pesagem.

•	 Tampão para Proteinase K:

Componentes Quantidade Concentração 
final

Tris HCl 1 M pH 8,0 
(Apêndice 4) sem RNAse

1 mL 0,01 M

EDTA 500 mM pH 8,0 
(Apêndice 4) sem RNAse

1 mL 5 mM

H2O DEPC q.s.p. 100 mL
Esterilizar em autoclave a 121 °C por 20 minutos.

•	 Tampão veronal-acetato pH 7,8:

Componente Quantidade Concentração final

Sódio-barbital 0,59 g 0,029 M

Acetato de sódio 0,39 g 0,047M

H2O deionizada 
estéril

q.s.p. 100 mL

Ajustar o pH para 7,8 com HCl 1N e esterilizar em autoclave. 

Barbital é tóxico. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscaras em capela de exaustão.

•	 Tris-HCl 1 M, pH 7,5 (Apêndice 4), sem RNAse.

7.2 Procedimento

1. Aplicar em cada lâmina contendo as secções de 
tecido (seção 5 deste capítulo) 200 mL de solução
1 mg/mL de proteinase K em tampão para proteinase 
K, por 10 a 30 minutos, a 37 °C.

A concentração e o tempo de tratamento com proteinase K podem variar 
dependendo da planta e do tecido. Uma análise prévia por microscopia 
da preservação do tecido, submetido a diferentes concentrações e 
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Figura 2. Secções longitudinais de ovário e anteras de Brachiaria decumbens infiltrados em BMM (A-C). A) Observação em micros-
cópio de fluorescência após coloração com laranja de acridina, mostrando em laranja o RNA total preservado, e em verde, o DNA. 
B) e C) Observação em microscópio de luz mostrando coloração púrpura na antera, após hibridização com a sonda antisenso (B) 
e ausência de marcação após hibridização com a sonda senso (C). a: antera; ov: ovário. Barras: A = 15 µm; B = 10 µm; C = 15 µm.
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intervalos de tempo de tratamento, deve ser feita para estabelecer qual 
a melhor combinação que não afeta a morfologia.

2. Lavar três vezes em água DEPC.

3. Fixar novamente o material, colocando uma gota 
de formaldeído 4% em tampão fosfato de sódio
10 mM pH 7,0 por 5 minutos e, depois, lavar em tam-
pão fosfato de sódio 10 mM.

4. Se desejar veri�car a integridade do RNA total, ou 
seja, se não houve degradação de RNA durante o pro-
cessamento, separar algumas lâminas e fazer o ensaio 
de coloração com laranja de acridina ou seguir para 
o procedimento descrito na seção 8 deste capítulo .

Coloração com laranja de acridina (opcional)

5. Separar algumas lâminas para o teste de preservação 
de RNA. Colocar as lâminas restantes em uma cuba 

de vidro para lâminas de microscopia e acrescentar

100 mL de tampão acetato 0,2 M.

6. Após 5 minutos, retirar as lâminas da cuba, secar a 

parte inferior e dispor as lâminas em câmara úmida.

7. Acrescentar, a cada lâmina, 100 mL da solução de 

laranja de acridina e cobrir com lamínula.

8. Após 30 minutos, lavar as lâminas em cuba contendo 

tampão veronal-acetato.

9. Retirar as lâminas, montar em tampão veronal-aceta-

to e cobrir com uma lamínula.

10. Examinar com o auxílio de microscópio de �uores-

cência utilizando luz azul ou UV.

A coloração alaranjada significa presença de RNA, e a coloração 
verde significa presença de DNA (Figura 2A).
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7.3 Observações 

A pré-hibridização é opcional. O tratamento com 

proteinase K é especialmente importante quando se utili-

zam maiores concentrações de glutaraldeído no tampão 

de �xação ou quando as sondas forem longas.

As lâminas usadas para teste com laranja de acridi-

na não deverão ser usadas para hibridização.

Todos os reagentes e soluções devem ser prepa-

rados e manuseados com materiais e recipientes sem 

RNAse e água DEPC.

A concentração e o tempo de incubação com pro-

teinase K devem ser ajustados de acordo com o material 

vegetal e com o comprimento da sonda. 

8 Hibridização
da sonda no tecido 

8.1 Material 

•	 Água DEPC 0,1% (Apêndice 4).

DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 
e máscara em capela de exaustão.

•	 Solução de hibridização.

Componente Quantidade Concentração final 
Tris HCl 1 M pH 7,5 100 µL 10 mM
NaCl 3M (Apêndice 4) 1 mL 300 mM
Formamida deionizada 5 mL 50%
EDTA 50 mM pH 8 
(Apêndice 4)

200 µL 1 mM

Solução de Denhardt 
50X (Apêndice 4)

200 µL 1X

Sulfato de dextrano 
50% (p/v)

2 mL 10%

H2O DEPC 0,1% 500 µL

Preparar alíquotas da solução e guardar a -20 °C. Antes de utilizar, retirar uma 
alíquota e colocar no gelo.

A concentração final é obtida somente após o acréscimo da sonda na 
proporção de 1/10 (v/v); ver etapa 1 do item 8.2 Procedimento. 

•	 Sonda marcada com digoxigenina a 100 ng/mL 

(seção 5 deste capítulo).

•	 Tris-HCl 1 M, pH 7,5 sem RNAse (Apêndice 4).

•	 tRNA a 100 ng/mL.

8.2 Procedimento 

Os principais passos deste procedimento estão 

esquematizados na Figura 3.

Para hibridizar a sonda em 10 lâminas, preparar 

1 mL de solução de hibridização contendo 0,5 ng/mL de 

sonda marcada:
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Figura 3. Etapas da hibridização in situ utilizando sonda antissenso. Inicialmente, 100 µL da solução de hibridização, contendo a 
sonda marcada com digoxigenina são aplicados às secções de tecido em cada lâmina. A lamínula é depositada sobre a lâmina, que 
é colocada em câmara úmida por 18 horas, no escuro, à temperatura de 42 °C. As lâminas são então lavadas em cuba de vidro 
contendo os tampões apropriados. Em seguida, é feito o bloqueamento e, após rinsar as lâminas, procede-se à reação imunológica 
com o anticorpo antidig AP. Após lavar as lâminas, é feita a reação de coloração utilizando NBT e BCIP. A reação é interrompida 
quando aparece a coloração azul púrpura, característica da ocorrência da hibridização. Em seções ou locais em que não ocorreu 
hibridização, a coloração púrpura não aparece.
Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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1. Adicionar, a um tubo de microcentrífuga, 5 mL de 
tRNA 100 ng/mL (total de 500 ng), 5 mL de sonda
100 ng/mL (total de 500 ng) e 90 mL de água DEPC.

O volume de sonda adicionado pode ser alterado caso se deseje 
concentração final ou volume diferentes.

2. Incubar a 80 °C por 5 minutos.

3. Colocar imediatamente no gelo.

4. Completar o volume para 1.000 mL com solução de 
hibridização.

Dessa forma, a concentração final da sonda fica 0,5 ng/µL. 

As quantidades apresentadas neste procedimento podem ser ajus-
tadas, dependendo do número de lâminas que serão utilizadas na 
hibridização. 

A concentração de sonda marcada com digoxigenina a ser aplicada 
em cada lâmina pode variar e deve ser ajustada dependendo da sonda 
e do material vegetal utilizado.

5. Aplicar 100 mL em cada lâmina (num total de 50 ng da 
sonda marcada com digoxigenina), cobrir com lamí-
nula para espalhar a sonda e hibridizar por 12 horas a 
42 °C, no escuro, em câmara úmida. 

A quantidade de sonda aplicada e o tamanho da lamínula podem 
variar dependendo da área da lâmina a ser coberta. 

8.3 Observações 

A partir da seção 8, não há necessidade de se man-
ter o material sem RNAse.

A temperatura de hibridização pode ser aumenta-

da até 60 °C, sempre que for exigida maior estringência 

na hibridização.

Todos os reagentes e soluções devem ser prepa-

rados e manuseados com materiais e recipientes sem 

RNAse e água DEPC.

9 Pós-hibridização 

9.1 Material 

•	 Água dionizada e esterelizada em autoclave. 

•	 Anticorpo antidig AP (fragmentos Fab) 1:1.000 

em tampão 1.

•	 Câmara úmida. 

•	 Lamínulas.

•	 Microscópio de luz. 

•	 Microscópio estereoscópico.

•	 Papel-toalha. 

•	 Solução de coloração: misturar a 2 mL do 

Tampão 3, 9 mL de NBT (50 mg/mL) e 7 mL de BCIP

(50 mg/mL)

•	 Tampões 1 a 4, conforme descritos no item

6.1 Material.

•	 Tampão SSC 20X (Apêndice 4).
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9.2 Procedimento 

Os principais passos deste procedimento estão 
esquematizdos na Figura 3. 

1. Remover a lamínula e lavar as lâminas em cuba de 
vidro contendo tampão SSC nas concentrações 4X, 
2X, 1X e 0,5X por 30 minutos cada vez, à 37 °C.

2. Enxaguar as lâminas em Tampão 1 por 5 minutos.

3. Retirar as lâminas, secar a parte de baixo com papel-
-toalha e colocá-las em câmara úmida, acrescentan-
do em cada lâmina 1 mL de Tampão 2, e deixar por
30 minutos a 1 hora à temperatura ambiente, no 
escuro.

4. Enxaguar as lâminas por imersão em Tampão 1, por 
5 minutos.

5. Secar a parte de baixo das lâminas com papel-toalha 
e colocá-las em câmara úmida, acrescentando em 
cada lâmina 100 mL a 150 mL de anticorpo antidig 
AP em Tampão 1. Cobrir com lamínula e deixar por 
1 hora no escuro à temperatura ambiente ou a 4 °C.

A concentração do anticorpo antidig AP pode ser ajustada, se neces-
sário, para 1:2.000 ou 1:3.000.

A lamínula de vidro pode ser substituída por filme plástico de parafina 
(película flexível, semitransparente, utilizada para vedação de frascos 
em laboratórios) cortado do tamanho de uma lamínula.

6. Remover a lamínula e lavar as lâminas em cuba de vi-
dro contendo Tampão 1, por 15 minutos, duas vezes.

7. Enxaguar as lâminas por imersão em Tampão 3, por 

5 minutos.

8. Secar a parte de baixo das lâminas com papel-toalha 

e colocar 200 mL de solução de coloração. Cobrir com 

lamínula e colocar as lâminas em câmara úmida.

9. Deixar por 15 minutos a algumas horas, à tempera-

tura ambiente, no escuro. Veri�car, utilizando um 

microscópio estereoscópico, o desenvolvimento de 

coloração azul púrpura. 

10. Ao sinal de presença de uma cor púrpura, parar a rea-

ção, retirando as lamínulas e colocando em Tampão 4 

por 10 minutos.

A lâmina contendo a sonda senso serve de controle negativo, e o 
aparecimento de coloração azul púrpura nessa lâmina é um sinal de 
que está ocorrendo ruído não específico de que a coloração deve ser 
interrompida imediatamente. Em alguns casos, a sonda senso pode 
hibridizar com sequências existentes no tecido e, então, não deve ser 
utilizada como controle negativo.

11. Enxaguar em água deionizada por 5 minutos, por 

duas vezes.

12. Colocar a lamínula e examinar diretamente em mi-

croscópio de luz, ou acrescentar glicerol 50% (v/v) 

e observar em microscópio de luz com contraste de 

interferência diferencial. 

13. No local da hibridização, aparecerá uma coloração 

azul púrpura (Figura 2B). O controle negativo não 

deve apresentar esta coloração (Figura 2C). 
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9.3 Observação 

É possível também fazer a montagem de�nitiva da 
lâmina: utilizando capela de exaustão, desidratar, subme-
tendo a lâmina a uma série crescente de etanol [de 10% 
(v/v) a etanol absoluto] por 1 minuto cada vez; depois, em 
etanol absoluto: xilol na proporção de 3:1, 1:1, 1:3, 100% 
xilol (5 minutos cada vez). Acrescentar uma gota de meio 
de montagem à base de resina comercial solúvel em xilol 
(por exemplo, Depex ou Permount) utilizada na monta-
gem de lâminas permanentes. Depositar a lamínula e 
deixar secar em capela de exaustão.
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1 Introdução
No �nal da década de  1950, começou a surgir uma 

nova perspectiva para a detecção de proteínas por meio 
de imunoensaios. Yalow e Berson (1959) conduziram um 
trabalho pioneiro, ao descreverem a detecção da insulina 
por radioimunoensaio.

Os imunoensaios caracterizam-se pela utilização 
de anticorpos produzidos contra antígenos em animais 
que apresentam resposta imune. Uma característica cha-
ve da resposta imune é a capacidade de produção de um 
vasto repertório de anticorpos especí�cos para inúmeros 
epitopos (anticorpos policlonais) (HARLOW; LANE, 1988). 
No entanto, essa característica dos anticorpos policlonais 
é limitante para determinados ensaios que requerem 
maior especi�cidade, além de sua produção ser limitada.

Posteriormente, surgiram várias inovações que me-
lhoraram sobremaneira a detecção de proteínas por imu-
noensaios. Uma dessas inovações foi a possibilidade de se 
produzirem anticorpos monoclonais a partir de hibridomas 
(KOHLER; MILSTEIN, 1975), o que permitiu a produção de 
quantidades ilimitadas de moléculas idênticas de anticorpo 
com especi�cidade para um só epitopo. Desde o início da 
década de 1970, os imunoensaios passaram a utilizar rea-
gentes não radioativos. Esses ensaios, denominados ELISA 
(enzyme-linked immunosorbent assay) (ENGVALL; PERLMAN, 
1971; WEEMEN; SCHUURS, 1971), além de usarem reagen-
tes enzimáticos, apresentam alta sensibilidade, facilidade 
na preparação dos reagentes, rapidez e reprodutibilidade 

dos resultados. Tais características, aliadas à variedade dos 
tipos de ensaio, �zeram com que a técnica de ELISA fosse 
amplamente adotada em análises de anticorpos e antí-
genos solúveis, facilitando bastante a detecção de várias 
proteínas e vírus, com ampla aplicação em diagnósticos 
clínicos. Posteriormente, a técnica de ELISA passou a ser 
utilizada em todas as áreas de análises biológicas.

A técnica permite identi�car uma proteína presen-
te em uma população de outras proteínas, utilizando-se 
preparações cruas ou semipuri�cadas. Assim, pela técnica 
de ELISA, é possível a detecção de uma proteína codi�-
cada por um gene exógeno em uma planta transgênica. 
Essa técnica, que tem a vantagem de ser rápida e simples, 
além de permitir ensaios com um grande número de 
amostras, possibilita a análise de populações de plantas 
transgênicas (análise de progênie).

Anticorpos conjugados de forma covalente a 
diferentes enzimas, como fosfatase alcalina, peroxidase, 
β-galactosidase, glucoamilase, urease e penicilinase, têm 
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 rápida atividade 
catalítica, alta estabilidade e é relativamente fácil de ser 
obtida e de se conjugar ao anticorpo. Existem vários tipos 
de ELISA. No entanto, os ensaios do tipo ELISA-indireta, 
ELISA-direta e ELISA-sanduíche são mais utilizados para a 
detecção de proteínas em plantas transgênicas.

No ensaio indireto (Figura 1), os extratos proteicos 
das amostras que se pretende analisar são colocados na 
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placa para testes ELISA, que é geralmente uma placa de 
poliestireno de 96 poços. Nessa etapa, várias proteínas 
presentes no extrato (proteína-alvo e proteínas endóge-
nas) ligam-se à placa. Em seguida, adiciona-se o anticorpo 
especí�co ou primário, geralmente IgG (imunoglobulina 
G), produzido em coelho ou camundongo. Após o perío-
do de incubação, as moléculas de anticorpo que não se 
ligaram às proteínas-alvo são eliminadas por lavagem. 
Adiciona-se, então, o anticorpo secundário (anti-IgG, de 
coelho ou camundongo produzido em outro animal) 
conjugado a uma enzima (por exemplo, fosfatase alcalina 
ou peroxidase). Após um período de incubação, quando 
o anticorpo secundário se liga ao primário, é feita uma 
nova lavagem para eliminar os anticorpos que não se li-
garam. Por �m, adiciona-se o substrato para que a enzima 
atue sobre ele, modi�cando-o, alterando sua cor (ensaio 

colorimétrico) ou permitindo que este �uoresça em 

determinados comprimentos de onda (ensaio �uorimé-

trico). O ensaio do tipo ELISA-indireta é bastante versátil e 

tem-se mostrado extremamente útil, permitindo detectar 

tanto a expressão transiente de proteínas 24 horas após 

introdução dos genes pelo sistema biobalístico (Capítulo 

5) (ARAGÃO et  al., 1992; LACORTE et  al., 1997), como a 

expressão estável de proteínas em plantas transgênicas 

(BALDONI et al., 2010; CUNHA et al., 2011; MARCELLINO 

et al., 1996). A técnica de ELISA-indireta também é usada 

para estudar o silenciamento gênico em plantas trans-

gênicas modi�cadas pela estratégia de RNA interferente 

e nas análises de populações e progênies de plantas 

transgênicas em geral (DODO et al., 2008; LI et al., 2003; 

OLHOFT et al., 2007).

Tabela 1. Enzimas e respectivos substratos cromogênicos comumente utilizados em diferentes ensaios de ELISA.

Enzima Substrato Abreviatura Cor inicial/final Pico de absorbância 
(nm)

Peroxidase Ácido 2,2’-azino-bis 
(3-etilbenzotiazoluina-6-sulfônico)(1)

ABTS Incolor/verde 410

o-Fenilenodiamina(2) OPD Incolor/marrom 492

3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina(3) TMB Incolor/amarelo 450

β-galactosidase 0-Nitrofenil-β-D-galactopiranosideo(4) ONPG Incolor/amarelo 410

Fosfatase alcalina p-Nitrofenil fosfato(5) PNPP Incolor/amarelo 405

Fonte : (1)Postmann et al. (1981); (2)Voller et al. (1979); (3)Holland et al. (1974); (4)Craven et al. (1965); (5)Snyder et al. (1972).
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Figura 1. Etapas do ensaio de ELISA-indireta.
Fonte: adaptado de Aragão e Ribeiro (1998).

No ensaio do tipo ELISA-direta (Figura 2), as eta-
pas são muito semelhantes às 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, especí�co para a proteína de inte-
resse (proteína-alvo), conjugado a uma enzima. As etapas 
seguintes de lavagem e revelação são iguais às do tipo 
ELISA-indireta.

No ensaio do tipo ELISA-sanduíche (Figura 3), 
emprega-se um excesso de anticorpo primário especí�co 

para recobrir a superfície da placa. Esses anticorpos irão 

capturar as proteínas especí�cas presentes no extrato. 

Em seguida, as proteínas não ligadas são lavadas e, então, 

adiciona-se o anticorpo secundário, que também deve 

ser especí�co para a proteína-alvo, conjugado a uma 

enzima. Após uma lavagem para eliminar os anticorpos 

não aderidos, adiciona-se o substrato da enzima. O en-

saio ELISA-sanduíche é, em muitos casos, de duas a cinco 

vezes mais sensível que os dois primeiros.
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Tabela 2. Características dos tipos de ELISA.

Tipo de ELISA Requerimentos/comentários

ELISA-indireta Requer quantidades relativamente 
grandes de antígeno. Não requer anticorpo 
específico conjugado com enzima

ELISA-direta Requer anticorpo específico conjugado 
com enzima. Rápido

ELISA-
sanduíche

Requer quantidades relativamente grandes 
de anticorpo de captura e anticorpo 
específico conjugado com enzima. Mais 
sensível que os demais testes

Figura 2. Etapas do ensaio de ELISA-direta.
Fonte: adaptado de Aragão e Ribeiro (1998).

Algumas considerações devem ser levadas em 
conta ao se escolher entre um e outro tipo de ensaio 
de ELISA. As características de cada um dos ensaios são 
apresentadas na Tabela 2.

Neste capítulo, trata-se do uso da técnica de ELISA 
na detecção de proteínas-alvo sintetizadas em plantas 
transgênicas. São também apresentadas as característi-
cas das enzimas conjugadas ao anticorpo e cromóforos 
empregados, bem como alguns inibidores de proteases 
que podem ser adicionados ao tampão inicial de extração 
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Figura 3. Etapas do ensaio de ELISA-sanduíche.
Fonte: adaptado de Aragão e Ribeiro (1998).

2.1 Material

•	 Almofariz e pilão.

•	 Agitador do tipo Vortex. 

•	 Microcentrífuga. 

•	 Nitrogênio líquido.

de proteínas da planta. Os protocolos descritos servem 
como referência e devem ser adaptados para a detecção 
de cada tipo de proteína-alvo.

2 Extração de proteínas totais
Neste capítulo, apresenta-se um exemplo de pro-

tocolo de extração de proteína de plantas para detecção 
por ensaio de ELISA.
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•	 Tampão de extração (100 mL):

Componente Quantidade Concentração final
Tampão fosfato de 
sódio 100 mM, pH 7,2

10 mL 10 mM

NaCl 2,9 g 500 mM

β-mercaptoetanol 71 µL 10 mM

H2O q.s.p. 100 mL

β-mercaptoetanol é volátil e altamente tóxico. 
Sua manipulação deve ser feita com luvas, ócu-
los e máscara em capela de exaustão.

•	 Tampão fosfato de sódio 100 mM, pH 7,2 (diluir 

10 vezes a solução-estoque a 1 M; Apêndice 4).

•	 Tubos para microcentrífuga de 1,5 mL (micro-

tubos).

2.2 Procedimento

1. Triturar o tecido em nitrogênio líquido até que se 

forme um pó �no.

2. Transferir o pó obtido para um microtubo contendo 

tampão de extração (250 mg de tecido por mililitro 

de tampão).

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 análises.

6. Determinar a concentração de proteína total da 
amostra pelo método de Bradford (Capítulo 19).

2.3 Observações

Pode-se também macerar o tecido em presença 
do tampão de extração sem o uso de nitrogênio líquido. 
Esse procedimento pode ser empregado sem proble-
mas quando se tratar de folhas e outros tecidos de fácil 
maceração. Nesse caso, as amostras podem também ser 
maceradas em sacos plásticos apropriados para essa 
�nalidade.

Dependendo do tipo de tecido, pode-se adicionar 
um ou mais inibidores de proteases ao tampão de extra-
ção (Tabela 3).

3 ELISA-indireta

3.1 Material

•	 Anticorpo primário, isto é, anticorpo especí�co 
para a proteína que se deseja detectar.

•	 Anticorpo secundário: anti-mouse IgG ou anti-
-rabbit IgG, produzido em cavalo ou cabra e con-
jugado com fosfatase alcalina.
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Tabela 3. Inibidores de protease que podem ser adicionados ao tampão de extração.

Inibidor Protease-alvo Concentração usual Solução-estoque Comentário
Aprotinina Serinas 0,1 µg/mL a 2 µg/mL 10 mg/mL em PBS Evitar congelar e 

descongelar repetidamente
EDTA Metaloproteases 0,5 mM a 2 mM 500 mM em água, pH 8,0

Leupepitina Serinas e tioproteases 0,5 µg/mL a 2 µg/mL 10 mg/mL em água
α-macroglobulina Largo espectro 1 U/mL 100 U/mL em PBS Evitar agentes redutores
Pepsina Proteases ácidas 1 µg/mL 1 mg/mL em metanol
PMSF Serinas 20 µg/mL a 100 µg/mL 10 mg/mL em isopropanol Usar soluções novas

•	 Espectrofotômetro com microleitor de placa de 
96 poços com �ltro de 405 nm.

•	 Pastilhas de 5 mg de p-Nitrofenil fosfato (pNPP). 

pNPP é tóxico. Sua manipulação deve ser feita com luvas, 
óculos e máscara.

•	 Pisseta com água destilada. 

•	 Placa de ELISA de poliestireno ou PVC com
96 poços.

•	 Tampão de bloqueio: adicionar BSA (albumina 
de soro bovino) 0,25% (p/v) ao tampão PBST.

•	 Tampão do substrato (TS): medir 97 mL de dieta-
nolamina, completar o volume até 1 L com água 
destilada e ajustar o pH para 9,6 com HCl.

•	 Tampão fosfato salina – PBS 10X (Apêndice 4).

•	 Tampão PBST: adicionar surfactante polisorbato 
20 a 0,05% (v/v) ao tampão PBS 1X.

3.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estão 

esquematizados na Figura 1.

Ligação do antígeno à placa

1. Adicionar 50 mL do extrato proteico total de cada 

amostra (da seção 2 deste capítulo) a cada poço de 

uma placa de ELISA. Agitar manualmente a placa para 

garantir que o extrato esteja bem distribuído no fun-

do do poço. Fechar a placa, colocar em uma câmara 

úmida, como esquematizada na Figura 4. Incubar 

durante 14 a 16 horas à temperatura ambiente, ou 

durante 4 horas, a 37 °C.

A quantidade limite de proteína que é capaz de se ligar a um poço 
de uma placa de ELISA é de 100 ng. Entretanto, dependendo da 
proporção da proteína-alvo no extrato proteico, devem-se adicionar de 
500 ng a 2.000 ng de proteína total.
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2. Lavar a placa com água destilada. Encher cuidado-
samente cada poço com a ajuda de uma pisseta, 
evitando a mistura dos conteúdos dos poços durante 
a lavagem. Esperar por 5 minutos e eliminar a água 
invertendo a placa.

Pode-se também usar tampão PBS ou PBST para a lavagem da placa; 
entretanto, é mais prático o uso de água.

Nas etapas de lavagem, pode-se utilizar uma lavadora automática de 
placas de ELISA.

3. Repetir duas vezes a etapa 2 deste item. Remover 
qualquer líquido residual, invertendo a placa sobre 
papel de �ltro.

Bloqueio dos sítios residuais de ligação na placa

4. Adicionar 100 mL de tampão de bloqueio. Incubar 
em câmara úmida, como esquematizada na Figura 4, 
durante 14 a 16 horas, à temperatura ambiente.

5. Lavar a placa três vezes com água destilada, como 
descrito na etapa 2 deste item.

Adição do anticorpo primário

6. Adicionar 50 mL do anticorpo primário (diluído entre 
1:1.000 e 1:5.000 em tampão de bloqueio) a cada 
poço. Incubar durante um tempo mínimo de 2 horas, 
à temperatura ambiente. 

Um tempo de incubação de 2 horas é suficiente na maioria dos casos; 
entretanto, um sinal mais forte pode ser obtido com uma incubação de 
5 a 10 horas.

