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Apresentacao

Biosseguranca é o conjunto de procedimentos, métodos e acdes
capazes de eliminar ou minimizar riscos intrinsecos a atividades de
pesquisa e extensao, que podem comprometer a saude do trabalhador,
tornando necessario e essencial a adocdo de medidas associadas a um
plano de educacao, considerando as normas nacionais e internacionais
de seguranca vigentes.

Consequentemente, esta publicagdo tem por objetivo auxiliar usuarios
de laboratérios com Certificado de Qualidade em Biosseguranca, como
os laboratérios de Genética Molecular e Biotecnologia da Embrapa
Amazonia Oriental, para que conhegam conceitos, metodologias e
regras que devem ser seguidos rotineiramente, visando a protecao

da sua salde e do meio ambiente, com foco na reducao de riscos de
modo geral.

Adriano Venturieri
Chefe-Geral da Embrapa Amazénia Oriental
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Introducao

A Comisséo Interna de Biosseguranca (CIBio) da Embrapa Amazénia
Oriental foi criada em atendimento a Lei n° 11.105, de 24 de marco

de 2005, que estabelece normas de seguranca e mecanismos

de fiscalizacao para as técnicas de manipulacao de organismos
geneticamente modificados (OGM), a qual é regulada pela Comissao
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), tendo como orientacdes
o estimulo ao avanco cientifico nas dreas de Biosseguranca e
Biotecnologia, visando a protecao a vida, a saude animal e vegetal e ao
meio ambiente.

Desse modo, o Manual de Biosseguranca da Embrapa Amazénia
Oriental foi elaborado no intuito de disponibilizar de forma organizada
aos colaboradores da Unidade as normas, responsabilidades e
procedimentos de rotina que devem ser realizados nas areas que
possuem Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB), com a
finalidade de eliminar e/ou diminuir os riscos envolvidos nas atividades
laboratoriais, preservando, assim, a seguranca das pessoas e do
ambiente de trabalho.
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Sao apresentadas as recomendacdes em biosseguranca realizadas

pela Embrapa e que devem ser adotadas por todos os usudrios nas
dependéncias dos laboratérios de Genética Molecular e Biotecnologia da
Unidade, visto que tais laboratérios compartilham o CQB 263/08, que
os habilita a desenvolver atividades envolvendo OGMs pertencentes a
classe de risco 1, Nivel de Biosseguranca NB-1.

Vale ressaltar que a CIBio da Embrapa Amazoénia Oriental é o comité
deliberativo e fiscalizador das atividades envolvendo manipulacéao e
uso de OGMs no ambito desta Unidade da Embrapa, ao qual compete
monitorar e vistoriar todas as atividades com OGM e seus derivados,
fazendo-se cumprir as normas de biosseguranca estabelecidas pela
CTNBio.

DefinicGes

Agentes infecciosos — Sdo aqueles com potencial para causar
infeccoes, doencas ou lesdes, em graus variados, aos seres humanos
ou a outros organismos, tais como bactérias, fungos, virus, OGMs e
protozodrios, entre outros.

Biosseguranca — E um conjunto de procedimentos, acdes, técnicas,
metodologias, equipamentos e dispositivos capazes de prevenir,
eliminar ou minimizar riscos inerentes a todos os tipos de atividade que
possam comprometer a salde humana, animal e do meio ambiente,
portanto, preza pela seguranca de modo geral. Entretanto, no &mbito da
Lei de Biosseguranca (n° 11.105, de 24 de marco de 2005), o foco de
atencdo sao os OGMs.

Comissédo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) — E uma
instancia colegiada multidisciplinar, criada por meio da Lei n® 11.105,
de 24 de marco de 2005, cuja finalidade é prestar apoio técnico
consultivo e assessoramento ao governo federal na formulacao,
atualizacao e implementacao da Politica Nacional de Biosseguranca
relativa a OGM, bem como no estabelecimento de normas técnicas
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de seguranca e pareceres técnicos referentes a protecao da saude
humana, dos organismos vivos e do meio ambiente, para atividades
que envolvam a construcao, experimentacao, cultivo, manipulacao,
transporte, comercializacao, consumo, armazenamento, liberacao

e descarte de OGM e derivados. E a responsavel pela emisséo

do Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB) para o
desenvolvimento de atividades com OGMs no Pais.

Comisséo Interna de Biosseguranca (CIBio) - E a instancia colegiada
responsavel pelo monitoramento e vigilancia das atividades com OGM
e seus derivados e por fazer cumprir as normas de biosseguranca
vigentes determinadas pela CTNBio. Sao de sua responsabilidade a
divulgacao e verificacao do cumprimento das normas e recomendacoes
da CTNBio, por meio de comunicacoes e inspecoes de instalacdes

e equipamentos. A CIBio também se configura como instancia
deliberativa local para avaliacao e acompanhamento das atividades de
pesquisa, desenvolvimento e prestacao de servicos que utilizem OGMs
e derivados em sua conducédo, além de acompanhamento do transito de
material geneticamente modificado entre diferentes areas com CQBs.
Toda instituicdo que se dedique ao ensino, a pesquisa cientifica, ao
desenvolvimento tecnolégico e a producao industrial que utilize técnicas
e métodos de engenharia genética, realize pesquisas com OGMs e seus
derivados, ou precise importar OGM e seus derivados devera criar uma
CIBio. Na Embrapa Amazoénia Oriental, a CIBio é subordinada ao chefe-
-geral da Unidade, que responde legalmente por qualquer acdo que
viole a Lei de Biosseguranca n® 11.105/2005, e que, juntamente com a
CIBio, fica encarregado de assegurar a observancia das disposicdes da
Resolucdo da CTNBio envolvendo OGMs.

Classe de risco — Classe de risco de OGM se baseia na Resolucao
Normativa n® 2 da CTNBio, de 27 de novembro de 2006, sendo
principalmente orientada pelo potencial de risco que um determinado
microrganismo patogénico oferece ao individuo, a comunidade e ao
meio ambiente.

11
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Clonagem - E o processo de reproducédo assexuada baseada em um
Unico patrimdnio genético, com ou sem utilizacdo de técnicas de
engenharia genética.

Contencao — Sao acdes e métodos de seguranca utilizados durante
a manipulacao de materiais biolédgicos considerados de risco dentro
do laboratério, tendo como objetivo a reducdo ou minimizacao de
exposicao a riscos dos profissionais que atuam no ambiente.

Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB) — E necessério as
entidades nacionais, estrangeiras ou internacionais, para que possam
desenvolver atividades relativas a OGM e derivados, devendo ser
requerido pelo proponente e emitido pela CTNBio (cf. art. 8° do Decreto
1.752, de 20 de dezembro de 1995). As agéncias financiadoras ou
patrocinadoras de atividades ou de projetos que preveem o uso de
OGM deverao exigir o CQB das instituicoes beneficiadas.

Engenharia genética — E a atividade de producdo e manipulacdo de
moléculas de DNA/RNA recombinante para fins de manipulacao dos
genes de qualquer organismo a partir de experimentos artificiais,
resultando na duplicacédo, transferéncia ou isolamento de genes-alvos.

Organismo doador — E o organismo doador de sequéncia de DNA ou
RNA que sera usada para transformar geneticamente um organismo
receptor, via engenharia genética.

Organismo receptor — E o organismo que ird sofrer a transformacéo
genética por meio da utilizacdo de técnicas de engenharia genética.

Organismo Geneticamente Modificado (OGM) - E todo organismo que
recebeu material genético de outro organismo de modo a favorecer
alguma caracteristica desejada.

Equipamento de Protecao Coletiva (EPC) — Sao itens fixos ou méveis,
instalados a fim de propiciar a protecao coletiva de todos aqueles que
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compartilham um determinado ambiente e visam proteger a salde e
a integridade fisica dos trabalhadores em ambientes laborais factiveis
de exposicao a situacdes de risco, sejam eles quimicos, fisicos

ou biolégicos. Entre os principais EPC destacam-se: fitas, placas

de sinalizacao, grades e dispositivos de bloqueio, barreiras contra
luminosidade e radiacao, exaustores, corrimao, chuveiros, pias, etc.
Nao proporcionam incémodo ao trabalhador e protegem a integridade
fisica dos colaboradores e de terceiros presentes.

Equipamento de Protecéo Individual (EPI) — E todo dispositivo de uso
individual utilizado pelo trabalhador, destinado a evitar danos a salde e
a vida do trabalhador. A empresa é obrigada a fornecer gratuitamente
aos empregados e em perfeito estado de conservacao e funcionamento
os EPIs adequados ao risco ao qual o colaborador serd exposto. Sao
considerados como EPIs: protetores da cabeca, olhos e face, auditiva,
respiratéria, membros superiores e inferiores, como capacete, 6culos,
mascaras, respiradores, luvas, jalecos, sapatos, entre outros.

Material biolégico — E todo material que contém informacao genética
e é capaz de autorreproducdo ou de ser reproduzido em um sistema
biolégico, incluindo os organismos cultivaveis e microrganismos, as
células humanas, animais e vegetais, as partes replicaveis destes
organismos, células/particulas/fragmentos (bibliotecas genémicas,
plasmideos, virus e fragmentos de DNA clonado), prions e os
organismos ainda nao cultivados.

Nivel de Biosseguranca (NB) — Consiste no nivel de contencao
necessario para promover a protecao e a seguranca necessarias

em um determinado ambiente, e que indica o nivel do método de
biosseguranca que deve ser utilizado e adverte sobre o grau de
protecdo e contencao necessdarios para que se permita a realizacao
de atividades em que se utilizam OGMs de forma segura e com risco
minimo para o operador e para o meio ambiente.
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Procedimento Operacional Padrdo (POP) — E um documento que
descreve todo o planejamento do trabalho a ser executado, contendo
uma descricdo detalhada de todas as etapas necessarias para a
realizacao de uma tarefa.

Risco — E a probabilidade de um evento acontecer, seja ele uma
ameaca, quando negativo, ou oportunidade, quando positivo,
decorrente de processos ou situacdes envolvendo OGM e seus
derivados.

Risco biolégico — Considera-se agentes de risco bioldgico as bactérias,
fungos, parasitos, virus, entre outros, que apresentam a capacidade
de causar danos a outros seres vivos, como animais e plantas, ou

ao ambiente, e ainda qualquer organismo que tenha sido manipulado
geneticamente (OGMs).

Trabalho em contencdo - E a atividade com agentes biolégicos
patogénicos ou potencialmente patogénicos aos seres vivos e ao
ambiente em condicdes que ndo permitam seu escape ou liberacao para
o ambiente, podendo ser realizada em pequena ou grande escala.

Vetor - E o0 agente carreador da sequéncia gendmica que sera
introduzida no organismo receptor.

Classificacdo de risco biolégico

Considera-se agentes de risco biolégico todo organismo, particula

ou substéncia oriunda de um organismo que traz qualquer tipo de
ameaca, como bactérias, fungos, parasitas, virus, entre outros, assim
como qualquer organismo que tenha sido manipulado geneticamente
(OGM). Tais agentes de risco biolégico podem provocar inimeras
doencas, incluindo tuberculose, brucelose, maléaria e febre amarela,
quando um colaborador é exposto a estes agentes patogénicos sem
que corretas medidas de protecao e contencao estejam presentes. As
principais vias envolvidas num processo de contaminacao biolégica sao
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as vias cutanea, respiratoéria (aerosséis), conjuntiva e oral. Os riscos
sdo avaliados em funcao do poder patogénico do agente infeccioso,

da sua resisténcia no meio ambiente, do modo de contaminacao,

da importancia da contaminacao (dose), do estado de imunidade do
manipulador e da possibilidade de tratamento preventivo e curativo
eficaz. Os agentes bioldgicos que afetam a saide do homem e do meio
ambiente sao distribuidos em classes de risco assim definidas:

Classe de risco 1 — Baixo risco individual e para a coletividade. Inclui
0s agentes biolégicos conhecidos por nao causarem enfermidades
humanas ou de importancia veterinaria. Ex: Lactobacillus sp.; Bacillus
subtilis; Escherichia coli, entre outros. Requer o nivel 1 de contencao
para a manipulacao dos agentes bioldgicos da classe de risco 1. Nao
hé necessidade de isolamento de area, sendo suficiente a adequacao
do espaco para a realizacao das atividades e a adocao de boas praticas
laboratoriais.

Classe de risco 2 — Risco individual moderado e limitado risco para a
comunidade. Inclui os agentes biolégicos que provocam infeccbdes no
homem ou nos animais, cujo potencial de propagacao na comunidade
e de disseminagcdao no meio ambiente é limitado, porém dispoe-se

de medidas eficazes de tratamento e prevencao. Ex: Schistosoma
mansoni; Chlamydia pneumoniae; Escherichia coli (todas as cepas
enteropatogénicas, enterotoxigénicas, enteroinvasivas e detentoras
do antigeno K1); Haemophilus influenzae; Helicobacter pylori;
Salmonella ssp (todos os sorotipos); Trypanosoma spp.; Rhizoctonia
spp; Papillomavirus, entre outros. Requer o nivel 2 de contencao para
a manipulacao dos agentes biolégicos da classe de risco 2, sendo
usado nos laboratérios clinicos ou hospitalares de niveis primarios de
diagndstico. Ha necessidade de treinamento, adocao das boas praticas,
uso de EPIs e EPCs, e desenho e organizacado do laboratério.

Classe de risco 3 — Alto risco individual e moderado risco para a
comunidade. Inclui os agentes biolégicos que possuem capacidade
de transmissao por via respiratéria e que causam patologias humanas

15
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ou animais potencialmente letais, entretanto, existe profilaxia e/ou
tratamento preventivo. Ex: Bacillus anthracis; Clostridium botulinum;
Mycobacterium tuberculosis; Coccidioides immitis; Herpesvirus,
Retrovirus, entre outros. Requer o nivel 3 de contencao para a
manipulacdo dos agentes biolégicos da classe de risco 3. E necessério,
além dos itens relatados na classe de risco 2, a construcao de
laboratérios especiais, que devem ter rigidos controles de acesso e
operacao, inspecao e manutencao das instalacoes e equipamentos.

Classe de risco 4 — Alto risco individual e para a comunidade. Inclui

os agentes biolégicos com grande poder de transmissibilidade por via
respiratéria ou de transmissao desconhecida, ndo havendo nenhuma
medida profilatica ou terapéutica eficaz, com alta capacidade de
disseminacao na comunidade e no meio ambiente. Inclui principalmente
os virus. Ex: virus Ebola; virus da hepatite viral do pato tipos 1, 2 e 3,
entre outros. Requer o nivel 3 de contencdo para a manipulacdo dos
agentes bioldgicos da classe de risco 3. O laboratério é funcionalmente
independente de outras areas. Sao necessarios, além dos itens
relatados nas classes de risco 1, 2 e 3, barreiras de contencéao e
procedimentos especiais de seguranca.

Classe de risco especial — Alto risco de causar doenca animal grave
e de disseminacado no meio ambiente. Inclui agentes biolégicos de
doenca animal ndo existente no Pais, que podem gerar graves perdas
econdmicas e/ou na producao de alimentos. Ex: virus da aftosa com
seus diversos tipos e variantes; virus da coélera suina, virus da peste
avidria; virus da peste bovina.

No caso de mais de uma espécie de um determinado género ser
patogénica, sao representadas pelo género seguido da denominagao
spp, indicando que outras espécies do género podem ser
patogénicas. A classificacdo de parasitas e as respectivas medidas
de contingenciamento se aplicam somente para os estagios de seu
ciclo durante os quais sejam infecciosos para o homem ou animais.
Os agentes incluidos na classe especial deverao ser manipulados
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em area NB-4, enquanto ainda nao circularem no Pais, devendo ter
sua importacao restrita, sujeita a prévia autorizacdo das autoridades
competentes.

No caso de OGM, a classe de risco resultante nao podera ser inferior a
classe de risco do organismo receptor, exceto nos casos em que exista
reducdo da viruléncia e patogenicidade do OGM. O OGM que contenha
sequéncias de DNA/RNA de organismos ou agentes infecciosos
desprovidos de potencial de expressdo nas atividades e projetos
propostos sera classificado na mesma classe de risco do organismo
receptor. O OGM que contenha sequéncias de DNA/RNA derivadas de
organismos de classe de risco superior e com potencial de expressao
podera ser classificado na classe de risco do organismo receptor, a
critério da CTNBio, desde que reconhecidamente ndo associadas a
toxicidade ou patogenicidade nas atividades e projetos propostos.

Niveis de biosseguranca

O nivel de biosseguranca de um procedimento seréd determinado
segundo o agente biolégico de maior classe de risco envolvido. A
CTNBio é responsavel pelas atribuicdes relativas ao estabelecimento
de normas, analise de risco, definicao dos Niveis de Biosseguranca e
classificacao de OGMs, sendo verificado o potencial patogénico do
organismo doador e receptor, as sequéncias nucleotidicas transferidas,
a expressao das sequéncias no organismo receptor e a severidade dos
danos. Todo OGM deveréa possuir um marcador capaz de identifica-lo
dentre uma populacao da mesma espécie, e o vetor utilizado para genes
que codificam produtos especificos devera ter capacidade limitada para
sobreviver fora do ambiente de contencao.