7. Lavar a placa três vezes, como na etapa 2 deste item.

8. Adicionar 100 mL de PBST, agitar e incubar durante
10 minutos, à temperatura ambiente.

9. Lavar a placa três vezes, como descrito na etapa 2 
deste item. Remover qualquer líquido residual, inver-
tendo a placa sobre papel de �ltro.

Adição do anticorpo secundário

10. Adicionar 50 mL do anticorpo secundário (diluído en-
tre 1:2.000 e 1:5.000 em PBS). Incubar por, no mínimo, 
2 horas à temperatura ambiente.

A intensidade do sinal pode ser aumentada por incubações mais lon-
gas (5 a 10 horas).

Figura 4. Câmara úmida para incubação de placas de ELISA.
Fonte: adaptado de Aragão e Ribeiro (1998).
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11. Lavar a placa três vezes como descrito na etapa 2 

deste item.

12. Remover qualquer líquido residual, invertendo a pla-

ca sobre papel de �ltro.

Revelação

13. Preparar o tampão de reação: dissolver uma pastilha 

de pNPP (5 mg) em 5 mL de tampão TS.

14. Adicionar 50 mL do tampão de reação a cada poço. 

Incubar à temperatura ambiente ou a 37 °C. Monitorar 

a hidrólise do substrato visualmente, veri�cada pelo 

aparecimento de uma coloração amarela (qualita-

tivamente) (Figura 5) ou por meio de um leitor de 

placa, usando um �ltro para comprimento de onda 

de 405 nm (quantitativamente).

A reação deve ser incubada em ambiente escuro, pois o pNPP é sen-

sível à luz. O aparecimento da cor amarela se dá, geralmente, dentro 

de 30 a 60 minutos (Figura 5). Entretanto, em alguns casos, requer-se 

um maior tempo de incubação. 

A reação pode ser interrompida pela adição de 50 µL de NaOH 3N 

(Apêndice 4) em cada poço. 

As lavagens podem ser automatizadas e mais bem padronizadas se 

uma lavadora de placa de ELISA for utilizada.

A

1 2 2

B

C

D

Figura 5. Placa de ELISA mostrando a detecção da proteí-
na GCH1 [Guanosina-5’-Trifosfato (GTP) Ciclohidrolase I] em 
folhas de alface (Lactuca sativa). Linha A: controle negativo 
(planta não transgênica); Linha B: proteína GCH1 purificada 
de Arabidopsis thaliana; Linhas C e D: plantas geneticamente 
modificadas de alface, expressando o gene que codifica para 
a proteína GCH1. Os números 1 a 3 indicam as repetições.
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4 ELISA-direta

4.1 Material

•	 Anticorpo especí�co conjugado com fosfatase 

alcalina. 

•	 O mesmo descrito no item 3.1 Material, exceto 

os anticorpos.
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4.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estão 

esquematizados na Figura 2.

1. Proceder como nas etapas 1 a 5 do protocolo de 

ELISA-indireta (item 3.2 Procedimento).

2. Adicionar 50 mL de anticorpo especí�co conjugado 

com fosfatase alcalina.

3. Incubar durante 2 a 4 horas, à temperatura ambiente.

4. Proceder como nos itens de 11 a 14 do protocolo de 

ELISA-indireta (item 3.2. Procedimento).

5 ELISA-sanduíche

5.1 Material

•	 O mesmo descrito no item 3.1 Material, exceto 

os anticorpos. 

•	 Anticorpo especí�co conjugado com fosfatase 

alcalina.

•	 Anticorpo primário especí�co (de captura).

5.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estão 

esquematizados na Figura 3.

1. Adicionar 50 mL de anticorpo primário especí�co (de 
captura), diluído em tampão PBS 1X, a cada poço. 
Incubar durante 2 horas, a 37  °C, ou durante 14 a
16 horas, à temperatura ambiente, em câmara úmida 
(Figura 4).

Para determinados testes, pode ser necessário colocar de 100 µL a 
150 µL de anticorpo primário específico em cada poço.

2. Lavar e bloquear a placa como descrito nas eta-
pas 2 a 5 do protocolo de ELISA-indireta (item
3.2 Procedimento).

3. Adicionar 50 mL do extrato de proteínas e incubar, no 
mínimo, por 2 horas, à temperatura ambiente.

4. Lavar a placa como descrito nas etapas 7 a 9 do proto-
colo de ELISA-indireta (item 3.2 Procedimento).

5. Adicionar 50 mL de anticorpo especí�co conjugado 
com fosfatase alcalina e incubar durante 2 horas, à 
temperatura ambiente.

6. Lavar a placa como 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 Observações

No tampão de bloqueio, pode-se, em alguns casos, 
aumentar a concentração de BSA para 3% (p/v) ou subs-
tituí-la por leite em pó desnatado (≤ 1% de gordura) a 5% 
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(p/v). Entretanto, pode ocorrer interferência na ligação 
do anticorpo. Esses reagentes bloqueadores competem 
com proteínas (anticorpos, antígenos ou outras proteínas 
presentes no extrato vegetal) pela ligação em sítios não 
ocupados nos poços da placa de ELISA.

Os anticorpos especí�cos e os anticorpos conjuga-
dos devem ser diluídos em recipientes de polietileno ou 
vidro que não interagem facilmente com os anticorpos. 
Evitar a utilização de recipientes de poliestireno, polipro-
pileno ou policarbonato.

As concentrações ótimas dos anticorpos e do ex-
trato proteico devem ser empiricamente determinadas. 
Para tanto, deve-se dispor de extratos positivos e de 
antígenos puri�cados ou semipuri�cados.

Tanto anticorpo policlonal quanto monoclonal 
podem ser utilizados nos imunoensaios.

Para uma quanti�cação mais acurada, incluir as 
amostras em triplicata, além de controle positivo (proteí-
na-alvo puri�cada ou semipuri�cada), negativo (extrato 
proteico de planta não transgênica) e controle de tampão 
(apenas tampão de extração) 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 fração das imunoglobulinas (principalmente imuno-
globulina G-IgG).

Ao utilizar conjugados com peroxidase, deve-se 
levar em conta que extratos de plantas podem conter 

polifenol oxidases ou peroxidases endógenas que po-
dem hidrolisar os substratos utilizados pela peroxidase, 
levando a resultados falsamente positivos.

Durante a aplicação das amostras e anticorpos nos 
poços, deve-se evitar a formação de bolhas. Em determi-
nadas placas, a utilização de poços nas bordas pode cau-
sar reações inespecí�cas, portanto, recomenda-se cautela 
na utilização de poços nas bordas das placas.

Para que o resultado do teste seja válido, o controle 
positivo deve apresentar coloração intensa, e o controle 
do tampão deve permanecer incolor (Figura 5). Para 
testes quantitativos, o coe�ciente de variação entre três 
poços (repetições) deve ser menor que 20%.

6 Preparação de anticorpo 
conjugado à fosfatase 
alcalina

6.1 Material

•	 Agitador do tipo Vortex. 

•	 Anticorpo (> 0,2 mg/mL) em tampão PBS.

•	 Filtro de 0,2 mm.

•	 Fosfatase alcalina (≥ 2.000 U/mg).

•	 Glutaraldeído 25% (v/v), utilizado em microsco-
pia eletrônica.
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Glutaraldeído é altamente tóxico por inalação, 
contato com pele e por ingestão. Sua manipula-
ção deve ser feita com luvas, óculos e máscara 
em capela de exaustão.

•	 Lã de vidro. 

•	 Sephadex G-25.

•	 Seringa de 10 mL.

•	 Tampão fosfato salina PBS 10X (Apêndice 4).

•	 Tampão PBSEL (100 mL):

Componente Quantidade Concentração final

Tampão PBS 10X 10 mL 1X

Etanolamina (free 
base)

600 µL 100 mM

Lisina (free base) 1,46 g 100 mM

H2O q.s.p. 100 mL

•	 Tubos para microcentrífuga de 1,5 mL (microtubos).

6.2 Procedimento

1. Em um microtubo, preparar uma mistura de anti-

corpo:fosfatase alcalina (1:3) em tampão PBS.

A concentração final da mistura deve ser maior que 0,2 mg/mL.

Normalmente, uma preparação com 0,5 mg de anticorpo e 1,5 mg de 
fosfatase alcalina irá produzir uma quantidade de anticorpo conjugado 
suficiente para analisar de 200 a 800 placas de ELISA.

2. Adicionar glutaraldeído à mistura para uma concen-
tração �nal de 0,2%. Incubar por 2 horas, à tempera-
tura ambiente. 

Durante a adição de glutaraldeído, o microtubo deve ser agitado vigo-
rosamente em agitador do tipo Vortex.

3. Parar a reação adicionando 1 volume de tampão 
PBSEL.

4. Preparar a coluna de Sephadex-G25 para dessalinizar 
IgG-conjugado: misturar 3 g de Sephadex e 15 mL de 
tampão PBS. Agitar por 1 a 2 minutos e depositar a 
suspensão em uma seringa de 10 mL (fechar a saída 
da seringa com uma porção de lã de vidro). Deixar 
o tampão �uir por gravidade e aplicar mais 5 mL a 
10 mL de tampão PBS para empacotar a resina. Em 
seguida, aplicar a amostra.

Colunas de Sephadex-G25 pré-empacotadas são comercializadas por 
diversas empresas. 

5. Dessalinizar a amostra por meio de cromatogra�a na 
coluna de Sephadex G-25 em tampão PBS. 

6. Coletar em frações correspondentes a 1/4 do volume 
da reação.

7. Analisar cada fração, adicionando 2 mL da fração a um 
microtubo contendo 50 mL de tampão de reação (eta-
pa 13 do item 3.2 Procedimento). Juntar as frações 
que apresentarem reações de hidrólise mais fortes.

8. Filtrar utilizando um �ltro de 0,2 mm e guardar a 4 °C.
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1 Introdução
A técnica de imuno-histoquímica é baseada na 

interação antígeno/anticorpo para localizar, por meio 
de microscopia, proteínas endógenas e exógenas em 
secções de tecidos �xados, ou seja, in situ. Essa técnica 
permite avaliar a distribuição espacial e temporal de 
proteínas, bem como de seus precursores, em tecidos, 
células, organelas e subestruturas celulares preservadas, 
como também acompanhar as etapas de processamento 
e translocação nos compartimentos. A imunodetecção 
pode ser de proteínas endógenas, tais como da ricina du-
rante o desenvolvimento do fruto de mamona (BALDONI 
et al., 2010), ou de proteínas exógenas ou transgênicas, 
tais como proteínas humanas em vacúolos de sementes 
de soja (CUNHA et  al., 2010), pré-protaumatina II em 
botões �orais e frutos de pepino (SZWACKA et al., 2009), 
de alfa-zeína em endosperma de milho (COLEMAN et al., 
2004), entre outros exemplos. Quando a detecção do 
antígeno é feita somente em células, a técnica de imuno-
-histoquímica é designada imunocitoquímica.

A técnica de imunocitoquímica, por envolver a 
interação antígeno-anticorpo e ser mais localizada e es-
pecí�ca, traz vantagens em relação àquelas que utilizam 
colorações enzimáticas. A imunocitoquímica é normal-
mente utilizada quando não se têm maiores informações 
sobre a sequência nucleotídica ou proteica de interesse, 
visando a uma análise qualitativa e não quantitativa. 
Reproduzível, possui alta sensibilidade e especi�cidade, 
e tem potencial para detectar múltiplos antígenos si-

multaneamente, apesar de ser primariamente utilizada 
para revelar somente uma proteína. Utilizam-se, para 
imunodetecção, anticorpos ou imunoglobulinas, que 
são glicoproteínas que reconhecem antígenos, os quais 
são moléculas complexas contendo proteínas, polissa-
carídeos e/ou lipopolissacarídeos. O reconhecimento 
estrutural e químico desses componentes promove uma 
interação antígeno-anticorpo precisa, por meio de ligação 
não covalente. Os anticorpos distinguem a conformação 
estrutural e isômera do antígeno.

A interação antígeno-anticorpo pode ser detecta-
da diretamente pelo anticorpo primário (detecção direta) 
conjugado a um marcador químico detectável. Na maioria 
das vezes, esse marcador é um �uorocromo. Entretanto, a 
interação antígeno-anticorpo é frequentemente detecta-
da de forma indireta, por meio do uso de um anticorpo 
secundário que tem a�nidade pelo anticorpo primário ou 
por proteínas com capacidade de reconhecer anticorpos 
(como a proteína A e G). Tanto o anticorpo secundário 
como essas proteínas estão conjugados a um marcador 
químico. Diferentes marcadores químicos podem ser 
conjugados aos anticorpos (primário e secundário) ou às 
proteínas A e G (BENDAYAN, 1984), tais como: radioisóto-
pos, enzimas, �uoróforos para microscopia de luz (ML) ou, 
ainda, na microscopia eletrônica (ME), os marcadores são 
conjugados às particulas eletrondensas como tungstênio 
ou ouro coloidal (FAULK; TAYLOR, 1971), que aumentam a 
dispersão de elétrons e auxiliam na formação de imagens 
com alto contraste na forma de pontos pretos.
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Para a correta detecção de antígenos, é neces-
sário que o componente a ser detectado (alvo) esteja 
estabilizado, ou seja, com a sua composição química e 
conformação estrutural preservadas, principalmente 
seu epitopo. O processamento cuidadoso da amostra 
contendo o alvo é, portanto, primordial para o sucesso 
da detecção, pois caso o alvo esteja alterado ou, ainda, 
não acessível, o anticorpo não o reconhecerá. Além disso, 
a escolha do tipo de anticorpo, de sua especi�cidade e 
de sua concentração são fundamentais para que o com-
plexo antígeno-anticorpo seja estável e em quantidade 
su�ciente para detecção.

A escolha do tipo de microscopia a ser utilizada na 
detecção da interação antígeno-anticorpo por meio de 
imunocitoquímica está baseada no conceito de limite de 
resolução, de�nido como a distância mínima existente 
entre dois pontos, de modo a ser ainda possível distingui-
-los como entidades separadas. Quanto menor for a estru-
tura celular da amostra a ser observada, menor deve ser 
o limite de resolução, ou seja, os pontos ainda distintos 
como dois podem estar bem próximos entre si, mas po-
derão ser vistos como dois. Segundo a fórmula de Abbe 
[d = λ / (2NAobj)], o limite de resolução (d) é diretamente 
proporcional ao comprimento de onda da luz (λ) e inver-
samente proporcional ao tamanho da abertura numérica 
das lentes do microscópio escolhido (NAobj). Portanto, 
quanto menor o comprimento de luz, menor será o limite 
de resolução e, consequentemente, maior a resolução 
da imagem. A ME utiliza a emissão do feixe de elétrons, 
que interage com a amostra e utiliza os diversos elétrons 

resultantes dessa interação para formar a imagem. Como 
o comprimento de onda dos elétrons é bem menor do 
que das demais fontes de iluminação em microscopia, o 
limite de resolução (d) é menor. Portanto, a ME permite 
distinguir dois pontos bastante próximos entre si, que 
seriam observados como um único ponto em ML (luz visí-
vel), microscópio de epi�uorescência (luz ultravioleta) ou, 
ainda, microscopia de varredura a laser confocal (laser). 
Por esse motivo, a imunocitoquímica ultraestrutural, que 
corresponde à técnica de imunocitoquímica por meio da 
ME, traz mais sensibilidade e maior resolução das estru-
turas que outras técnicas de imunodetecção com outros 
microscópios, como a coloração enzimática em ML e, 
consequentemente, uma informação mais acurada sobre 
a localização das proteínas in situ (FAULK; TAYLOR, 1971). 

Pode-se aplicar a imunocitoquímica ultraestrutural 
para análises em microscopia eletrônica de varredura 
(MEV), na qual o alvo deve estar na superfície da amos-
tra, ou em microscopia eletrônica de transmissão (MET), 
que, por suas características, juntamente com a forma de 
preparação de amostras, permite a visualização de com-
partimentos internos da estrutura celular e tecidual que 
contém a proteína-alvo. 

A preparação de amostras para análise por imu-
nocitoquímica ultraestrutural para observações em MET 
requer atenção quanto à �xação, desidratação e espessu-
ra das secções das amostras para garantir a formação da 
imagem com qualidade. Recomenda-se que a detecção 
do complexo antígeno-anticorpo seja realizada por via 
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indireta, isto é, usando anticorpos ou proteínas conju-

gadas às partículas elétron-densas (BENDAYAN, 1984; 

FAULK; TAYLOR, 1971). Partículas de ouro coloidal com 

diâmetros entre 5 nm e 50 nm conjugadas ao anticorpo 

secundário ou às proteínas, comercialmente disponíveis, 

são visualizadas em MET como pontos uniformes pretos, 

bastante densos.

Neste capítulo, serão apresentados os procedi-

mentos experimentais da técnica de imunocitoquímica 

ultraestrutural para MET que são utilizados rotineira-
mente na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. 
As principais etapas da técnica estão esquematizadas na 
Figura 1. Variações nos protocolos e etapas experimentais 
adicionais, bem como adaptações para preparação de 
amostras e formas de detecção em ML e microscópio 
de �uorescência, podem ser encontradas na literatura 
(BOZZOLA; RUSSELL, 1999; BUCHWALOW; BÖCKER, 2010; 
DASHEK, 2000; DYKSTRA, 1993; HAYAT, 2000; RENSHAW, 
2007).

Figura 1. Principais etapas do processamento de amostras (A–C) e obtenção de secções semifinas (D–E) para análise da quali-
dade da amostra em microscopia de luz (ML). Micrografia de secção longitudinal de semente 10 dias após polinização de mamona
(Ricinus communis) (F) e secção transversal da epiderme foliar de amendoim (Arachis hypogaea) (G), ambas coradas com azul de 
toluidina.
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2 Coleta e processamento
de amostras

2.1 Material 

•	 Caixa re�etora de inox (ou caixa de isopor reves-

tida por papel laminado), com lâmpada ultravio-

leta (UV) com 6 W a 8 W, com 15 cm a 20 cm de 

distância do suporte para cápsulas.

•	 Capela de exaustão.

•	 Cápsulas de gelatina transparente.

•	 Etanol absoluto.

•	 Homogeneizador para tubos ou vidros.

•	 Microscópio estereoscópico.

•	 Pinça com ponta �na (3 mm).

•	 Resina para imunocitoquímica ultraestru-

tural (polimerização a baixa temperatura, 

preferencialmente).

Para polimerização de resinas, normalmente são utiliza-
dos agentes tóxicos. Verificar, antes da preparação, quais 
os cuidados necessários para manipulação e descarte da 
resina utilizada. Sua manipulação deve ser feita com luvas 
em capela de exaustão.

•	 Solução de etanol 30%, 50%, 70%, 90% e 95% 

(v/v).

•	 Solução �xadora (100 mL):

Componente Quantidade Concentração

Glutaraldeído 25% 2 mL 0,5%

Solução de 
paraformaldeído 10%

20 mL 2%

Tampão cacodilato 
de sódio 0,2 M

25 mL 0,05 M

H2O q.s.p. 100 mL

Preparar imediatamente antes do uso.

A concentração de glutaraldeído e a de formaldeído podem variar de 
acordo com a origem da amostra. Combinações de 4% formaldeído 
contendo ou não glutaraldeído são frequentemente usadas para loca-
lização de proteínas de origem vegetal ou animal.

•	 Solução de glutaraldeído 25% (v/v) comercial.

Glutaraldeído é altamente tóxico por inalação, 
contato com pele e por ingestão. Sua manipula-
ção deve ser feita com luvas, óculos e máscara 
em capela de exaustão.

•	 Solução de formaldeído 10%: aquecer 90 mL de 

água destilada a 65 °C e adicionar 10 g de para-

formaldeído, sob agitação, em capela de exaus-

tão. Após total dissolução do pó, ajustar o pH da 

solução para o valor de 7,2 utilizando gotas de 

NaOH 10N (Apêndice 4) e, então, completar o 

volume para 100 mL. Distribuir em alíquotas de

5 mL em tubos plásticos, sem deixar ar em exces-

so (pois este altera as propriedades do formal-

deído), e armazenar a -20 °C.
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Paraformaldeído é considerado provável 
agente mutagênico e altamente tóxico por ina-
lação, contato com pele e por ingestão. Provoca 
queimaduras e apresenta risco de efeitos graves 
para a saúde em caso de exposição prolongada. 
Sua manipulação deve ser feita com luvas, ócu-
los e máscara em capela de exaustão.

•	 Suporte para cápsulas, tipo estante, que permita 
a passagem de luz por toda a cápsula.

•	 Tampão cacodilato de sódio 0,2 M: dissolver 32 g 
de cacodilato de sódio tri-hidratado [Na(CH3)2

AsO2] em 900 mL de água destilada. Ajustar o va-
lor do pH para 7,2 com gotas de HCl 5 N e então 
completar o volume para 1 L. Armazenar a 4 °C.

Cacodilato de sódio possui ácido arsênico, o qual é 
altamente tóxico por inalação, ingestão e contato com 
pele. Pode provocar queimaduras e possíveis efeitos 
cancerígenos. Sua manipulação deve ser feita com luvas 
em capela de exaustão.

O tampão cacodilato pode ser substituído por PBS pH 7,0 ou tampão 
PIPES pH 6,9.

•	 Tubos para microcentrífuga (microtubos) de 
1,5 mL (obrigatoriamente transparentes ou bran-
cos leitosos e com tampa). 

•	 Tubos plásticos ou vidros para cintilação de 3 mL.

2.2 Procedimento

1. Isolar porções da amostra com aproximadamente 
1 mm2 sobre uma lâmina ou superfície limpa, com 
auxílio de pinça �na e bisturi (Figura 1A). Incubar em 

solução �xadora a 4 °C por 12 horas, sob movimenta-
ção no homogeneizador para tubos (Figura 1B).

Essa coleta de amostra pode ser efetuada sob um microscópio 
estereoscópico para melhor seleção da região de interesse. A troca 
de solução para fixação deve ser feita para incubações mais longas, 
como no caso de amostras mais sólidas e difíceis de ser infiltradas.

A solução fixadora deve ser preparada em volume cinco vezes maior 
que da amostra e utilizada logo após sua preparação. A identificação 
de tubos deve ser feita à caneta permanente e recoberta com fita 
adesiva transparente.

2. Remover solução �xadora com auxílio de uma pipeta 
e adicionar tampão cacodilato de sódio (com volume 
pelo menos cinco vezes superior ao da amostra) por 
15 minutos. Manter em rotação no homogeneizador 
por 10 minutos. Repetir esta etapa duas vezes.

3. Remover quase todo o tampão com auxílio de uma 
pipeta, deixando um pouco para que a amostra não 
sofra dessecação. Adicionar solução 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 solução.

Material mais sólido pode ser desidratado por 2 horas ou mais; para 
tanto, fazer uma interrupção da incubação a 70% por 12 horas e dar 
prosseguimento no dia seguinte. Não se deve interromper em concen-
tração de etanol outra que não 70%. Diluição é feita em água.

As soluções de etanol devem ser preparadas logo antes da utilização e 
colocadas em volume ao menos cinco vezes maior que o da amostra.

Fazer as trocas de soluções rapidamente, sem deixar a amostra 
dessecar.

Todas as etapas de lavagem com tampão e desidratação devem ser 
realizadas em rotação no homogeneizador.
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4. Remover um terço do volume de etanol 95% e com-
pletar com resina a 4 °C, manter em rotação por 12 a 
24 horas.

5. Remover metade do volume do tubo e completar 
com resina a 4  °C, manter em rotação 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 rotação por 12 a 24 horas. 
Repetir essa etapa pelo menos por mais uma vez.

Todas as etapas de infiltração das amostras com resina devem ser 
realizadas em rotação no homogeneizador.

As amostras podem ser armazenadas na resina a 4 °C por semanas ou 
até meses, caso seja necessário antes de proceder à polimerização.

7. Identi�car a amostra a lápis em pequeno pedaço de 
papel e encostá-lo, com a ajuda de uma pinça de 
ponta �na, à parede interna da cápsula. Logo após, 
colocar um pouco de resina na cápsula, e inserir a 
amostra no fundo do tubo, dispondo-a na posição 
desejada.

8. Completar o volume do tubo com resina a 4 ºC até o 
topo e fechar bem a cápsula.

A presença de oxigênio interfere na polimerização da resina. Portanto, 
a cápsula deve estar completa com resina e bem tampada.

A orientação da amostra deve ser feita no tubo (na vertical ou na 
horizontal) de acordo com a intenção em se obterem em secções 
transversais ou longitudinais.

9. Colocar as cápsulas no suporte, e este, na caixa re�e-
tora de inox no congelador a -20 °C por 24 a 72 horas.

10. Proceder à microtomia da amostra para obtenção de 
secções semi�nas e ultra�nas.

2.3 Observações

A preparação das amostras é etapa fundamental 
para o sucesso de imunocitoquímica ultraestrutural, cujos 
principais objetivos são manter as características quími-
cas e estruturais do antígeno da proteína em estudo e 
preservar toda a ultraestrutura celular. Portanto, desde a 
coleta até a obtenção das secções ultra�nas, é importan-
te considerar o tipo de amostra, a acessibilidade ao sítio 
antigênico, o anticorpo e o método de detecção, fazendo 
as alterações necessárias e ajustando o protocolo.

Se as células possuírem parede celular espessa, 
com quitina, queratina ou lignina, a penetração das 
soluções será mais difícil. Pode-se, então, aumentar o 
tempo de �xação, ou utilizar a condição de baixo vácuo 
por 1 hora, ou uma combinação dessas duas estratégias. 
Caso a amostra possua alto teor de lipídeos, sugere-se o 
tampão PIPES 0,2 M, pH 7,4 e um cuidado maior durante 
a desidratação, com períodos maiores a 4 °C.

A desidratação anterior à in�ltração (etapas 3 a 5 
do item 2.2 Procedimento) é importante e deve �nalizar a 
90% ou 95% de etanol, dependendo da resina escolhida 
para inclusão das amostras.

Uma variedade de resinas desenvolvidas para a 
in�ltração de amostras utilizadas em imunocitoquímica 
ultraestrutural está disponível comercialmente. Essas 
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•	 Papel de �ltro.

•	 Pinça de ponta �na (0,3 mm).

•	 Pisseta com água bidestilada. 

•	 Placa de Petri.

•	 Solução aquosa de acetato de uranila 2%: dissol-
ver 0,2 g de acetato de uranila em 10 mL de água 
destilada. Armazenar em frasco escuro, à tempe-
ratura ambiente, em ambiente de contenção.

Acetato de uranila é um componente radioativo.

A manipulação de material radioativo deve ser realizada 
com luvas cirúrgicas, óculos de proteção, jaleco de manga 
comprida e sempre utilizando uma proteção de acrílico. 
Deve-se checar a limpeza das bancadas e do material 
utilizado com um contador Geiger e proceder à limpeza, 
com água e sabão, caso sejam detectadas eventuais 
contaminações.

•	 Solução de azul de toluidina 0,5%: dissolver 0,5 g 
de azul de toluidina em 100 mL de água destila-
da. Filtrar a solução e estocar em frasco escuro, à 
temperatura ambiente.

•	 Ultramicrótomo.

3.2 Procedimento

Microtomia, obtenção de secções semi�nas (Figura 1)

1. Remover a cápsula plástica envoltória da amostra 
polimerizada com auxílio de uma lâmina de inox, 
expondo a inclusão com a amostra.

2. Prender a base da inclusão (oposto ao da amostra) ao 

porta-amostra do micrótomo e remover o excesso de 

resina em torno da amostra com lâmina, utilizando o 

microscópio estereoscópico e deixando, aproximada-

mente, 2,5 mm2 de superfície.

3. Prender o porta-amostra ao braço giratório do ultra-

micrótomo, colocar a navalha de vidro no micrótomo 

e ajustar a distância entre a face da superfície da 

inclusão, onde está a amostra, e o �o cortante da 

navalha.

Verificar instruções específicas de uso do ultramicrótomo utilizado.

4. Proceder à microtomia para obter secções semi�nas 

com 2 mm a 4 mm de espessura. Recolher cada secção 

individualmente, com auxílio de uma pinça, e depo-

sitar 4 a 5 secções em uma pequena gota de água

(15 mL) sobre uma lâmina histológica limpa. Secar a 

gota na chama da lamparina ou em placa aquecedora 

a 37 °C.

5. Adicionar uma gota do corante azul de toluidina 

sobre as secções, aquecer rapidamente a gota em 

chama ou placa aquecedora e remover o excesso 

de corante por meio de lavagens repetitivas com a 

pisseta contendo água.

Deve-se colocar o bico da pisseta na parte posterior, que não contém a 
amostra da lâmina, e deixar a água escorrer por 1 ou 2 minutos sobre 
toda a área da lâmina.
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6. Colocar uma gota de água sobre as secções e colocar 
uma lamínula sobre a gota. Remover o excesso de 
água entre lâmina e lamínula pressionando com um 
papel de �ltro e examinar secções sob microscópio 
de luz.

Deve-se verificar se a secção contém área de interesse, se está pre-
servada e bem infiltrada, e a superfície lisa.

7. Documentar as imagens das secções semi�nas. 
Uma vez con�rmada a qualidade da preparação da 
amostra nas secções semi�nas em microscopia de luz 
e selecionada a área da amostra onde a presença da 
proteína será detectada, proceder à ultramicrotomia. 
Para tal, a área para seccionamento ultra�no deve ser 
reduzida a 0,5 mm2 e, portanto, é necessário desbas-
tar, com uma lâmina cortante, o excesso de resina e 
amostra que não serão seccionadas. 

Ultramicrotomia: obtenção de
secções ultra�nas (Figura 2)

8. Remover ainda mais o excesso de resina em torno da 
amostra na inclusão (etapa 2 deste item), deixando a 
superfície com, aproximadamente, 0,3 mm2.

A remoção da resina deve ser cautelosa, e a área de seccionamento 
deve incluir somente aquela que interessa na amostra.

9. Prender o porta-amostra no braço giratório do 
ultramicrótomo, trocar a navalha de vidro pela de 
diamante e encher com água destilada a superfície 
da navalha até formar uma superfície espelhada, 

utilizando uma seringa com um �ltro, para inserir a 
água e evitar que impurezas contaminem a amostra 
quando a secção for coletada.

Verificar as instruções específicas de uso do ultramicrótomo utilizado.

10. Aproximar a amostra ao �o cortante da navalha e pro-
ceder à ultramicrotomia para obtenção de secções ul-
tra�nas com, aproximadamente, 70 nm de espessura.

11. Segurar, com o auxílio de uma pinça, a grade de ní-
quel na borda fosca e, por meio da imersão da grade 
na água da navalha, recolher aproximadamente 10 a 
20 secções ultra�nas por grade, em um único movi-
mento de inserção da grade na água.

A pinça deve ser antimagnética, e as secções devem ser esticadas, 
antes de serem recolhidas, em éter ou clorofórmio por meio da aproxi-
mação (sem encostar) de uma haste flexível de plástico com algodão 
na ponta, embebido no líquido. 

12. Depositar a grade contendo as secções ultra�nas 
coletadas sobre papel de �ltro. Colocar o papel de 
�ltro com a grade em uma placa de Petri para secar, à 
temperatura ambiente, por 12 horas.

13. Contrastar a grade para aumentar a elétron-densidade 
dos componentes celulares no MET, colocando o lado 
que contém as seções em contato com a gota de acetato 
de uranila, que está sobre superfície plástica dentro de 
placa de Petri recoberta por papel alumínio, em condi-
ção escura, por 30 a 40 minutos. Esta etapa deve ser rea-
lizada dentro da caixa de contenção de radioatividade, 
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Figura 2. Principais etapas de obtenção de secções ultrafinas (A–B), análise em microscópio eletrônico de transmissão (MET) 
(C–D), imunocitoquímica ultraestrutural (E–I) e observações em MET (J–L). Secções de semente de mamona (Ricinus communis) 
(J) e soja (Glycine max) (K–L) após realização de imunocitoquímica ultraestrutural utilizando, para detecção, anticorpo secundário 
conjugado a partículas de ouro coloidal, detectáveis nas estruturas de armazenamento das sementes. 
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3 Microtomia e 
ultramicrotomia

3.1 Material

•	 Caixa em acrílico para contenção de radioativi-
dade (Capítulo 11).

•	 Filme plástico de PVC.

•	 Grades de níquel para MET com 200 mesh 
(= 200 malhas em grade com 2,54 cm de diâme-
tro) recobertas com Formvar (polímero de álcool 
polivinila e formaldeído, como copolímeros com 
acetato de polivinila, usado como suporte para 
grades para TEM), que podem ser comercialmen-
te adquiridas.

•	 Lâmina de inox para barbeador.

Evitar ferimentos causados pela lâmina.

•	 Lâminas histológicas.

•	 Lamparina.

•	 Microscópio de luz.

•	 Microscópio eletrônico de transmissão (MET). 

•	 Microscópio estereoscópico.

•	 Navalhas de vidro para microtomia.

•	 Navalha de diamante para ultramicrotomia.

resinas podem ser polimerizadas a baixa temperatura 
e apresentam tolerância a uma pequena quantidade 
de água durante sua polimerização, permitindo que a 
amostra guarde um pouco de umidade e, assim, altere 
menos sua estrutura, graças à manutenção da polaridade 
proteica.

A escolha da resina deve considerar o menor grau 
de extração de componentes celulares e extracelulares, 
maior solubilidade em solventes orgânicos utilizados no 
processo de desidratação, facilidade para penetração na 
amostra e polimerização, facilidade para o seccionamen-
to ao ultramicrótomo, menor variação de seu volume du-
rante a polimerização e estabilidade ao feixe de elétrons 
ao MET (revisto por NEWMAN; HOBOT, 1999). Existem 
resinas à venda que atendem à maior parte desses requi-
sitos, além de apresentarem uma viscosidade próxima 
à da água, o que permite a utilização em qualquer tipo 
de célula ou tecido, principalmente naquelas de difícil 
penetração, como as células vegetais.

A polimerização sob UV traz algum aquecimento à 
resina e, consequentemente, à amostra. Por isso, deve-se 
polimerizar a resina com as amostras a baixas tempera-
turas. Agentes aceleradores da polimerização a baixa 
temperatura normalmente acompanham os kits das 
resinas, visando aumentar a chance de preservação das 
ultraestruturas celulares. Deve-se ter atenção ao comple-
tar a cápsula contendo a amostra com resina até o topo, 
e, assim, diminuir a presença de ar, fator que di�culta a 
polimerização.
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em capela de exaustão (Capítulo 11). Guardar as demais 
grades em caixa coberta para proteger de poeira.

A face da grade contendo as secções deve estar voltada para a gota 
de acetato de uranila. 

Não há necessidade de contrastar todas as grades ao mesmo tempo, 
pois podem ser armazenadas para posterior contrastação (ver o item 
3.3 Observações).

14. Lavar repetidamente a grade utilizando uma pisseta 
com água.

15. Depositar a grade contrastada sobre papel de �ltro 
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 imunocitoquímica. A secção deve conter a área de-
sejada, e a grade deve ter a repetição dessa área. Deve-se confirmar 
se a fixação foi adequada (estruturas celulares íntegras), se houve 
limpeza da preparação, e estabilidade da secção quando exposta ao 
feixe.

3.3 Observações

Durante o seccionamento das amostras, deve-se 
selecionar a área onde se espera a presença da proteína a 
ser detectada pela técnica de imunocitoquímica.

A qualidade das secções ultra�nas depende, prin-
cipalmente, da preparação da amostra. Por isso, o tecido 
deve estar bem preservado e a seleção de área deve ser 
previamente avaliada em microscopia de luz. A etapa de 

retirada do excesso de resina em torno da amostra pode 
ser feita sob microscópio estereoscópico, desde que a 
amostra esteja presa em base �xa para evitar acidentes 
com a lâmina. Deve haver um compromisso entre a área 
da amostra a ser observada e a menor face adequada para 
seccionamento (quanto menor a área de seccionamento, 
maior será a qualidade das secções).

As navalhas de vidro utilizadas para microtomia 
de secções semi�nas são produzidas a partir de barras de 
vidro comercialmente adquiridas, com espessura e qua-
lidade adequadas, utilizando-se equipamento adequado 
para confecção de navalhas (knifemaker). As navalhas de 
vidro também podem ser usadas para ultramicrotomia, 
desde que um suporte plástico para permitir a formação 
da superfície de água, para contenção das secções ultra�-
nas, seja colado à navalha.

A coloração de secções semi�nas com azul de 
toluidina, corante acidó�lo, para avaliação da qualidade 
de preparação da amostra, é a mais comumente utiliza-
da. Mas pode ser substituída por carmim acético, azul de 
metileno ou outros corantes. Quando a coloração azul 
�ca muito fraca nas estruturas, pode-se colorir a lâmina 
novamente. Quando muito forte, pode-se removê-la com 
etanol, mas essa remoção não é uniforme.

Células produzem pouco contraste quando obser-
vadas em MET, em razão de sua composição elementar 
(C, H, O, N). Para aumentar o contraste e facilitar a visua-
lização das estruturas celulares, agentes contrastantes 
tais como uranila e citrato de chumbo são utilizados para 
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contrastar negativamente a secção ultra�na (REYNOLDS, 

1963).

A utilização de grades limpas é essencial, pois um 

grão de poeira pode sobrepor-se à área de interesse. 

Podem-se usar caixas especí�cas para armazenagem de 

grades, comercialmente disponíveis, ou utilizar papel de 

�ltro em placas de Petri.

Grades contendo secções podem ser armazenadas 

para posterior contrastação. Para tanto, a grade pode ser re-

coberta, após limpeza, com solução de Formvar ou colódio 

e armazenadas à temperatura ambiente por, no máximo,

2 a 3 meses, resguardada de poeira.

A ultramicrotomia deve gerar secções ultra�nas, 

mas que permitam algum contraste e resistam ao feixe 

eletrônico do MET. A espessura recomendada é de 50 nm 

até 90 nm caso as secções estiverem se rompendo.

A avaliação da qualidade das secções em MET deve 

considerar: a estabilidade da película sob o feixe eletrôni-

co, sua limpeza, o contraste da amostra, a adequação da 

espessura para o foco, a estabilidade da secção na área 

desejada, e a preservação e repetição das estruturas de 

interesse. Em caso positivo, pode-se continuar o proce-

dimento de imunocitoquímica com as grades que não 

foram contrastadas. Aquelas já contrastadas nas etapas 

13 e 14 deste item podem ser úteis para microgra�as das 

estruturas.

4 Imunocitoquímica 
ultraestrutural por meio 
indireto (Figura 2)

4.1 Material

•	 Albumina de soro bovino (BSA).

•	 Anticorpo primário: diluir anticorpo primário em 

solução de bloqueio 1:250 (v/v).

•	 Béqueres de 20 mL.

•	 Detergente não iônico (detergente neutro).

•	 Filme plástico de PVC.

•	 Grades com secções ultra�nas da amostra sem 

contraste (item 3.2 Procedimento).

•	 Microscópio eletrônico de transmissão (MET) 

com câmera para fotogra�a, com �lme fotográ�-

co ou com captação digital de imagens.

•	 Papel de �ltro.

•	 Pinça de ponta �na (0,3 mm).

•	 Pisseta com água bidestilada.

•	 Placa de Petri.

•	 Proteína A conjugada com partícula de ouro 

coloidal 15 nm (comercial).
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•	 Solução aquosa de acetato de uranila 2% (item 
3.1 Material).

•	 Solução de bloqueio: detergente não iônico a 
0,5% e BSA 2% (p/v) em tampão PBS 1X.

•	 Solução de detecção: proteína A conjugada com 
partícula de ouro coloidal com 15 nm de diâme-
tro diluída 1:500 (v/v) em tampão PBS 1X.

•	 Tampão Fosfato Salina – Tampão PBS 
(Apêndice 4).

4.2 Procedimento

1. Colocar gotas da solução de bloqueio sobre um �lme 
plástico, em placa de Petri. Incubar as grades conten-
do secções ultra�nas �utuando sobre a gota da solu-
ção de bloqueio, por 1 hora, à temperatura ambiente.

2. Retirar as grades da gota com auxílio de uma pinça 
e remover o excesso de solução encostando a grade 
em papel de �ltro.

3. Colocar uma gota de anticorpo primário sobre o �l-
me plástico, em placa de Petri, e incubar a grade, por
1 hora, à temperatura ambiente.

Reservar duas grades sem incubar em anticorpo primário como con-
trole negativo, deixando-as em tampão PBS (etapa 6 deste item) até a 
etapa de incubação na solução de detecção.

4. Incubar a grade em gota de tampão PBS 1X por
30 minutos. Repetir duas vezes o procedimento.

5. Incubar a grade em solução de detecção por 1 hora.

6. Incubar a grade em gota de tampão PBS 1X por
15 minutos. Repetir duas vezes o procedimento. 

7. Lavar repetidamente a grade utilizando pisseta com 
água.

8. Remover o excesso de água e guardar a grade sobre 
papel de �ltro, com a face contendo as secções 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 secções deve estar voltada 
para a gota, e também de não contrastar todas as grades.

10. Lavar repetidamente a grade com água utilizando 
pisseta.

11. Depositar a grade contrastada sobre novo papel de 
�ltro, com a face contendo as secções 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 contrastação 
negativa.

4.3 Observações 

A vantagem da utilização das partículas de ouro, 
tanto conjugadas à proteína A como ao anticorpo se-
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cundário, está na maior de�nição da imagem em razão 
da elétron-densidade do ouro e da uniformidade mor-
fológica. Além disso, pode-se fazer a detecção de dois 
antígenos ao mesmo tempo, utilizando dois diâmetros 
diferentes de partículas de ouro no mesmo experimento. 

Existem diversas estratégias para realização da 
imunocitoquímica, como a pré ou pós-inclusão. A pré-in-
clusão consiste na detecção da proteína na amostra antes 
da inclusão em resina, enquanto a pós-inclusão é a que 
aqui foi detalhada. No método de pré-inclusão, primeiro 
se faz a detecção imunocitoquímica da proteína alvo, e 
depois se �xa, desidrata e inclui a amostra em resina. No 
método pós-inclusão, primeiro processa-se a amostra, 
secciona-se e, então, faz-se a detecção. A escolha pelo 
método vai depender se o alvo é su�cientemente estável 
para a detecção antes do processamento da amostra.

A etapa de bloqueio é uma forma de hidratar as 
secções, facilitando a penetração do anticorpo, e de blo-
quear grupamentos reativos presentes na amostra e na 
resina. Outros agentes bloqueadores, além de detergente 
não iônico e de BSA, também podem ser usados, como 
cloreto de amônio, albumina, polietilenoglicol, detergen-
tes iônicos, entre outros.

A concentração e o tempo de incubação da grade 
no anticorpo primário devem ser estabelecidos expe-
rimentalmente. Esse tempo dependerá da a�nidade/
especi�cidade do anticorpo e da disponibilidade dos 
sítios antigênicos. Também para o anticorpo primário, a 
concentração e o tempo de incubação com o anticorpo 

secundário ou proteína A marcados dependerão do 

número e da disponibilidade do complexo antígeno-

-anticorpo formado. O aumento no tempo de incubação 

normalmente não traz benefícios, somente aumenta as 

ligações inespecí�cas (background).
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1 Introdução
Recentes estudos em genômica vegetal resulta-

ram em um aumento signi�cativo do conhecimento a 
respeito de diversos genes, como sequência nucleotídica, 
localização no cromossomo, níveis de expressão e função. 
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 álamo (Populus trichocarpa) (NATIONAL CENTER FOR 
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2012). Esses conheci-
mentos ampliaram as possibilidades de utilização dos 
genes em sistemas heterólogos, em particular em plan-
tas, permitindo a expressão de proteínas para estudos de 
estrutura, função ou para �ns biotecnológicos. A detec-
ção especí�ca de proteínas é, então, uma importante fer-
ramenta auxiliar para esses estudos, e a técnica Western 
blot (ou immunoblot) é muito utilizada para tal �m. 

Na técnica Western blot, a detecção de proteínas 
especí�cas ocorre após a separação de uma mistura de 
proteínas por eletroforese em gel de poliacrilamida e sua 
transferência para membranas de nitrocelulose ou náilon. 
A detecção é feita pelo uso de anticorpos, que reagem es-
peci�camente com epitopos da proteína em estudo e de 
reações colorimétricas ou radiográ�cas. Dessa maneira, a 
técnica combina a resolução de uma eletroforese com a 
especi�cidade da detecção imunológica. A Figura 1 ilustra 
o uso de Western blot para a análise de sementes de va-
riedades de feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris). Nesse 

exemplo, a arcelina, proteína potencialmente envolvida 
no processo de resistência a pragas de armazenamento, 
é identi�cada no extrato proteico de sementes do acesso 
selvagem, mas não nas variedades domesticadas.

Essa técnica é uma importante ferramenta para a 
análise de plantas transgênicas. Por meio dela, a expressão 
de uma proteína, resultante da tradução de um transgene, 
pode ser avaliada. Pode-se determinar a presença e a quan-
tidade da proteína e se ela mantém suas características 
de peso molecular e processamento ou, ainda, identi�car 
o local de expressão na planta transgênica, ou seja, raiz, 
folha, semente, etc. Essa técnica, por exemplo, foi utilizada 
para avaliar a expressão do transgene HNL (codante para a 
hidroxinitrilo liase, uma enzima envolvida na degradação 
de compostos cianogênicos) em folha e raiz de mandioca 
(Manihot esculenta) (NARAYANAN et  al., 2011). É possível 
também utilizar Western blot para detecção da expressão 
transiente de proteínas (DUBIN et al., 2008). Outro exemplo 
é a sua utilização em estudos para produção de vacinas 
em plantas ou para obtenção de plantas resistentes a 
patógenos. Recentemente, foi demonstrada a expressão 
de uma proteína componente do vírus HIV em Nicotiana 
benthamiana (LOMBARDI et al., 2009) e de uma proteína do 
Bean golden mosaic virus (BGMV) na obtenção de feijoeiro 
resistente a esse vírus (FARIA et al., 2006).

O termo Western blot é uma alusão às técnicas de 
Southern e Northern blot (capítulos 12 e 14, respectiva-
mente), nas quais a análise dos ácidos nucleicos, de forma 
semelhante, é feita em uma membrana após a separação 
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Figura 1. Detecção da proteína arcelina em acesso de 
Phaseolus vulgaris selvagem, pela técnica de Western blot. 
A) Análise em SDS/PAGE 13% de proteína 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 idêntico ao apresentado em A, utilizando antiarcelina 
como anticorpo primário. A arcelina é detectada no acesso 
selvagem, mas não nas variedades domesticadas.
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teriormente. Inicialmente, as proteínas eram detectadas di-

retamente sobre o gel de poliacrilamida (BURRIDGE, 1976; 

SHOWE et al., 1976); posteriormente foram estabelecidas 

as condições de transferência das proteínas 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.

Obtenção 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 nitrogênio líquido e, em seguida, macerado. As pro-

teínas são, então, solubilizadas em tampão adequado.

Separação dos polipeptídeos por 

eletroforese em géis de poliacrilamida 

O extrato proteico é submetido à eletroforese em 

gel de poliacrilamida, geralmente em condições desna-

turantes, na presença de SDS. Nesse caso, as proteínas 

migram através da matriz do gel, de acordo com o seu 

peso molecular, e em direção ao polo positivo (anodo).

Transferência dos polipeptídeos separados 

em gel de poliacrilamida para uma membrana 

A transferência pode ser feita colocando a mem-

brana de nitrocelulose ou náilon em contato com o gel e 

submetendo todo o conjunto a um campo elétrico. Dessa 

de fragmentos de DNA ou RNA por eletroforese em gel de 
agarose. Embora o termo tenha sido proposto por Burnette 
(1981), o princípio da técnica já havia sido estabelecido an-
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forma, as proteínas migram do gel para a membrana, guar-

dando as mesmas posições relativas que se encontravam 

no gel. Por suas propriedades químicas, essas membranas 

são capazes de ligar-se inespeci�camente às proteínas, 

retendo-as em sua matriz. Embora existam variações de 

método de transferência, o mais utilizado envolve a eletro-

transferência (BURNETTE, 1981; TOWBIN et al., 1979).

Bloqueio dos sítios de ligação 

inespecí�cos na membrana 

Os locais da membrana não ocupados pelas 

proteínas transferidas do gel estão livres para a ligação 

com qualquer tipo de proteína. Assim, para evitar que 

esses locais interajam inespeci�camente com o anticorpo 

durante as incubações posteriores, eles devem ser blo-

Figura 2. Esquema da técnica de Western blot. A técnica envolve seis etapas: obtenção de extratos proteicos; eletroforese em gel de 
poliacrilamida; transferência para uma membrana; bloqueio dos sítios inespecíficos de ligação; incubação com anticorpos; detecção 
do complexo antígeno-anticorpo.
Fonte: adaptado de Marcellino e Grossi de Sá (1998).

Ilustração: Laura de Alencar Dusi
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queados com uma solução contendo alta concentração 
de proteína, geralmente BSA 3% (albumina de soro bo-
vino) ou gelatina 3% ou, ainda, leite em pó desnatado na 
concentração de 5%.

Incubação com anticorpo 

Após o bloqueio dos sítios inespecí�cos, a locali-
zação da proteína de interesse normalmente é feita pelo 
anticorpo especí�co contra essa proteína (anticorpo 
primário), seguido pelo anticorpo secundário (contra o 
anticorpo primário) acoplado a um marcador, que pode 
ser uma enzima (por exemplo, fosfatase alcalina, peroxi-
dase) ou um radioisótopo (por exemplo, 125I), etc. Pode-se 
utilizar também detecção direta, na qual o marcador é 
acoplado ao anticorpo primário.

Detecção do complexo antígeno-anticorpo 

Esse complexo é visualizado por meio colorimé-
trico, ou radiográ�co, dependendo do tipo de marcador 
utilizado. Se o anticorpo estiver acoplado a uma das 
enzimas, utiliza-se um substrato que produz um produto 
insolúvel colorido (HARLOW; LANE, 1988). No caso de 
estar acoplado a um radioisótopo, a detecção é feita por 
autorradiogra�a. Existe também a detecção lumines-
cente. Nesse caso, o anticorpo secundário é acoplado à 
peroxidase e utiliza-se, para a revelação, um substrato 
que emite luz ao ser oxidado pela enzima. Essa luz pode 
ser então detectada na autorradiogra�a. O limite de 
detecção depende de vários fatores, entre eles, o tipo de 
membrana e o sistema de detecção utilizados. Na maioria 

dos casos, esse limite corresponde a cerca de 20 femto-
moles (10-15 moles); isso signi�ca que, para uma proteína 
de 50 kDa, é possível detectar 1 ng.

Neste capítulo, é apresentado um protocolo bem 
estabelecido para a análise de proteínas por Western blot. 
Entretanto, inúmeras variações desse protocolo básico 
são possíveis, dependendo, entre outros fatores, das ca-
racterísticas da proteína de interesse ou mesmo da planta 
a ser analisada. Serão descrevitas a extração de proteínas 
de sementes e folhas (utilizando, como modelo, a planta 
de fumo, Nicotiana tabacum), a eletroforese em gel de 
poliacrilamida (SDS/PAGE), e a transferência e a imunode-
tecção de proteínas em membrana.

2 Extração e quantificação
de proteínas

2.1 Material

•	 Albumina de soro bovino (BSA) 25 mg/mL.

•	 Almofariz e pilão. 

•	 Corante para quanti�cação proteica.

No procedimento aqui descrito, utiliza-se corante comercial, baseado 
no método de Bradford (BRADFORD, 1976).

•	 Espectofotômetro para medir absorbância a
595 nm. 

•	 Microcentrífuga. 
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•	 NaCl 5 M (Apêndice 4). 

•	 Nitrogênio líquido.

•	 Tampão de extração I (sementes):

Componente Quantidade Concentração final

Tris-HCl 1 M, pH 7,5 0,5 mL 50 mM

NaCl 5 M 60 µL 30 mM

β-mercaptoetanol 100 µL 1%

Surfactante octil fenol 
etoxilado-100 10%

100 µL 0,1%

H2O q.s.p. 10 mL

Filtrar utilizando filtro de 0,45 µm; estocar a -20 °C.

A esse tampão, podem-se adicionar, no momento da utilização, 
inibidores de protease: fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 2 mM e 
leupeptina 0,13 mg/mL, concentração final.

β-mercaptoetanol é volátil e altamente tóxico. 
Sua manipulação deve ser feita com luvas, ócu-
los e máscara em capela de exaustão.

•	 Tampão de extração II (folhas):

Componente Quantidade Concentração final

Tris-HCl 1 M, pH 6,8 0,5 mL 50 mM

β-mercaptoetanol 100 µL 1%

Polivinilpirrolidona 
(PVP)

20 mg 0,2%

H2O q.s.p. 10 mL

Ver a nota descrita para o tampão I.

•	 Tris-HCl 1 M, pH 6,8 (Apêndice 4).

•	 Tris-HCl 1 M, pH 7,5 (Apêndice 4). 

•	 Tubos de microcentrífuga de 1,5 mL.