Os OGMs sao classificados em quatro classes de risco (capitulo 4 da
RN2 da CTNBio, de 27 de dezembro de 2006).

Nivel de Biosseguranca 1 (NB-1) — Inclui as atividades e os projetos
de pesquisa que envolvam OGM da classe de risco 1, considerados de
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baixo risco individual e baixo risco para a coletividade. Os organismos
envolvidos (receptor e doador do transgene) ndo sao causadores de
efeitos adversos a saude e ao meio ambiente. Nao é necessario que
as instalacdes estejam isoladas das demais dependéncias fisicas da
instituicao, sendo as atividades e projetos conduzidos geralmente

em bancada, biotério ou casa de vegetacao. Todos os usuérios
deverao receber treinamento especifico sobre os procedimentos

de biosseguranca utilizados no local de trabalho. Todo residuo
contaminado com OGM deve ser descontaminado antes de ser
descartado. E necessario que tenha pias para lavagem das maos e
higienizacdo de equipamentos, além de ser obrigatério o uso de EPIs
e EPCs, visando minimizar o risco de exposicdo ao OGM. Materiais
contaminados s6 podem ser retirados do laboratério em recipientes
rigidos e a prova de vazamentos. Deve ser providenciado um programa
rotineiro de controle de insetos e roedores.

Nivel de Biosseguranca 2 (NB-2) - Inclui trabalhos que envolvam
agentes de risco moderado para as pessoas e para 0 meio ambiente.
O OGM contém sequéncias de DNA/RNA de organismo doador ou
receptor com moderado risco de agravo a salde humana e animal,

e tem baixo risco de disseminacao e de causar efeitos adversos aos
vegetais e a0 meio ambiente. As instalacdes e procedimentos exigidos
para o NB-2 devem atender as especificacOes estabelecidas para o
NB-1, acrescidos de: necessidade de haver uma autoclave disponivel
em seu interior, para permitir a descontaminacao de todo o material
antes do descarte, sem o transito do OGM por corredores e outros
espacos nao controlados; utilizacdo de cabines de seguranca biolégica
(Classe | ou ll); o acesso ao laboratério deve ser limitado durante os
procedimentos operacionais; as salas devem ser mantidas trancadas
quando fora de uso; roupas contaminadas devem ser desinfestadas
com técnica adequada e nao devem ser guardadas junto com trajes
pessoais no mesmo armario; usar luvas adequadas em todo tipo de
atividade que possa resultar em contato acidental direto com sangue,
tecidos, fluidos ou animais infectados. E recomendéavel nio permitir

o trabalho de pessoas portadoras de ferimentos, queimaduras,



Manual de Biosseguranca da Embrapa Amazoénia Oriental

imunodeficientes ou imunodeprimidas; ha necessidade de providenciar
o exame médico periddico e kits de primeiros socorros na area de apoio
ao laboratério. Devem-se estabelecer normas e procedimentos com
ampla divulgacao para todos os trabalhadores sobre o potencial de risco
associado ao trabalho, bem como sobre os requisitos especificos (por
exemplo, imunizacao) para entrada em laboratério, e sobre o tipo de
material biolégico manipulado. O simbolo de "Risco Biolégico" deve ser
colocado na entrada do laboratdrio onde agentes etiolégicos estiverem
sendo utilizados.

Nivel de Biosseguranca 3 (NB-3) - Inclui os trabalhos que envolvam
agentes de risco biolégico da classe 3, ou seja, que acarretam elevado
risco individual e baixo risco para a comunidade e podem causar
doencas sérias e potencialmente letais. O pessoal do laboratério

deve ter treinamento especifico no manejo de agentes patogénicos,
devendo ser supervisionados por cientistas com vasta experiéncia
com esses agentes. O laboratério deverd ter instalacdes compativeis
para o NB-3. Além das préaticas de biosseguranca estabelecidas

para o NB-2, o trabalho com agentes de risco 3 nao permite que
menores de 18 anos de idade entrem no laboratério. Todos os
procedimentos que envolverem a manipulacdo de material infeccioso
devem ser conduzidos dentro de cabines de seguranca biolégica

ou outro dispositivo de contencao fisica. Os manipuladores devem
usar uniforme completo especifico para as areas de trabalho com
OGM, sendo proibido o uso dessas roupas fora do laboratério. As
roupas devem ser descontaminadas antes de serem encaminhadas

a lavanderia ou para descarte. Devem ser usadas mascaras faciais
apropriadas ou respiradores nas salas onde sao manipulados animais
de experimentacao. Os animais devem ser mantidos em sistemas de
confinamento parcial. Toda a superficie de trabalho deve ser selada e
sem reentrancias, para facilitar limpeza e descontaminacao. As janelas
do laboratério devem ser fechadas ou lacradas e as portas de acesso
ao laboratério ou ao médulo de contencao devem possuir fechamento
automatico. As linhas de vacuo devem estar protegidas com filtro de
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ar com elevada eficiéncia e coletores com liquido desinfetante. Todo o
pessoal deverd tomar banho ao deixar essas areas de trabalho.

Nivel de Biosseguranca 4 (NB-4) — Este nivel de contencado deve ser
usado sempre que o trabalho envolver organismo ou OGM resultante
de organismo receptor ou parental com potencial patogénico
desconhecido. Além dos procedimentos e praticas citados para

os outros niveis de biosseguranca, requer outros especificos. Os
laboratérios devem ser de contencdo méaxima, contendo portas
hermeticamente fechadas, funcionando sob o controle direto das
autoridades sanitarias. A instalacao laboratorial deve estar localizada
em uma edificacdo separada ou em uma area controlada dentro

do edificio, que seja totalmente isolada de todas as outras. Devem
ser usadas cabines de seguranca biolégica Classe lll ventiladas

por sistema de suporte de vida. O trabalho no laboratério deve ser
sempre executado em dupla. E necesséria a elaboracdo de um manual
de trabalho pormenorizado, o qual deve ser testado previamente.
Nenhum material deverd ser removido do laboratério, a menos que
tenha sido autoclavado ou descontaminado em autoclave de dupla
porta, camara de fumigacao ou sistema de antecamara pressurizada,
exceto os materiais biolégicos que necessariamente tenham que ser
retirados na forma vidvel ou intacta. Deve-se trocar a roupa comum
por roupa protetora completa e descartavel, sendo exigido um
chuveiro especial para desinfeccdo quimica das pessoas que deixam
o vestuario. Todos os residuos devem ser incinerados apés serem
removidos do laboratério. Todos os liquidos que deixam o laboratério,
incluindo a 4gua do chuveiro, precisam ser descontaminados antes de
serem definitivamente descartados. Equipamentos ou materiais que
nao resistam a temperaturas elevadas devem ser descontaminados
utilizando-se gases ou vapor em camara especifica. Deve-se prever uma
unidade de quarentena, isolamento e cuidados médicos para o pessoal
suspeito de contaminacao.
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Recomendacdes e procedimentos
de biosseguranca 1 (NB-1)

As medidas de biosseguranca devem ser adotadas por laboratérios

e associadas a um plano de educacdo, com base nas normas
nacionais e internacionais de transporte, conservacao e manipulacao
de microrganismos patogénicos, garantindo assim a seguranca

e integridade vital dos funcionéarios. Os laboratérios da Embrapa
Amazoénia Oriental que possuem CQB detém permissao para
desenvolver atividades de pesquisas classificadas no nivel de
biosseguranca 1, com menor grau de risco, sendo o nivel mais basico
de protecdo, o qual requer o uso de EPIs, EPCs, adocédo de Boas
Praticas e adequacado das instalac6es onde as seguintes praticas devem
ser adotadas:

Nao héa necessidade de separar o laboratério das demais dependéncias do
edificio. As atividades devem ser realizadas em bancadas com superficie
impermeavel, a qual deve ser limpa e descontaminada diariamente. Requer
uma pia especifica para lavar as maos antes e apés o trabalho, ndo exigindo
equipamentos especiais de contencao. A organizacdo e as instalacdes
devem permitir a facil limpeza e descontaminacédo. As paredes devem ser
lisas e o piso deve ser antiderrapante, ndo poroso, impermeavel a liquido
e resistente a produtos quimicos. Toda a edificacao deve ser adequada,
conforme estabelecido nas normas legais.

As portas do laboratério devem ser mantidas fechadas, preferencialmente
articuladas com sistema de molas. A abertura de todas as portas devera
ser feita no sentido de dentro das salas para fora. As portas de saida
de emergéncia devem estar identificadas, preferencialmente dotadas de
sistema de barra para abertura por toque.

O acesso ao laboratério deve ser limitado de acordo com a definicdo do
responsavel, nao sendo permitida a entrada de animais e criancas, assim
como comer, beber ou utilizar cosméticos no laboratério. A sinalizacao
contendo o simbolo internacional de risco biolégico e adverténcia de area
restrita é obrigatéria. E necessario identificar o nome do responsavel pelo
laboratério e/ou pelas areas constantes do CQB, nome do OGM e contato
da CIBio. Deve ser feito o registro de acessos didrios da entrada e saida no
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laboratério e dos experimentos em conducao, e apresentar lista de pessoas
autorizadas ao acesso ou controle de acesso eletrénico.

Deve haver manutencdo peridédica de equipamentos, conforme
recomendacado do fabricante. Identificar equipamentos, armdérios e caixas
de uso para ensaios, armazenamento e transporte de OGM.

Os usuérios do laboratério devem ser treinados em biosseguranca e nos
procedimentos laboratoriais. Pessoas com a saude debilitada ou lesdes na
pele devem abster-se de trabalhar com patégenos humanos. Equipamentos
de protecao coletiva devem estar disponiveis em local identificado e de facil
acesso. Dentro dos laboratérios deve estar disponivel local para guarda de
jalecos e outros equipamentos de protecédo individual. Deve-se usar jalecos
apenas no laboratério, sapatos fechados e luvas quando manusear material
quimico e bioldgico. Objetos de uso pessoal ndo devem ser guardados no
laboratério.

Usar micropipetas, capela de exaustdo para riscos quimicos, cabine de
seguranca bioldégica e dispositivo de contencdo de aerossdis, quando
necessario. Os locais do laboratério onde houver a manipulacdo de
reagentes quimicos perigosos deverdo ser identificados. Ex: brometo
de etidio. Deve haver almoxarifado e armario para armazenamento de
materiais e reagentes, com controle interno.

Todo o material com contaminacao biolégica deve ser introduzido em
recipiente de vidro com tampa para ser autoclavado antes de ser descartado,
conforme orientacdes de descarte. Portanto, seringas com agulhas devem
ser descartadas como lixo patolégico. Todos os coletores de material para
descarte devem estar corretamente identificados contendo inclusive os
simbolos de Biosseguranca e Riscos/Periculosidade, em se tratando de
descarte diferente de acordo com os grupos de residuos.

Qualquer acidente de trabalho deve ser imediatamente comunicado ao
responsavel pelo laboratério para registro e acompanhamento junto ao
setor de salde e bem-estar da Unidade, assim como a CIBio, caso haja
necessidade.

Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs)

Os EPIs consistem nas barreiras primarias que protegem a integridade
fisica e a saude do trabalhador. Segundo lei trabalhista, é obrigacdo do
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trabalhador usar e conservar os EPIs, podendo ser responsabilizado,
caso nao utilize, com multa no Ministério do Trabalho, podendo
responder na area criminal ou civil e sofrer sancdes trabalhistas. O EPI
verdadeiro tem Certificado de Aprovacao (CA). Sdo exemplos:

Jalecos - Sdo usados para fornecer uma barreira de protecao, visando
reduzir os riscos provenientes da manipulacdo de agentes quimicos e
biolégicos. Protegem a roupa e a pele dos trabalhadores, e devem ser
usados apenas nas areas de trabalho, ndo sendo colocados no armario
em que sado guardados objetos pessoais. Devem sempre ser de algodao
ou fibra sintética, possuindo mangas longas. Os descartaveis devem ser
resistentes e impermeaveis.

Luvas — Sdo usadas para prevenir a contaminacado das maos do trabalhador
de agentes quimicos e biolégicos, devendo ser descartadas de forma
segura ap6s o uso. O uso de luvas ndo substitui a necessidade da lavagem
das maos. Usar luvas apenas no ambiente de trabalho e nao reutilizar luvas
descartéaveis.

Calcados de seguranca — S&o usados para protecao dos pés contra
umidade e agentes quimicos e biolégicos, ndo sendo permitido o uso de
sapatos abertos.

Protetores oculares e faciais — Sdo usados quando houver necessidade de
proteger os olhos e a face contra respingos, objetos impactantes, aerossoéis
e fonte artificial de radiacdo de ultravioleta.

Protetores respiratérios — Sao utilizados para proteger o aparelho
respiratorio e devem ser selecionados conforme o risco inerente a atividade
a ser desenvolvida.

Equipamentos de Protecdo Coletiva (EPCs)

Sao equipamentos que possibilitam a protecao coletiva do pessoal do
laboratério e do meio ambiente. Sao exemplos:

Chuveiro — Chuveiro de aproximadamente 30 cm de diametro, acionado por
alavancas e localizado em local de facil acesso. Em caso de emergéncia,
deve-se ficar 15 minutos de fluxo continuo sob a ducha.

Capelas de exaustdo — Camara que funciona com o sistema de exaustor
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ligado e com a janela frontal parcialmente aberta para colocar apenas os
bracos dentro. Mesmo durante seu funcionamento, é obrigatério o uso
de EPIs. Usada para trabalhos com produtos quimicos, toxicos, volateis,
vapores agressivos, particulas ou liquidos perigosos em grande quantidade,
prejudiciais para a salde humana. Toda manipulacdo que possa ocasionar
uma reacao perigosa deve ser feita dentro de uma capela.

e Cabines de seguranca biolégica — Constituem o principal meio de contencao
contra agentes biolégicos. Sao classificadas em trés tipos: Classe |, Classe
Il - A, B1, B2, B3, e Classe lll, em que varia o tipo e o nimero de filtros
usados, a orientacdo da ventilacdo, a vedacdo e o uso de sistemas de
esterilizacdo, como a luz UV.

e Extintores — E um equipamento que possui a finalidade de extinguir ou
controlar principios de incéndios em casos de emergéncia. Pode ser
carregado até o local do foco do incéndio, funcionando sob pressédo. Sao
classificados da seguinte forma: a base de 4gua, a base de CO2 em pé, a
base de pé seco, a base de espuma contra liquidos inflaméaveis e a base de
bromoclorodifluorometano (BCF).

Procedimentos minimos para trabalho em areas com
CQB

Trabalhos em um laboratério, especialmente em areas com CQB,
determinam a adocdo de uma série de procedimentos a fim de evitar
a contaminacao de equipamentos e de todos aqueles que utilizam
ou frequentam o laboratério, como técnicos, pesquisadores, alunos
e profissionais da limpeza. Para tal, alguns cuidados devem ser
observados, tais como:

e Todos os membros da equipe técnica do laboratério, casa de vegetacao
e campo experimental, estagiarios e terceirizados devem ser formalmente
treinados e orientados para que seja exigido o cumprimento das regras de
biosseguranca.

e Todos os usudrios do laboratério sao responsaveis pela limpeza e
organizacao do ambiente de trabalho.

e A utilizacdo de EPIs e EPCs é obrigatéria e os mesmos devem ser utilizados
corretamente e sempre que necessario. EPIs ndo podem ser usados ou
descartados fora da area de trabalho.
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e E necesséario o controle das atividades de pesquisa com OGMs e dos
acessos as areas com CQB.

e O descarte de OGMs, materiais e residuos de OGM deve ser realizado
conforme as normas de biosseguranca estabelecidas.

Procedimentos de descarte de
material biolégico

A classificacdo dos residuos é baseada na Resolucdo Conama n° 5,
Resolucdo Conama 283, NBR-10004 e NBR-12808 da ABNT, e objetiva
agrupar os residuos segundo suas caracteristicas biolégicas, fisicas,
quimicas, estado da matéria e origem, para 0 seu manejo seguro.

No caso do descarte de material biolégico, consideram-se culturas

ou estoques de microrganismos infecciosos, instrumentos usados

para manipulacao e inoculagao, vacinas, filtros, sangue, tecidos, etc.
Todos os residuos devem ser descartados segundo as normas legais e
técnicas vigentes.

Todo material biolégico contaminado que ofereca risco a salde devera
ser autoclavado antes do descarte e nunca ser jogado na pia ou no
lixo comum. Todos os utensilios que entrarem em contato direto com
o material deverao passar por desinfeccao posterior antes de serem
lavados ou descartados. Deverao ser autoclavados a 120 °C, pressao
de 1 atm por 20 minutos. Lixo contaminado deve ser embalado em
sacos plasticos autoclavaveis para o lixo tipo 1, de capacidade maxima
de 100 L, indicados pela NBR 9190 da ABNT.