2.2 Procedimento

Extração de proteínas

1. Pesar 200 mg de sementes ou folhas e triturar em um 

almofariz na presença de nitrogênio líquido.

2. Colocar o macerado em tubo de microcentrífuga de 

1,5 mL, adicionar 0,5 mL de tampão de extração I (no 

caso de sementes) ou tampão II (no caso de folhas). 

Incubar durante 1 hora, sob forte agitação, a 4 °C.

3. Centrifugar em microcentrífuga a 10.000 rpm durante 

30 minutos. Transferir o sobrenadante para um novo 

tubo.

4. Determinar a concentração de proteínas no sobrena-

dante como descrito a seguir.

Determinação da concentração proteica

A determinação da concentração proteica aqui 

descrita é feita pelo ensaio colorimétrico baseado no 

método desenvolvido por Bradford (1976). Este protocolo 

descreve um microensaio (1 mg a 10 mg de proteína/mL) 

e se inicia com o estabelecimento de uma curva padrão.

1. Para o estabelecimento da curva padrão, numerar nove 

tubos de microcentrífuga de 1,5 mL. Preparar oito dilui-

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   364 04/07/2016   15:12:33



365

ções a partir de uma solução de BSA 25 mg/mL, como 

indicado: 

Tubo BSA 25 µg/mL H2O µg de BSA

1 0 µL 800 µL 0,0 µg

2 50 µL 750 µL 1,25 µg

3 100 µL 700 µL 2,50 µg

4 150 µL 650 µL 3,75 µg

5 200 µL 600 µL 5,00 µg

6 250 µL 550 µL 6,25 µg

7 300 µL 500 µL 7,50 µg

8 350 µL 450 µL 8,75 µg

9 400 µL 400 µL 10,0 µg

2. Adicionar 200 mL do corante citado anteriormente 

para quanti�cação proteica.

3. Agitar manualmente, evitando a formação de bolhas.

4. Após 10 minutos, medir a absorbância A595 a 595 nm 

das nove diluições. Não exceder o tempo de 60 minu-

tos para iniciar a medida.

5. Colocar em um grá�co os valores de A595 em relação a

microgramas de BSA. Esta será a curva padrão.

Determinação da concentração proteica nos extratos

6. Colocar um volume de extrato em um tubo de ensaio. 

Geralmente utilizam-se de 5 mL a 10 mL.

7. Completar o volume com água até 800 mL.

8. Adicionar 200 mL do corante. Agitar cuidadosamente, 

evitando a formação de bolhas. Observar se a cor 

obtida está dentro da curva padrão. Caso não esteja, 

repetir a partir da etapa 6, aumentando ou diminuin-

do a quantidade de extrato conforme for necessário.

9. Após 10 minutos, medir a absorbância a 595 nm( A595). 

Determinar a concentração da amostra, comparando 

a absorbância obtida com a curva padrão.

2.3 Observações

Muitos tampões podem ser usados para extração 

de proteínas e análise em gel de poliacrilamida. A escolha 

do tampão mais apropriado depende do tipo de proteína 

ou tecido que se pretende analisar. 

Na determinação da concentração de proteínas 

pelo método de Bradford, o corante é uma solução con-

tendo azul de Coomassie G-250 0,01% (p/v), etanol 4,7% 

(v/v) e ácido fosfórico 8,5% (p/v). O princípio da técnica é 

que, em uma solução ácida, o azul de Coomassie muda 

o seu máximo de absorbância de 365 nm para 595 nm 

quando ocorre ligação a proteínas (BRADFORD, 1976).

A presença de detergentes pode interferir na quan-

ti�cação das proteínas. Dessa forma, deve-se observar a 

composição do tampão no qual a amostra está dissolvida 

e usar os controles adequados.

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   365 04/07/2016   15:12:33



366

3 Eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE)

3.1 Material

•	 Isobutanol saturado com água: misturar um vo-
lume de isobutanol com dois volumes de água 
destilada. Esperar a formação de duas fases. 

•	 Persulfato de amônio 10% (p/v): dissolver 100 mg 
de persulfato de amônio em 1 mL de água desti-
lada e estocar a 4 ºC. A solução é estável por uma 
semana.

•	 Solução acrilamida/bisacrilamida: dissolver 29,2 g 
de acrilamida e 0,8 g de bisacrilamida em 100 mL 
de água destilada. Filtrar utilizando �ltro 0,45 mm. 
Estocar a 4  °C em recipiente escuro. A solução é 
estável por 1 mês.

Acrilamida e bisacrilamida são tóxicos e poten-
tes neurotóxicos de efeito cumulativo e podem 
ser absorvidos pela pele e são. Sua manipulação 
deve ser feita com luvas, óculos e máscara em 
capela de exaustão. O material polimerizado não 
possui efeito tóxico, no entanto, o uso de luvas 
não deve ser dispensado, pois existem resíduos 
de acrilamida não polimerizada nesse material. 
Recomenda-se também não submeter soluções 
de acrilamida/bisacrilamida a forte agitação para 
evitar efeito aerossol e respingos. 

A acrilamida, com o tempo, vai se transformando em ácido acrílico que 
pode causar distorções no gel; por essa razão, não é recomendável o 
estoque prolongado dessa solução.

•	 SDS 20% (p/v) (Apêndice 4).

•	 Solução para coloração do gel:

Componente Quantidade Concentração final

Azul de 
Coomassie R-250

2,5 g 0,25%

Metanol 450 mL 45%

Ácido acético 100 mL 10%

H2O q.s.p. 1 L

Dissolver o azul de Coomassie no metanol, filtrar em papel filtro de celulose de 

11 µm, adicionar o ácido acético. Completar o volume com água destilada.

•	 Solução para descoloração:

Componente Quantidade Concentração final

Metanol 450 mL 45%

Ácido acético glacial 100 mL 10%

H2O q.s.p. 1 L

•	 Tampão de corrida 5X:

Componente Quantidade Concentração final

Tris base 15,1 g 125 mM

Glicina 72 g 960 mM

SDS 5 g 0,5%

H2O q.s.p. 1 L

Estocar à temperatura ambiente. O pH deverá ser de aproximadamente 8,3.
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•	 Tampão de amostra 2X:

Componente Quantidade Concentração final

Tris-HCl 0,5 M, 
pH 6,8

2,5 mL 125 mM

SDS 20% 2,0 mL 4%

β-mercaptoetanol 1,0 mL 10%

Glicerol 2,0 mL 20%

Azul de 
bromofenol

4 mg 0,04%

H2O q.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 água. Ajustar o pH para 8,8. 
Completar o volume com água até 100 mL. Filtrar 
utilizando �ltro 0,45 mm e estocar a 4 °C.

•	 Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 (Apêndice 4). Filtrar utili-
zando �ltro 0,45 mm 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 análise de pro-
teínas por eletroforese. É composto pelos chamados gel 
concentrador e gel separador. O primeiro possui pH 6,8 
e, geralmente, tem uma concentração 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 separação 

das proteínas após a eletroforese. O gel é preparado entre 

duas placas de vidro cuidadosamente limpas. Será descri-

ta a seguir a preparação de um gel utilizando placas de 

160 mm x 140 mm e espaçadores de 0,75 mm.

Preparação do gel separador

1. Preparar a seguinte solução de acordo com a concen-

tração de poliacrilamida desejada:

Componente
Concentração de poliacrilamida

8% 10% 12% 15%

H2O 7,0 mL 6,0 mL 5,0 mL 3,5 mL

Acrilamida/
bisacrilamida

4,0 mL 5,0 mL 6,0 mL 7,5 mL

Tris-HCl 1,5 M, 
pH 8,8

3,8 mL 3,8 mL 3,8 mL 3,8 mL

SDS 10% 150 µL 150 µL 150 µL 150 µL

Persulfato de 
amônio 10%

75 µL 75 µL 75 µL 75 µL

TEMED 7,5 µL 7,5 µL 7,5 µL 7,5 µL

Misturar rapidamente, evitando a formação de bolhas (a polimerização se inicia-
rá assim que o TEMED for adicionado).

2. Verter a solução entre as placas de vidro, previamente 

montadas conforme indicação do fabricante, deixan-

do um espaço su�ciente para a montagem do gel 

concentrador (cerca de 4 cm).

3. Antes da polimerização, verter isobutanol saturado 

com água (volume su�ciente para cobrir a superfície 

do gel). Aguardar por 30 minutos, retirar o álcool, 
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lavar com água destilada, retirando o excesso com 
papel de �ltro.

O isobutanol impede a oxigenação da solução (o oxigênio dificulta o 
processo de polimerização), além de uniformizar a superfície do gel.

Preparação do gel concentrador (5%)

4. Preparar 5 mL da seguinte solução:

Componente Quantidade

H2O 2,8 mL

Acrilamida/bisacrilamida 830 µL 

Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 1,26 mL 

SDS 10% 50 µL

Persulfato de amônio 10% 50 µL

TEMED 5 µL

Misturar rapidamente, evitando a formação de bolhas (a polimerização se inicia-
rá assim que o TEMED for adicionado).

5. Verter a solução sobre o gel separador, preparado 
anteriormente, e inserir o pente. Aguardar a poli-
merização. Retirar o pente, lavar os poços com água 
destilada para eliminar vestígios de acrilamida.

A polimerização é visível entre 15 e 20 minutos, mas ela continua 
ocorrendo por mais tempo. É aconselhável aguardar por 90 minutos 
para a utilização do gel.

6. Montar o gel na cuba de eletroforese. Adicionar 
tampão de corrida 1X nos reservatórios superior e 
inferior, evitando a formação de bolhas. Neste ponto, 
o gel está pronto para receber as amostras.

Não deve ser realizada pré-corrida, pois esse procedimento eliminaria 
a descontinuidade do gel, estabelecida pelos géis concentrador e 
separador.

Aplicação das amostras no gel e eletroforese

7. Para cada volume de extrato proteico, adicionar um 

volume de tampão de amostra 2X.

A quantidade de proteína (extrato total) a ser aplicada deve ser entre 
50 µg e 150 µg por poço. Quantidades superiores a 150 µg podem 
causar distorções no perfil proteico. 

Além dos extratos proteicos das plantas a serem analisados, deve-
-se incluir um controle positivo (20 ng da proteína de interesse) e um 
negativo (por exemplo, extrato proteico da planta não transgênica).

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 poço para o outro. Os 
poços que não foram ocupados com amostras devem ser preenchidos 
com tampão de amostra 1X. Isso permite que a migração seja mais 
uniforme.

9. Proceder à 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 �nal do gel separador (aproximadamente 4 horas).

10. Desmontar o aparato, retirar o gel concentrador e pro-

ceder à transferência das proteínas para a membrana.

A próxima etapa se destina à coloração do gel com azul de Coomassie 
para avaliação do perfil proteico do extrato em PAGE.
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Caso pretenda-se dar prosseguimento ao Westen blot, o gel não deve 
ser corado. Proceder diretamente à transferência das proteínas para 
a membrana.

11. Imergir o gel em solução para coloração, incubar du-

rante a noite, à temperatura ambiente. Em seguida, 

imergir o gel em solução para descoloração e incu-

bar sob leve agitação, trocando a solução quando 

necessário.

A solução utilizada para coloração pode ser reaproveitada.

4 Transferência
para a membrana

4.1 Material

•	 Membrana de nitrocelulose ou náilon.

•	 Papel de �ltro de celulose de 11 mm.

•	 Solução vermelho-Ponceau 2% (opcional): dis-

solver 2 g de vermelho-Ponceau S em 100 mL de 

uma solução contendo ácido tricloroacético 30% 

(v/v) e ácido sulfosalicílico 30% (v/v).

Essa solução também está disponível comercialmente.

Ácido tricloroacético é irritante para as vias 
respiratórias, causa queimaduras na pele e 
lesões oculares. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara em capela de 
exaustão.

•	 Tampão de transferência (Tris/Glicina/metanol 
20%): dissolver 20 mL de metanol em 60 mL 
de água e adicionar em 20 mL de tampão Tris/
Glicina 5X.

O metanol deve ser dispensado quando se usa a membrana do tipo 
zeta-probe. Para proteínas de alto peso molecular, pode-se reduzir o 
metanol para 10% no tampão de tranferência.

•	 Tampão fosfato salina – PBS 10X (Apêndice 4).

•	 Tampão Tris/Glicina 5X:

Componente Quantidade Concentração final

Tris base 15,15 g 125 mM

Glicina 72 g 960 mM

H2O q.s.p. 1 L

O pH deverá ser de aproximadamente 8,3.

Para a transferência de proteínas de alto peso molecular, pode-se 
adicionar SDS até uma concentração final de 0,05%. Entretanto, deve-
-se atentar à possibilidade de o SDS reduzir a eficiência de ligação à 
membrana.

4.2 Procedimento

Embora o uso de um campo elétrico para a transfe-
rência de polipeptídeos de géis para a membrana seja o 
mais utilizado, outros métodos foram relatados. A difusão 
(BOWEN et  al., 1980; RENART et  al., 1979) e a eluição a 
vácuo (PEFEROEN et al., 1982) são exemplos que podem 
ser citados. Entretanto, o método de eletrotransferência 
é o mais e�caz. A eletrotransferência pode ser semisseca 
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ou molhada. Na primeira, o gel é colocado em contato 
com a membrana. Esse conjunto gel/membrana é colo-
cado entre papéis de �ltro embebidos com o tampão de 
transferência, e todo o conjunto é, então, submetido a um 
campo elétrico. Na segunda, o conjunto gel/membrana é 
submerso em tampão e também submetido a um cam-
po elétrico. Os dois sistemas dão excelentes resultados.
A vantagem do sistema semisseco, em relação ao molha-
do, é ser mais rápido e econômico. 

Serão descritos a seguir dois métodos para a 
transferência:

Transferência semisseca 

1. Equilibrar o gel no tampão de transferência por 
15 minutos.

Esta etapa facilita a remoção de sais e detergentes provenientes da 
eletroforese. Para proteínas de peso molecular menor do que 10 kDa, 
recomenda-se que o tempo da incubação seja menor que 10 minutos.

2. Cortar a membrana nas dimensões do gel. Imergir 
lentamente a membrana em tampão de transferência 
e incubar por 15 a 30 minutos.

Esta etapa permitirá que a membrana fique uniformemente umedeci-
da, evitando a formação de bolhas que podem prejudicar a retenção 
dos polipeptídeos.

A presença de óleos na membrana também prejudica a retenção 
dos polipeptídeos; por isso, devem-se usar luvas ou pinças para 
manipulá-la.

3. Cortar quatro pedaços de papel de �ltro nas dimen-
sões do gel. Umedecê-los em tampão de transferência.

As etapas a seguir referem-se à montagem da uni-
dade de transferência, esquematizada na Figura 3.

4. Remover a tampa de segurança e o catodo (polo 
negativo; unidade imediatamente inferior à tampa).

5. Colocar sobre o anodo (polo positivo) dois pedaços 
de papel de �ltro umedecidos em tampão de trans-
ferência (etapa 3 deste item), evitando a formação 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 dimensões da membrana.

8. Sobrepor dois pedaços de papel de �ltro umedecidos 
em tampão de transferência (etapa 3 deste item). 
Remover as bolhas de ar.

9. Repor o catodo cuidadosamente para não interferir 
no conjunto acima montado.

10. Transferir, por 30 minutos a 1 hora, entre 15 V e 25 V 
(no caso de minigéis, transferir, por 15 a 30 minutos, 
entre 10 V e 15 V).

11. Após a transferência, desmontar o aparato. Descartar 
os papéis de �ltro e cortar no canto da membrana, 
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indicando a posição número 1 do gel. A membrana 
pode ser corada para o monitoramento da e�ciência 
de transferência ou identi�cação do marcador de 
peso molecular (MPM). Essa coloração não é perma-
nente e pode ser feita com vermelho-Ponceau S.

Proteínas de peso molecular menor qdo que 10 kDa ligam-se com 
menor eficiência às membranas. Pode-se aumentar a fixação destas 
à membrana de náilon por tratamento com glutaraldeído, conforme 
descrito por Karey e Sirbasku (1989):

1. Imediatamente após a transferência, incubar a membrana em PBS 
1X contendo glutaraldeído 0,5% (v/v) por 5 minutos. 

2. Transferir a membrana para uma nova solução de PBS 1X/glutaral-
deído e incubar por mais 10 minutos.

3. Transferir a membrana para uma solução de PBS 1X contendo 
glicina 50 mM.

4. Transferir a membrana para a solução de bloqueio e seguir as eta-
pas subsequentes de bloqueio e detecção.

12. O gel transferido poderá ser corado com azul de 
Coomassie, para veri�car a e�ciência de transferência.

Transferência molhada

1. Cortar a membrana (de nitrocelulose ou náilon) e 
quatro folhas de papel de �ltro nas dimensões do gel 
a ser transferido.

2. Imergir lentamente a membrana em tampão de 
transferência e incubar durante 5 minutos.

3. Montar o aparato de transferência na seguinte ordem: 
um suporte plástico, uma esponja, duas folhas de pa-
pel de �ltro umedecidas em tampão de transferência, 
o gel e a membrana (retirar as bolhas entre o gel e a 

Figura 3. Transferência das proteínas do gel de poliacrilamida 
para membrana. O gel e a membrana são colocados em conta-
to e dispostos entre papéis de filtro embebidos em tampão de 
transferência, conforme a ordem apresentada. Todo o conjunto 
é submetido a um campo elétrico, e as proteínas migram em 
direção ao polo positivo (anodo), ficando retidas na membrana.
Fonte: adaptado de Marcellino e Grossi de Sá (1998).

Ilustração: Laura de Alencar Dusi.

membrana). Sobre a membrana, colocar duas folhas 
de papel de �ltro também umedecidas em tampão 
de transferência, uma esponja e um suporte em plás-
tico (Figura 3). Prender todo o conjunto com ligas de 
borracha. 
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Nesta etapa, deve-se atentar para que todos os componentes do 
conjunto estejam completamente embebidos no tampão. As espumas, 
bem como cada camada do conjunto, não devem conter bolhas. 
Recomenda-se montá-lo em uma vasilha contendo o tampão de 
transferência.

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 transferência dentro de um 
recipiente com gelo.

5. Após transferência, desmontar o aparato. Descartar 
os papéis de �ltro e cortar o canto da membrana para 
indicar a posição do primeiro poço do gel. Proceder 
como nas etapas 11 e 12 do protocolo de transferên-
cia a semisseca.

Coloração da membrana com
vermelho-Ponceau S (opcional)

Esta é uma coloração não permanente das proteí-
nas na membrana. Ela permite veri�car se a transferência 
das proteínas foi efetiva e se estas estão em quantidades 
equivalentes nos diferentes poços, além de identi�car o 
marcador de peso molecular.

Essa coloração não deve ser realizada quando se usa membrana de 
náilon.

1. Lavar a membrana uma vez com vermelho-Ponceau S 
0,2% (diluir a solução estoque em água).

2. Trocar uma vez a solução de vermelho-Ponceau 0,2% 
e incubar à temperatura ambiente, sob leve agitação.

3. Transferir a membrana para tampão PBS 1X e incubar 

por 1 a 10 minutos com agitação, até que as proteínas 

sejam evidenciadas.

4. Identi�car o marcador de peso molecular (MPM) e 

marcar as bandas a lápis.

MPM previamente corados estão disponíveis no mercado. A vantagem 
destes é que podem ser identificados na membrana sem a necessida-
de de coloração com vermelho-Ponceau.

5. Descorar, lavando com tampão PBS 1X.

4.3 Observação

As membranas de nitrocelulose são comercialmen-

te disponíveis, com tamanho de poro variando de 0,1 mm 

a 0,45 mm. Embora a e�ciência de transferência dependa 

de um grande número de fatores, como peso molecular 

das proteínas, tempo de transferência, corrente, entre 

outros, o uso de nitrocelulose com poro de 0,45 mm per-

mite a retenção de polipeptídeos de uma ampla faixa de 

peso molecular. Para proteínas de baixo peso molecular 

(menores que 20  kDa), pode-se considerar a utilização 

de uma membrana de nitrocelulose com poro de 0,2 mm, 

ou uma membrana de náilon carregada positivamente, 

conhecida como zeta-probe. Essa membrana tem um 

maior poder de retenção de polipeptídeos, aumentando 

as possibilidades de detecção de proteínas de baixo 

peso molecular. Outra opção é a membrana de �uoreto 

de polivinilideno (PVDF), que possui maior resistência 
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química e mecânica, além de uma capacidade superior 
de retenção de polipeptídeos (100 mg/cm2 a 200 mg/cm2).

5 Bloqueio, incubação
com anticorpo e detecção

5.1 Material

•	 Anticorpo primário: anticorpo contra a proteína 
que se pretende analisar. Normalmente o anti-
corpo é feito em coelho ou camundongo. 

•	 MgCl2 1M (Apêndice 4).

•	 NaCl 5 M (Apêndice 4).

•	 Solução de bloqueio; pode-se optar por uma das 
seguintes: a) albumina de soro bovino (BSA) 3% 
(p/v) em PBS 1X; b) leite em pó desnatado 5% (p/v) 
em PBS 1X, ou c) gelatina 3% (p/v) em PBS 1X.

Se o sistema de detecção for com fosfatase alcalina substituir o PBS 
por TBS.

•	 Solução de incubação do anticorpo; pode-se 
optar por uma das seguintes: a) albumina de soro 
bovino (BSA) 1% (p/v) em PBS 1X; b) leite em pó 
desnatado 1% (p/v) em PBS 1X, ou c) gelatina 1% 
(p/v) em PBS 1X.

Se o sistema de detecção for com fosfatase alcalina, substituir o PBS 
por TBS.

•	 Tampão fosfato salina – PBS 10X (Apêndice 4).

Se o sistema de detecção for com fosfatase alcalina, usar o tampão 
Tris-Salina (TBS) (Tris-HCl 20 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM).

•	 Tris-HCl 1 M, pH 7,5 (Apêndice 4).

Soluções para sistema de detecção com peroxidase

•	 Anticorpo secundário: anti-IgG de camundongo 
ou coelho, dependendo do anticorpo primário 
utilizado, conjugado com peroxidase. 

•	 Solução A: 30 mg de 4-cloro-1-naftol em 10 mL 
metanol gelado (-20 °C). Preparar imediatamen-
te antes da utilização.

•	 Solução B: 30 mL de água oxigenada (H2O2) 30% 
(v/v) em 50 mL de PBS. Preparar imediatamente 
antes da utilização.

Soluções para o sistema de
detecção com fosfatase alcalina

•	 Tampão de revelação:

Componente Quantidade Concentração final

Tris-HCl 1 M, 
pH 9,5

100 mL 100 mM

NaCl 5 M 20 mL 100 mM

MgCl2 1 M 5 mL 5 mM

H2O q.s.p. 1 L

•	 Anticorpo secundário: anti-IgG de camundongo 
ou coelho, dependendo do anticorpo primário 
utilizado, conjugado com fosfatase alcalina.
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•	 EDTA 20 mM, pH 8,0 em PBS 1X (Apêndice 4).

•	 Solução NBT (Nitro blue tetrazolium): dissolver 50 
mg de NBT em 1 mL de dimetilformamida 70% 
(v/v). Estocar a 4 °C em frasco escuro. Estável por 
1 ano.

•	 Solução 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. Estável 
por 1 ano.

5.2 Procedimento

Bloqueio de sítios inespecí�cos na membrana

1. Lavar a membrana com tampão PBS 1X ou TBS.

Dar preferência ao TBS, se a detecção for com fosfatase alcalina.

2. Incubar a membrana com a solução de bloqueio, 
durante 2 horas, à temperatura ambiente, ou durante 
a noite, a 4 °C, com leve agitação.

3. Remover a membrana da solução de bloqueio e lavar 
brevemente com PBS 1X ou TBS. A membrana está 
pronta para incubação com o anticorpo.

Incubação com o anticorpo e detecção

4. Incubar a membrana em solução de incubação con-

tendo o anticorpo primário na diluição adequada, 

durante 4 a 6 horas, à temperatura ambiente ou 

por aproximadamente 16 horas, a 4 °C. Nesta etapa, 

utiliza-se uma vasilha plástica fechada ou saco plásti-

co selado, evitando a presença de bolhas.

Diluição do anticorpo primário: no caso de sobrenadante em cultura, 
utilizar sem diluição ou diluído 1:10. Para policlonais, fluído ascítico ou 
anticorpo purificado, a diluição deverá ser determinada pela titulação 
dos anticorpos.

A seguir, serão descritos dois métodos muito usuais 

para detecção das proteínas 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 detecção se dá pela atividade enzimá-

tica da peroxidase sobre um substrato cromogênico, por 

exemplo, 4-cloro-1-naftol. O produto gerado pela ação da 

enzima é azul-escuro. Essa coloração não é permanente e 

esvanece com o tempo.

5. Após a incubação com o anticorpo primário, lavar a 

membrana em PBS 1X, três vezes, por 15 minutos.

Para diminuir as ligações inespecíficas (background), recomenda-se 
o uso de PBS contendo o surfactante polisorbato 20 a 0,05% (v/v) 
durante a lavagem.

6. Transferir a membrana para a solução de incubação 

contendo o anticorpo secundário conjugado com 

peroxidase, na diluição recomendada pelo fabricante. 

Incubar por 3 a 4 horas, à temperatura ambiente.
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7. Lavar três vezes com PBS 1X, por 15 minutos cada vez.

Para diminuir as ligações inespecíficas (background), recomenda-se 
o uso de PBS contendo o surfactante polisorbato 20 a 0,05% (v/v) 
durante a lavagem.

8. Para a revelação, misturar as soluções A e B (1:1) e 
adicionar a mistura sobre a membrana. Agitar leve-
mente até que a coloração das bandas seja visível. O 
tempo médio para o aparecimento da coloração é de 
aproximadamente 30 minutos.

9. Parar a reação, lavando a membrana em água corren-
te, por 10 minutos.

Geralmente, tecidos de plantas contêm altos níveis de atividade pe-
roxidase endógena. Para identificar essa atividade, caso ela exista, 
deve-se adicionar um controle apropriado (material de planta não 
transformada).

(b) Anticorpo conjugado com fosfatase alcalina

Neste caso, o substrato cromogênico usado é o 
BCIP associado ao NBT. O produto gerado pela ação da 
enzima é de cor púrpura. O sistema com fosfatase alcalina 
é mais sensível que o sistema com peroxidase, e a cor 
gerada é estável.