O descarte de residuos perfurocortantes (agulhas, seringas, tubos
quebrados, tubos contendo material biolégico, laminas, etc.), que € a
principal fonte potencial de risco, deve ser realizado em recipientes de
paredes rigidas com tampa e resistentes a autoclavagem, devidamente
etiquetados, ou em caixas coletoras préprias para o material infectante.
A agulha nado deve ser entortada ou retirada da seringa apds o uso.
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Residuos biolégicos oriundos de OGMs devem ser descartados de
acordo com as normas especificas da CTNBio (Resolucdo Normativa
n°® 02/2006), devendo ser inativados para impedir sua disseminacéo.
Orienta-se que os residuos sejam autoclavados por 30 minutos, a

121 °C e 1 atm de pressao antes de serem descartados. Em caso

de alteracdo genética de um OGM previamente liberado pela CTNBio,
o descarte poderéa ser similar ao ocorrido para o organismo nao
transgénico. No entanto, caso o OGM ainda nao tenha sido liberado,

o material devera ser destruido, considerando incineracao, isolamento
ou serem enterrados. Podem ser moidos, autoclavados ou germinados,
seguido de destruicao quimica ou mecanica. O material utilizado na
limpeza do local devera ser autoclavado e incinerado. Todas as areas
para manipulacdo de OGMs devem apresentar CQB e a instituicao deve
ter constituida sua CIBio.

Observacgdo: As disposicOes inadequadas dos residuos gerados em
laboratério poderao constituir focos de doencas infectocontagiosas e de
escape de OGMs se nao forem observados os procedimentos para seu
tratamento.

Lembre-se: Biosseguranca mais descarte correto do lixo implica na
preservacao da vida de outros trabalhadores e do meio ambiente.

Manuseio de Organismos
Geneticamente Modificados (OGMs)
e infracodes

As areas para manipulacdao de OGMs devem ter CQB e a instituicao
deve ter constituida sua CIBio. Quaisquer atividades que envolvam
OGM no Brasil devem ser comunicadas e autorizadas pela CTNBio.

Na Embrapa Amazoénia Oriental, todas as atividades que envolvam
OGMs, incluindo alteracdes nas atividades anteriormente aprovadas
pela CTNBio, devem ser informadas a CIBio da Unidade, visando

a autorizacao das acodes pelo 6érgao competente. O pesquisador
responsavel pela atividade deve conduzir os trabalhos de acordo com as
normas de biosseguranca recomendadas pela CTNBio.
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O manuseio de OGMs devera ser realizado apenas por pessoal treinado
e autorizado, assegurando que as atividades deverao ser iniciadas
apds permissdo concedida pela CTNBio; devera ser solicitada a
CIBio autorizacao para transferéncia de OGMs, dentro do territério
nacional, com base nas resolucdoes normativas da CTNBio, enviando
a CIBio solicitacao de autorizacao de importacao de OGMs e seus
derivados, para que seja submetida a aprovacao da CTNBio; deverao
ser informadas a CIBio as mudancas na equipe técnica do projeto;
devem ser relatados a CIBio todos os acidentes e agravos a saulde
possivelmente relacionados as atividades com OGMs; devem ser
fornecidas a CIBio informacdes adicionais, quando solicitadas, bem
como atender a possiveis auditorias da CIBio.

A Embrapa Amazénia Oriental ainda ndo desenvolve pesquisas com
espécies vegetais geneticamente modificadas, entretanto, como a
CIBio dessa instituicdo atua segundo a legislacdo vigente (Resolucao
Normativa N° 02/2006), todo trabalho envolvendo a classe de risco

1 deve atender as normas de biosseguranca exigidas para o NB-1,
considerando a manipulacdo de OGMs da classe de risco 1. Nesse
caso, a casa de vegetacao devera ser mantida trancada quando nao
houver pessoas trabalhando, sendo o acesso restrito a equipe técnica.
Deve possuir telas antiofidicas, podendo ter ventilacdo no teto. Ha
necessidade de se ter estabelecido um programa obrigatério de controle
de plantas invasoras, animais ou patégenos. Nao hé necessidade de
barreiras para pdlen, exceto para plantas aldgamas e anemofilas. Todos
os tipos de tecidos vivos s6 podem ser retirados da casa de vegetacao
com finalidade para pesquisa em instalacdes em regime de contencao,
armazenamento ou descarte. A liberacdo no meio ambiente ocorrera
apds autorizacdo da CTNBio (Resolucdao Normativa n® 6/novembro de
2008 e Resolugcao Normativa n°® 8/junho de 2009).

a) Transporte — O transporte de OGMs é regulado por legislacao vigente
(Instrucdao Normativa CTNBio n° 4, de 19 de dezembro de 1996, da
CTNBio, Lei de Biosseguranca n° 11.105, Instrucao Normativa CTNBio
n® 17, de 17 de novembro de 1998) e depende da classificacao e do
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destino do OGM. E necessério que tanto a entidade remetente quanto a
de destino possuam CQB. Para OGMs da classe de risco 1, o pesquisador
principal devera notificar, anteriormente a remessa do material, as CIBio
de sua instituicdo e da instituicdo de destino. O pesquisador principal
remetente deve assegurar que o OGM a ser transportado estard contido
em embalagens firmemente fechadas ou vedadas, para prevenir o escape
do mesmo. Todo o material deve estar devidamente etiquetado e contendo
o simbolo de biosseguranca.

b) Armazenamento — O armazenamento de todo OGM devera ser realizado

em area com CQB, identificada e com acesso controlado, assegurando
a contencao e mantendo a integridade e a rastreabilidade dos materiais,
permitindo um controle de todo o percurso do OGM. Os OGMs armazenados
devem estar devidamente identificados e organizados de forma a facilitar

sua inequivoca e pronta recuperacdo. O acesso aos materiais é restrito
ao pesquisador principal, sendo vedada a autorizacdo de outras pessoas.

Segundo Capitulo VIl da Lei de Biossegurancga, os responséaveis pelos
danos ao meio ambiente e a terceiros responderao por sua indenizacao

ou reparacao integral, independentemente da existéncia de culpa.
Considera-se infracdo administrativa toda acdo ou omissdo que viole

as normas previstas nesta lei e demais disposicoes legais pertinentes.
As infracdes administrativas serdo punidas com as seguintes sancoes:
| — adverténcia; Il — multa; lll — apreensdo de OGM e seus derivados;

IV — suspensao da venda de OGM e seus derivados; V — embargo
da atividade; VI - interdicao parcial ou total do estabelecimento,

atividade ou empreendimento; VIl — suspensao de registro, licenca ou

autorizacao; VIII — cancelamento de registro, licenca ou autorizacao;
IX — perda ou restricao de incentivo e beneficio fiscal concedido
pelo governo; X — perda ou suspensao da participacao em linha de

financiamento em estabelecimento oficial de crédito; XI — intervencao

no estabelecimento; Xll — proibicdo de realizar contratos com a
administracao publica, por periodo de até 5 anos.

As multas podem variar de R$ 2 mil a R$ 1,5 milhao,

proporcionalmente a gravidade da infracdo. No caso de reincidéncia, a

multa sera aplicada em dobro.
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Atualmente, dois laboratérios da Embrapa Amazénia Oriental possuem
CQB (263/08), o de Genética Molecular e o de Biotecnologia, os quais
devem estar adequados para desenvolver atividades de pesquisa

com OGM, nivel de biosseguranca 1. Esses laboratérios desenvolvem
pesquisas com marcadores moleculares e cultura de tecidos para

dar suporte aos programas de melhoramento genético da mandioca,
pimenta-do-reino, fruteiras amazdnicas e bubalinocultura, e se propéem
a iniciar atividades de pesquisa envolvendo a deteccdo de sequéncias
génicas de interesse, identificacao de fitopatégenos em hortalicas,
identificacdo de vetores e hospedeiros envolvidos na transmissao

de doencas em rebanhos bovinos e bubalinos, e identificacdo de
mutacoes genéticas e alteracoes metabdlicas em artrépodes de
interesse agropecudrio responsaveis por conferir resisténcia a pesticidas
nesses organismos. Para tal, esses laboratdrios possuem metodologias
definidas, conforme a descricao de alguns procedimentos operacionais
padrao (POPs) anexados no final deste manual, que objetivam expressar
o planejamento do trabalho repetitivo que deve ser executado para o
alcance de metas padrao nesses laboratérios, visto serem métodos
aprovados, revisados conforme a necessidade e assinados. Ademais,
sdo apresentadas placas de biossegurancas que podem ser afixadas

no interior dos laboratérios, visando a melhor conduta a ser tomada
perante determinadas circunstancias e situacdes importantes.
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ANEXOS

Anexo 1. Placas sugestivas (Emergéncia e Seguranca)

Sinalizacdo de Emergéncia

E um conjunto de simbolos com formas e cores diferenciadas que
indicam sinalizacao de aviso, interdicao, obrigacao, seguranca e
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Simbolos de seguranca
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Anexo 2. Procedimentos Operacionais Padrao (POPs)

Preparo de solucdes e diluicdo de reagentes

. . = POP-LABIOTEC-MET-01
o~  Procedimento Operacional Padrao
Pagina: 1de6
Preparo de solugées e diluicdo de reagentes

Reviséo: 00 Emisséo: SET/2017

Leonéria Silva Souza;
Elaborado

limarina Campos de Aprovado por:

or:
P Menezes Simone de Miranda Rodrigues
1- Objetivo

Estabelecer critérios para o preparo de solugdes e diluicdo de reagentes para a
extragcdo de DNA e corante no processo de eletroforese.

2- Area de aplicagio
Laboratério de Genética Molecular da Embrapa Amazonia Oriental.

3- Simbologia, terminologia, siglas e definigoes

Tabela 1. Siglas e defini¢bes.

Siglas Definigoes
Embrapa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
GQ Gestédo da Qualidade
LABGEM Laboratério de Genética Molecular
POP Procedimento Operacional Padrao

4- Responsabilidades
Pesquisadores, analistas, assistentes, estagiarios, bolsistas e colaboradores.

Céd. Data Descrigao Visto
Reviséo: 00 set/17 | Emisso inicial do documento
Distribuigao: LABGEM set/17 Laboratério de Genética Molecular
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5- Insumos

— Becker.

— Provetas.

— Espatulas.

— Microtubos de 1,5 mL.

— Tubos tipo falcon de 15 mL, 50 mL.
— Caneta para marcagao de microtubos.
— Estante para microtubos.

— Estante para tubos de 15 mL.

- H20 Milli-Q.

— Agua destilada autoclavada.

— Micropipetadores.

— Ponteiras para micropipetadores.

— Balao volumétrico de 10 mL.

6- Descrigao

6.1- Preparo de solugao tampao de eletroforese TBE (Tris borato EDTA) 5X

Para o preparo de 1.000 mL de uma solugao de TBE de concentragédo 5X, adicionar em
um becker:

Tris base (PM 121,14) =54 g

Acido bérico =27,5¢

EDTA0,5M pH 8 =20 mL

Homogeneizar em agitador magnético até a dissolugéo total. Em seguida, ajustar o pH
para 8,0. Aferir em proveta adicionando agua ultrapura/Milli-Q até o volume final de
1.000 mL.
6.1.1- Diluigdo de Tampéao TBE 5X para TBE 1X
A férmula utilizada para a preparagédo de Tampao TBE 1X é:
C1 . V1 = Cz . Vz, onde:
C1— Concentragao inicial.
V41— Volume da solugao inicialmente.

C,— Concentragao final (desejado).
V3 — Volume final (desejado).
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Ex: Preparo de 1.000 mL de TBE 1X a partir de uma solugéo estoque 5X
5X.V4=1X.1.000 mL

5X — corresponde a concentragao inicial.

V41— corresponde ao volume inicial.

1X — corresponde a concentragéo desejada da solugao .
1.000 — corresponde ao volume final (da solugéo a 1X).

Resultado:
V1= 200 mL

6.2- Preparo de Tampao de Eletroforese TAE 10X

Para o preparo de 1.000 mL de uma solugao de TAE de concentragdo 10X, adicionar em
um becker:

Tris Base (PM 121,14)=48,4 g
Acido acético =11,42 mL
EDTA (dissodico PM 372,24) = 7,44 g

Homogeneizar em agitador magnético até a dissolugéo total. Em seguida, ajustar o pH

para 8,0. Aferir em proveta adicionando agua ultrapura/Milli-Q até o volume final de
1.000 mL.

6.2.1- Diluicdo de TAE 10X para TAE 1X

A formula utilizada para a preparagdo de Tampao TAE 1X é:
C1.V1=C3.Vy onde:

C1— Concentracao inicial.

V4 — Volume da solugéo inicialmente.

C, — Concentracéo final (desejado).

V;, — Volume final (desejado).

Ex: Preparo de 1.000 mL de TAE 1X a partir de uma solugéo estoque 10X
10X .V4=1X.1.000 mL

10X — corresponde & concentragao inicial.

V41— corresponde ao volume inicial.

1X — corresponde a concentragéo desejada da solugao.

1.000 - corresponde ao volume final (da solugéo a 1X).

Resultado:
V1=100 mL
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6.3- Preparo de EDTA 0,5 M — pH 8,0 (1.000 mL)
Em um becker com agua autoclavada, adicionar 186,10 g de EDTA. Agitar usando um
agitador magnético até a completa dissolugdo. Ajustar o pH para 8,0 adicionando NaOH
(aproximadamente 20 g).

Obs.: O EDTA néo se dissolve enquanto o pH de solugéo ndo se aproximar de 8,0.

Aferir o volume em uma proveta para 1.000 mL. Dividir o volume em quatro frascos de
500 mL e autoclavar. Armazenar a 4 °C coberto com papel-aluminio.

A Tabela 2 apresenta quantidades diferenciadas de EDTA dissddico e EDTA Free acido
usados considerando diversos volumes.

EDTA dissddico PM 372,24 — C4oH1sN20g
EDTA Free acido PM 292,25 — C1gH14N20gNa.2H20

Tabela 2. Solugdes mostrando diferentes quantidades de EDTA dissédico e EDTA Free
acido.

Volume NaOH EDTA EDTA Completar volume
aprox. PM 372,24 PM 292,25 com agua destilada
1.000 mL 20g 186,10 g 146,12 para 1.000 mL
500 mL 10¢9 93,059 73,06 para 500 mL
250 mL 59 46,52 g 36,53 para 250 mL

6.4- Preparo de NaCl 5 M — Cloreto de sodio

Para 500 ml de solugdo, em um becker, adicionar agua destilada e 146,25 g de NaCl.
Agitar a solugéo usando agitador magnético aquecido. Depois de dissolvido, transferir a
solugéo para uma proveta e completar com agua destilada até o volume de 500 mL. Em
seguida, colocar a solugdo em frasco com tampa e autoclavar. Armazenar a -20 °C.

6.5-Tris1MpH=38
Para 1.000 mL de solugdo, em um becker, adicionar agua destilada e 121,10 g de Tris-
base PM 121,14. Agitar a solugdo usando agitador magnético. Ajustar o pH para 8,0
com adicéo de acido cloridrico (HCI) concentrado.
Em uma proveta de 1.000 mL, completar o volume da solugéo para 1.000 mL com agua
destilada. Transferir a solugéo para um frasco com tampa e autoclavar.

Obs.: O frasco com a solugéo deve ser envolvido com papel-aluminio e armazenado em
geladeira.

6.6- CTAB — Brometo de hexadeciltrimetilamoénio a 20%

Para 1.000 mL de solugédo, em um becker, adicionar agua destilada e 20 g de CTAB.
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Agitar a solugéo usando agitador magnético aquecido (temperatura de 60 °C a 80 °C).
Apos a dissolugao do CTAB, ajustar o volume para 100 mL com agua destilada
autoclavada. Armazenar em temperatura ambiente.

6.7- Brometo de etidio 10 mg/mL

E um agente intercalante usado como marcador de &cidos nucleicos em processos de
electroforese em gel de agarose, permitindo a visualizagdo do DNA/RNA no gel sob luz
ultravioleta.

Para um volume de 10 mL, em um becker especifico, reservado e usado
exclusivamente para a dissolucdo desse reagente, adicionar agua destilada e 0,1 g de
brometo de etidio. Com o auxilio de um agitado magnético, agitar por algumas horas até
a dissolucao total do corante. Aferir o volume usando uma proveta de 10 mL, exclusiva
para esse reagente. Armazenar a solugdo do reagente em um recipiente de cor escura
ou envolvido em papel-aluminio para prote¢ao luminosa.

Obs: O brometo de etidio € um poderoso corante mutagénico e moderadamente
téxico, sendo assim, recomenda-se a utilizagao de luvas, 6culos e mascaras, além
de vidrarias e utensilios especificos para o manuseio deste.

6.8- Tampao de carregamento e corantes para eletroforese

6.8.1— Azul de bromofenol

Reagente usado em eletroforese horizontal para monitorar a migragédo de amostras de
acidos nucleicos em géis de agarose e poliacrilamida (Tabela 3).

Tabela 3. Solugdo de azul de bromofenol calculada para trés volumes, indicando a
quantidade de solugao de TBE ou TAE usada para o preparo das mesmas.

100 mL 50 mL 10 mL
Pesar 0,42 g de azul de Pesar 0,21 g de azul de Pesar 0,042 g de azul de
bromofenol bromofenol bromofenol

70 mL de TBE 1X (ou TAE) | 35 mL de TBE 1X (ou TAE) | 7 mL de TBE 1X (ou TAE)

30 mL de glicerol 15 mL de glicerol 3 mL de glicerol

Obs.: Recomenda-se a utilizagdo de luvas, éculos e mascaras. Apés o preparo do
corante e armazenamento sob refrigeracéo a 4 °C.

6.8.2— Tampao xileno cianol

E um corante usado em eletroforese vertical (SSR) para monitorar a migragdo de
amostras de acidos nucléicos em géis de agarose e poliacrilamida (Tabela 4).
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Tabela 4. Solugdo de azul de bromofenol calculada para dois volumes.

50 mL 10 mL
0,05 g de xilenocianol 0,01 g de xilenocianol
0,05 g de azul de bromofenol 0,01 g de azul de bromofenol
1 mL de EDTA 10 mM pH = 8,0 0,2 mL (ou 200 pL) de EDTA 10 mM pH = 8,0
Completar com formamida até atingir o | Completar com formamida até atingir o
volume de 50 mL volume de 10 mL

6.8.3— Tampéao SDS
Solugéo usada na lise celular para extragao de acidos nucléicos.

Para preparar 100 mL de solugdo de SDS 10%, em um becker, acrescentar 10 g de
SDS e 50 mL de agua estéril (autoclavada). Homogeneizar em agitador magnético até a
total dissolugédo. Aquecer a 68 °C para dissolver e ajustar pH 7,2 com HCI diluido.
Completar o volume para 100 mL em uma proveta e transferir a solugao para um frasco
com tampa, autoclavar e armazenar a 4 °C

Obs: Usar mascaras para pesar o SDS (irritante de mucosa).
7- Referéncias

AUSUBEL, F. M.; BRENT, R.; KINGSTON, R. E.; MOORE, D. D.; SEIDMAN, J. G;
SMITH, J. A.; STRUHL, K. Current protocols in molecular Biology. [S.l.]: J. Wiley,
2003.

EMBRAPA AMAZONIA ORIENTAL. Caderno de protocolo do Laboratério de
Genética Molecular. Belém, PA, 2011. Digitado.
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Preparo de amostras e extracdo do DNA vegetal para ensaio
de PCR

Enigipa

. . - POP-LABGEM-MET-02
NP Procedimento Operacional Padrao

Pégina: 1de5

Preparo de amostras e extragdo do DNA vegetal para ensaio de PCR

Reviséo: 00 ‘ Emisséo: ‘ SET/2017
Elaborado Leonéria Silva Souza; .
por: Simone de Miranda Aprovado por: ) )
’ Rodrigues Elisa Ferreira Moura
1- Objetivo

Estabelecer critérios para o preparo de amostras e a extragdo de DNA vegetal para
ensaios de PCR direcionado para a caracterizacdo molecular, diversidade genética e
outras aplicagbes.

2- Area de aplicagio

Laboratério de Genética Molecular da Embrapa Amazénia Oriental.
3- Simbologia, terminologia, siglas e definicdes

Tabela 1. Siglas e definigdes.

Siglas Definigoes
Embrapa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
GQ Gestao da Qualidade
LABGEM Laboratério de Genética Molecular
POP Procedimento Operacional Padrao

4- Responsabilidades

Pesquisadores, analistas, assistentes, estagiarios e colaboradores.

Cad. Data Descricao
Revisdo: 00 Set/2017 | Emissdo inicial do documento
Distribuigdo: | LABGEM | Set/2017 Laboratério de Genética Molecular

Visto
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5- Insumos
— Tubos tipo Falcon de 15 ml.
— Caneta para marcagéo de microtubos.
— Estante para tubos e microtubos.
— Pistilo e gral de porcelana autoclavavel.
— Nitrogénio liquido, alternativamente, gelo seco.
— H20O Milli-Q.
— NaCl 5 M.
— Tris base 1 M, pH 8.
— EDTA0,5 M pH 8,0.
— CTAB 20%
— Polivinilpirrolidone (PVP).
— Polivinilpolipirrolidone (PVPP).
— TE pH 8,0.
— Hipoclorito de sédio (NaClO) 0,25%.
— Micropipetas.
— Ponteiras para micropipetas.
— Provetas de 50 ml,100 mL e 1.000 mL.
— Pirex de vidro.

6- Descrigao

6.1- Preparo do tampéao de extragdo de DNA vegetal
Para preparar 100 mL de solugao extratora, adicionar:
- 48 mL de agua ultrapura.

- 10 mL de CTAB a 20%.

- 28 mL de NaCl 5 M.

- 10 mL de Tris base 1 M pH8.

- 4 mL de EDTA0,5 M pH8.

- 1gde PVP.

Obs: No tampéao de extragdo pode ser acrescentado 2-mercaptoetanol e proteinase K.
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6.2- Coleta das folhas

As folhas devem ser coletadas pela manha, nas primeiras horas do dia, dando
preferéncia para as folhas mais jovens. As mesmas devem ser acondicionadas em
sacos previamente identificados e conservadas em isopor com gelo em caso de
transporte rapido. Para o transporte de folhas a longas distancias, as folhas devem ser
armazenadas em sacos plasticos com silica gel de baixa granulometria.

6.3- Higienizagoes das folhas

Para a lavagem e higienizagdo das folhas, usa-se dois pirex de vidro com H,O
destilada e um pirex de vidro com solugdo de hipoclorito de sdédio. As folhas sao
mergulhadas no primeiro pirex contendo H,O destilada, mergulhadas no segundo pirex
contendo solugdo de hipoclorito de sédio 10%, e mergulhadas no terceiro pirex
contendo H,O destilada. Em seguida, sdo secas utilizando papel toalha e usadas para
maceracéo. Tubos falcons de 1,5 mL s&o identificados com o numero da amostra (ex.
Amostra 01P01 — tubo 1 que ira conter a folha macerada da amostra 1).

6.3.1- Preparo de solucéo de Hipoclorito de sodio 0,25%

O NaClO utilizado para assepsia de material vegetal tem a concentragdo de 0,25%.
Pode-se preparar essa concentragéo a partir de agua sanitaria que esta disponivel na
concentracéo de 2,5%.

A férmula utilizada para a preparagéo do NaClO 0,25% é:

C1 . V1 = Cz . Vg

Ex: Preparagao de 100 mL de solugédo de NaClO a 0,25%

2,5% x V1=0,25% x 100 mL

2,5% — corresponde a concentragao inicial do NaClO (agua sanitaria comercial).
V41— corresponde ao volume inicial.

0,25% — corresponde a concentracéo desejada da solugéo .

100 mL — corresponde ao volume final (da solugdo a 0,25%).

Resultado:
Vi=10mL

E necessario 10 mL de NaCIO a 2,5% e 90 mL de &gua destilada para se obter uma
solugdo de 100mL de NaClO a 0,25%. Para tanto, colocar 10 mL de alcool a 2,5% em
uma proveta de 100 mL e completar o volume para 100 mL com agua destilada.

6.4- Extragdao do DNA
6.4.1- Maceragao

Em um gral, adicionar 400 g de folhas que serdo maceradas utilizando pistilo e N
liquido. O tecido ndo deve descongelar. E necessario o uso de luvas latex para evitar
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queimaduras na pele e contaminagéo das amostras. Apds as amostras de tecido vegetal
estarem maceradas, acrescentar 4 mL do tampédo de extracdo e homogeneizar. Em
seguida, transferir para um tubo falcon etiquetado e agitar os tubos no vértex por cerca
de 10 segundos. Colocar os tubos na geladeira até a finalizagdo da maceracéo de todas
as amostras.

6.4.2- Banho-maria

Apos adicionar o tampao de extragdo em todas as amostras, agitar os tubos
rapidamente em vortex, colocar em banho-maria a temperatura de 65 °C, durante 1 hora
agitando por inversao a cada 10 minutos.

6.4.3- Adigao de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1)

Apos retirar as amostras do banho-maria, resfria-las por 20 minutos antes de
adicionar 2 mL de solucdo de cloroférmio:alcool isoamilico (1:1). Tampar e agitar
fortemente para homogeneizar e centrifugar (14.000 RPM, 4 °C, 10 minutos). Retirar e
preservar o sobrenadante em outro tubo etiquetado. Acrescentar cloroférmio e usar igual
volume do sobrenadante preservado. Tampar e agitar fortemente para homogeneizar e
centrifugar (14.000 RPM, 4°C, 10 minutos).

6.4.4- Obtencao do DNA

Apos a etapa de centrifugagao, retirar o sobrenadante, transferir para os respectivos
tubos identificados previamente para cada amostra e acrescentar alcool etilico a 95%
resfriado ou alcool isopropilico em volume igual ao do sobrenadante coletado.

Inverter os tubos gentilmente para obtengdo do DNA e em seguida colocar a -20 °C
por 60 minutos ou overnight. Centrifugar durante 10 minutos (4 °C e 14.000 rpm) para
precipitar o DNA, sendo observada a formagao de péllet na parede do tubo falcon.
Descartar o sobrenadante. Acrescentar 1 mL de etanol 70% para iniciar o processo de
ressuspens@o do DNA. Centrifugar durante 10 min (4 °C e 14.000 rpm), descartar o
sobrenadante e repetir a lavagem com etanol a 70%. Novamente, descartar o
sobrenadante e secar o pellet a temperatura ambiente por um periodo aproximado de
12 horas.

A férmula utilizada para a preparagéo do alcool 70% é:

Ci.V4=Cy. V,

Ex: Preparagéo de 1 L de alcool a 70%

92,8% x V1=70% x 1.000 mL

92,8 — corresponde a concentragao inicial do alcool utilizado (alcool comercial).
V1 — corresponde ao volume inicial.

70 — corresponde a concentragao desejada da solugéo.

1.000 — corresponde ao volume final (da solugdo a 70%).

Resultado:
V1=754,31 mL
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E necessario 754,31 mL de &lcool a 92,8% e 245,69 mL de agua destilada para se
obter uma solugéo de 1.000 mL de alcool a 70%.

Para tanto, colocar 754,31 mL de alcool a 92,8% em uma proveta de 1.000mL e
completar para 1.000mL com agua destilada.

6.4.5- Ressuspensdo do DNA

O pellet de DNA deve ser ressuspendido com 50 uL a 200 pL de solugdo de TE
contendo RNAse (10 ug/pL) de acordo com o material vegetal utilizado. Homogeneizar e
incubar a 37 °C até dissolver o DNA precipitado durante o tempo necessario, agitando
de 10 em 10 minutos.

6.4.6- Armazenamento do DNA

O DNA ressuspendido deve ser visualizado em gel de agarose 2% para verificar a
qualidade, e em seguida quantificado em espectrofotdmetro, antes de ser armazenado
em caixas para freezer a -80 °C (DNA estoque). Essas amostras de DNA concentradas
podem ser estocadas por anos nessas condigdes.

Obs: As amostras de DNA de trabalho sdo preparadas diluindo uma amostra do
DNA para 10 ng/uL, as quais podem ser usadas em todos os ensaios de PCR para
identificagdo de alelos.

A férmula utilizada para a preparagéo de 10 ng/pL é:
C1.Vi=Cz.V;

Ex: Preparacdo de 100 pL de DNA a 10 ng/uL

1.600 ng/pL x V4= 10 ng/uL x 100 pL

1.600 — corresponde a concentragao inicial da solugéo estoque de DNA.
V41— corresponde ao volume inicial.

10 — corresponde a concentragao desejada da solugéo.

100 — corresponde ao volume final (da solugédo a 10 ng/uL).

Resultado:
V1=0,625 pL

E necessario 0,625 uL da amostra de DNA estoque a 1.600 ng/uL e 99,375 pL de agua
Mili-Q para se obter uma amostra de DNA de trabalho de 100 yL de DNA a 10 ng/uL.
Para tanto, colocar 0,625 pL do DNA estoque a 1.600 ng/pL em um eppendorf de 0,5 mL
(= 500 pL), usando micropipeta de 2,0 yL e acrescentar 99,375 pL de agua Mili-Q,
usando micropipeta de 100 yL. Ressuspender a amostra usando pipeta de 100 uL antes
de congelar a -20 °C.

7- Referéncias

DOYLE, J. J.; DOYLE, J. L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, v. 12, n. 1, p.
13-15, 1990.
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1- Objetivo
Estabelecer critérios para a extragdo do DNA de amostras de mosca-dos-chifres
(Haematobia irritans).

2- Area de aplicagéo
Laboratério de Genética Molecular da Embrapa Amazoénia Oriental.

3- Simbologia, terminologia, siglas e definices

Tabela 1. Siglas e definigdes.

Siglas Definigoes
Embrapa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
GQ Gestdo da Qualidade
LABGEM Laboratério de Genética Molecular
POP Procedimento Operacional Padréo

4- Responsabilidades
Pesquisadores, analistas, assistentes, estagiarios e colaboradores.

Cod. Data Descrigao Visto
Revisédo: 00 set/17 Emisséo inicial do documento
Distribuigdo: | LABGEM | set/17 Laboratério de Genética Molecular
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5- Insumos

— Placa de Petri.

— Bisturi.

—Pinga.

— Microtubos tipo eppendorf de 1,5 mL.
— Tubos tipo falcon de 15 mL.

— Caneta para marcacéo de microtubos.
— Estante para microtubos.

— Estante para tubos de 15 mL.

— Pistilo descartavel, alternativamente palito de churrasco autoclavado.
— Gelo-seco.

— Nitrogénio liquido.

—H0 Milli-Q.

- KCI'3 M.

— Tris-Cl, pH 8,5.

— Tris-Cl, pH 8,0.

— Tampéo (buffer) de isolamento.

— Micropipetadores.

— Ponteiras para micropipetadores.

— Balao volumétrico de 10 mL.

6- Descrigao

6.1- Preparo da solugao tampao (buffer) de extragao

Prepare a solugdo em um baldo volumétrico de 10 mL e adicione:
- 1667 pL de KCI 3M

- 600 pL de 1 M Tris-Cl, pH 8,5

- 400 pL de 1 M Tris-Cl, pH 8,0

- 7333 pL de agua Milli-Q
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6.2- Preparo de amostras e sexagem das moscas

Os machos séo utilizados inteiros, porém as fémeas devem ter as cabegas cortadas
e o corpo descartado (utilizam-se apenas as cabegas no ensaio). Todas as moscas
devem ser guardadas em tubos plasticos (sem adicdo de solventes ou conservantes) e
armazenadas em ultrafreezer.

6.2.1- Separar as mosca-dos-chifres coletadas por sexo, machos (olhos juntos) e
fémeas (olhos separados). As moscas provenientes de bioensaios fenotipicos de
avaliagdo da resisténcia aos pesticidas realizados a campo devem ser separadas em
susceptivel (S) ou resistente (R) ao principio testado. S&o consideradas susceptiveis as
moscas que nao sobreviverem ao ensaio, as quais devem ser selecionadas e
rapidamente congeladas em N liquido em tubo criogénico devidamente identificado. As
moscas sobreviventes a exposi¢édo ao pesticida em teste sdo consideradas resistentes, e
também devem ser separadas e mortas por exposigcdo ao frio para posterior
congelamento em N, liquido em tubo criogénico devidamente identificado.

6.2.2- Colocar os tubos plasticos identificados que armazenam as moscas (S ou R)
para resfriar com a tampa aberta por pelo menos 5 minutos no ultrafreezer antes de
colocar as moscas.

6.2.3- Pré-resfriar a placa de Petri onde sera feita a sexagem das moscas por 1 ou
2 minutos em N liquido (ou gelo-seco). Realizar a sexagem rapidamente.

6.2.4- Rapidamente transferir os machos e as cabegas das fémeas para os tubos
identificados, visando ao armazenamento das moscas, e colocar os frascos no
ultrafreezer para ficarem estocados até o momento da extragdo do DNA.

6.3- Extragdo do DNA

6.3.1- Identificar os microtubos de 1,5 mL com o nimero do tubo, sexo e nimero da
mosca (ex.: 1F1 — tubo 1 contendo fémeas provenientes do bioensaio 1) e colocar todos
os tubos que armazenardo as moscas para pré-resfriamento em gelo-seco ou N; liquido
por 1 a 2 minutos.

6.3.2- Colocar N3 liquido em um recipiente e realizar a imers&o dos pistilos que séo
utilizados para esmagar as moscas.

6.3.3- Colocar todos os microtubos de 1,5 mL, cada tubo deve conter apenas um
unico individuo, machos inteiros ou a cabegca das fémeas, contendo as moscas no Nz
liquido. Rapidamente remover os tubos do N; liquido e esmagar as moscas com o pistilo
gelado por aproximadamente 15 segundos.