5. Após a incubação com o anticorpo primário, lavar a 
membrana três vezes, por 15 minutos, em TBS.

6. Incubar em solução de incubação contendo o anticor-
po secundário conjugado com fosfatase alcalina, na 
diluição recomendada pelo fabricante (normalmente 
1:2.000), durante 1 hora, à temperatura ambiente, sob 
leve agitação. Nesta etapa, utiliza-se uma vasilha de 

plástico fechada ou saco de plástico selado, evitando 

a presença de bolhas.

A melhor diluição deve ser verificada experimentalmente. Uma diluição 
entre 1:200 e 1:2.000 normalmente produz resultados satisfatórios.

7. Lavar a membrana quatro vezes em TBS, por 5 minu-

tos, cada vez.

Para diminuir as ligações inespecíficas, recomenda-se o uso de TBS 
contendo o surfactante polisorbato 20 a 0,05% (v/v) durante a lavagem.

8. Para a revelação, preparar a seguinte solução ime-

diatamente antes do uso: 66 mL de solução NBT em

10 mL de tampão de revelação. Misturar bem e adi-

cionar 33 mL de solução BCIP.

9. Incubar a membrana nessa solução. Agitar sua-

vemente, monitorando o aparecimento da cor. O 

tempo médio de incubação é de aproximadamente 

30 minutos.

Incubação 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 inespecíficos.

10. Retirar a solução de revelação e adicionar EDTA 20 mM 

em PBS 1X, para parar a reação.

O EDTA é um quelante de íons de Mg+2 essenciais para a atividade da 
fosfatase alcalina.
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1 Introdução
A proteômica é de�nida como a análise da expres-

são de proteínas em larga escala em uma célula, organis-
mo ou �uido biológico. O estudo do proteoma representa 
um grande desa�o, uma vez que a expressão gênica de 
uma célula é muito dinâmica e dependente do estádio de 
desenvolvimento, da presença de ativadores e inibidores e 
de condições ambientais. Entretanto, a análise proteômica 
constitui uma importante abordagem para a compreensão 
de como os genes funcionam, pois representa a análise 
do produto �nal da expressão gênica, que é a proteína. O 
estudo do proteoma pode levar a importantes resultados, 
com implicações diretas em várias áreas da biologia e 
biotecnologia, como a descoberta de vias metabólicas, e 
identi�cação de novas moléculas bioativas e de marcado-
res para uma determinada condição biológica. 

A análise proteômica por meio de eletroforese bi-
dimensional (2-DE) é bastante complexa e envolve várias 
etapas, incluindo a extração, quanti�cação e separação 
das proteínas por pI (ponto isoelétrico) e massa molecular. 
Posteriormente, é realizada a digestão in gel das proteí-
nas selecionadas para identi�cação por espectometria de 
massa (MS). Atualmente, vários avanços nas técnicas de 
MS e métodos computacionais têm sido descritos, visan-
do a uma maior identi�cação de proteínas. Esses avanços 
têm levado a uma utilização crescente de técnicas inde-
pendentes de gel, como cromatogra�a líquida acoplada 
à espectrometria de massa (LC-MS). A Tabela 1, baseada 
em Garbis et al. (2005), apresenta algumas vantagens e 

limitações da técnica de 2-DE. Apesar dessas limitações, 
2-DE constitui, ainda, a metodologia mais bem estabe-
lecida e amplamente utilizada em análises proteômicas, 
permitindo o estudo de misturas complexas de proteínas 
e a criação de bancos de dados de proteínas identi�cadas 
de uma grande variedade de espécies e tecidos.

A técnica de 2-DE envolve a migração diferencial 
de proteínas de acordo com seus pontos isoelétricos 
(primeira dimensão) e, posteriormente, pelas suas massas 
moleculares (segunda dimensão). Após a eletroforese, as 
proteínas são coradas com nitrato de prata (BLUM et al., 

Tabela 1. Vantagens e limitações da eletroforese bidimensio-
nal de proteínas.

Vantagens Limitações

Método mais bem 
estabelecido até o momento 
para análise global de 
proteínas

Necessidade de grande 
quantidade de proteínas 
(400 µg/gel  a 600 µg/gel)

Visualização de centenas de 
proteínas em um gel

Dificuldade de solubilização 
de proteínas hidrofóbicas

Capacidade de detecção
de modificações pós-
-traducionais

Limitações na detecção de 
proteínas pouco abundantes

Permite análise qualitativa e 
quantitativa

Dificuldades na 
reprodutibilidade em 
razão de problemas na 
quantificação de proteínas 

Compatibilidade com 
métodos de identificação 
por imunoensaios e 
espectrometria de massa
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1987) ou azul de coomassie (coomassie brilliant blue, CBB), 
os quais são os principais métodos de coloração, permi-
tindo a visualização de centenas de proteínas que devem 
ser validadas estatisticamente por softwares especiais 
(VALLEDOR; JORRÍN, 2011). O método de coloração das 
proteínas é crucial para a obtenção de reprodutibilidade 
e posterior identi�cação por espectrometria de massa. 
Para a obtenção de um maior índice de identi�cação das 
proteínas, recomenda-se a utilização de CBB e, portanto, 
somente esse método será descrito neste capítulo.

A qualidade dos reagentes utilizados e os cuidados 
para evitar contaminações, principalmente com querati-
na, são também de extrema importância para maximizar 
o número de proteínas identi�cadas. A queratina está 
presente na pele, no cabelo, na saliva e na poeira e possui 
alta capacidade de ionização. Dessa forma, a presença de 
queratina na amostra suprime o sinal da proteína que está 
sendo analisada, impedindo a sua identi�cação. Portanto, 
cuidados devem ser tomados em todas as etapas da aná-
lise proteômica para evitar contaminações e obter uma 
maior e�ciência na identi�cação das proteínas. 

Este capítulo descreve um método de extração de 
proteínas, utilizado para diversos tipos de amostra, bem 
como métodos de 2-DE, coloração de proteínas com CBB e 
digestão in gel para posterior identi�cação por espectrome-
tria de massa. Inúmeras variações desses protocolos estão 
disponíveis e, portanto, as metodologias apresentadas 
podem ser complementadas e adaptadas para os diferentes 
tipos de amostra a serem analisados.

2 Extração de proteínas totais

2.1 Material

•	 Acetato de amônio 0,1 M em metanol (Apên-
dice 4). 

•	 Acetona 80% (v/v).

•	 Almofariz e pilão. 

•	 DTT 1 M (Apêndice 4). 

•	 Nitrogênio líquido.

•	 Solução de fenol equilibrado (pH 7,0 a 8,0).

Fenol é tóxico por inalação, em contato com 
a pele e por ingestão. Provoca queimaduras e 
apresenta risco de efeitos graves para a saúde 
em caso de exposição prolongada. Sua manipu-
lação deve ser feita com luvas, óculos e máscara 
em capela de exaustão.

•	 Solução de hidratação:

Componente Quantidade Concentração final

Ureia 12 g 8 M

CHAPS 0,5 g 2% (p/v)

Tampão IPG 500 µL 2% (v/v)

Azul de bromofenol Traços -

H2O q.s.p. 25 mL

Adicionar 90 µL de DTT 100 mM para cada 500 µL de solução de hidratação e 
utilizar imediatamente.

CHAPS = (3-[(3-colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propano sulfonato). O tampão 
IPG (imnmobilized pH gradient I) deve estar de acordo com a faixa de pH da 
tira de IPG.
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•	 Tampão de extração (estocar a 4 ºC):

Componente Quantidade Concentração final

Sacarose 29,9 g 0,7 M

Tris base 7,57 g 0,5 M

HCl concentrado 37% 310 µL 30 mM

Na2EDTA.2H2O 2,32 g 50 mM

KCl 0,93 g 0,1 M

H2O q.s.p. 125 mL

Apenas no momento da extração, adicionar 0,4 mL de DTT 1 M para 
cada 10 mL de tampão de extração (concentração final de 40 mM).

Ácido clorídrico é um ácido forte, altamente 
tóxico e corrosivo. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara em capela de 
exaustão.

2.2 Procedimento

1. Triturar todo o material vegetal em almofariz, com 

adição sucessiva de pequenos volumes de nitrogênio 

líquido até que se forme um pó �no.

2. Transferir de 100 mg a 200 mg do tecido macerado 

para tubo de microcentrífuga de 1,5 mL e adicionar 

750 mL de tampão de extração (contendo DTT 40 mM) 

e deixar à 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 microcentrífuga de
1,5 mL.

3. Adicionar 750 mL de fenol e deixar sob forte agitação, 
preso com �ta crepe, em agitador do tipo Vortex, por 
15 minutos.

4. Centrifugar à velocidade máxima em microcentrífuga, 
por 3 minutos, recuperar o sobrenadante e transferi-
-lo para outro tubo de microcentrífuga. Repetir esse 
procedimento duas vezes.

Ao recuperar o sobrenadante, deve-se recuperar o maior volume 
possível, evitando contaminação com a interfase, para maximizar o 
rendimento da extração proteica. Recomenda-se utilizar uma pipeta 
de 200 mL.

5. Centrifugar à velocidade máxima em microcentrífuga 
por 3 minutos, recuperar o sobrenadante (aproxima-
damente 500 mL) e dividir o volume em dois tubos 
(aproximadamente 250 mL cada um).

6. Adicionar 5 volumes (aproximadamente 1.250 mL) de 
acetato de amônio 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 mL de acetato de amônio. Repetir 
este processo duas vezes.

8. Centrifugar por 15 minutos, descartar o sobrenadan-
te e adicionar 500 mL 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 última 
centrifugação.
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10. Hidratar o precipitado pela adição de 50 mL a 100 mL 
de tampão de hidratação.

11. Quanti�car as proteínas pelo método de Bradford 
(1976), conforme Capítulo 19.

O método de Bradford (1976) é o mais utilizado para a quantificação 
de proteínas. Recomenda-se fazer várias quantificações para confir-
mação dos resultados antes da realização da focalização isoelétrica, 
além de utilizar um gel (minigel) para confirmar a homogeneidade da 
quantidade de proteínas em cada amostra.

O rendimento médio de proteínas obtido a partir de 100 mg a 200 mg 
de material vegetal é bastante variável em função do tecido e da es-
pécie em estudo. Recomenda-se realizar duas extrações (dois tubos 
de microcentrífuga) visando estimar o rendimento médio de proteínas 
para cada novo material.

2.3 Observação

Existem inúmeros protocolos para extração de 
proteínas; 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 Focalização isoelétrica 
(primeira dimensão)

3.1 Material

•	 Azul de bromofenol. 

•	 Immobiline dry strip cover �uid.

•	 Solução de hidratação (item 2.1 Material).

•	 Tiras de IPG (immobilized pH gradient).

•	 Tiras de papel para eletrodo.

3.2 Procedimento

Para a focalização isoelétrica, existem diferentes 

sistemas e fabricantes disponíveis no mercado. Neste ca-

pítulo, serão descritos os sistemas Multiphor II e IPGPhor 3. 

Multiphor II

1. Solubilizar 600 mg de amostra de proteína em solu-

ção de hidratação e aplicar na bandeja de hidratação 

(reswelling tray), evitando a formação de bolhas de ar.

Volume de solução de hidratação necessário para 

cada tira IPG:

Tamanho da tira de IPG Volume total por tira (µL)

7 125

11 200

13 250

18 350

2. Deslizar a tira IPG com o lado contendo o gel voltado 

para baixo na canaleta contendo a solução de proteí-

na (Figura 1).

3. Cobrir a tira com immobiline dry strip cover �uid ou 

óleo mineral e deixar por 16 horas.

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   381 04/07/2016   15:12:34



382

Figura 1. Fluxograma da análise proteômica por meio de eletroforese bidimensional e espectrometria de massa. Parte superior da 
figura: sistema Multiphor II (acima) e sistema IPG-Phor 3 (abaixo).
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4. Veri�car a homogeneidade da hidratação das tiras e 

colocá-las com o lado do gel voltado para cima no 

aligner.

5. Preparar a cuba para focalização isoelétrica: colocar 

10 mL de immobiline dry strip cover �uid 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.

6. Adicionar aproximadamente 15 mL de immobiline dry 

strip cover �uid na bandeja immobiline dry strip.

7. Deslizar o aligner na bandeja immobiline dry strip, 

evitando bolhas de ar (Figura 1).

Colocar a parte ácida da tira de IPG voltada para o lado negativo 
(vermelho) da cuba.

8. Cobrir as extremidades das tiras IPG com tiras para 

eletrodo umedecidas de forma perpendicular às tiras 

IPG (Figura 1). As tiras para eletrodo deverão tocar as 

extremidades das tiras IPG.

9. 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).

10. Após a eletroforese, armazenar as tiras de IPG a -20 °C 

até a eletroforese de segunda dimensão.

Ettan IPGphor 3

1. Seguir procedimento de solubilização de amostra e 

reidratação da tira conforme descrito para o sistema 

Multiphor II (etapas de 1 a 4 da seção 3.2 Proce-

dimento).

2. Posicionar a placa resfriadora sobre o Ettan IPGphor 3 

(Figura 1).

3. Transferir as tiras de IPG do reswelling tray para os 

sulcos da placa resfriadora.

Atentar para o posicionamento das extremidades ácidas e básicas 
(Figura 1).

4. Acomodar pedaços de tiras para eletrodo previamen-

te umedecidos com água destilada nas extremidades 

das tiras a �m de proteger o gel do contato direto 

com o eletrodo (Figura 1).

5. Adicionar em torno de 10 mL de immobiline dry strip 

cover �uid em cada sulco contendo a tira.

6. Acomodar os eletrodos sobre os papéis de �ltro em 

contato com as tiras e acoplá-los a placa de resfria-

mento (Figura 1).

7. No programa de controle do equipamento, deter-

minar as condições elétricas de acordo com a quan-

tidade e as características dos géis (comprimento, 

intervalo de pH, linear ou não linear) (Tabela 3).
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Tabela 2. Condições para focalização isoelétrica utilizando o sistema Multiphor II.

Tamanho da tira (cm) Faixa de pH Fase Voltagem (V) Corrente (mA) Potência (W) Duração 
(horas:minutos)

11 4–7 L 1 300 2 5 0:01

2 3.500 2 5 1:30

3 3.500 2 2 2:20 a 3:30

Total 3:50 a 5:00

11 3–10 L 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 3:45 a 4:20

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 4–7 L 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 a 9:10

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 será aumentada do valor determinado para a fase 1 até 3.500 V. Na fase 3, a voltagem irá permanecer em 3.500 V.
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Tabela 3. Condições para focalização isoelétrica utilizando o sistema Ettan IPGPhor 3.

Tamanho da tira (cm) Faixa de pH Modo de voltagem Voltagem (V) Tempo (h:min) kVh
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 3–10 L 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 L e 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 3–10 L 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 0:55 a 1:50 9,2–18,2
Total 27,0–36,0

18 3–10 L 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
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8. Ao �nal da programação, é recomendável 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 dimensão)

4.1 Material

•	 Acrilamida:bisacrilamida 49:1, solução 50% 

(Apêndice 4).

•	 Agarose.

•	 Água bidestilada.

•	 Cubas para eletroforese vertical. 

•	 DTT.

DTT é considerado irritante para vias respiratórias, pele e 
olhos. Sua manipulação deve ser feita com luvas, óculos 
e máscaras.

•	 Espaçadores.

•	 Gel de acrilamida 12%:

Solução estoque Volume

Acrilamida:bisacrilamida 50% 10,8 mL

Tris 1 M, pH 8,8 25,8 mL

SDS 10% 0,44 mL

Persulfato de amônio 55 mg em 1 mL
de água bidestilada

TEMED 50 µL

Água bidestilada 6,36 mL

Composição para 1 gel de acrilamida 12% de 16 cm x 16 cm, para os sistemas 
V-16 e V16-2 (Biometra) com espaçador de 0,75 mm.

Acrilamida e bisacrilamida são tóxicos e poten-
tes neurotóxicos de efeito cumulativo e podem 
ser absorvidos pela pele e são. Sua manipulação 
deve ser feita com luvas, óculos e máscara em 
capela de exaustão. O material polimerizado não 
possui efeito tóxico, no entanto, o uso de luvas 
não deve ser dispensado, pois existem resíduos 
de acrilamida não polimerizada nesse material. 
Recomenda-se também não submeter soluções 
de acrilamida/bisacrilamida a forte agitação 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 polimerização 
e evitar bolhas.

•	 Iodoacetamida.

•	 N-butanol ou isopropanol.

•	 Papel de �ltro. 

•	 Persulfato de amônio. 
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•	 Placas de vidro.

•	 SDS 10% (p/v; Apêndice 4).

•	 Solução de equilíbrio:

Componente Quantidade Concentração final
Tris HCl 1 M, pH 8,8 10 mL 50 mM
Ureia 72 g 6 M
Glicerol 60 mL 30%
SDS 4 g 2%
Azul de bromofenol Traços
H2O q.s.p. 200 mL

•	 Tampão glicina (solução estoque 5X):

Componente Quantidade Concentração final

Tris base 15 g 125 mM

Glicina 72 g 960 mM

SDS 5 g 0,5% (p/v)

H2O q.s.p. 1.000 mL

Para obter a solução de trabalho, diluir 300 mL da solução estoque 5X em
1.200 mL de água destilada.

•	 TEMED.

•	 Tira de papel. 

•	 Tris HCl 1 M, pH 8,8 (Apêndice 4).

4.2 Procedimento

Os principais passos deste procedimento estão 

descritos na Figura 1.

1. Limpar as placas de vidro com álcool e montá-las com 

os espaçadores.

2. Verter a solução de gel de acrilamida 12%, imedia-

tamente após o preparo, entre as placas de vidro, 

previamente montadas conforme indicação do fabri-

cante, deixando um pequeno espaço para colocar a 

tira IPG (cerca de 1 cm).

3. Adicionar, imediatamente, 1 mL de n-butanol ou 

isopropanol na superfície do gel. Aguardar por 10 mi-

nutos, retirar o n-butanol ou isopropanol, invertendo 

as placas, e lavar com água destilada a superfície dos 

géis, retirando o excesso com papel de �ltro.

O isobutanol facilita o processo de polimerização e mantém a superfí-
cie do gel homogênea.

4. Após a polimerização do gel de acrilamida, utilizá-lo 

dentro de poucas horas ou armazenar na geladeira 

até o dia seguinte.

5. Incubar cada tira com 3 mL de solução de equilíbrio 

contendo 30 mg de DTT sob agitação suave por

15 minutos. 

6. Descartar a solução anterior e adicionar 3 mL de solu-

ção de equilíbrio contendo 75 mg de iodoacetamida 

e manter sob agitação suave por 15 minutos.

7. Preencher o compartimento inferior da cuba com 

tampão glicina e colocar as placas na cuba. Retirar 

todas as bolhas formadas na placa.
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8. Mergulhar rapidamente as tiras em tampão 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%. 

Após a polimerização da agarose, preencher os com-

partimentos superiores com tampão 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 �nal

do gel.

4.3 Observação

O protocolo apresentado acima é baseado no 

método descrito por Laemmli (1970). Existem vários 

modelos de cuba para 2-DE. O método descrito neste 

capítulo refere-se à eletroforese em gel de 16 cm x 16 cm 

com espaçador de 0,75 mm de espessura, por exemplo, 

em sistema V16 e V16-2 da Biometra. Outro sistema dis-

ponível, que vem sendo muito utilizado, é a unidade de 

eletroforese Ettan DALT six (Figura 1). Esse sistema permite 

a eletroforese de seis géis ao mesmo tempo.

5 Coloração com azul de 
Coomassie (CBB) coloidal

5.1 Material

•	 Ácido acético glacial.

Ácido acético é inflamável, corrosivo, irritante 
para as vias respiratórias e causa queimaduras 
na pele. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.

•	 Ácido fosfórico.

•	 Água bidestilada. 

•	 Álcool comercial (hidratado 96 ºGL).

•	 Metanol.

•	 Solução CBB coloidal:

Componente Quantidade Concentração final

Azul de Coomassie  
(CBB) G-250

0,1 g 0,1% (p/v)

Ácido fosfórico 1 M 2 mL 20 mM

Sulfato de amônio 10 g 0,76 M

Metanol 20 mL 20% (v/v)

H2O q.s.p. 100 mL

Dissolver completamente o sulfato de amônio em um pouco de água bidestilada 
e, somente depois, adicionar o azul de Coomassie (CBB) G-250 e, em seguida, o 
ácido fosfórico. Completar o volume para 80 mL e adicionar o metanol (somente 
quando for utilizar) e misturar bem.
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•	 Solução de �xação:

Componente Quantidade Concentração final

Álcool comum 50 mL 50%

Ácido acético 12 mL 12%

H2O q.s.p. 100 mL

•	 Sulfato de amônio.

5.2 Procedimento

1. Limpar uma travessa, preparar a solução de �xação e 
verter na travessa.

2. Colocar o gel na travessa contendo a solução de �xa-
ção e manter por, pelo menos, 1 hora.

O gel pode ficar armazenado na solução de fixação por vários dias.

3. Retirar a solução de �xação e adicionar a solução de CBB 
coloidal e manter sob agitação suave por 16 a 18 horas.

4. Retirar a solução e lavar o gel várias vezes com água 
destilada até que as proteínas estejam bem visíveis.

6 Digestão in gel de proteínas 
para identificação por 
espectrometria de massa

6.1 Material
•	 Acetonitrila.

Acetonitrila é facilmente inflamável, irritante 
aos olhos, pele, e sistema respiratório. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas, óculos e 
máscara em capela de exaustão.

•	 Agitador do tipo Vortex.

•	 Água bidestilada. 

•	 Bicarbonato de amônio (NH4HCO3) 50 mM 
(Apêndice 4).

•	 Capela de �uxo laminar. 

•	 Centrífuga a vácuo (Speed-Vac).

•	 Luva de látex sem talco.

•	 Máscara.

•	 Ponteira (para 1 mL) com a ponta cortada.

•	 Solução de acetonitrila 50% e bicarbonato de 
amônio 25 mM (Apêndice 4).

•	 Solução da matriz (preparar conforme descrito 
no Capítulo 21).

•	 Solução de tripsina (Apêndice 4).

6.2 Procedimento

1. Excisar a proteína do gel utilizando uma ponteira com 
a ponta cortada.

2. Lavar os pedaços de gel com 400 mL de solução ace-
tonitrila/bicarbonato de amônio durante 15 minutos 
em agitador do tipo Vortex. Repetir este procedimento
três vezes até que os pedaços de gel estejam transpa-
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rentes. Não há 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 
pedaços de gel estejam esbranquiçados.

4. Secar as proteínas em centrífuga a vácuo por
20 minutos.

5. Adicionar 15 mL de solução de tripsina e manter no 
gelo por 30 minutos.

6. Adicionar 40 mL de bicarbonato de amônio 50 mM ou 
o volume necessário para cobrir os pedaços de gel.

7. Incubar em estufa a 37 °C por 16 horas.

8. Armazenar a solução de digestão a -20 °C ou aplicar 
na placa do espectrômetro.

9. Misturar 1 mL da solução de digestão com 1 mL de so-
lução da matriz e aplicar na placa do espectrômetro 
para análise.

6.3 Observação

Utilizar somente tubos da marca recomendada 
pelo fabricante do espectrômetro de massa. Outras 
marcas podem liberar elementos que interferem na iden-
ti�cação da proteína.

O protocolo descrito acima é baseado no método 
descrito por Shevchenko et  al. (1996). Para aumentar a 
e�ciência na identi�cação das proteínas, pode-se realizar 
a digestão de dois spots da mesma proteína. Existem inú-

meros protocolos de digestão in gel descritos na literatura 
e, portanto, adaptações podem ser realizadas de acordo 
com a amostra a ser analisada. A maioria dos protocolos 
descreve uma etapa adicional de extração dos peptídeos 
após a digestão com tripsina, entretanto, recomenda-se 
a aplicação direta da digestão na placa de MALDI para 
análise por espectrometria de massa.

Uma alternativa para digestão in gel de proteínas é 
o uso de kits como o Trypsin Pro�le IGD kit (Sigma) e In-Gel 
Trypstic Digestion kit (Thermo Scienti�c).
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1 Introdução
Espectrometria de massa (MS) é o termo utiliza-

do para referir-se às técnicas envolvendo a ionização, 
separação e detecção de componentes moleculares em 
fase gasosa no intuito de determinar com acurácia a 
massa molecular, utilizando um espectrômetro de massa. 
Entre as aplicações biológicas da técnica, incluem-se:
a) averiguação da identidade e grau de pureza de biomo-
léculas; b) con�rmação e, em alguns casos, elucidação da 
estrutura molecular, tais como sequenciamento de pep-
tídeos; c) análise de modi�cações estruturais, incluindo 
modi�cações pós-traducionais, interação entre proteínas 
ou de proteínas com ligantes, monitoramento de vias de 
degradação ou de biossíntese; d) �logenia e taxonomia; 
e) comparação de estados �siológicos alterados por 
aspectos de desenvolvimento, nutricionais, patológicos, 
infecciosos ou devido à exposição a princípios ativos;
f ) análise forense (MILLER; TANNER, 2008).

As partes fundamentais de um espectrômetro 
de massa são a fonte de íons, o analisador de massa e o 
detector. Os íons são produzidos a partir da amostra em 
uma fonte de íons. Os íons são separados sob baixa pres-
são no analisador de massa de acordo com suas razões 
massa/carga (m/z), em que a massa é expressa em uni-
dades de massa atômica ou Dalton (Da), que equivale à 
duodécima parte da massa de um átomo de carbono-12. 
Em seguida, os íons são detectados em um sistema nor-
malmente constituído por um multiplicador de elétrons. 
Um sistema de processamento de dados gera o espectro 

de massa, que é a representação grá�ca da intensidade 
arbitrária do íon (eixo y) em relação à razão m/z (eixo x).

A espectrometria de massa progrediu rapidamente 
nas últimas três décadas em razão dos avanços nos mé-
todos de ionização e análise de massa, que permitiram 
a utilização ampla dessa técnica para a investigação de 
questões biológicas relacionadas à química de macromo-
léculas e, mais especi�camente, em aplicações em pro-
teômica, geralmente como complementação de estudos 
genômicos.

Fundamentos e terminologias 

Resolução, acurácia e sensibilidade constituem o 
tripé de fundamentos essenciais para o desempenho de 
um espectrômetro de massa. Resolução é a capacidade 
de distinguir dois picos inequivocamente em um espec-
tro de massa, sendo calculada empiricamente como a 
massa molecular do íon em questão, dividida pela varia-
ção de massa (largura) do pico na metade do centroide 
da intensidade máxima. Acurácia fornece a con�abilidade 
da análise, correlacionando o valor de massa molecular 
mensurada com o valor esperado para um componente 
molecular (íon) conhecido, constituindo a diferença em 
massa entre o valor observado experimentalmente e o 
valor calculado teoricamente. Sensibilidade é uma medi-
da estatística que representa a probabilidade de um íon 
ser detectado em uma amostra sob análise, geralmente 
sendo possível a detecção de compostos com limite na 
faixa de 10-13 (femto; f ) a 10-19 (zepto; z) mols.
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De acordo com a forma como os componentes 

moleculares são analisados em um espectrômetro de 

massa, o valor medido pode ser de�nido como a massa 

média ou massa monoisotópica. A massa média é deter-

minada levando-se em consideração a composição ele-

mentar do íon analisado, utilizando suas massas atômicas 

médias, que no espectro correspondem ao centroide de 

um conjunto de íons não resolvidos. A massa média é uti-

lizada em situações em que os instrumentos apresentam 

resolução insu�ciente para discriminar isótopos. A massa 

monoisotópica é determinada levando-se em considera-

ção a composição elementar do analito, utilizando como 

referência apenas as massas atômicas dos isótopos mais 

abundantes na natureza. Nesse caso, é possível observar 

a distribuição isotópica do componente molecular sob 

investigação, que é a representação grá�ca da presença 

e abundância relativa de isótopos nas moléculas naturais 

conforme a sua composição elementar e na qual o valor 

da massa do primeiro pico dessa distribuição é, por con-

venção, a massa monoisotópica. Um aspecto importante 

a destacar nos padrões de distribuição isotópica é que, 

apesar da frequência relativamente baixa de ocorrência 

dos isótopos com uma ou mais unidades de massa atô-

mica a mais (por exemplo, 13C com 1,1%), a contribuição 

relativa em relação aos isótopos mais abundantes vai 

aumentando progressivamente, conforme um maior 

número dos respectivos elementos na macromolécula 

investigada e, consequentemente, com o aumento da 

massa molecular.

Aplicações em proteômica

Há pelo menos três estratégias de identi�cação 
de proteínas que utilizam espectrometria de massa:
a) mapeamento de massa dos peptídeos ou impressão 
digital de peptídeos oriundos de uma proteína (peptide 
mass �ngerprint – PMF); b) mapeamento da massa dos 
fragmentos de peptídeos por meio de tandem MS (MS/MS);
c) sequenciamento de novo de íons em espectros de MS/MS.

O mapeamento de massa dos peptídeos é um pro-
cedimento que possibilita a identi�cação de uma proteína 
desconhecida mediante sua hidrólise enzimática, cata-
lisada por peptidases a fragmentos menores, seguida da 
medida acurada dos peptídeos resultantes utilizando um 
espectrômetro de massa e comparando os íons resultantes 
aos íons esperados, a partir de sequências de proteínas 
disponíveis em bancos de dados (JAMES et al., 1993).

O mapeamento da massa dos fragmentos de peptí-
deos obtidos por meio de MS/MS é um procedimento pelo 
qual um íon detectado em modo MS é fragmentado, e os 
íons resultantes desse processo são comparados com íons 
que haviam sido obtidos por fragmentação teórica espera-
da a partir de segmentos de proteínas conhecidas e dispo-
níveis em bancos de dados. Esse procedimento é adotado 
nos casos em que há uma mistura de duas ou mais proteí-
nas entre os íons constituintes de um mesmo espectro de 
MS submetido previamente a PMF ou para con�rmação de 
identi�cações realizadas pelo método de PMF.

O sequenciamento de novo de peptídeos oriundos 
de íons obtidos de espectros de MS/MS consiste em um 
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procedimento em que uma sequência desconhecida ou 
ausente nos bancos de dados pode ser elucidada a partir 
de um espectro de massa, por meio de interpretação 
manual ou automática, com auxílio de programas com-
putacionais (BIEMANN; PAPAYANNOPOULOS, 1994).

A con�abilidade da maioria desses procedimentos 
de identi�cação requer sustentação por meio de técnicas 
estatísticas que geralmente têm relação direta com o 
tamanho dos peptídeos identi�cados e com o grau de 
cobertura da sequência completa esperada. Além disso, 
a �dedignidade das identi�cações depende da qualidade 
dos espectros utilizados, que podem ser avaliados por 
meio da razão sinal/ruído, resolução, acurácia, calibra-
ção, ausência de contaminantes, entre outros fatores. 
Estratégias de veri�cação devem ainda ser conduzidas, 
tais como as existências de modi�cações químicas, por 
exemplo, oxidação, fosforilação e sulfatação, e a não 
ocorrência de clivagens especí�cas por peptidases.

Análise de peptídeos e proteínas 
por espectrometria de massa 

Espectros de massa de peptídeos e proteínas 
são obtidos como uma estratégia de caracterização de 
moléculas em estudos de bioprospecção (FARROKHI 
et  al., 2008), especialmente para a análise de amostras 
compostas por peptídeos ou metabólitos secundários. 
Para as investigações mais clássicas de proteoma ou de 
análise de proteínas naturais ou daquelas obtidas por 
meio de expressão heteróloga, os peptídeos são obtidos 
por clivagem de proteínas com tripsina e outras peptida-

ses (HEDSTROM, 2002). A etapa inicial da análise é a ob-
tenção do espectro de massa dos peptídeos (modo MS).
O resultado obtido desses experimentos é a razão m/z e, 
consequentemente, é a massa molecular dos peptídeos 
presentes na amostra, que é o requisito para a análise 
por PMF descrita anteriormente. Essa análise permite, 
ainda, a seleção de íons com razão sinal/ruído e resolução 
adequadas à fragmentação (modo MS/MS), seguida pela 
identi�cação dos peptídeos, que é a segunda etapa da 
análise de proteínas.

Existe uma vasta literatura para a aplicação de es-
tratégias de espectrometria de massa em estudos de pro-
teoma em larga escala (AEBERSOLD; MANN, 2003). Esses 
métodos são quase sempre automatizados, e a análise de 
massas moleculares obtidas, bem como o sequenciamento 
de segmentos de alguns peptídeos escolhidos, segue tam-
bém procedimentos automatizados e bem estabelecidos. 
Ao contrário dessas abordagens, o enfoque dos procedi-
mentos descritos neste capítulo é possibilitar ao usuário 
da espectrometria de massa obter espectros de qualidade 
alta, assim como conduzir o sequenciamento manual dos 
peptídeos, permitindo a obtenção de resultados mais acu-
rados e, principalmente, o entendimento dos processos 
que governam a ionização e fragmentação de peptídeos e 
das particularidades inerentes a cada sequência.

Os procedimentos descritos neste capítulo aplicam-
-se especi�camente à ionização/dessorção a laser assistida 
por matriz (MALDI) e à análise de íons por tempo de voo 
(TOF). Na modalidade de MALDI (ZENOBI; KNOCHENMUSS, 
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1998), a ionização favorece a formação de espécies com 
número baixo de cargas. Para os peptídeos, a probabili-
dade maior é que espécies monocarregadas (z=1) sejam 
observadas (TANAKA, 2003). Peptídeos com z=1 têm a 
desvantagem de poder ter um sítio muito básico, como 
um resíduo de arginina, o que pode di�cultar a fragmen-
tação (BYTHELL et al., 2009). A razão do desfavorecimento 
da fragmentação homogênea em peptídeos contendo 
sítios básicos é que o mecanismo da fragmentação requer 
a mobilidade do próton para o nitrogênio da ligação pep-
tídica que é rompida (PAIZS; SUHAI, 2005). Por esta razão, 
o sequenciamento de peptídeos por outra modalidade de 
ionização, denominada de electrospray ionization (ESI), é 
preferencialmente conduzido para peptídeos com z=2, no 
qual é esperado que um dos prótons seja �xo em um sítio 
muito básico, e o outro próton seja mais móvel e possa ser 
transferido para os sítios de clivagem (PAIZS; SUHAI, 2005). 
Em contrapartida, a fragmentação e o sequenciamento de 
peptídeos por MALDI-TOF/TOF (MS/MS) apresenta grande 
versatilidade, acurácia e rapidez de obtenção de dados, 
o que compensa uma possível maior di�culdade de frag-
mentação (BYTHELL et al., 2009).

Novos métodos de ionização e de fragmentação 
de peptídeos foram descritos. Um avanço interessante, 
aplicável a biomoléculas puri�cadas, é a possibilidade 
de fragmentar íons de proteínas diretamente na fonte de 
equipamentos com fonte de ionização do tipo MALDI. A 
descrição metodológica e mecanística dessas fragmen-
tações, que é de natureza radicalar (KÖCHER et al., 2005; 
ZUBAREV, 2003), foge ao escopo deste capítulo.

2 Análise de peptídeos e 
proteínas por espectrometria 
de massa MALDI-TOF

2.1 Material

•	 2-propanol, grau cromatográ�co.

•	 Acetonitrila (ACN), grau cromatográ�co.

Acetonitrila é facilmente inflamável, irritante 
aos olhos, pele, e sistema respiratório. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas, óculos e 
máscara em capela de exaustão.

•	 Ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA), grau 

analítico, recristalizado de ACN:H2O.

Cianocinamatos são descritos como inibidores do trans-
porte de ácidos orgânicos pelas membranas biológicas 
Sua manipulação deve ser feita com luvas, óculos e 
máscara.

•	 Ácido tri�uoroacético 3% (v/v), grau cromatográ-

�co.

•	 Água ultrapura (deionizada) ou água tipo 1.

•	 Amostras de proteínas ou peptídeos separados 

por cromatogra�a, excisão de bandas de ele-

troforese unidimensional ou bandas (spots) de 

eletroforese bidimensional (Capítulo 20).
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•	 Luvas de látex, preferencialmente luvas isentas 

de talco.

•	 Máscaras contra pó.

•	 Metanol, grau cromatográ�co.

Metanol é altamente tóxico por inalação, contato 
com pele e por ingestão, provoca cegueira e 
queimaduras profundas. Sua manipulação deve 
ser feita com luvas, óculos e máscara em capela 
de exaustão.

•	 Microtubo de 1,5 mL para microcentrífuga.

•	 Placa de MALDI em aço inoxidável.

2.2 Procedimento

É apresentado, em seguida, um protocolo detalha-

do para obtenção de espectros de MS e de MS/MS em um 

equipamento de MALDI-TOF/TOF. Exceto por pequenas 

variações, os procedimentos de aquisição são semelhan-

tes na maioria dos instrumentos desse tipo.

1. Lavar a placa de aço inoxidável com água e um solven-

te orgânico (metanol, 2-propanol ou acetonitrila) em 

uma capela de exaustão. Fazer a aspersão do solvente 

sobre a placa com auxílio de pisseta. Lavar alterna-

damente com água e o solvente orgânico. Repetir o 

procedimento pelo menos quatro vezes. Secar as pla-

cas levemente com um lenço de papel de rugosidade 

baixa e que não libere partículas (line-free).

As lavagens removem a maior parte das biomoléculas e da matriz 
aplicadas anteriormente sobre a placa. Entretanto, se, por inspeção 
visual simples, verificar-se que a placa ainda apresenta resíduos de 
compostos, deve-se submergir a placa em mistura de água:acetonitrila 
(1:1; v:v) e aplicar ultrassom durante 30 a 60 minutos. Pode-se subs-
tituir a mistura água:acetonitrila por água:metanol (1:1; v:v) ou água:
2-propanol (1:1, v:v). Mesmo com esse procedimento mais vigoroso, 
compostos podem permanecer em quantidades da ordem de fento-
mol, que poderão ser detectados em análises posteriores. Portanto, o 
usuário deve estar sempre atento às possíveis contaminações quando 
analisar seus espectros.

2. Preparar a solução 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 mL de acetonitrila, 200 mL de água ultrapura 
e 50 mL de solução aquosa de ácido tri�uoroacético 
a 3%. Os solventes devem ser adicionados, preferen-
cialmente, nessa ordem. É importante ressaltar que a 
solução preparada estará no limite de solubilidade, 
devendo-se agitar vigorosamente em um agitador 
do tipo Vortex para solubilização.

A matriz mais amplamente utilizada para ionização de peptídeos 
obtidos por purificação cromatográfica ou digestão de proteínas por 
peptidases a partir de bandas ou spots de géis é o CHCA (ZENOBI; 
KNOCHENMUSS, 1998).

3. Preparar a solução da biomolécula a ser analisada: 
dissolver a amostra (nanogramas a microgramas) em 
um volume mínimo de água (em geral, entre 10 mL e 
30 mL) ou solução aquosa de acetonitrila (até 50% em 
volume de acetonitrila). Quando necessário, realizar 
diluições seriadas.

Considerando-se os estudos mais clássicos de proteoma, a amostra 
terá sido obtida por tratamento com peptidases a partir de proteínas 
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separadas por métodos cromatográficos ou por eletroforese bidimen-
sional (KOSHINO et al., 2008), sendo em geral pouco abundante.

4. Misturar 1 mL de solução do analito com 3 mL de 
solução da matriz e aplicar sobre a placa de MALDI 
em três posições consecutivas (triplicata). Esse proce-
dimento deve ser repetido para a aplicação de todas 
as amostras obtidas para o estudo proteômico.

Sabendo-se que as funções primordiais da matriz são transferir 
energia radiativa para promover a dessorção da biomolécula e con-
tribuir para sua ionização, deve-se ressaltar o caráter bimolecular 
das reações fotoquímicas entre a matriz e o composto a ser ionizado 
(ZENOBI; KNOCHENMUSS, 1998). Portanto, uma preparação correta 
da mistura entre matriz e analito é um pré-requisito para obtenção de 
um bom espectro.

5. Deixar a placa secar à temperatura ambiente por 20 
a 30 minutos. Reservar alguns spots na primeira linha 
da placa para aplicação do calibrante de massa mole-
cular, o qual é uma mistura de peptídeos ou proteínas 
utilizada para estabelecer correlação entre a razão 
m/z e o tempo de voo (TANAKA, 2003).

Para a aplicação do calibrante de massa molecular, deve-se seguir a 
recomendação do fabricante. Em geral, dissolve-se o sólido em 1 µL a 
2 µL da solução da matriz (CHCA 10 mg/mL) preparada de acordo com 
a etapa 2 deste item. Distribuir a solução de calibrante em três a cinco 
posições da placa de aço inoxidável. O calibrante é uma mistura de 
peptídeos (ou proteínas) de massa molecular determinada de modo 
acurado e com capacidade elevada de ionização.

6. Introduzir a placa metálica no espectrômetro de 
massa de acordo com as indicações do fabricante do 
equipamento.

Para a aquisição do espectro de massa, a fonte de íons e o analisador 
devem estar em ambiente de quase vácuo, com pressões máximas 

recomendadas da ordem de 10-6 mbar. Quando essas pressões são 
atingidas, a aquisição do espectro pode ser iniciada. Para a análise de 
peptídeos, deve-se selecionar uma faixa de detecção de m/z de 1.000 
a 6.000, e para proteínas, faixa de m/z de 4.000 a 12.000 ou maior, 
selecionando-se o método apropriado.

7. Iniciar a aquisição do espectro dos calibrantes. Incidir 
o laser sobre a amostra e, assim, obter o primeiro es-
pectro. Adquirir uma somatória de espectros até que 
a intensidade atinja a ordem de aproximadamente 
104 (unidades arbitrárias, u.a.).

Após a aquisição dos espectros da mistura dos peptídeos presentes 
na mistura de calibrantes (por exemplo, peptide calibration standard), 
a calibração propriamente é conduzida de acordo com recomendações 
do fabricante do equipamento. É absolutamente indispensável que a 
calibração 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 peptídeos 
(Figura 1) ou proteínas (Figura 2). Gravar os espectros 
em formato de�nido pelo fabricante do equipamento.

De forma semelhante ao que ocorreu para a aquisição dos espectros 
dos peptídeos calibrantes, deve-se utilizar a menor intensidade de la-
ser possível para a obtenção de cada espectro e fazer a somatória de 
vários espectros para que se obtenha uma razão sinal/ruído da ordem 
de 104. O espectro é gravado em um formato de arquivo determinado 
pelo fabricante. A análise dos espectros é conduzida elaborando-se 
uma lista dos produtos que forneçam os valores mais altos de intensi-
dade (com razão sinal/ruído maior que 103). Posteriormente, a tenta-
tiva de identificação das proteínas segue os procedimentos descritos 
no item 3.2 Procedimento.

9. Fazer a seleção de espectros para a fragmentação e 
sequenciamento. Selecionar espectros correspon-
dentes a íons com razão sinal/ruído da ordem de 104

e que não 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 peptídeos. As 
razões m/z assinaladas ilus-
tram componentes molecu-
lares com maior abundância 
no espectro. B) Detalhe do 
espectro de massa que ilustra 
as diferenças entre os padrões 
de distribuição isotópica de 
acordo com a razão m/z dos 
componentes investigados.
C) Destaque para os adutos 
com íons sódio (+22) e po-
tássio (+38) a partir do com-
ponente [M+H]+ = 1046,5.
D) Detalhes das distribuições 
isotópicas do íon monocarre-
gado [M+H]+ = 3.147,5 e seu 
estado duplamente carregado 
[M+2H]+ = 1.574,3.

A

B

C D
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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 proteínas. Detalhe para a resolução baixa desse modo de operação em comparação com o modo refletido ilustrado 
na Figura 1.

Para a identificação inequívoca da proteína, alguns peptídeos 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 íon precursor é selecionado e subsequentemente fragmenta-
do. Os fragmentos obtidos são então analisados. É importante analisar 
cuidadosamente o espectro de MS (obtido de acordo com a etapa 8 
deste item) para evitar a seleção de adutos de Na+ (22 unidades de 
massa a mais) e de K+ (38 unidades de massa a mais) em relação ao 
íon do peptídeo ionizado por um próton [M+H]+ (Figura 1C) ou a íons 
duplamente carregados [M+2H]2+ (Figura 1D). 

10. Uma vez selecionado o íon, fragmentar por LIFT™ 
(Figura 3) (SUCKAU et  al., 2003) ou por dissociação 
induzida por colisão (CID) (MEDZIHRADSZKY et  al., 
2000).

As voltagens e demais condições experimentais empregadas para 
seleção do íon precursor, fragmentação e análise dos fragmentos 
gerados são otimizadas pelo fabricante do equipamento, mas valores 
para os parâmetros (voltagens na fonte e célula de colisão) mais im-
portantes podem ser sugeridos para os modos LIFT™ ou CID, como 
IS1 = 8 kV; IS2 = 7,15 kV; LIFT1 = 19 kV.

Fragmentação de íons na fonte

do MALDI na presença de DAN

11. De modo análogo ao processo de fragmentação por 

dissociação por colisão com elétron (ECD), a frag-

mentação de íons na fonte do MALDI na presença 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 digestão tripsínica 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 
íon precursor de [M+H]+ = 2.028,0 no espectro mostrado em (A), sendo assinalados íons das séries y (vermelho), b (azul), a (verde), 
z (magenta) e c (roxo).

A

B
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à formação de íons das séries c (Figura 4), preferen-

cialmente, assim como de íons da série z, e também 

ao aparecimento de alguns íons da série y. Para tanto, 

uma solução de DAN a 10 mg/mL (60 mmol/L) deve 

ser preparada utilizando os mesmos solventes ante-

riormente relatados para o preparo da matriz CHCA 

(etapa 2 do item 2.2 Procedimento) e seguindo os 

mesmos procedimentos de preparo (etapa 3 do item 

2.2 Procedimento) e aplicação de amostra (etapa 4 do 

item 2.2 Procedimento).

Os derivados de naftaleno, como o DAN, são 
considerados prováveis agentes mutagênicos, 
inflamáveis e irritantes aos olhos, pele e sistema 
respiratório. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.

2.3 Observações

Muitas outras matrizes podem ser utilizadas para 
ionização de biomoléculas e análise por espectrometria 
de massa MALDI-TOF. A escolha da matriz mais apropria-

Figura 4. Espectro de massa obtido por meio de espectrometria de massa MALDI-TOF operando em modo ISD a partir de uma 
proteína de soja (Glycine max) intacta (inibidor de peptidases) previamente separada por meio de cromatografia, sendo assinalados 
os íons da série c (vermelho).
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da depende do tipo de biomolécula e do comprimento 
de onda de excitação do laser do equipamento (ZENOBI; 
KNOCHENMUSS, 1998). As matrizes são usualmente mo-
léculas orgânicas aromáticas com capacidade de transfe-
rência de prótons. A escolha do modo de operação (linear 
ou re�etido) e polaridade (positivo ou negativo) do es-
pectrômetro de massa MALDI-TOF está relacionada com 
o tipo de analito investigado. O modo linear é escolhido 
nas situações em que o usuário deseja aquisições em faixa 
de massa alta ampla (geralmente m/z maior que 4.000); 
entretanto, acarreta em resolução e acurácia de massa 
baixas, sendo tipicamente utilizado para determinação 
da massa média de proteínas. O modo re�etido é esco-
lhido nas situações em que o usuário pretende realizar 
aquisições com resolução e acurácia de massa altas, mas 
em uma faixa de massa mais baixa limitada (geralmente 
m/z entre 600 e 4.000), sendo tipicamente utilizado para 
determinação da massa monoisotópica de peptídeos. O 
modo positivo ou negativo é escolhido quando se deseja 
a detecção de cátions ou ânions, respectivamente, sendo 
o modo positivo mais comumente utilizado na literatura 
para análise de peptídeos e proteínas.

A fragmentação de proteínas na fonte de ionização 
de equipamentos que operam em modalidade MALDI-
TOF tem recebido uma atenção crescente na literatura, 
em razão da possibilidade de obtenção de sequências 
parciais de proteínas sem a necessidade do tratamento 
com peptidases para a produção de peptídeos de 1.000 a 
2.500 Da, que são o objeto de estudo dos procedimentos 
descritos nas etapas 9 e 10 do item 2.2 Procedimento. 

A fragmentação na fonte é um processo de clivagem 

homolítica (radicalar) da cadeia peptídica, que favorece 

a quebra da ligação N-C e a consequente geração de íons 

das séries c e z (Figura 5). Em comparação, a clivagem 

mais convencional por LIFT™ ou CID na presença de 

CHCA ocorre por meio de clivagens heterolíticas e favo-

recimento de ruptura da ligação peptídica e produção de 

íons das séries b e y (Figura 5) (KÖCHER et al., 2005; PAIZS; 

SUHAI, 2005; ZUBAREV, 2003).

3 Identificação de 
peptídeos e proteínas por 
espectrometria de massa

3.1 Material

•	 Acesso a bancos de dados de sequências de 

proteínas.

•	 Microcomputador com acesso à internet.

•	 Programas e plataformas computacionais de aná-

lise de peptídeos e comparações de sequências.

•	 Tabela de massas moleculares de resíduos e 

imônios de aminoácidos, dipeptídeos e modi�-

cações pós-traducionais.
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Figura 5. A) Estrutura de uma cadeia peptídica, correspondente ao espectro de MS/MS que foi apresentado na Figura 3B. Observar 
o padrão repetitivo dos átomos da cadeia principal: N, C (alfa), C (carbonila). B) Modos de fragmentação para gerar as séries a, b e 
c e x, y e z. Os íons assinalados em cores correspondem àqueles observados no espectro da Figura 3B, e os íons x14 e x16, mos-
trados em cor laranja, não foram detectados.
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3.2 Procedimento

1. Comparar as massas moleculares dos peptídeos obti-

dos com as massas moleculares de produtos teóricos 

de digestão enzimática de proteínas, que são dispo-

níveis em bancos de dados por meio do método de 

PMF (JAMES et al., 1993).

Em geral, identificações significativas não são obtidas apenas com 
esse procedimento, em razão de uma série de fatores descritos no 
item 2.2 Procedimento, sendo comum a necessidade de aquisição 
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 utilização de programas computacionais forne-
cidos pelos fabricantes de equipamentos ou que sejam descritos na 
literatura científica e possam ser obtidos livremente na internet, como 
o programa Mmass (STROHALM et al., 2010).

2. Analisar o espectro de fragmentação (MS/MS) 

do peptídeo, procurando por diferenças de m/z

correspondentes aos resíduos de aminoácidos na-

turais ou modi�cados, com o auxílio de programas 

computacionais.

Na literatura, são encontradas tabelas com massas moleculares es-
peradas para modificações pós-traducionais ou reações conduzidas 
pelo operador.

3. Veri�car a presença de imônios na região de m/z

menor que 200 do espectro. Os imônios são impres-

sões digitais da presença de determinados resíduos, 

sendo particularmente estáveis e intensos os imônios 

provenientes dos resíduos aromáticos (His, Phe, Tyr 

e Trp), assim como os imônios de cadeias alquílicas 

como Val, Leu/Ile (AMBIHAPATHY et al., 1997) e de Cys 

modi�cada por alquilação.

Os imônios são produzidos por clivagens das duas ligações amida 
que o resíduo de aminoácido forma na cadeia peptídica, seguidas de 
perda de CO (AMBIHAPATHY et al., 1997) ou outros mecanismos, 
como uma fragmentação secundária de íons da série y. Os imônios 
são acompanhados por íons acessórios. Existem limitações nas 
metodologias clássicas de sequenciamento de peptídeos por espec-
trometria de massa, como a quase impossibilidade de distinção entre 
os resíduos isoméricos de Leu/Ile, em razão da intensidade baixa de 
íons resultantes de clivagens da cadeia lateral quando se conduz a 
fragmentação por LIFT™ ou CID. Outra dificuldade é a distinção entre 
resíduos isobáricos de Gln (massa monoisotópica = 128,0586) e Lys 
(massa monoisotópica = 128,0950), que apenas pode ser conduzida 
em espectrômetros de massa de alta resolução, que são equipamen-
tos de custo elevado, além de não serem os modelos mais comumente 
empregados em proteômica.

4. Fazer a busca de similaridade para a identi�cação da 

proteína, com a utilização 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 possível presença de contaminantes co-

muns em análise de proteomas, os quais devem ser 

excluídos da análise de resultados. 