6.3.4- Recolocar o microtubo com a mosca esmagada no N liquido, adicionar 25 pL
do buffer (tampao) de extracdo de DNA e esmagar novamente as moscas com o pistilo
gelado por mais 15 segundos. Remover e descartar o pistilo. Observar se nédo ha
goticulas do buffer aderidas ao pistilo. Caso haja, passar o pistilo gentilmente pela
parede do tubo para remover a maior quantidade possivel do buffer.

6.3.5- Retornar as amostras para o N liquido ou gelo-seco.

6.3.6- Apds o preparo de todas as amostras, rapidamente centrifugar as mesmas
(14.000 RPM, 4 °C, 4 minutos) e coloca-las em banho-maria (80 °C, 2 a 3 minutos). Ap6s
este periodo, colocar as amostras no ultrafreezer (-80 °C) para que sejam propriamente
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armazenadas por tempo indeterminado.

6.3.7- No momento de utilizacdo das amostras, as mesmas devem ser
centrifugadas a 14.000 RPM, 4 °C, 5 minutos.

6.3.8- Transferir 1 yL do sobrenadante para um tubo identificado contendo 9 pL de
agua ultrapura para PCR. As amostras de DNA diluidas na proporgao 1:10 s&o utilizadas
em todos os ensaios de PCR para a identificagdo do perfil genotipico das populagées em
relagdo a resisténcia ao pesticida avaliado.

6.3.9- Armazenar as amostras de DNA diluidas a -20 °C por no maximo 1 semana.

Obs.: Amostras ndo diluidas podem permanecer estocadas por tempo
indeterminado quando armazenadas em ultrafreezer.

7- Referéncias

GUERRERO, F. D. Horn fly multiplex PCR protocol. Kerrville: Livestock Insects
Research Laboratory, USDA, 2010.

GUERRERO, F. D.; KUNZ, S. E.; KAMMLAH, D. Screening of Haematobia irritans irritans
(Dipetra: Muscidade) populations for pyrethroid resistance-associated sodium channel
gene mutations by using a polymerase chain reaction assay. Journal of Medical
Entomology, v. 35, n. 5, p. 710-715, 1998.0
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Elaborado
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1- Objetivo

Estabelecer critérios para a extracdo do DNA de amostras de larvas
individualizadas do carrapato-dos-bovinos (Rhipicephalus microplus).

2- Area de aplicagdo

Este documento se aplica aos Laboratérios de Genética Molecular da Embrapa
Amazonia Oriental.

3- Simbologia, terminologia, siglas e definicoes

Tabela 1. Siglas e definigdes.

Siglas Definigoes
Embrapa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
GQ Gestéo da Qualidade
LABGEM Laboratério de Biologia Molecular
POP Procedimento Operacional Padrao

4- Responsabilidades
Pesquisadores, analistas, assistentes, estagiarios e colaboradores.

Céd. Data Descrigao Visto
Reviséo: 00 Set/17 | Emisséo inicial do documento
Distribuigdo: | LABGEM | Set/17 | Laboratério de Biologia Molecular
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5- Insumos

— Placa de Petri.

— Pinga.

— Microtubos tipo Eppendorf de 1,5 mL.

— Caneta para marcagéo de microtubos.

— Estante para microtubos.

— Pistilo descartavel, alternativamente palito de churrasco autoclavado.
— Nitrogénio liquido, alternativamente gelo-seco.
— H20 Milli-Q.

- KCI 3 M.

— Tris-Cl, pH 8,5.

— Tris-Cl, pH 8,0.

— Micropipetadores.

— Ponteiras para micropipetadores.

— Balao volumétrico de 10 mL.

— Gral.

6- Descrigao

6.1- Preparo de solugédo tampao (buffer) de extragdao

Prepare a solugdo em um baldo volumétrico de 10 mL e adicione:
- 1667 pyL de KCI 3 M

- 600 pL de 1 M Tris-Cl, pH 8,5

- 400 pL de 1 M Tris-Cl, pH 8,0

- 7333 pL de agua Milli-Q

6.2- Preparo de larvas de Rhipicephalus microplus

6.2.1- Identificar os tubos de 1,5 mL com o nimero do tubo e nimero da larva de
Rhipicephalus microplus (ex. 1L1 — tubo 1 contendo larva estocada no tubo 1).

6.2.2- Colocar no gelo-seco ou N liquido para resfriar.

6.2.3- Colocar Nz liquido, ou gelo-seco, em um recipiente e pré-resfriar as placas de
Petri que serdo utilizadas para separar as larvas submetidas a extracdo de DNA.



Manual de Biosseguranca da Embrapa Amazoénia Oriental

POP:  pOP-LABGEM-MET-04

Tiulo: | Preparo de amostras e extragdo do DNA de larvas de carrapato de 3de3

bovinos para ensaio de PCR de mutagao de alelo

Colocar as larvas na placa e rapidamente transferir cada larva para um microtubo
também pré-resfriado. Larvas que ndo sdo avaliadas devem rapidamente retornar para
uma situagdo de armazenamento em ultrafreezer (-80 °C).

6.3- Extracao do DNA

6.3.1- Colocar N liquido ou gelo-seco em um gral para realizar o pré-resfriamento
dos pistilos que séo utilizados para esmagar as larvas.

6.3.2- Colocar todos os tubos contendo as larvas no N liquido ou gelo-seco.

6.3.3- Esmagar as larvas com o pistilo gelado por aproximadamente 15 segundos.
Na&o retirar o tubo do gelo-seco ou do Ny liquido (se necessario, utilizar luvas para evitar
gqueimaduras na pele nesta etapa).

6.3.4- Remover o tubo com o pistilo de dentro do gelo-seco ou N liquido, adicionar
25 yL do buffer (tampéo) de extragdo de DNA e esmagar novamente a larva com o
pistilo gelado por mais 15 segundos. Remover e descartar o pistilo. Observar se ndo ha
goticulas do buffer aderidas ao pistilo, caso haja, passar o pistilo gentiimente pela
parede do tubo para remover a maior quantidade possivel do buffer.

6.3.5- Retornar os tubos para o N; liquido ou gelo-seco.

6.3.6- Apos o preparo de todas as amostras, rapidamente centrifugar as mesmas
em microcentrifuga por 30 segundos e coloca-las em banho-maria (80 °C, por 2 a 5
minutos).

6.3.7- As amostras que correspondem a larva de carrapato imersa em tampéao de
extragdo devem ser armazenadas em ultrabaixa temperatura por tempo indeterminado.

6.3.8- No momento de utilizagdo das amostras, as mesmas devem ser
centrifugadas a 14.000 RPM, 4 °C, 5 minutos.

6.3.9- Transferir 1 yL do sobrenadante para um tubo identificado contendo 9 uL de
agua ultrapura para PCR. As amostras de DNA diluidas na proporgédo 1:10 séo
utilizadas em todos os ensaios de PCR para a identificacdo do perfil genotipico das
populagdes em relagdo a resisténcia ao pesticida avaliado.

6.3.9- Armazenar as amostras de DNA diluidas a -20 °C por no maximo 1 semana.

Obs.: Amostras ndo diluidas podem permanecer estocadas por tempo indeterminado
quando armazenadas em ultrafreezer.

7- Referéncias

GUERRERO, F. D. Tick sodium channel mutation PCR assay. Kerrville: Livestock
Insects Research Laboratory, USDA, 2010.

JAMROZ, R. C.; GUERRERO, F. D.; PRUETT, J. H.; OEHLER, D. D.; MILLER, R. J.
Molecular and biochemical survey of acaricide resistance mechanisms in larvae from
Mexican strains of the southern cattle tick, Boophilus microplus. Journal of Insect
Physiology, v. 46, n. 5, p. 685-695, 2000.
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Extracao de RNA utilizando o kit SV total RNA Isolation System — Promega

Revisdo: 00 Emiss&o: SET/2017
Elaborado
Aprovado por:
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1- Objetivo

Estabelecer critérios para o preparo de amostras de tecidos para ensaios da PCR
que necessitem da obtengdo de RNA para posterior transcrigao reversa utilizando o kit
SV total RNA Isolation System — Promega cat numbers 23100, Z3101, Z3105. Este
procedimento se aplica a obtencdo de RNA a partir de tecidos animais e também para
pool de larvas e fémeas ingurgitadas (teledginas) individualizadas livres de conteudo
sanguineo secundario.

2- Area de aplicagao

Laboratério de Genética Molecular da Embrapa Amazoénia Oriental.
3- Simbologia, terminologia, siglas e definices

Tabela 1. Siglas e definigdes.

Siglas Definigoes
Embrapa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
GQ Gestéo da Qualidade
LABGEM Laboratério de Biologia Molecular
POP Procedimento Operacional Padrao
GTG Tiocianato de Guanidina
SDS Dodecil Sulfato de Sédio
ALN Agua Livre de Nucleases - Nuclease-Free Water
RT-PCR Reverse Transcriptase PCR
DEPC Dietil pirocarbonato
BME -mercaptoetanol
RLA RNA Lysis Buffer
RWA RNA Wash Solution
DSA DNase Stop Solution
Céod. Data Descrigao Visto
Reviséo: 00 set/17 | Emissdo inicial do documento
Distribuigdo: | LABGEM | set/17 Laboratorio de Genética Molecular
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4- Responsabilidades
Pesquisadores, analistas, assistentes, estagiarios e colaboradores.

5- Insumos

— Placa de Petri.

— Pinca.

— Microtubos tipo eppendorf de 1,5 mL.

— Caneta para marcagéo de microtubos.

— Estante para microtubos.

— Balanga analitica ou semianalitica.

— Pistilo plastico descartavel lavado com agua DEPC e autoclavado.
— Gelo-seco.

— H0 Milli-Q DEPC 1%.

— Alcool etilico 70% diluido com H,0 Milli-Q DEPC 1%.
— B Mercaptoetanol (8 Me).

— Micropipetadores livres de RNase.

— Microcentrifuga refrigerada.

— Workstation.

— Racks.

— Tubos tipo falcon de 50 mL.

— Proveta 100 mL.

— Ponteiras para micropipetadores livres de RNase .

— Gral.

6- Descrigao
6.1- Capacidade de processamento do kit

O kit SV Total RNA Isolation System (Promega) foi desenvolvido e otimizado para a
extracdo de RNA total a partir de tecidos, sangue ou células de cultura com um amplo
espectro de niveis de expressao de RNA. Para um tecido rico em RNA, tais como figado
de rato, 30 mg de tecido fresco podem ser processados por extragdo. Quando se utiliza
um tecido tal como pulmao, que tem uma baixa relagdo de RNA em relagdo a massa do
tecido, até 60 mg de tecido podem ser processados por extragdo (Tabelas 2 e 3).
Amostras de tecido ou de RNA em excesso nao devem ser processadas, uma vez
que podera ocorrer o entupimento da membrana de filtragao, resultando em um
RNA de baixa qualidade.
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O volume maximo do lisado que pode ser processado por cada membrana é de
175 pl. Para quantidades maiores de lisado, € necessario executar varias extracdes para
fornecer a quantidade desejada de RNA ftotal. As quantidades maximas de amostra
recomendada estdo listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Quantidades recomendadas de tecidos ou células para preparo dos lisados.

Peso Maximo do tecido/N° de Peso Maximo do tecido/N° de
Amostra células por 175 pl de buffer células por 1 mL de buffer
(tampao) de lise (tampao) de lise
Figado 30 mg 171 mg
Rim 20 mg 114 mg
Musculo 30 mg 85 mg
Bago 15 mg 342 mg
Coragao 60 mg 342 mg
Cérebro 60 mg 342 mg
Pulméo 60 mg 342 mg
Cultura Celular 1x10°-5x 10° 5,7 x10°-2,8 x 10

Tabela 3. Quantidades médias de RNA total isolado a partir de tecidos e células.

Peso Maximo do - Média de - -
tecido/ N° de células | Mediade [ ) oncaor | Média Média
Amostra obtengao A260/ A260/
por 175 ul de buffer (ug) mg de A230 A280
(tamp3o) de lise 9 tecido (ug)
Pancreas 30 mg 100 3,5 2,2 1,9
Coragéo 60 mg 16 0,27 1,8 2,1
Pulméo 60 mg 36 0,6 2,0 21
Bactéria ~1x10° 36 NA 1,6 2,0
Fungo ~4x10 19 NA 1,7 2,1
Planta 30 mg 4,6 0,15 1,4 2,0
Cultura 1x10%- 5 x 10° 51 NA 2,0 2,1
Celular

Os valores mostrados na Tabela 3 representam médias de resultados obtidos em
ensaios realizados pela Promega. O rendimento é dependente do tipo de tecidos, da
cultura e do estado metabdlico da amostra. As médias apresentadas para as amostras
listadas sao resultado de pelo menos seis determinagdes.

6.2- Aplicagoes subsequentes

O RNA purificado com o kit SV Total RNA Isolation System é adequado para muitas
aplicagdes em biologia molecular, incluindo RT-PCR, microarrays e Northern blot
hybridizations. Para mais informacgdes sobre aplicacdes posteriores, consulte os guias
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Promega Protocols and Applications (ver referéncia) e Promega RNA Applications (ver
referéncia) obtidos no site da Promega.

© Para garantir a qualidade de todas as analises posteriores a extragdo de RNA, &
importante continuar a proteger as amostras da acdo de RNases usando luvas, assim
como, utilizando solugdes e tubos de centrifuga livre de RNase.

6.3- Isolamento e purificagcdo de RNA

Para obter os melhores resultados a partir deste kit, utilizar amostras frescas para a
extracdo de RNA. Quanto mais antiga € a amostra, menor sera o rendimento na
obtencdo do RNA total. Se necessario, congelar as amostras em nitrogénio liquido
imediatamente apo6s serem colhidas e armazena-las a -70 °C para uso futuro.

Amostras homogeneizadas no tampdo RNA Lysis Buffer (RLA) podem ser
armazenadas a -20 °C ou -70 °C. Para amostras raras de tecidos, sugere-se que uma
porcdo de cada amostra seja reservada e mantida a -70 °C, para substituir amostras
caso ocorram perdas durante o processo de extracédo e purificagdo do RNA. Devido a
toxicidade dos produtos quimicos utilizados no processo de obtencdo de RNA e a
abundancia de RNases, usar luvas durante todos os procedimentos de lise e
purificagéo.

6.3.1- Preparo de Solugoes

Antes de iniciar o protocolo de isolamento com o kit SV Total RNA Isolation System,
quatro solu¢des devem estar preparadas, como descrito a seguir.

Nota: Ao longo deste documento, RNA Lysis Solution (RLA), RNA Wash Solution
(RWA) e DNase Stop Solution (DSA) referem-se as solugdes fornecidas com o sistema
de isolamento de SV RNA total. Uma vez preparadas como descrito abaixo, essas
solugdes sao referidas como: RNA Lysis Buffer, RNA Wash Solution e DNase Stop
Solution.

1. DNase | Solution

Etapas de

Solugao Preparagao Notas

Delicadamente misturar agitando o frasco de solugédo.
Nao vortexar a solugdo. Recomenda-se dividir a
DNase hidratada em aliquotas de trabalho (por
exemplo, em 5-10 aliquotas de mesmo volume)

Adicionar agua livre
de nucleases
(fornecida com o kit)
DNase | na

quantidade
indicada em cada
frasco de Dnase |
liofilizada.

utilizando-se microtubos estéreis e RNase-free. Um
total de 5 pyl de DNase | reidratada é necessario por
purificagdo de RNA. Estocar as aliquotas de DNase |
reidratada a -20 °C.
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v" Nunca vortexar a solugdo de DNase /
v" Nao congelar e descongelar as aliquotas de DNase I rehidratadas mais do que trés

vezes.

2. RNA Lysis Buffer (RLA)

Etapas de
Solugao Preparacdo Notas
RNA Lysis é—dr:elcr’(r:]:rt;et;;l de Apés adicionar o B-mercaptoetanol (BME) marcar o
Buffer(}(,:at# (BME) para 50 mL frasco para indicar que esse passo de adigcdo foi
23100 i da SO|Fl)J 50 RNA realizado. Armazenar o RNA Lysis Buffer (RLA) a 4 °C.
Lysis Buff((;er (RLA) Manter o frasco bem fechado entre os usos.

3. RNA Wash Solution (RWA)

Etapas de
Solugéo Preparacéo Notas
Adicionar 100 mL de
etanol - 95%  no Apo6s adicionar o etanol, marcar o frasco para indicar
Rg(ﬁugzzh ggsgoml_ daczgtlﬁngg que esse passo de adigado foi realizado. A solugdo RWA
(Cat.# Z3100) Co}lcentrada RQNA é estavel a 22-25 °C, quando mantido bem fechado o
i . frasco.
Wash Solution
(RWA).