Alguns contaminantes são comuns em análises de proteínas por es-
pectrometria de massa, tais como fragmentos de autólise de tripsina 
ou outras peptidases empregadas para clivagem das proteínas, assim 
como fragmentos de queratina de pele humana. A detecção dessas 
proteínas indica a necessidade de um cuidado maior na manipulação 
das amostras ou que a quantidade de peptidase utilizada na clivagem 
enzimática pode ser reduzida.
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3.3 Observação

•	 A fragmentação de peptídeos obtidos por meio 
de clivagem com tripsina deve fornecer preferen-
cialmente íons da série y (BYTHELL et  al., 2009). 
Para os peptídeos contendo Lys como resíduo 
C-terminal, o íon y1 pode ser identi�cado com 
m/z  =147; e para os peptídeos que possuem 
Arg como resíduo C-terminal, o íon y1 tem m/z
= 175 (Figura 3). O sequenciamento de peptídeos 
tripsínicos pode começar pela identi�cação do 
íon y1, seguida da busca pelo íon seguinte da 
mesma série, o íon y2. A perda neutra de amônia 
(17 unidades de massa) fornece um íon acessório 
que é valioso para a identi�cação do íon y2 e para 
os demais íons da série y. Para a con�rmação da 
sequência, é importante também que seja encon-
trado pelo menos um segmento de íons da série 
b, que pode ser identi�cada pela série acessória 
a, resultante da perda de 28 unidades de massa. 
O íon b1 raramente é observado, de modo que a 
busca pelos íons da série b pode começar com a 
procura do íon b2, para o dipeptídeo N-terminal. 
Especialmente para o caso de peptídeos obtidos 
por clivagem com peptidases, como a quimotrip-
sina, pepsina e glutamil-peptidase (HEDSTROM, 
2002), os íons da série y não serão tão ampla-
mente favorecidos quanto os íons de peptídeos 
obtidos por tripsinólise. Nesses casos, a identi�ca-
ção de segmentos das séries y e b é fundamental 
(Figura 5). Quando se conduz o sequenciamento, 

é importante estar atento à presença de modi�-
cações pós-traducionais e às modi�cações feitas 
durante o tratamento da amostra, tal como a 
alquilação de resíduos de cisteína. Uma tabela 
com massas moleculares de dipeptídeos pode ser 
encontrada na Internet1.
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Tabela 1. Meio LB (Luria-Bertani).

Componente Quantidade
para 1 L

Concentração 
final

Triptona 10 g 1%
Extrato de levedura 5 g 0,5%
NaCl 10 g 171 mM
H2O q.s.p. 1 L

Fonte: Miller (1972).

Ajustar o pH do meio para 7,0, com NaOH 1 N 
(aproximadamente 1 mL). Completar o volume para 1 L 
com água destilada e esterilizar o meio por autoclavagem 
durante 20 minutos, a 110 °C. Para meio sólido, acrescen-
tar ágar a 1,6% (p/v) antes da autoclavagem.

Tabela 2. Meio MYA (Culture medium for Agrobacterium rhizo-
genes strains).

Componente Quantidade
para 1 L

Concentração
final

Extrato de levedura 5 g 0,5%
Caseína 500 mg 0,05%
Manitol 8 g 0,8%
(NH4)2SO4 2 g 15 mM
NaCl 5 g 85,5 mM
H2O q.s.p. 1 L

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 água destilada e esterilizar o meio por autoclavagem 
durante 20 minutos, a 110 °C. Para meio sólido, acrescen-
tar ágar a 1,6% (p/v) antes da autoclavagem.

O (NH4)2SO4 pode ser substituído por 2 g/L de 
MgSO4.

Tabela 3. Meio YMB (Yeast Mannitol Broth). 

Componente Quantidade
para 1 L

Concentração
final

Extrato de levedura 400 mg 0,04%
Manitol 10 g 1%
K2HPO4 500 mg 2,8 mM
MgSO4.7H2O 200 mg 0,8 mM
NaCl 100 mg 1,7 mM
H2O q.s.p. 1 L

Fonte: Hooykaas et al. (1977).

Ajustar o pH do meio para 6,8, com NaOH 1 N 
(aproximadamente 1 mL). Completar o volume para 1 L 
com água destilada e esterilizar o meio por autoclavagem 
durante 20 minutos, a 110 °C. Para meio sólido, acrescen-
tar ágar 1,6% a (p/v) antes da autoclavagem.

Tabela 4. Meio YEB (Yeast Extract Broth).

Componente Quantidade
para 1 L

Concentração
final

Extrato de carne 5 g 0,5%
Extrato de levedura 1 g 0,1%
Peptona 5 g 0,5%
Sacarose 5 g 14,6 mM
MgSO4 240 mg 2 mM
H2O q.s.p. 1 L

Fonte: Vervliet et al. (1975).
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Ajustar o pH do meio para 6,8, com NaOH 1 N 
(aproximadamente 1 mL). Completar o volume para 1 L 
com água destilada e esterilizar o meio por autoclavagem 
durante 20 minutos a 110 °C. Para meio sólido, acrescen-
tar ágar a 1,6% (p/v) antes da autoclavagem.

O MgSO4 pode ser substituído por 500 mg/L de MgCl2.

Tabela 5. Meio SOC (Super Optimal broth with Catabolite re-
pression).

Componente Quantidade 
para 1 L

Concentração final

Triptona 20 g 2%
Extrato de levedura 5 g 0,5%
NaCl 580 mg 10 mM
KCl 250 mM 10 mL 2,5 mM
MgCl2 2 M 5 mL 10 mM
MgSO4 2 M 5 mL 10 mM
Glicose 1 M 20 mL 20 mM
H2O q.s.p. 1 L

Fonte: Hanahan (1983).

Dissolver, primeiramente, a triptona, o extrato de 
levedura e o NaCl em 950 mL de água destilada. Adicionar 
a solução 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 água destilada e esterilizar por 
autoclavagem durante 20 minutos, a 110  °C. Quando o 
meio estiver morno (abaixo de 60 °C), adicionar as solu-
ções de MgCl2 2 M, de MgSO4 2M e de glicose 1 M estéreis. 
Ajustar o volume para 1  L com água destilada estéril. 

Para meio sólido, acrescentar ágar a 1,6% (p/v) antes da 
autoclavagem.

O meio SOB (Super Optimal Broth) (HANAHAN, 
1983) é idêntico ao meio SOC, exceto pela ausência da 
glicose a 250 mM.

KCl 250 mM: pesar 1,86 g de KCl e dissolver em 
100 mL de água deionizada.

MgCl2 2 M: pesar 19,04 g de MgCl2 e dissolver em 
90 mL de água deionizada. Ajustar o volume da solução 
para 100 mL com água deionizada e esterilizar por auto-
clavagem durante 20 minutos, a 110 °C.

MgSO4 2 M: pesar 24,07 g de MgSO4 e dissolver em 
90 mL de água deionizada. Ajustar o volume da solução 
para 100 mL com água 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 água deionizada. Ajustar o volume da so-
lução para 100 mL com água deionizada e esterilizar por 
�ltração (0,22 mm).

Tabela 6. Meio AB (Agrobacterium induction). 

Componente Quantidade para 
1 L

Concentração
final

Glicose 5 g 0,5%
Difco-ágar 15 g 1,5%
Tampão AB 20X 50 mL 1X
Sais AB 20X 50 mL 1X
H2O q.s.p. 1 L

Fonte: Chilton et al. (1974).
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Dissolver, primeiramente, a glicose e o ágar em 
900 mL de água destilada e esterilizar por autoclavagem 
durante 20 minutos a 110 °C. Após autoclavagem, adicio-
nar o Tampão AB 20X e os Sais AB 20X estéreis. Adicionar 
os antibióticos apropriados antes de distribuir o meio nas 
placas.

Tampão AB 20X: pesar 60 g de K2HPO4 e 20  g 
de NaH2PO4 e dissolver em 900 mL de água destilada 
(pH 7,2). Ajustar o volume da solução para 1 L com água 
destilada e esterilizar por autoclavagem durante 20 mi-
nutos, a 110 °C.

Sais AB 20X:

Componente Quantidade
para 1 L

Concentração
final

NH4Cl 20 g 374 mM
MgSO4.7H2O 6 g 24,3 mM
KCl 3 g 40 mM
CaCl2 200 mg 1,8 mM
FeSO4.7H2O 50 mg 180 µM
H2O q.s.p. 1 L

Ajustar o volume da solução para 1 L com água destilada e esterilizar por auto-
clavagem durante 20 minutos, a 110 °C.

Referências
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bacteriophage DNA not detected in crown gall tumors. Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, Washington, DC, v. 71, n. 9, p. 3672-3676, 1974.
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to avirulent agrobacteria and to Rhizobium “ex planta”. Journal of 
General Microbiology, Reading, v. 98, n. 2, p. 477-484, 1977.
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Continua...

Tabela 1. Composição dos diferentes meios de cultura de plantas citados neste Manual.

Composição Constituinte 
(mg/L) Meio MS(1) Meio T0(2) Meio CHM(3) Meio R4(4) Meio NB(5) Meio R2(6)

Macronutrientes NH4NO3
KNO3
CaCl2.2H2O
MgSO4.7H2O
KH2PO4
(NH4)2SO4
NaH2PO4.H2O

1.650,00
1.900,00
440,00
370,00
170,00

-
-

825,00
950,00
220,00
185,00
85,00

-
-

400,00
1.516,00
440,00
740,00
68,00

-
-

1.650,00
1.900,00
440,00
370,00
170,00

-
-

-
2.830,00
165,00
185,00
400,00
463,00

-

-
4.050,00
146,00
246,00

-
330,00
312,00

Micronutrientes ZnSO4.7H2O 
H3BO3
MnSO4.4H2O
CuSO4.5H2O
AlCl3
NiCl2.6H2O
KI
Na2MoO4.2H2O
CoCl2.6H2O 

8,60
6,20
22,30
0,025

-
-

0,83
0,25
0,025

1,00
1,00
0,10
0,03
0,03
0,03
0,01

-
-

1,00
1,00
0,10
0,03
0,03
0,03
0,01

-
-

1,00
1,00
0,10
0,03
0,03
0,03
0,01

-
-

2,00
3,00

10,00
0,025

-
-

0,75
0,25

0,025

2,20
2,83
1,60
0,20

-
-
-

0,125
-

FeEDTA FeSO4.7H2O
Na2EDTA.2H2O

27,80
37,26

27,80
37,26

27,80
37,26

27,80
37,26

27,80
37,26

12,50
1,80

Vitaminas Pantotenato 
de Ca
Ácido nicotínico
Piridoxina-HCl
Tiamina-HCl

-
0,50
0,50
0,10 

1,00
1,00
1,00
1,00

1,00
1,00
1,00
1,00

1,00
1,00
1,00
1,00

-
1,00
1,00

10,00

-
-
-

1,00

Outros 
suplementos 
orgânicos

Mio-Inositol
Biotina
Glicina
Prolina
Glutamina
Caseína
Sacarose
Manitol
Glicose

100,00
-

2,00
-
-
-

30.000,00
-
-

100,00
0,01

-
-
-
-

20.000,00
80.000,00

-

100,00
0,01

-
-
-
-

20.000,00
60.000,00

-

100,00
0,01

-
-
-
-

20.000,00
60.000,00

-

100,00
-
-

500,00
500,00
300,00

30.000,00
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-

10.000,00
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Tabela 1. Continuação.

Composição Constituinte 
(mg/L) Meio MS(1) Meio T0(2) Meio CHM(3) Meio R4(4) Meio NB(5) Meio R2(6)

Agente gelificante Ágar
Agarose tipo I
Fitagel

6.000,00
-
-

-
-
-

-
6.000,00

-

6.000,00
-
-

-
-

3.000,00

-
7.000,00

-

Tampão MES - 71,08 71,08 71,08 - -

pH 5,7 ± 0,1 5,7 ± 0,1 5,7 ± 0,1 5,7 ± 0,1 5,7 ± 0,1 5,2 ± 0,1

(1) Murashige e Skoog (1962).
(2) Bourgin et al. (1979); macronutrientes do meio MS diluído duas vezes, FeEDTA do meio MS, micronutrientes de Heller (1953); e vitaminas de Morel e Wetmore (1951).

(3) Macronutrientes do meio C (MULLER et al., 1983), micronutrientes de Heller (1953) e vitaminas de Morel e Wetmore (1951).

(4) Bourgin et al. (1979); macronutrientes e FeEDTA do meio MS, micronutrientes de Heller (HELLER, 1953); e vitaminas de Morel e Wetmore (1951).

(5) Macronutrientes N6 (CHU, 1978) e micronutrientes e vitaminas B5 (GAMBORG et al., 1968). 

(6) Ohira et al. (1973).

•	 Os macro e micronutrientes, FeEDTA e vitaminas 

podem ser preparados em soluções-estoque de 

10 a 1.000 vezes concentradas, em relação às 

suas concentrações �nais no meio. Os estoques 

podem ser mantidos a 4 °C por alguns meses.

•	 Soluções-estoque de macronutrientes concen-

tradas acima de 10 vezes não poderão conter 

cloreto de cálcio (CaCl2.2H2O), pois este precipita 

na solução. Nesse caso, deverão ser prepara-

das duas soluções: uma contendo apenas o 

CaCl2.2H2O, e outra contendo os outros macro-

nutrientes, ambas concentradas 50 vezes.

•	 Para os micronutrientes, é recomendado prepa-
rar uma solução-estoque 100 vezes concentrada.

•	 O quelato FeEDTA pode ser preparado em 
uma solução-estoque 50 vezes concentrada: 
adicionar o Na2EDTA em um pequeno volume 
de água e aquecer para dissolver. Acrescentar o 
FeSO4.7H2O já dissolvido em água e, após mistu-
rados, completar o volume com água (CALDAS 
et al., 1990).

•	 As vitaminas podem ser preparadas em uma 
solução-estoque 500 vezes concentrada que 
deve ser separada em alíquotas (CALDAS et  al., 
1990). Manter as alíquotas em estoque a -20 °C e 
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Tabela 2. Reguladores de crescimento utilizados nos diferentes meios de cultura descritos neste Manual.

Classe 
Abreviatura 

(nome 
comum)

Nome
Massa 

molecular 
(g/mol)

Solvente(1,2)
Concentração da 
solução-estoque

(mg/mL)

Modo de 
esterilização(3)

Condições 
de 

estocagem 
(solução)

Ácido 
abscísico

ABA Ácido abscísico 264,32 KOH 1 N 0,1 a 10 Filtração < 0 °C

Auxina 2,4-D Ácido 
2,4-diclorofenoxiacético

221,04 KOH 1 N 0,01 a 6 Autoclavagem 0 a 5 °C

ANA Ácido naftalenoacético 186,21 KOH 1 N 0,01 a 10 Autoclavagem 0 a 5 °C

AIA Ácido 3-indolilacético 175,18 KOH 1 N 0,01 a 3 Filtração < 0 °C

Citocinina BAP ou BA 6-benzilaminopurina
ou 6-benziladenina

225,25 HCl 1 N 0,01 a 5 Filtração 0 a 5 °C

TDZ 
(Tidiazuron)

1-fenil-3-(1,2,3,-
tiadiazol-5-il)ureia

220,25 KOH 1N 0,001 a 0,05 Filtração 0 a 5 °C

ZEA 
(Zeatina)

N6-(4-hidroxi-3-
metilbut-2 enil) 
aminopurina

219,24 HCl 1 N 0,01 a 5 Filtração < 0 °C

CIN 
(Cinetina)

6-furfurilamino-purina 215,21 HCl 1 N 0,01 a 5 Filtração < 0 °C

Giberelina GA3 (Ácido 
giberélico)

2,4 a,7-trihidroxi-1-
metil-8-metileno-gib-
3-eno, 4a -lactona, 

10-carboxilico

364,37 Etanol 0,01 a 5 Filtração 0 a 5 °C

(1) NaOH 1 N pode ser utilizado em substituição ao KOH 1 N na dissolução das auxinas (2,4-D; ANA; ABA; AIA); entretanto, sódio (micronutriente presente na maioria 
dos meios de cultura) em excesso pode prejudicar o desenvolvimento in vitro da planta ou explante. O excesso de potássio, por sua vez, é menos prejudicial por ser um 
macronutriente na maioria dos meios.
(2) Utilizam-se 300 µL de base (KOH ou NaOH) ou de ácido (HCl) para dissolver 10 mg de auxina ou de citocinina, respectivamente. Depois de dissolvido, completar o 
volume final com água.

(3) Esterilização por autoclavagem: durante 20 minutos, a 110 °C; esterilização por filtração: adicionar o regulador de crescimento, utilizando filtro de 0,22 µm, ao meio 
esterilizado.
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conservar somente uma alíquota em uso a 4 °C. É 
importante observar que as soluções de vitami-
nas comercializadas possuem, de uma maneira 
geral, o mio-inositol em sua composição.

•	 As soluções-estoque de macro e micronutrientes 
e FeEDTA em uso devem ser armazenadas a 4 °C, 
e a solução-estoque FeEDTA deve ser mantida 
em frasco escuro, coberto com papel alumínio.

•	 O pH dos meios deve ser ajustado antes da 
esterilização, preferencialmente com KOH 1  N. 
NaOH 1 N pode ser utilizado em substituição ao 
KOH 1 N no ajuste do pH dos meios; entretanto, 
sódio (micronutriente presente na maioria dos 
meios de cultura) em excesso pode prejudicar o 
desenvolvimento in vitro da planta ou explante. 
O excesso de potássio, por sua vez, é menos pre-
judicial por ser um macronutriente na maioria 
dos meios.

•	 O ágar pode ser usado em uma faixa de con-
centração que varia de 0,5% a 0,7% e deve ser 
acrescentado nos meios semissólidos depois 
do ajuste do pH e antes da esterilização (CID; 
TEIXEIRA, 2010).

•	 Todos os meios devem ser esterilizados em auto-
clave, durante 20 minutos, a 110 °C.
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Tabela 1. Antibióticos utilizados para seleção de linhagens de Escherichia coli e Agrobacterium spp. 

Antibiótico Abreviatura
Dose seletiva (mg/L) Solução-estoque

(mg/mL) Solvente (6)

E. coli Agrobacterium

Ampicilina(1) Ap 100 50 50 Água

Ácido nalidíxico Nal 20 50 50 NaOH 0,1 N

Canamicina(2) Km 100 100 100 Água

Carbenicilina(1) Cb 100 100 50 Água

Cefotaxima(1) Cx - 250 250 Água

Cloranfenicol(1) Cm 25 50 25 Etanol 70% (v/v)

Espectinomicina(3) Sp 50 100 50 Água

Estreptomicina (2) Sm 12,5 300 300 Água

Gentamicina(2) Gt 5 50 50 Água

Neomicina(2) Nm 25 40 12,5 Água

Rifampicina(4) Rf 100 50 50 DMSO

Tetraciclina (3) Tc 15 2,5 5 Etanol

Timentina(5) Tm - 50 50 Água

(1) Em forma de sal de sódio.
(2) Em forma de sulfato.
(3) Em forma de hidrocloreto.
(4) Em forma cristalina.
(5) A timentina consiste em uma combinação de ticarcilina dissódica e clavulanato de potássio e pode ser adquirida comercialmente. 
(6) Utilizar água bidestilada estéril.

Fonte: Armitage et al. (1988) e Sambrook e Russell (2001).
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•	 As soluções-estoque de todos os antibióticos 

que são solúveis em água e em NaOH devem 

ser esterilizadas por �ltração (0,22 mm) e depois 

conservadas a -20 °C. Os antibióticos devem ser 

dissolvidos em volume mínimo de solvente e 

levados a volume �nal com água deionizada. As 

soluções-estoque de rifampicina, tetraciclina e 

cloranfenicol devem ser dissolvidas nos respec-

tivos solventes (DMSO e etanol), diretamente 

em um recipiente estéril, não necessitando de 

�ltração posterior para esterilizar.

•	 Uma vez esterilizadas, as soluções-estoque de-

vem ser separadas em alíquotas e conservadas 

a -20 °C.

•	 Os antibióticos devem ser acrescentados dire-
tamente ao meio de cultura líquido ou ao meio 
semissólido derretido e morno (45  °C a 55  °C). 
É importante lembrar que a maioria dos anti-
bióticos pode ser facilmente degradada a altas 
temperaturas ou na presença de luz, tornando-
-se inativa.

Referências
ARMITAGE, P.; WALDEN, R.; DRAPER, J. Vectors for the transformation 
of plant cells using Agrobacterium. In: DRAPER, J.; SCOTT, R. (Ed.). Plant 
genetic transformation and gene expression: a laboratory manual. 
Oxford: Blackwell Scienti�c Publications, 1988. p. 1-67.

SAMBROOK, J.; RUSSELL, D. Molecular cloning: a laboratory manual. 
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001. v. 3, 2368 p.
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Este apêndice contém as soluções-estoque e os 

tampões que são utilizados em diferentes experimentos 

distribuídos nos vários capítulos. Eles são apresentados 

em sua forma mais concentrada, de modo a servir de base 

às diferentes diluições desejadas. É necessário alertar-se 

para os perigos no manuseio das substâncias; é recomen-

dado vivamente que, antes de preparar qualquer solução, 

recolham-se informações no laboratório sobre as condi-

ções de descarte, armazenamento, etc.

As soluções especí�cas para o trabalho com RNA 

deverão ser submetidas a tratamento com dietilpirocar-

bonato (DEPC), forte inibidor de RNAses. Esse tratamento 

envolve mistura da solução com DEPC a uma concentra-

ção �nal de 0,1% (v/v). Incubar a mistura por, ao menos,

12 horas, a 37 °C. Em seguida, a solução deverá ser esterili-

zada em autoclave a 110 °C por 20 minutos para inativação 

do DEPC. O Tris-HCl e SDS, não podendo ser tratados 

diretamente com DEPC, deverão ser preparados em água 

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 microcentrífuga, 

etc. incubados em água DEPC 0,1%, antes de serem leva-

dos à autoclave.

A esterilização das soluções e tampões a seguir 

descritos pode ser realizada por autoclavagem, durante

20 minutos, a 110  °C, ou por �ltração, utilizando �ltro de

0,22 mm.

Soluções
Acetato de amônio (CH3COONH4) 10 M – AcNH410 M

Dissolver 77,08 g de acetato de amônio em 80 mL de 
água destilada à temperatura ambiente. Ajustar o volume 
para 100 mL. Esterilizar por �ltração (0,22 mm) e conservar 
à temperatura ambiente.

Para solução de acetato de amônio 0,1 M em metanol: dissolver 3,85 g 
de acetato de amônio em 500 mL de metanol. Misturar bem e conser-
var a -20 °C.

Acetato de potássio (CH3COOK) 5 M – AcK 5 M

Dissolver 490,75 g de acetato de potássio em 
900 mL de água destilada. Completar o volume para 1 L 
com água destilada. Esterilizar por autoclavagem.

Para solução de acetato de potássio 3 M, pH 5,2: dissolver 11,78 g de 
acetato de potássio em 20 mL de água destilada. Ajustar o pH para 
5,2 com ácido acético glacial. Completar o volume com água 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 solução cristaliza em baixa temperatura, voltando ao 
estado líquido à temperatura ambiente.

Acetato de sódio 5M (CH3COONa.3H2O) 5 M – AcNa5 M

Dissolver 68,04 g de acetato de sódio tri-hidratado 
em 80 mL de água destilada. Ajustar o pH para 5,2 com 
ácido acético glacial ou para pH 7,0 com ácido acético 
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diluído. Completar o volume para 100 mL com água des-
tilada. Esterilizar por autoclavagem.

Para acetato de sódio 3 M, dissolver 40,83 g de acetato de sódio tri-
-hidratado em 80 mL de água destilada e proceder como descrito acima.

Acetonitrila 50% e bicarbonato de amônio 25 mM

Misturar 50 mL de acetonitrila com 50 mL de solu-
ção de bicarbonato de amônio 50 mM.

Acetonitrila é facilmente inflamável, irritante 
aos olhos, pele, e sistema respiratório. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas, óculos e 
máscara em capela de exaustão.

Ácido clorídrico (HCl) 2,5 N – HCl 2,5 N

Em um béquer contendo 300 mL de água destilada, 
adicionar lentamente 104,2 mL de HCl concentrado [37% 
(p/p) = 11,6 N]. Completar o volume com água destilada 
para 500 mL em proveta.

Ácido clorídrico é um ácido forte, altamente 
tóxico e corrosivo. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara em capela de 
exaustão.

Acrilamida: bisacrilamida 49:1, solução 50%

Componente Quantidade Concentração final 
(solução-estoque)

Acrilamida 
(sequencing grade)

49 g 49%

Bisacrilamida 1 g 1%

H2O q.s.p. 100 mL

A solubilização da acrilamida é lenta, portanto, a preparação da solu-
ção deve ser realizada sob agitação por algumas horas. Recomenda-
-se colocar pouco volume inicial de água, aproximadamente 30 mL, 
adicionando-se o restante da água aos poucos, para não ultrapassar 
o volume final.

Acrilamida e bisacrilamida são tóxicos e poten-
tes neurotóxicos de efeito cumulativo e podem 
ser absorvidos pela pele e são. Sua manipulação 
deve ser feita com luvas, óculos e máscara em 
capela de exaustão. O material polimerizado não 
possui efeito tóxico, no entanto, o uso de luvas 
não deve ser dispensado, pois existem resíduos 
de acrilamida não polimerizada nesse material. 
Recomenda-se também não submeter soluções 
de acrilamida/bisacrilamida a forte agitação para 
evitar efeito aerossol e respingos.

Água DEPC 0,1%

Adicionar DEPC (pirocarbonato de dietila) à água 
destilada, na concentração �nal de 0,1% (v/v), agitar vigo-
rosamente a solução e incubar a 37 °C, por, no mínimo, 12 
horas. Esterilizar a solução por autoclavagem.

DEPC é considerado provável agente mutagênico. Sua 
manipulação deve ser feita com luvas de borracha, óculos 
e máscara em capela de exaustão.

Bicarbonato de amônio (NH4HCO3) 50 mM

Dissolver 395 mg de bicarbonato de amônio em 
100 mL de água bidestilada e conservar à temperatura 
ambiente.

Brometo de etídio 1% – BrEt 1%

Adicionar 1 g de brometo de etídio a 100 mL de 
água destilada. Dissolver, com todo cuidado, para evitar 
respingos, sob agitação, por pelo menos 1 hora. Guardar 

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   423 04/07/2016   15:12:40



424

em frasco coberto com papel-alumínio ou em vidro opa-

co, e conservar à temperatura ambiente.

Brometo de etídio é considerado um agente 
mutagênico, tóxico, possivelmente carcinogê-
nico e teratogênico. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara.

Cloreto de cálcio 2,5 M – CaCl2 2,5 M

Dissolver 18,37 g de cloreto de cálcio bi-hidratado 

(CaCl2.2H2O) ou 27,38 g de cloreto de cálcio hexa-hidrata-

do (CaCl2.6H2O) em 40 mL de água destilada. Completar o 

volume para 50 mL. Esterilizar por �ltração e distribuir alí-

quotas em tubos de microcentrífuga de 1,5 mL. Conservar 

a -20 °C e evitar utilizar frascos abertos.

Cloreto de lítio 4 M – LiCl 4 M

Dissolver 16,95 g de cloreto de lítio em 90 mL de 

água destilada. Completar o volume para 100 mL com 

água destilada. Esterilizar por autoclavagem e conservar 

a 4 °C.