4. DNase Stop Solution (DSA)

~ Etapas de
Solugéo Preparagéo Notas
Adicionar 8 mL de
DNase Sto etanol  95% no | Apos adicionar o etanol marcar o frasco para indicar
Solutionp frasco contendo 5,3 | que esse passo de adigdo foi realizado. A solugéo
(Cat# 23100) mL da solucédo | DNAse Stop é estavel a 22-25 °C, quando mantido bem

concentrada DNase
Stop Solution (DSA).

fechado o frasco.
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6.3.2- Preparo dos lisados a partir de amostras de tecido (< 30 mg)

Este protocolo é para o processamento de pequenas amostras de tecido. Em geral,
a massa de tecido a ser lisado e homogeneizado em 175 pl de RNA Lysis Buffer deve
ser < 30 mg. Pesos podem ser ajustados de acordo com os tecidos (ver Tabela 2 para
as recomendagdes de peso de entrada para os diferentes tipos de tecido).

1. Transferir 175 pl de RNA Lysis Buffer (adicionado com BME) para um microtubo
estéril, no qual serd acondicionada a amostra de tecido a ser lisada. Usar pipetas
RNase-free e luvas para reduzir as chances de contaminagéo por RNase.

2. Pesar o tubo contendo o RNA Lysis Buffer e registrar seu peso.

3. Rapidamente cortar o tecido em pedagos pequenos utilizando uma ladmina ou
pistilo estéril, congelar em nitrogénio liquido e moer em gral com pistilo mergulhado em
nitrogénio liquido. Transferir o nitrogénio liquido e o tecido macerado para um tubo
estérii de tamanho adequado e que permita que o nitrogénio liquido evapore.
Imediatamente transferir o tecido macerado para o tubo contendo 175 pl de RNA Lysis
Buffer. Homogeneizar por inversao.

4. Pesar o tubo contendo o tecido + o RNA Lysis Buffer. Calcular a massa de tecido,
subtraindo o peso obtido no Passo 2 deste novo peso. Em geral, a razdo entre a massa
de tecido e o RNA Lysis Buffer deve ser de aproximadamente 30 mg/175 pl mas podem
ser ajustados de acordo com o tecido (ver Tabela 2 para as recomendagdes das razdes
massa de tecido: RNA Lysis Buffer de acordo com a natureza da amostra). Se
necessario, adicionar RNA Lysis Buffer sobre a amostra até que se alcance a razéo.

Nota: Algumas amostras lisadas contém uma grande quantidade de acido nucleico,
restos celulares e proteinas, os quais fazem com que o lisado torne-se muito espesso.
Se depois da adicdo do RNA Lysis Buffer a amostra estiver demasiadamente viscosa
para ser pipetada facilmente, diluir a amostra com RNA Lysis Buffer adicional antes de
adicionar o RNA Dilution Buffer do Passo 5. Adicionar a quantidade minima de RNA
Lysis Buffer necessaria para facilitar a pipetagem do lisado. O volume maximo de lisado
que pode ser processado por cada membrana de filtragdo € de 175 pl. Para grandes
volumes, utilizar membranas de filtragdo adicionais. Para tecidos com baixos niveis de
RNA, lisados mais concentrados podem ser utilizados, desde que o lisado possa ser
pipetado.

5. Adicionar 350 pl de RNA Dilution Buffer (azul) a 175 pl do lisado. Misturar
invertendo 3-4 vezes. Colocar em banho-maria ou bloco de aquecimento a 70 °C
durante 3 minutos. Periodos de incubagdo mais longos do que 3 minutos podem
comprometer a integridade do RNA.

6. Centrifugar durante 10 minutos a 12.000-14.000 x g.

6.3.3- Purificagao de RNA por centrifugagao (spin)

Usar luvas e abrir o pacote com cuidado. Remover uma coluna spin (coluna de
centrifugagdo) e um tubo de coleta para cada amostra a ser processada. Nao é
necessario tampar as colunas de centrifugagéo, simplesmente remover as tampas dos
microtubos realizando um movimento de torgdo; as tampas s&o projetadas para se
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separarem das colunas de centrifugagéo. Se as tampas forem utilizadas no momento da
centrifugagdo das colunas, elas devem ser fechadas durante os passos de
centrifugacédo. Rotular os tubo de coleta e alocar o conjunto tubo de coleta + coluna de
centrifugacéo em um rack apropriado para microtubos. Por isso, é importante marcar os
tubos de amostras para manter a identidade das mesmas durante todo o processo. Usar
luvas ao manusear os tubos.

1. Transferir a solugdo sobrenadante clarificada do lisado para um novo microtubo
por pipetagem. Evitar tocar nos restos alocados no fundo do tubo.

® A transferéncia de uma pequena quantidade de detritos peletizados nédo é
prejudicial para a purificagdo de RNA. Algumas vezes, os detritos irdo formar uma
camada sélida no topo do sobrenadante. Basta empurrar esta camada para o lado do
tubo com o auxilio da ponteira antes de pipetar o sobrenadante. O volume de
sobrenadante deve ser de aproximadamente 500 ul, mas dependera da quantidade de
massa de tecido lisado.

2. Adicionar 200 pl de etanol 95% ao sobrenadante clarificado, e misturar pipetando
3-4 vezes. Transferir esta mistura para a coluna de filtragdo (Spin Column Assembly).
Centrifugar a 12.000-14.000 x g durante 1 minuto.

3. Retirar a cesta de centrifugagéo (Spin Basket) do tubo coletor e descartar o
liquido contido no tubo de coleta. Colocar a coluna de filtracdo de volta no tubo de
coleta. Verificar se a RNA Wash Solution foi diluida com etanol como descrito no item
6.3.1 Adicionar 600 pl de RNA Wash Solution a coluna de filtragdo (Spin Column
Assembly). Centrifugar a 12.000-14.000 x g durante 1 minuto.

4. Esvaziar o tubo de coleta (Collection Tube) como realizado anteriormente e
coloca-lo em um rack. Para cada isolamento a ser realizado, preparar o mix de
incubagcdao com DNase que contém: Yellow Core Buffer - 40 ul: 0,09 M de MgCl; -
5 ul: DNase | enzyme — 5 pl. Por exemplo, e nesta ordem: utilizar um tubo estéril e
pipetar com cuidado para preparar somente a quantidade de mix de incubagdo de
DNase | a ser utilizado de acordo com o numero de amostras a serem extraidas.
Misturar por pipetagem suave (nunca utilizar vortex). Manter a DNase | em gelo
para um lento descongelamento. Aplicar 50 pl do mix de incubagdo de DNase |,
imediatamente apo6s o preparado, na cesta de centrifugagao (Spin Basket) alocada em
um tubo de coleta. Certificar-se de que a solugdo esta totalmente em contato com a
membrana. A solugdo de incubagéo é amarela para tornar mais facil sua visualizagéo.

© Atengao: Nunca misturar as solugdes Yellow Core Buffer e 0,09 M MgCl, antes
do Passo 4. Tanto o Yellow Core Buffer quanto a solugcdo 0,09 MgCl, devem ser
armazenadas separadamente e misturados somente no momento da realizagéo de cada
bateria de extragdo de RNA.

5. Incubar durante 15 minutos a 20-25 °C. Apds esta incubacéo, adicionar 200 pl de
DNase Stop Solution (de acordo com as instrugdes de preparo do item 6.3.1; verificar
se foi adicionado o etanol) na cesta de centrifugagdo (Spin Basket) e centrifugar a
12.000-14.000 x g durante 1 minuto. Ndo ha necessidade de esvaziar o tubo de coleta
antes do proximo passo.

6. Adicionar 600 ul de RNA Wash Solution (com etanol adicionado) e centrifugar a
12.000-14.000 x g durante 1 minuto.
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7. Esvaziar o tubo de coleta, e adicionar 250 ul de RNA Wash Solution (com etanol
adicionado). Centrifugar em alta velocidade durante 2 minutos.

8. Se vocé ainda nao tiver feito isso, retirar a tampa da Spin Basket fazendo um
movimento de torgao.

9. Para cada amostra, utilizar um microtubo de 1,5 ml com tampa para a elui¢ao.
Transferir a Spin Basket do tubo de coleta para o tubo de eluigédo e adicionar 100 pl de
H2O Nuclease-Free a membrana. Certificar-se de cobrir completamente a superficie da
membrana com a agua. Colocar a Spin Basket Assemblies na centrifuga com as tampas
dos tubos de eluigdo voltadas para fora. Centrifugar a 12.000-14.000 x g durante 1
minuto. Retirar a Spin Basket e descartar. Tampar o tubo de eluicdo contendo o RNA
purificado e armazenar a -70 °C.

Nota: Volumes de eluicdo menores que 100 pyL ndo sdo recomendados. Se o RNA
precisar ser concentrado, a amostra pode ser seca sob vacuo e ressuspensa em um
volume menor de agua. Se ha a necessidade de uma maxima recuperagdo de RNA,
uma segunda eluicdo devera ser feita utilizando-se um segundo tubo estéril onde sera
adicionado novamente 100 pl de HyO Nuclease-Free, procedendo-se nova
centrifugacdo a 12.000-14.000 x g durante 1 minuto. Dependendo da quantidade de
tecido de entrada e dos niveis de expressao de RNA, essa segunda eluigdo pode obter
uma quantidade adicional de 10-20% de RNA.

7- Determinagao do rendimento e da qualidade de RNA
7.1- Rendimento e pureza

O SV Total RNA Isolation System pode ser usado para obtencdo de RNA intacto a
partir de uma variedade de tecidos e fontes celulares. O rendimento de RNA total obtido
pode ser determinado por espectrofotometro a 260 nm, no qual uma unidade de
absorvancia (A260) ¢é igual a 40 ug de RNA fita simples/mL. A pureza também pode ser
estimada por espectrofotometria a partir das absorvancias relativas a 230 nm, 260 nm e
280 nm (isto &, A260/A280 e A260/A230).

O RNA isolado com SV Total RNA Isolation System é substancialmente livre de DNA
e proteinas contaminantes e pode ser utilizado diretamente para uma série de técnicas.
O RNA puro ira exibir uma razdo A260/A280 de 2,0. No entanto, deve-se notar que,
devido as variagdes entre as diferentes fontes de extragdo e na forma e velocidade em
que o protocolo é realizado, espera-se a obtencdo de RNA com intervalos de relagbes
A260/A280 entre 1,7 e 2,1. Se o RNA apresenta uma razao inferior a 1,7, consulte o
item 8 para identificar as possiveis causas e obter sugestdes para melhorar a pureza do
RNA. A Tabela 3 apresenta os rendimentos representativos e propor¢des A260/A280 de
RNA total isolado a partir de um numero de diferentes fontes celulares e tecidos
utilizando o SV Total RNA Isolation System. Utilizando-se o protocolo proposto, 0 RNA
normalmente exibirda uma razdo A260/A230 de 1,8 a 2,2. A baixa relagdo A260/A230
pode indicar contaminagdo por guanidina que podera prejudicar 0s processos
posteriores que necessitem de RNA total de boa qualidade para sua execugéo.

Se quantidades suficientes de RNA foram obtidas, pode-se determinar a integridade
do RNA purificado por electroforese em gel desnaturante de agarose. Varios métodos
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sdo adequados para este propésito utilizando formaldeido ou glioxal como o agente de
desnaturacéo. A propor¢cdo de RNAs ribossomais eucaridticos 28S e 18S deve ser
aproximadamente de 2:1 por coloragdo com brometo de etidio, indicando que nao
houve degradagdo do RNA bruto. Em amostras de RNA degradadas, a relagéo 28S:18S
estara invertida, uma vez que a degradagdo do RNA ribossomal 28S apresenta a
caracteristica de quando degradado, assumindo uma conformagao 18S-like.

8- Solugao de problemas
8.1- Espectrométricos

Problemas Possiveis causas e comentarios

Baixas relagdes A260/A280 ocorrem tipicamente devido a contaminagéo por
proteina. Varios métodos podem ser utilizados para a remocgdo de
contaminantes de proteina em solugbes de RNA. O método mais simples &
executar uma extracdo com fenol:cloroférmio. A extragdo organica costuma
produzir uma maior relagdo A260/A280. No entanto, € muito provavel que
tenhamos uma perda de RNA total de até 40% quando comparado com a
extragdo com o Kit.

Baixa relagao
A260/A280

Baixas relagdes A260/A230 sdo tipicamente devidas a contaminagdo por
tiocianato de guanidina. Ao RNA precipitado deve ser adicionado NaCl para
uma concentragao final de 0,1 M. Adicionar 2,5 volumes de etanol. Incubar
durante 30 minutos a -20 °C. Recolhe-se o RNA por centrifugagéo a 10.000 x g
durante 15 minutos a 4 °C. Ressuspender o RNA em H,0O Nuclease-Free.

Baixa relagéo
A260/A230

Os tecidos ou células lisadas que foram congeladas (-20 °C ou -70 °C) podem
ter sua quantidade de RNA total diminuida. Para um desempenho ideal,
purificar o RNA assim que o lisado é preparado.

A qualidade da amostra pode comprometer a extracdo de RNA. Amostras que
ndo foram homogeneizadas ou congeladas imediatamente apés a extracédo
podem ter a quantidade de RNA total diminuidas, assim como a integridade
também estara reduzida. Congelar tecidos imediatamente em nitrogénio liquido
ou armazenar a -70 °C, caso as amostras ndo possam ser processadas
imediatamente. Amostras homogeneizadas devem ser armazenadas a -20 °C
ou -70 °C.

A capacidade de ligagdo da membrana na coluna de extracéo foi excedida. Se
o lisado contém uma maior quantidade de RNA que a capacidade da coluna, o
excesso de RNA sera retirado durante os passos de lavagem. Quando a
recuperacdo maxima é de essencial importancia, dividir a amostra e executar
multiplas purificagdes. Reunir as solugdes de RNA resultantes e determinar o
rendimento total obtido.
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Baixo
rendimento de | O homogeneizado diluido pode n3o ter sido aquecido a 70 °C tal como
RNA (baixa | descrito no passo 5 do item 6.3.2. A solugdo contendo o RNA deve ser

A260) aquecida a 70 °C por 3 minutos para a recuperagdo ideal do RNA total. As
falhas na etapa de aquecimento da solugdo irdo resultar em um baixo
rendimento de extragdo.

O protocolo pode néo ter sido realizado corretamente, ou podem ter sido
utilizados os reagentes incorretos. O SV Total RNA Isolation System é um kit de
multiplos passos e que exige que reagentes corretos sejam utilizados em uma
correta ordem. Isto assegura que o RNA permanecera ligado a membrana
durante o processo de purificagdo. Tampdes e solucdes do kit Wizard® Plus SV
DNA Purification System nao sdo compativeis com este sistema e ndo devem
ser usados.

O etanol pode néo ter sido adicionado a Dnase Stop Solution ou ao RNA Wash
Solution. Prepare as solugdes conforme as instrugdes do item 6.3.1 antes de
iniciar os procedimentos.

Deixou-se aquecer as amostras durante a homogeneizagéo. Deve-se trabalhar
o mais rapidamente. Todas as amostras devem ser mantidas em gelo durante
todas as etapas de processamento. Use a solugdo RNA Lysis Buffer gelada
para a homogeneizagdo, pois assim melhorara o rendimento e estabilidade,
uma vez que o aquecimento da amostra sempre é um problema. Verifique se a
area do homogeneizador estd devidamente coberta com lisado durante a
homogeneizagao.

8.2- Formagéao de espuma no lisado

Alguns homogeneizadores geram espuma quando os tecidos sdo homogeneizados.
Deixar a espuma se instalar antes da pipetagem. Somente homogeneizar até que os
fragmentos de tecido visiveis sejam eliminados.

8.3- Baixa reprodutibilidade entre amostras

* Ocorreu decantagdo do lisado. A decantacdo do lisado limpo pode produzir
quantidades variaveis de recuperagdo e pouca reprodutibilidade. O desempenho ideal
com boa reprodutibilidade é alcangado pipetando-se a quantidade total do lisado limpo.

* O homogeneizado diluido pode néo ter sido aquecido a 70 °C. A mistura deve ser
aquecida a 70 °C por 3 minutos para uma recuperagédo 6tima do RNA total. Erros
relacionados ao aquecimento da mistura resultardo em rendimentos diminuidos.

8.4- Entupimento das colunas de centrifugagao

* O lisado esta muito concentrado. Se o lisado homogeneizado for dificil de pipetar
com facilidade, o lisado celular estd muito concentrado e o tampéao de diluigdo de RNA
ndo ira efetivamente limpar o lisado. A concentracdo de RNA variara entre os tecidos
dependendo de sua fungdo. Se o lisado for muito viscoso, simplesmente diluir com o
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tampéao de lise de RNA antes de adicionar tampao de diluigdo de RNA. Usar apenas
175 pl de lisado por preparagao.

* Pellet foi desestruturado apds a limpeza do lisado. Pipetar com cuidado o lisado
limpo depois do passo de centrifugagdo. Evitar manipular o pellet que contém as
proteinas precipitadas e os detritos celulares.

8.5- Rastro de DNA genémico observado ao realizar PCR

* A reagdo pode conter uma quantidade muito grande de template. Reduzir a
entrada total de RNA para 50-100 ng na PCR de controle. Geralmente, o produto do
RNA especifico sera visualizado a partir de um template de 50 ng de RNA total para
uma RT-PCR.

* A amostra pode conter muito DNA gendmico. Deve-se reduzir a quantidade inicial
de tecido para a obtengdo do homogeneizado. Na maioria das extragdes de RNA a
contaminagdo por DNA gendmico ndo sera um problema se a quantidade inicial do
material de extracdo for de 30 mg ou menos por preparagdo. Para amostras de tecido
renal, ndo exceder 20 mg de amostra por preparacdo, e para amostras de baco, ndo
exceder 15 mg de tecido por preparacédo. Para células cultivadas, ndo exceder 5 x 108
células por preparagao.

* Quando se utilizam as quantidades de tecido recomendadas para o uso no
sistema, a maioria das amostras de RNA purificadas ndo apresentardo contaminagao
por DNA genémico em RT-PCR. Contudo, os tecidos ou culturas densas podem conter
também muito DNA para ser eliminado. Se a contaminacédo por DNA é um problema em
uma amostra, recomendamos a utilizacdo de um tratamento com DNase a partir do RNA
(Cat. # M6101) seguido de extragéo de fenol:cloroférmio.

8.6- Contaminagédo de DNA genémico

* A enzima DNase | pode estar inativa. Ressuspender e armazenar a DNase
liofilizada de acordo com as instrugdes do kit. Nao congelar-descongelar a DNase mais
de trés vezes depois da enzima ter sido reidratada.

* MgCl, ou DNase | ndo foi adicionado ao tampéo Yellow Core. Para cada
isolamento a ser realizado, preparar a incubacdo DNase adicionando 40 ul de tampao
de Yellow Core, 5 yl de MnCl; 0,09 M e 5 ul de enzima DNase | em um tubo estéril
imediatamente antes da utilizagdo. Preparar uma solugdo de incubagdo DNase nova
para cada conjunto de isolamentos de RNA. Nunca vortexar esta solugao.

* A solugdo DNase | ndo estd em pleno contato com a membrana durante a
digestdo. Inspecionar visualmente para garantir que a solugdo DNase | cobre
completamente as membranas durante a digestdo do DNA. A solugdo é amarela para
facilitar sua visualizagao.

* O passo da DNase foi omitido ou n&o realizado corretamente. O passo da DNase
deve ser realizado para eliminar a possibilidade do DNA contaminar o sistema.

8.7- Lisado muito viscoso que nao possibilita uma facil pipetagem
* O lisado inicial € muito viscoso. Diluir o lisado com RNA Lysis Buffer.
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* O lisado torna-se muito viscoso enquanto estd acondicionado no gelo.
Brevemente, re-homogenizar a amostra para “picar” o DNA gendmico. A re-
homogenizagéo de lisados pode resultar em menores rendimentos de RNA; portanto,
apenas re-homogeinizar quando necessario.

8.8- A coluna de centrifugagao nao filtra quando se utiliza o vacuo

A pressao de vacuo é insuficiente. Uma pressdo de vacuo >15 polegadas de
mercurio € necessaria para usar o protocolo de vacuo. Se a coluna de centrifugagdo
ndo for efetivamente limpa usando o protocolo de vacuo, mudar para o protocolo de
centrifugacéo e prosseguir a extragéo.

8.9- Degradacao de RNA

A enzima RNase foi introduzida durante o manuseio. Usar vidrarias, solugdes e
plasticos descartaveis tratados com DEPC para manipulagdo e armazenamento do
RNA. Use luvas o tempo todo. A utilizagdo da enzima RNase apds a eluigdo ira
degradar o RNA.
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1- Objetivo

Estabelecer critérios para a purificagdo de produtos de amplificacdo de acidos
nucleicos para posterior sequenciamento usando o kit PureLink PCR purification Kit
Invitrogen_Life Technologies - Cat No K310001. Os procedimentos de purificagdo sdo
indicados para purificar até 40 ug de DNA fita dupla.

2- Area de aplicagao

Este documento se aplica ao Laboratério de Genética Molecular da Embrapa
Amazbnia Oriental.

3- Simbologia, terminologia, siglas e defini¢coes

Tabela 1. Siglas e definigdes

Siglas Definigbes
Embrapa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
GQ Gestado da Qualidade
LABGEM Laboratério de Genética Molecular
POP Procedimento Operacional Padrao

4- Responsabilidades

Pesquisadores, analistas, assistentes, estagiarios e colaboradores.

Cad. Data Descrigao Visto
Revisado: 00 Set/17 | Emisséo inicial do documento
Distribuicdo: | LABGEM | Set/17 | Laboratério de Genética Molecular
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5- Insumos

— Microtubos para PCR de 200 pL.

— Caneta para marcagao de microtubos.
— Estante para microtubos.

— Isopropanol 100%.

— Etanol 96-100%.

- H0 Milli-Q.

— Micropipetadores livres de RNase.

— Microcentrifuga refrigerada = 10.000 g.
— Workstation.

— Racks.

— Ponteiras para micropipetadores livres de RNase.
— Tampao de Ligagdo HC (B2* ou B3**).
— Tampao de lavagem (W1).

— Tampao de elui¢éo (E1).

— Colunas spin do kit.

— Tubo coletor do kit.

— Tubos de elui¢édo do kit.

*Tampao de ligagdo HC B2 para purificagao de fragmentos de PCR entre 100 pb e 12 kb.

** Tampéao de ligagdo HC B3 para remover primers, dimeros ou produtos de amplificagcdo
inespecificos de PCR menores que 300 pb. Este tampado reduz a recuperagédo de
fragmentos entre 300 pb a 600 pb e facilita que fragmentos menores que 300 pb se
liguem as colunas do kit.

6- Procedimentos

6.1- Antes da purificagao

a) Manter o volume de PCR entre yL 50 e 100 pL.

b) Manter uma aliquota (10 pL) antes da purificagéo para verificagdo do amplicon no
gel de agarose.

c) Pipetar o tamp&o de eluigdo (E1) no centro da coluna e incube por 1 minuto.

d) Acrescentar 10 mL de Isopropanol 100% ao tampéo de ligacédo (B2) e 64 mL de
Etanol 96-100% ao tamp&o de lavagem (W1).

e) Apds a adigao do isopropanol e do etanol aos tampdes, estocar em temperatura
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ambiente.

6.2- Ligagdo do DNA

a) Acrescentar 4 volumes do tampao de ligagédo (B2) a 1 volume do produto de PCR
(50 yL a 100 yL). Misturar bem.

b) Utilizar a coluna hidratada (incubada no passo 6.1.c) acoplada a um novo tubo
coletor do kit.

c) Acrescentar a mostra com o tampéao de ligacédo (6.2.a) na coluna.

d) Centrifugar a coluna a temperatura ambiente a 10.000 g por 1 minuto.

e) Descartar o filtrado e colocar a coluna spin dentro do tubo coletor.

6.3- Lavagem do DNA

a) Acrescentar 650 uL do tampao de lavagem (W1) na coluna.

b) Centrifugar a coluna a temperatura ambiente a 10.000 g por 1 minuto.

c) Descartar o filtrado do tubo coletor e colocar a coluna dentro do tubo novamente.

d) Centrifugar em temperatura ambiente a coluna a uma velocidade maxima por 2 a
3 minutos para remover qualquer residuo do tamp&o de lavagem.

e) Descartar o tubo coletor.

f) Preservar a coluna spin para o préximo procedimento.

6.4- Eluicdo do DNA

a) Colocar a coluna spin (passo 6.3.f) em um novo tubo de 1,7 mL fornecido pelo kit.

b) Preparar a coluna spin acrescentando 50 pL de tamp&o de elui¢cdo ou H,O Milli-Q
no centro da coluna.

¢) Incubar a coluna a temperatura ambiente por 1 minuto.

d) Centrifugar a coluna a velocidade maxima por 2 minutos.

e) Para a eluigdo do produto de PCR purificado, deve-se remover e descartar a
coluna. O volume de eluigdo recuperado é de aproximadamente 48 pL.

f) Estocar o produto de PCR purificada a -20 °C para posterior utilizagéo.

6.5- Avaliagao do rendimento

a) Para estimar o rendimento da purificacéo, realizar uma eletroforese em gel de
agarose do produto de amplificagdo purificado e da aliquota do produto néo purificado
(passo 6.1 b).

b) Comparar a intensidade da banda do produto de PCR purificado com os
fragmentos do marcador padrao de DNA (Figura 1 e 2).
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Exemplo da quantidade de DNA recuperado e da remogao dos primers

Tampao de ligagdo B2
1 2

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 3%
dos produtos de amplificagdo purificados
utilizando-se o tampao de ligagdo B2. Linha 1 -
produto de amplificagdo; linha 2 — marcador de
peso molecular de 100 pares de base.

- 100 pb
- 37-mer primer

Tampéo de ligacdo B3
1 2 3

.. - 965 bp
w— Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 3%
e dos produtos de amplificagdo purificados
—— utilizando-se o tampéao de ligagédo B3. Linha 1 —
o4 marcador de peso molecular de 100 pares de
s base; linhas 2 e 3 — produto de amplificagao de
S -232pb amostras purificadas.
-
-— - 25-mer pb

c) Apo6s a eletroforese em gel de agarose, escolher as amostras mais puras e fazer
a quantificagdo espectométrica das amostras.

7- Referéncias

PURELINK® PCR Purification Kit: for rapid, efficient purification of PCR products.
Carlsbad: Life Technologies, 2011. 14 p.
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1- Objetivo

Estabelecer critérios para o procedimento de clonagem e transformagao de células
competentes utilizando kit comercial pGEM-T Easy Vector System Il Promega_Cat Number
A1360, A1380, A3600 eA3610.

2- Area de aplicagio

Metodologia apresentada no POP a ser iniciada no Laboratério de Genética
Molecular da Embrapa Amazbnia Oriental.

3- Simbologia, terminologia, siglas e defini¢cdes
Tabela 1. Siglas e defini¢cdes.

Siglas Definigoes
Embrapa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
GQ Gestéo da Qualidade
LABGEM Laboratério de Genética Molecular
POP Procedimento Operacional Padrao

4- Responsabilidades

Pesquisadores, analistas, assistentes, estagiarios e colaboradores.

Cod. Data Descrigdo Visto
Reviséo: 00 Set/17 | Emisséo inicial do documento
Distribuicdo: | LABGEM | Set/17 | Laboratorio de Genética Molecular
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Insumos

Microtubos para PCR de 200 pL.
Caneta para marcagéo de microtubos.
Estante para microtubos.

H,0 Milli-Q.

Voértex.

Banho-maria.

Micropipetadores.

Microcentrifuga refrigerada = 10.000 g.
Termociclador.

Sistemas de eletroforeses.
Workstation.

Racks.

Ponteiras para micropipetadores livres de RNase.
Kit de purificagdo de produtos de PCR.

2de 17

Placas com meio LB com ampicilina / IPTG / X-Gal (duas placas por reacédo de

ligacéo + duas placas para determinar a eficiéncia de transformacao).

6-
6.

Meio SOC.
Agrose.
Marcador de pares de base.

Procedimentos

1- Pré-clonagem

a) Realizar duas PCRs (Reagé&o em Cadeia da Polimerase) com volume de 50 pL
usando os primers de interesse.

b) Aplicar cerca de 10 pyL do produto da PCR em gel de agarose a 1-3% para
verificar o produto de amplificagéo.

6.2- Ligacdo do DNA utilizando o sistema pGEM

a) Centrifugar brevemente os tubos de pGEM®-T ou pGEM®-T Easy Vector e DNA
Control Insert para coletar o contetido na parte inferior dos tubos.

b) Configurar as reagdes de ligagdo como descrito na Tabela 2.
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Nota: Usar tubos de 0,5 mL conhecidos por possuir baixa capacidade de ligagcdo ao
DNA. Vortexar o tampéo de ligagédo rapido (Rapid Ligation Buffer) 2X vigorosamente
antes de cada uso.

Tabela 2. Reagdes de ligagao.

Componente da reagdo | Reagado padrdao | Controle positivo Corr;targléida
2X Rapid Ligation Buffer,
T4 DNA Ligase 504l 504l 6.0l
pGEM®-T or pGEM®-T
Easy Vector (50ng) 1.0ul 1.0ul 1.0l
Produto da PCR X pl* - -
DNA Inserto Controle - 2,0 pl -
T4 DNA Ligase (3 Weiss
units/ul) 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl
Agua ultrapura para
completar o volume final 10,0l 10,0 ul 10,0 ul

*Taxa molar do produto da PCR: podem ser necessarias a otimizacdo e a
quantificacédo do inserto.

c) Misturar as reagdes usando micropipeta. Incubar as reagdes durante 1 hora a
temperatura ambiente. Alternativamente, para a obtengdo de um numero maximo de
transformantes, as reagdes devem ser incubadas a 4 °C overnight.

Obs.:

1. Usar apenas a T4 DNA Ligase fornecida com o sistema pGEM®-T e pGEM®-T
Easy Vector para executar a ligagdo. Outras preparagdes comerciais de T4 DNA
ligase podem conter atividades exonuclease, o que pode remover as
desoxitimidinas terminais do vetor.

2. O tampéo de Ligagdo Rapida 2X (2X Rapid Ligation Buffer) contém ATP, que se
degrada durante as flutuagbes de temperatura. Evite multiplos ciclos de
congelamento-descongelamentos e a exposi¢do do tampao a mudangas frequentes
de temperatura preparando aliquotas de uso Unico do tampao (buffer).

3. Tempos de incubagdo mais longos aumentardo o numero de transformantes.
Geralmente, a incubagdo overnight a 4 °C produz um numero maximo de
transformantes.

4. A eletroforese do produto da PCR em gel de agarose antes da realizagéo da
reagdo de ligagdo é importante para verificar se a reagdo produziu o produto
desejado. O produto da PCR a ser ligado pode ser purificado a partir do gel de
agarose ou purificado diretamente do produto de amplificagdo por PCR. Em
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qualquer uma das situagbes deve-se utilizar kit de purificagdo especifico. A
purificagéo das reagdes antes da ligagéo é recomendada para remover dimeros de
primers e outros produtos indesejados da reagdo, assim como para melhorar a
eficiéncia da ligacdo. Deve-se evitar ao maximo a exposi¢ao dos produtos da PCR a
radiagao ultravioleta a fim de evitar a formacao de dimeros de pirimidina.

6.3- Otimizacéo do Inserto:Vetor

a) Os sistemas pGEM®-T e pGEM®-T Easy Vector foram otimizados usando uma
relagdo molar 1:1 da amostra Controle de Inserto de DNA para os vetores. No entanto,
as proporgdes de 8:1 a 1:8 também foram utilizadas com sucesso. Se experimentos
iniciais com o produto da PCR apresentarem problemas, sera necessario a otimizacao
da relagdo. Taxas de 3:1 a 1:3 fornecem bons parametros iniciais.

b) A concentragdo de produto da PCR deve ser estimada através da utilizagdo de
padrées de massa de DNA (preferencialmente de 1 kb) ou através de ensaio com
fluorescéncia. Os vectores pGEM®-T e pGEM®-T Easy Vector possuem
aproximadamente 3 kb e s&do fornecidos com uma concentragéo de 50 ng/pl.

Para calcular a quantidade apropriada de produto da PCR (insercéo) para incluir na
reacgao de ligagao, usar a seguinte equagao:

ng de vetor x tamanho (kb)do inserto
tamanho (kb dovetor

x1elardo inserte: vetor = quantidade (ng Jdo inserto

Exemplo do calculo para obtencgao da relagéo inserto: vetor

Quanto de produto da PCR purificado de 0,5 kb deve ser adicionado para a ligagao
na qual 50 ng de vetor de 3,0 kb sera utilizado, sendo a razdo inserto:vetor utilizada de
3:1, qual a relagdo molar adequada?

50ng x0,5kbdoinserto x 3 = 25ng do inserto

3,0 kb do vetor 1

Caso os parametros utilizados fossem de 1:1 da relagdo inserto:vetor, seriam
necessarios 8,3 ng de um inserto de DNA de 0,5 kb.

Obs.: Pode-se utilizar a calculadora Biomath (www.promega.com/biomath/) para
determinar a quantidade necessaria do inserto de DNA. O tamanho do vetor
pGEM®-T é de 3000 pb e o tamanho do vetor pPGEM®-T Easy é de 3015 pb.
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6.4- Transformagoes usando sistema pGEM®-T: Reagéo de Ligagao

a) Use células competentes de alta eficiéncia (21x10% cfu/ug de DNA) para as
transformacgoes.

b) Ligagdo de fragmentos com uma cauda terminal de base Unica pode ser
ineficiente, por isso é essencial usar células com uma eficiéncia de transformagéo de
1x10® ufc/ug de DNA (ou superior) para obter um nimero razoavel de coldnias.
Recomenda-se o uso de JM109 High Efficiency Competent Células (Cat. L2001). Essas
células séo fornecidas com os sistemas pGEM®-T e pGEM®-T Easy Vector Il.

c) Outras linhagens de células competentes podem ser utilizadas, porém, devem
ser compativeis com o sistema de selegdo por cores azul/branco e padrao de selegédo
padréo por amplicilina.