Cloreto de magnésio 1 M – MgCl2 1 M

Dissolver 20,33 g de cloreto de magnésio hexa-

-hidratado (MgCl2.6H2O) em 80 mL de água destilada. 

Ajustar o volume para 100 mL com água destila-

da. Distribuir em alíquotas de 5 mL e esterilizar por 

autoclavagem.

MgCl2 é extremamente higroscópico. Comprar frascos com pequenas 
quantidades e não conservar frascos abertos por muito tempo.

Cloreto de sódio 5 M – NaCl 5 M

Dissolver 292,2 g de NaCl em 800 mL de água des-

tilada. Completar o volume para 1 L com água destilada. 

Distribuir em alíquotas de 50 mL e esterilizar por autocla-

vagem. Conservar à temperatura ambiente.

Clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) (v/v)

Misturar 480 mL de clorofórmio e 20 mL de álcool 

isoamílico.

Clorofórmio é tóxico por inalação, em contato 
com a pele e por ingestão. Sua manipulação 
deve ser feita com luvas, óculos e máscara em 
capela de exaustão.

DNA de esperma de salmão 10 mg/mL

Dissolver 100 mg de DNA de esperma de salmão 

em 10 mL de água destilada. Para facilitar a solubilização, 

dissolver sob agitação com aquecimento. Quebrar o DNA 

com ultrassom (três vezes, 20 segundos cada vez). Ferver 

a solução por 10 minutos e estocar a -20 °C em pequenas 

alíquotas. Antes de usar, ferver a solução por 5 minutos e 

imediatamente colocar no gelo.

DL-Ditiotreitol 1 M – DTT 1 M

Dissolver 3,09 g de DTT em 20 mL de acetato de 

sódio 10 mM, pH 5,2. Esterilizar por �ltração. Distribuir 

alíquotas de 1 mL em tubos de microcentrífuga de 1,5 mL 

e conservar a -20 °C.
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DTT é considerado irritante para vias respiratórias, pele e 
olhos. Sua manipulação deve ser feita com luvas, óculos 
e máscaras.

EDTA (ácido etileno diamono tetracético)
500 mM, pH 8,0 – EDTA 500 mM

Adicionar 186,1 g de EDTA (sal bi-hidratado dis-

sódico; Na2.EDTA.2H2O) a 800 mL de água destilada e 

homogeneizar vigorosamente sob agitação. Ajustar o pH 

para 8,0 com NaOH (aproximadamente 20 g de NaOH em 

pastilhas). O EDTA não irá se solubilizar totalmente até 

que a solução 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 

hidroxiquinoleína. Equilibrar o pH, por meio da adição de 

1 volume de Tris-HCl 1 M pH 8,0. Deixar sob agitação e 

trocar a fase aquosa por Tris-HCl 1 M pH 8,0, até que a fase 

fenólica apresente o pH entre 7,8 e 8,2. Após equilibrar, 

guardar sob uma camada de aproximadamente 200 mL 

de Tris-HCl 100 mM, pH 8,0, em frasco escuro, a 4 °C, por 

no máximo 1 mês. Alíquotas conservadas a -20 °C pode-

rão ser estocadas por maior período.

Fenol é tóxico por inalação, em contato com 
a pele e por ingestão. Provoca queimaduras e 
apresenta risco de efeitos graves para a saúde 
em caso de exposição prolongada. Sua manipu-
lação deve ser feita com luvas, óculos e máscara 
em capela de exaustão.

Fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1)

Misturar 480 mL de clorofórmio, 20 mL de álcool 
isoamílico e 500 mL de fenol equilibrado.

Clorofórmio é tóxico por inalação, em contato 
com a pele e por ingestão. Sua manipulação 
deve ser feita com luvas, óculos e máscara em 
capela de exaustão.

Gel de agarose 1% com brometo de etídio

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 mL de brometo de etídio 
1% (p/v) e misturar suavemente até a completa dissolução 
do brometo de etídio. Verter ainda morno em uma fôrma 
de gel com o pente posicionado. Deixar solidi�car por 
aproximadamente meia hora, à temperatura ambiente.

Brometo de etídio é considerado um agente 
mutagênico, tóxico, possivelmente carcinogê-
nico e teratogênico. Sua manipulação deve ser 
feita com luvas, óculos e máscara.

Hidróxido de sódio 10 N – NaOH 10 N

Adicionar, aos poucos e cuidadosamente, 400 g 
de pastilhas de NaOH em 800 mL de água destilada, sob 
agitação suave. Quando as pastilhas estiverem comple-
tamente dissolvidas, completar o volume para 1 L com 
água destilada. Conservar à temperatura ambiente, em 
recipiente de plástico. Não é necessário esterilizar.

A preparação da solução de NaOH 10 N envolve uma reação alta-
mente exotérmica, que pode acarretar na quebra de frascos de vidro. 
Dessa maneira, essa solução deve ser preparada, com extremo cuida-
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do, em béquer de plástico de alta qualidade e resistente a substâncias 
corrosivas.

O hidróxido de sódio é uma base forte, alta-
mente tóxico e corrosivo. Sua manipulação deve 
ser feita com luvas, óculos e máscara.

Mistura (mix) equimolar de dNTPs a 10 mM –
dNTP mix 10 mM

Componente Quantidade Concentração final 
(solução-estoque)

dTTP 100 mM 100 µL 10 mM
dGTP 100 mM 100 µL 10 mM
dCTP 100 mM 100 µL 10 mM
dATP 100 mM 100 µL 10 mM
H2O q.s.p. 1 mL

Completar o volume com água deionizada (ultrapura) e realizar toda 
a preparação da solução-estoque em fluxo laminar e utilizando luvas. 
Distribuir em alíquotas de 100 µL em tubos de microcentrífuga de 
200 µL, previamente esterilizados em autoclave, e conservar a -20 °C.

Cada dNTP (dTTP; dGTP; dCTP; e dATP) é, em geral, comercializado 
individualmente a uma concentração de 100 mM.

A partir de 100 µL da solução-estoque, preparar 1 mL de dNTP mix 
a 1 mM, fazendo uma diluição de 10X,isto é, 100 µL de dNTP mix a 
10 mM diluído em 900 µL de água deionizada (ultrapura). Proceder à 
preparação nas mesmas condições da solução-estoque. Essa solução 
a 1 mM será a solução de trabalho.

RNAse A 10 mg/mL

Dissolver 100 mg de RNAse pancreática (RNAse A) 
em 10 mL de acetato de sódio 10 mM, pH 5,2. Ferver du-
rante 15 minutos. Deixar esfriar à temperatura ambiente, 
sob agitação. Ajustar o pH, adicionando 0,1 volume de 
Tris-HCl 1M, pH 7,4. Distribuir em alíquotas de 1 mL e 
conservar a -20 °C.

SDS (dodecil sufalto de sódio) 20% – SDS 20%

Dissolver 200 g de SDS em um volume de 900 mL 
de água destilada. Aquecer a solução a 68 °C e homoge-
neizar, sob agitação, para ajudar a dissolução. Completar 
o volume para 1 L com água destilada e conservar à 
temperatura ambiente. Não é necessário esterilizar, e a 
solução não deve ser autoclavada.

O pó do SDS é irritante. Sua manipulação deve ser feita 
com máscara.

Solução de Denhardt 50X

Componente Quantidade Concentração final 
(solução-estoque)

Albumina de soro 
bovino (BSA) 1 g 1%

Ficoll tipo 400 1 g 1%

PVP 
(polivinilpirrolidona) 1 g 1%

H2O q.s.p. 100 mL

Dissolver os três componentes lentamente, em 50 mL de água destila-
da. Completar o volume para 100 mL com água destilada e esterilizar 
por filtração (0,22 µm). Distribuir em alíquotas e conservar a -20 °C.

Tripsina

Dissolver uma alíquota de 20 mg de Tripsina
(sequencing grade) em 20 mL de tampão de tripsina (ácido 
acético a 50 mM) e 180 mL de bicarbonato de amônio 
(NH4HCO3) a 50 mM. Utilizar imediatamente ou distribuir 
em alíquotas e conservar a -80 °C. A solução armazenada 
só poderá ser descongelada uma única vez.
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Tampões

HEPES 1 M

Dissolver 26,0 g de HEPES em 80 mL de água desti-
lada. Ajustar o pH para 7,0 com KOH. Completar o volume 
para 100 mL e esterilizar por �ltração.

SSC 20 X

Componente Quantidade Concentração final 
(solução-estoque)

NaCl 175,3 g 3 M

Citrato de sódio 
bi-hidratado 
(Na3C6H5O7

.2H2O)

88,2 g 300 mM

H2O q.s.p. 1 L

Ajustar o pH para 7,0 com algumas gotas de HCl 2,5 N e completar o 
volume para 1 L com água destilada. Esterilizar por autoclavagem e 
conservar à temperatura ambiente.

SSPE 20 X

Componente Quantidade Concentração final 
(solução-estoque)

NaCl 175,3 g 3 M

NaH2PO4.H2O 27,6 g 200 mM

Na2.EDTA.2H2O 7,4 g 20 mM

H2O q.s.p. 1 L

Ajustar o pH para 7,4 (aproximadamente 6,5 mL de NaOH 10 N) e 
completar o volume para 1 L com água destilada. Esterilizar por auto-
clavagem e conservar à temperatura ambiente.

STE

Componente Quantidade Concentração final 
(solução-estoque)

NaCl 5M 2 mL 100 mM

Tris HCl 1M, pH 8,0 1 mL 10 mM

EDTA 500 mM, 
pH 8,0

200 µL 1 mM

H2O q.s.p. 100 mL

Esterilizar por autoclavagem e conservar a 4 °C.

TAE 50X 

Componente Quantidade Concentração final 
(solução-estoque)

Tris base 242 g 2 M

Ácido acético glacial 57,1 mL 1 M

EDTA 500 mM, 
pH 8,0

100 mL 50 mM

H2O q.s.p. 1 L

Dissolver primeiramente 242 g de Tris base em 500 mL de água 
destilada e, em seguida, adicionar o ácido acético glacial e o EDTA. 
Completar o volume para 1 L com água destilada. O pH do tampão 
TAE 1X (solução de trabalho) deverá estar em torno de 8,1. Conservar 
à temperatura ambiente.

Ácido acético é inflamável, corrosivo, irritante 
para as vias respiratórias e causa queimaduras 
na pele. Sua manipulação deve ser feita com 
luvas, óculos e máscara em capela de exaustão.
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Tampão de amostra para eletroforese 10X

Componente Quantidade Concentração final 
(solução-estoque)

Ficoll tipo 400 3 g 30%

EDTA 500 mM, pH 8,0 20 µL 1 mM

Azul de bromofenol 25 mg 0,25%

Xilenecianol FF 25 mg 0,25%

H2O q.s.p. 10 mL

Ficoll pode ser substituído por glicerol. Usar água DEPC 0,1% (v/v) 
para géis de RNA. Distribuir em alíquotas e conservar o estoque a 
-20 °C. 

O tampão de amostra 10X deve ser adicionado à amostra imediata-
mente antes de depositá-la no gel. O azul de bromofenol migra em gel 
de agarose 2,2 vezes mais rápido do que o xilenecianol, independen-
temente da concentração da agarose.

Tampão fosfato salina – PBS 10X

Componente Quantidade Concentração final 
(solução-estoque)

Na2HPO4 11,4 g 80 mM

KH2PO4 2 g 15 mM

NaCl 80 g 1,37 M

KCl 2 g 27 mM

H2O q.s.p. 1 L

Ajustar o pH para 7,4 com HCl e completar o volume para 1 L com 
água destilada. Esterilizar por autoclavagem e conservar à tempera-
tura ambiente.

Tampão fosfato de sódio 1 M

NaH2PO4 1 M: pesar 138 g de NaH2PO4.H2O e com-
pletar o volume para 1 L com água destilada.

Na2HPO4 1 M : pesar 142 g e completar o volume 
para 1 L com água destilada.

Misturar as duas soluções nas seguintes propor-
ções, em função do pH desejado, para obter 1 L de tam-
pão fosfato de sódio 1 M:

pH NaH2PO4 1 M (mL) Na2HPO4 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
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TBE 5X

Componente Quantidade Concentração final 
(solução-estoque)

Tris base 54 g 445 mM

Ácido bórico 27,5 g 445 mM

EDTA 500 mM, 
pH 8,0

20 mL 10 mM

H2O q.s.p. 1 L

A solução-estoque do tampão TBE pode ser preparada a 5X ou 10X, 
entretanto, os solutos da solução a 10X precipitam à temperatura 
ambiente. Completar o volume para 1 L com água destilada. O pH do 
tampão TBE 1X (solução de trabalho) deverá estar em torno de 8,3. 
Conservar à temperatura ambiente.

TE (Tris-EDTA), pH 8,0

Componente Quantidade Concentração 
final

Tris-HCl 1M, pH 8,0 1 mL 10 mM

EDTA 500 mM, pH 8,0 200 µL 1 mM

H2O q.s.p. 100 mL

O tampão TE também pode ser preparado com pH 7,4 ou 7,6; para 
tanto, utilizar no preparo do tampão a solução-estoque de Tris-HCl 1 M 
com pH 7,4 ou 7,6, respectivamente.

Esterilizar por autoclavagem e conservar a 4 °C.

Tris-HCl 1 M

Dissolver 121,1g de Tris base em 800 mL de água des-
tilada. Adicionar o volume apropriado de HCl concentrado 
[37% (p/p) = 11,6 N] para se obter o pH indicado (a 25 °C):

pH (25 °C) HCl 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 solução chegar à temperatura ambiente antes de realizar os 
ajustes finais do pH. Completar o volume para 1 L com água destilada. 
Esterilizar por autoclavagem e conservar à temperatura ambiente.

Alguns eletrodos de pH não podem medir com acurácia o pH de so-
luções contendo Tris. Checar essa informação no manual do eletrodo 
utilizado.
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O código genético

Os códons do RNA (trincas de bases nitrogenadas) 
são lidos na direção 5’ → 3’. Desses códons, 61 codi�cam 
os 20 tipos diferentes de aminoácidos existentes. Os três

códons de terminação (Stop) não codi�cam nenhum ami-
noácido e estão destacados em itálico e azul. O códon de 
iniciação (AUG) está destacado em itálico e vermelho (Met).
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Abreviação dos aminoácidos e massa molecular

Aminoácido Abreviatura de 3 letras Símbolo de 1 letra Massa molecular (Da)

Ácido aspártico Asp D 133

Ácido glutâmico Glu E 147

Alanina Ala A 89

Arginina Arg R 174

Asparagina Asn N 132

Cisteína Cys C 121

Fenilalanina Phe F 165

Glicina Gly G 75

Glutamina Gln Q 146

Histidina His H 155

Isoleucina Ile I 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 V 117
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Código de ambiguidade de nucleotídeos da IUPAC

Base Significado Código IUPAC

Deoxiadenina Adenine A

Deoxi-citosina Cytosine C

Deoxi-guanidina Guanine G

Deoxi-timidina Thymine T

Deoxiuracil Uracil U

Deoxiinosina Inosine I

A ou C ou G ou T aNy N

A ou C ou G não T/U V

A ou T/U ou G não C D

T/U ou C ou G não A B

A ou T/U ou C não G H

A ou T/U Weak interaction W

C ou G Strong interaction S

T/U ou G Ketogroup K

A ou C aMinogroup M

C ou T/U pYrimidine Y

A ou G puRine R

“.” ou “-” gap

O código da União Internacional de Química Pura e Aplicada (International Union of Pure and Applied Chemistry – IUPAC) é uma nomenclatura para ácidos nucleicos 
ambíguos.
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Prefixos do Sistema Internacional de Unidades (SI) ou prefixos métricos

Fator Prefixo Símbolo Escala curta Equivalente decimal

1024 iota Y Septilhão 1 000 000 000 000 000 000 000 000

1021 zeta Z Sextilhão 1 000 000 000 000 000 000 000

1018 exa E Quintilhão 1 000 000 000 000 000 000

1015 peta P Quadrilhão 1 000 000 000 000 000

1012 tera T Trilhão 1 000 000 000 000

109 giga G Bilhão 1 000 000 000

106 mega M Milhão 1 000 000

103 quilo k Milhar 1 000

102 hecto h Centena 100

101 deca da Dezena 10

100 nenhum nenhum Unidade 1

10−1 deci d Décimo 0,1

10−2 centi c Centésimo 0,01

10−3 mili m Milésimo 0,001

10−6 micro µ Milionésimo 0,000 001

10−9 nano n Bilionésimo 0,000 000 001

10−12 pico p Trilionésimo 0,000 000 000 001

10−15 fento f Quadrilionésimo 0,000 000 000 000 001

10−18 ato a Quintilionésimo 0,000 000 000 000 000 001

10−21 zepto z Sextilionésimo 0,000 000 000 000 000 000 001

10−24 iocto y Septilionésimo 0,000 000 000 000 000 000 000 001

MANUAL_TRANSF_GENETICA_PLANTAS_ed02_2014_MIOLO.indd   435 04/07/2016   15:12:41



436

Cálculo da quantidade de oligonucleotídeo (primer):

•	 Conversão para quantidade absoluta (em pmol):

Por exemplo: 0,1 mg de um oligonucleotídeo 20-oligomer:

•	 Conversão para massa (em mg):

Por exemplo: 10 pmol de um oligonucleotídeo 
25-oligomer:

Concentração de oligonucleotídeo (primer) em 
micromolar (µM) ou pmol/µL:

10 mM de oligonucleotídeo = 10 pmol/mL

Por exemplo: 20 pmoles de um oligonucleotídeo em 
100 mL = a uma concentração de 0,20 mM

Conversão da concentração de uma solução em 
molaridade para porcentagem:

% = g x M x 0,1

em que:

M = concentração da solução em molar (M).

g = massa ou peso molecular (PM) do soluto expressa em 
gramas (g).

Por exemplo: expressar a solução de NaCl 2,5 M (PM = 
58,44) em porcentagem:

58,44 x 2,5 x 0,1=14,6% é a concentração de NaCl 
em uma solução 2,5 M.
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A260 = absorbância a 260 nm

Ac = Acetato

Acetosiringona = 4’-hidroxi-3’, 5’-dimetoxiacetofenona

Álcool isoamílico = 3-metil-1-butano

ATP = adenosina trifosfato

Azul de bromofenol = 3’, 3’’, 5’, 5’’ - tetrabromofenol-

-sulfonaftaleína

BAP = 6-benzilaminopurina

Bisacrilamida = N,N’-metileno-bis-acrilamida

BrEt = brometo de etídio

BSA = albumina de soro bovino

c.v. = cultivar

CaMV = vírus do mosaico do couve-�or

cDNA = DNA complementar

cpm = contagem por minuto

CTAB = brometo de cetiltrimetilamônio

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 sulfóxido

2-DE = eletroforese bidimensional em gel

DNA = ácido desoxirribonucleico

DNAse = desoxirribonuclease

dNTP = desoxinucleotídeo trifosfato

DTT = DL-ditiotreitol

dTTP= desoxitimidina trifosfato

EC = código da enzima (enzime code)

EDTA = ácido etileno diamono tetracético

ELISA = imunoensaio enzimático de fase sólida (enzyme-
-linked immunosorbent assay)

FDA = diacetato de �uoresceína

FISH = hibridização in situ por �uorescência

HEPES = ácido N-2-hidroxietil-piperazina-N’-2-etano-
sulfônico

HPLC = cromatogra�a líquida 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 = ácido 2 (N-morfolino) etanosulfônico

MOPS = ácido 3 (N-morfolino) propanosulfônico

MS = espectrometria de massa
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mRNA = RNA mensageiro

MU = 4-metilumbeliferona

MUG = 4-metilumbeliferil ß-D-glucoronídeo

PAGE = eletroforese em gel de poliacrilamida

pb = pares de base

PCR = reação em cadeia da polimerase (polymerase chain 
reaction)

PEG = polietilenoglicol

PMSF = fenilmetil sulfonil �uorídio

pNPP = p-Nitrofenil fosfato

ppm = partes por milhão (1 mg/L ou 1 mL/L)

psi = libras por polegada quadrada

p/v = peso por volume

PVC = cloreto de polivinil

PVP = polivinilpirrolidona

q.s.p. = quantidade su�ciente para

RNA = ácido ribonucleico

RNAse = ribonuclease

rpm = rotação por minuto

RT = transcrição reversa

S = Svedberg

Sarcosil = N-lauroilsarcosina

SDS = dodecil sufalto de sódio

siRNA = pequenos fragmentos de RNA interferentes

Taq = Thermus aquaticus

TE = Tris-EDTA

TEMED = N’, N’, N’, N’, tetrametil-etileno diamina

Tm = temperatura de desnaturação

Tris = tris-(hidroximetil)-aminometano

U = unidade

UFC = unidades formadoras de colônias

UV = radiação ultravioleta

Vermelho-Ponceau S = ácido 3-hidroxi-4-(2-sulfo-4-[4-

-sulfo-fenilazo]fenilazo)-2,7-naftaleno dissulfônico, sal de 

sódio

v/v = volume por volume

X-Gluc = 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucuronídeo
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Para�na 117, 119, 122, 126, 305, 308, 309, 310, 311, 325

Paraformaldeído 248, 305, 309, 347, 348

Paromomicina 83

Partículas eletrondensas 344

PCR ver reação da polimerase em cadeia

pds ver �toeno 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 
fósforo 

Placa de armazenamento de fósforo 226, 278

Planta quimérica 108

Planta-modelo 110, 111

p-nitrofenil-β-D-glucuronídeo 158

Plasmídio

Ampli�cação 43

Bacteriano 22, 40, 41, 43, 149

Detecção 69

Helper 60, 61

Isolamento 43, 44, 45, 49

Linearização 314, 316, 317

Mobilização 60

Puri�cação 43, 50

Transferência 60

Tumor inducing (Ti) 28, 29, 33, 35, 56, 57, 58, 59, 60, 
61, 106, 108

Plasmólise 74, 122

PNPG ver p-nitrofenil-β-D-glucuronídeo

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

Taq 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-hibridização 218, 224, 225, 247, 264, 276, 277, 278, 280, 
281, 306, 319, 322

Pré-inóculo 64, 66, 128
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Promotor 35ScaMV 42, 43, 138 

Proofreading 183

Proteína

Heteróloga 136, 137, 138, 139, 140, 145

Verde �uorescente 142, 143, 150, 158, 159, 160, 161, 
162

Proteinase K 306, 320, 322

Proteômica

Análise 378, 379, 382

Aplicações 392, 393

Próton

Mobilidade 395

Transferência 402

Protoplasto

Análise da expressão transiente em gente repórteres 74

Cultura 82, 83

E�ciência de transformação 75

Eletroporação 17, 41, 45, 75, 76, 77

Isolamento 77, 79

Obtenção 74

Puri�cação 79

Regeneração 83, 85

Transformação 75, 77, 136

PVDF ver �uoreto de polivinilideno

PVP ver polivinilpirrolidona

PVX ver potato virus

Q

qPCR ver reação da polimerase em cadeia quantitativa

Quanti�cação 

Absoluta 288, 289, 290, 298

Relativa 290, 291, 293, 296

4-metilumbeliferil-β-D-glucuronídeo (MUG) 153, 154, 158, 
439

Quelante 

EDTA 375

Fluoróforo 285, 286

R

Radioisótopo 200, 218, 234, 344, 363

Raízes-em-cabeleira (hairy root) 27, 56

Random primer ver iniciadores randômicos

Razão A260/A280  268

Reação colorimétrica 265, 304, 360

Reação da polimerase em cadeia (PCR)

Curva de ampli�cação 284, 286 

E�ciência da reação 286

Inversa (iPCR) 184, 188, 189, 194, 195

Número de ciclos 284

Parâmetros 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

Transcrição reversa (RT-PCR) 184, 292, 293

Transcrição reversa quantitativa (RT-qPCR) 262, 290
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Região 

Meristemática 92, 93, 95, 98, 103, 239

Vir 29, 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

A 67, 167, 170, 172, 247, 306, 426

Contaminação 293

H 292

Inibidor 291, 292, 313

Rodamina 218, 253, 304, 307

ROX 295

RT-PCR ver reação da polimerase em cadeia com transcrição 
reversa

S

SDS-PAGE 386

Seleção

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

Pressão 32, 108

Sephadex-G25 207, 208, 341

Silenciamento gênico

Induzido por vírus (VIGS) 18, 139, 140

Supressor 137, 138, 140, 141, 142, 143 

Transcricional 18

Vetor 43, 44

siRNA ver RNA interferente

Sítios de restrição 217, 227

Soja ver Glycine max

Solução de bloqueio 355, 356, 371, 373, 374

Sonda

Fluorogênica 284, 286

Marcação de 200, 201, 202, 203, 207, 211

Não isotópica 262

Não 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 cromogênico 265, 374, 375

Sulfato de dextrano 218, 322

T

TAIL-PCR ver reação da polimerase em cadeia thermal asy-
metric interlaced

T4 polinucleotídeo quinase 201, 202, 203, 204, 207

T-DNA

Extremidades 56, 59, 138

Tela de retenção 98, 99, 100, 101

Temperatura

Alongamento 186
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Anelamento 186, 187, 188, 191, 196, 302, 296

Desnaturação (Tm) 182, 185, 186, 191, 196, 250, 264, 
299, 306

Template ver �ta-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 análise de íons por tempo de voo

Transcrição reversa 262, 284 

Transcriptase reversa 184, 291, 292, 293 

Transformação

Direta 17, 22, 35, 40, 44, 60

in planta 110, 111, 129

E�ciência 18, 31, 44, 61, 65, 66, 75, 76, 81, 97, 106, 
113, 114, 116, 121, 124, 125, 129

Frequência absoluta (FAT) 75, 76

Frequência relativa de (FRT) 75

Protocolo 91, 120, 127, 273, 372

Trietanolamina 306

Tungstênio 90, 95, 344

U

Ultramicrotomia 351, 353, 354, 355

Urease 330

UV crosslinker 223, 319

V

Vermelho-Pounceau 369

Vetor

Binário 35, 56, 57, 59, 60, 61, 63, 67, 124, 125, 128, 
138, 140, 141, 227

Cointegrado 56, 57, 58, 59, 60

Intermediário 35, 57, 59, 60, 61

Viral 137, 138, 139, 140, 142, 143

VIGS ver silenciamento gênico induzido por vírus

W

Western blot 103, 142, 360, 361, 362, 363, 368, 374

Wholemount 304, 305, 307

X

X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucuronídeo) 151, 
153, 439

Z

Zeta-probe 369, 372
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