Obs.: O uso de células competentes de alta eficiéncia (por exemplo, células XLTM
Gold® Ultracompetent) pode resultar em um maior background de colbnias azuis.

d) Se forem utilizadas células competentes, exceto as Células Competentes de Alta
Eficiéncia JM109 fornecidas pela Promega, é importante que seja seguido o protocolo
de transformagdo apropriado para a linhagem celular utilizada. A selegdo para
transformantes deve ser em meio LB / ampicilina / IPTG / X-Gal (Protocolo em Anexo no
final deste POP). Para obter melhores resultados, placas contendo o meio preparadas a
mais de 1 més ndo devem ser utilizadas.

e) O gendtipo JM109 é recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (K -, mK +), relA1, sup
E44, A (lac-pro AB), [F', traD36, proAB, lac I* ZAM15].

6.5- Protocolo de Transformagao

a) Preparar duas placas LB / ampicilina / IPTG / X-Gal para cada reacéo de ligacéo,
além de duas placas para determinar a eficiéncia de transformagéo. As placas com o
meio de crescimento devem ser estabilizadas a temperatura ambiente.

b) Centrifugar os tubos contendo as reacdes de ligacdo para coletar o conteudo na
parte inferior. Adicionar 2 pl de cada reagao de ligacdo a um tubo de polipropileno estéril
(17x100 mm) ou a um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL que deve ser mantido em
gelo. Preparar outro tubo com plasmideo n&o cortado de 0,11 ng para determinar a
eficiéncia de transformagdo das células competentes, o qual também deve ser mantido
em gelo.

c) Retirar uma aliquota congelada de células competentes de alta eficiéncia e
realizar o descongelamento em banho de gelo por cerca de 5 minutos. Misturar as
células suavemente. Evitar a pipetagem excessiva, uma vez que as células séo
extremamente frageis.
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d) Transferir cuidadosamente 50 pl de células para cada tubo preparado no passo
b (usar 100 ul de células para determinagao de eficiéncia de transformacéao).

e) Misturar suavemente os tubos e coloca-los em banho de gelo por 20 minutos.

f) Proceda o choque térmico das células por 45-50 segundos em banho-maria
exatamente a 42 °C (nao agitar).

g) Voltar imediatamente os tubos para o gelo por 2 minutos.

h) Adicionar 950 pl de meio SOC a temperatura ambiente aos tubos contendo as
células transformadas com as reagdes de ligagdo e 900 pl de meio SOC para o tubo
contendo as células transformadas com o plasmideo nédo cortado (o caldo LB pode ser
substituido, mas o nimero de colénia pode ser menor).

i) Incubar sob agitagéo (~150 rpm) durante 90 minutos a 37 °C.

j) Distribuir 100 pl de cada transformagdo em cada uma placas contendo meio de
crescimento LB / ampicilina / IPTG / X-Gal. Para o controle da transformagao,
recomenda-se uma diluicdo 1:10 com meio SOC para o plaqueamento. Se um numero
maior de colbnias é desejado, as células podem ser sedimentadas por centrifugagdo a
1.000 x g durante 10 minutos, ressuspender em 200 pl de Meio SOC e utilizar 100 pl em
cada uma das placas.

1) Incubar as placas overnight (16-24 horas) a 37 °C. Do plaqueamento de 100 pl da
reagdo de transformacgdo espera-se obter aproximadamente 100 colbénias éE)or placa,
sendo esta eficiéncia referente a utilizagdo de células competentes com 1x10° cfu/ug de
DNA.

m) O uso de células competentes de alta eficiéncia pode resultar em um maior
background (numero) de colbnias. Incubagdes mais longas ou o armazenamento das
placas com meio de crescimento a 4 °C (apds a incubagao overnight a 37 °C) pode ser
usado para facilitar o aparecimento das colénias de cor azul. As colénias brancas
geralmente contém os insertos; no entanto, insertos do DNA alvo também podem
estar presentes nas col6nias azuis.

Obs.:

1. A utilizagdo de tubos maiores (17%x100 mm) de polipropileno, tipo falcon
(Falcon™ Cat. # 2059) aumenta a eficiéncia da transformagéo. Os tubos de alguns
fabricantes propiciam a ligagdo do DNA na parede e devem ser evitados.

2. As colonias que contém atividade da B-galactosidase podem crescer menos em
relacdo as células que ndo possuem esta atividade. Apds o crescimento overnight,
as coldnias azuis podem ser menores do que as coldnias brancas, que apresentam
aproximadamente 1 mm em didmetro.

3. A cor azul ficard mais escura se, apds a incubagédo overnight, as placas
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passarem por um novo periodo de incubagao overnight a 4 °C.

Exemplo: Célculo de Eficiéncia de Transformag&o

Depois de 100 pl de células competentes serem transformadas com 0,1 ng de DNA
de plasmidico ndo cortado, adiciona-se a reacéo de transformagéo 900 ul de meio
SOC (0,1 ng de DNA/ml). A partir desse volume, uma diluicdo 1:10 com meio SOC
(0,01 ng de DNA/ml) é feita e 100 pl desta diluigao é transferida para cada uma das
duas placas (0,001 ng de DNA/100 pl). Se forem obtidas 200 col6nias (média de
duas placas), qual é a eficiéncia de transformagao?

200cfu = 2x10° cfu/ng = 2x10° cfu/ug DNA
0,001 ng

6.6- Selecao dos insertos transformados

1. A clonagem bem-sucedida de um inserto utilizando o sistema pGEM® interrompe
a sequéncia de codificagdo da p-galactosidase, o que permite que os clones
recombinantes sejam identificados por selegéo por coloragcdo em placas indicadoras.

2. No entanto, as caracteristicas dos produtos de PCR clonados nos vetores podem
afetar significativamente a proporgao de coldnias azuis:brancas obtidas.

3. Normalmente, os clones que contém produtos da PCR produzem colénias
brancas, mas as colénias azuis podem também conter o fragmento do produto de PCR
que foram clonados in frame (enquadrado) com o gene lacZ. Tais fragmentos sao
geralmente multiplos de 3 pares de bases de comprimento (incluindo a extremidade 3'-
A) e ndo contém os codons de parada in frame.

4. Ha relatos de fragmentos de DNA de até 2 kb que foram clonados in frame e
produziram colbnias azuis.

5. Mesmo que seu produto da PCR n&o seja um multiplo de 3 bases de
comprimento, o processo de amplificagdo pode introduzir mutacdes (delegdes ou
mutagdes pontuais) que podem resultar em col6nias azuis.

6. O Controle de Inserto de DNA fornecido com os sistemas pGEM® é um
fragmento de DNA de 542 pb do vetor pGEM®-luc (Cat. # E1541). Esta sequéncia foi
mutada para conter varios cédons de parada em todas as seis regides de leitura
abertas, o que garante um baixo background de coldnias azuis na reagao de controle.

7. Resultados obtidos com o Controle de Inserto de DNA podem n&o ser
representativos daqueles alcangados com seu produto da PCR.



Manual de Biosseguranca da Embrapa Amazoénia Oriental 77

POP:  pOP-LABGEM-MET-07

Clonagem e transformacgao de células quimiocompetentes de 8de 17

Titulo:
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7- pGEM®-T e pGEM®-T Easy Vector: Sequéncias, sitios de multiclonagem e
mapa circular

7.1- Sitios de sequéncia e multiclonagem do vetor pGEM®-T

O vetor pGEM®-T ¢ derivado do vetor pGEM®-5Zf (+) (GenBank® N° de Acesso
X65308). O vetor pPGEM®-T foi criado linearizando o vetor pPGEM®-5Zf (+) com EcoRV
na base 51 adicionando-se uma Tem em ambos os extremos 3'. O site ECORV néo sera
recuperado apos a ligagao vetor:inserto (Figura 1).

T7 Transcription Start

5. .. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG
3. .. ACATT ATGCT GAGIG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC
T7 Promoter L | — | Il |

Apal Aatl Sph Bs1Z|

CCATG GCCGC GGGAITS(chd |"Sc,[) ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
GGTAC CGGCG CCCTA i 5 3TIAG IIG ATCAC GCCGG (|:GiG|AC G!C[lIA GC .'GIGl TATAC
|
Neol Sacl Spel Notl Py
Be:Z|
SP6 Transcription Starn

stl Sal Nde

GGAGA GCTCC CAACG CGTTIG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT...3
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA. . &

J L | SP8 Promoter
Sacl BstX| Nsil

Figura 1. O promotor e a sequéncia de clonagem multipla do vetor pGEM®-T. A
sequéncia superior corresponde ao RNA sintetizado pela RNA polimerase T7. A
sequéncia inferior corresponde ao RNA sintetizado pelo RNA polimerase SP6.

7.2- Mapa do vetor pGEM®-T e pontos de referéncia das sequéncias

Xmnl 1994
| Nael
o \ 2692
f1 ori 71 1 start
Apal 14
Aatll 20
NV -AE:
Amp' stZ| 31
PGEM®-T lacZ Neol 37
Vector T Sacll 46
(30000p)
Spel 55
Notl 62
BstZI 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
Sacl 94
ori BstX| 103 %
Nsil 112 3
126
T spe g
g
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Pontos de referéncia da sequéncia de vetores pGEM®-T:

Sitio de iniciagdo da transcrigdo da T7 RNA polimerase 1
Regido de clonagem multipla 10-113
Promotor da SP6 RNA polimerase (-17 a +3) 124-143
Sitio de iniciagdo da transcrigdo da SP6 RNA polimerase 126

Sitio de ligagédo da sequéncia reversa do primer pUC/M13 161-177

Cdédon de iniciagéo lacZ 165
Operon lac 185-201
Regido de codificacédo de B-lactamase 1322-2182
Regido phage 1 2365-2820
2821-2981,

Sequéncias do operon lac
151-380

Sitio de ligacédo da sequéncia dianteira do primer pUC/M13 | 2941-2957

Promotor da T7 RNA polimerase (-17 a +3) 2984-3

Nota: Uma Unica digestdo com o BstZl ira liberar inser¢cdes clonadas no vetor
pGEM®-T. Digestdes duplas também podem ser usadas para liberar insergées. Iso
esquizdmeros da BstZl incluem Eagl e Eco52I.

7.3- Sitios de sequéncia e multi-clonagem do pGEM®-T Easy Vector

A sequéncia do pGEM®-T Easy \Vector estda disponivel em:
www.promega.com/vectors/.

O pGEM®-T Easy Vector foi linearizado na base 60 com EcoRV e uma T foi
adicionada em ambas as extremidades 3'. O site ECORV no sera recuperado apds
a ligagéo vetor:inserto (Figura 2).
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T7 Transcription Start

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3...ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
77 Promoter

Apal Aatll Sphl Bs1Z1 Neol

GCGGC CGCGG GAATT CGATT 3} ioned rseﬁ) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA I3 TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCIC AGCTG
I 3 I
— ‘
—JSacll  Econl Spal Eoom NI g sal
Bzl Bzl

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT . .. 3
GTATA GCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA . . . 5
| J SP6 Promoter

Ndel Sacl BstX] Neil

Figura 2. Promotor e sequéncia de clonagem multipla do pGEM®-T Easy Vector. A
sequéncia superior corresponde ao RNA sintetizado pela T7 RNA polimerase. A

sequéncia inferior corresponde ao RNA sintetizado pela SP6 RNA polimerase.

7.4- Mapa do vetor pGEM®-T Easy e pontos de referéncia das sequéncias

Xmnl 2009 1
T7
Scal 1890 Nael 2707 [ o] 14 22"
\ Aatll | 20
f1 ori Sphl 26
Bstzl | 31
Bezi | 43
st 4
Amp' 2 Notl 43
pGEM®-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector 2 EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRlI | 70
Notl 77
BstZI 77
) Pstl 88
ori Sall 20
Ndel | 97
Sacl 109
BstXl |118 3
Nsil__|127 3
141 %
T spe g
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Pontos de referéncia da sequéncia de vetores pGEM®-T Easy:

Sitio de iniciagdo da transcrigdo da T7 RNA polimerase 1
Regido de clonagem multipla 10-128
Promotor da SP6 RNA polimerase (-17 a +3) 139-158
Sitio de iniciagao da transcrigdo da SP6 RNA polimerase 141

Sitio de ligagédo da sequéncia reversa do primer pUC/M13 176-197

Cddon de iniciagéo lacZ 180
Operon lac 200-216
Regiéo de codificagcdo de B-lactamase 1337-2197
Regiéo phage f1 2380-2835
. 2836-2996,
Sequéncias do operon lac 166-395
Sitio de ligacdo da sequéncia dianteira do primer
pUC/M13 2949-2972
Promotor da T7 RNA polimerase (-17 a +3) 2999-3

11de 17

Nota: (1) Os insertos podem ser sequenciados usando o primer Promoter SP6 (Cat.
# Q5011), o primer Promoter T7 (Cat. # Q5021), primer PUC/M13 Forward (Cat. #
Q5601), ou primer pUC/M13 Reverse (Cat. # Q5421). (2) Uma unica digestdo com
o BstZIl (Cat.# R6011) ou Not | (Cat.# R6431) ira liberar insergdes clonadas no vetor
pGEM®-T Easy. Digestdes duplas também podem ser usadas para liberar
insercdes. Iso esquizdmeros da BstZl incluem Eagl e Eco52l.

8- Possiveis problemas

Problema

Causa e comentarios

Nao ha colbnias

Ocorreu um problema com a reagao de
transformacéo ou as células perderam
a competéncia. Background de vetores
néo digeridos e o vetor T caudado n&o
religado devem produzir 10-30 colbénias
azuis independentes da presenga de
DNA de insergdo. \Verificar o
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background do controle.

Usar células competentes de alta
eficiéncia (21x10% cfu/ug de DNA).
Testar a eficiéncia transformando as
células com um plasmideo nao cortado
que permite a sele¢cdo de antibidticos,
como o vetor fGEM@ 5Zf (+). As
células a 1x10° cfu/ pg de DNA
geralmente produzem 100 coldnias.
Portanto, vocé ndo vera colbnias de
células que sejam < 1x107 cfu/ug de
DNA.

Menos de 10% de colbnias
brancas com inserto de DNA
controle

Diluigéo incorreta da 2X Rapid Ligation.
O tampéo T4 de DNA-ligase do kit esta
a uma concentragéo de 2X. Use 5 pl
em 10 yl reagéo.

Se o ndmero total de coldnias for alto,
mas ha poucas ou nenhuma colbnia
branca, as células competentes podem
ser de alta eficiéncia (= 1x10° cfu/ug),
mas pode haver um problema de
ligacéo. Aproximadamente 1.000
colénias podem ser obtidas a partir da
ligacdo de controle positivo usando
células que sdo 10° cfu/ug de DNA,
com 70-90% de colbnias brancas. Se a
ligacdo for subdtima ou falhar, o
numero total de colbénias sera alto (até
300 células a 1x10° cfu/ug), mas a
quantidade de colbnias brancas sera
baixa ou zero.

A reagao de ligacédo falhou. O tampao
Ligase pode ter DNA com pouca
atividade. O tampéo de Ligagdo Rapida
2X contém ATP, que se degrada
durante as flutuagbes de temperatura.
Evitar multiplos ciclos de
congelamento-descongelamento

fazendo aliquotas de uso Unico do
buffer. Usar um frasco fresco de buffer.
Para testar a atividade da ligase e do
tampéo, configurar uma ligagdo com
~20 ng de marcadores de DNA (por

12de 17
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exemplo, marcadores Lambda
DNA/Hindlll, Cat. # G1711). Comparar
o DNA ligado e ndo ligado em um gel e
verificar se os fragmentos foram
religados em material de alto peso
molecular.

As extremidades T foram removidas,
permitindo uma fragil ligacdo dos
vetores com a extremidade frouxa, o
que da origem a mais coldnias azuis do
que brancas. Evitar a introdugédo de
nucleases, o que pode degradar as
extremidades em T. Usar apenas a T4
DNA Ligase fornecida com o sistema, a
qual foi testada para uma minima
atividade exonuclease. Além disso,
usar agua estéril, livre de nuclease.

Menos de 60% de colbnias
brancas com DNA controle
de Insergao

Diluicdo inadequada do tamp&o de
Ligacdo Rapida (Rapid Ligation Buffer).
O tampdo de Ligagdo Rapida é
fornecido com uma concentragdo de
2X. Usar 5 yl em uma reacéo de 10 pl

As extremidades em T foram
removidas, permitindo uma ligagéo
frouxa das extremidades do vetor e
dando origem a col6nias mais azuis do
que brancas. Evitar a introdugdo de
nucleases, o que pode degradar as
extremidades em T. Usar apenas a T4
DNA Ligase fornecida com o sistema,
que foi testada para uma minima
atividade exonuclease.

A temperatura de ligagdo estd muito
alta. Temperaturas mais altas (> 28 °C)
dédo origem a um aumento do
background (colbnias azuis) e menos
coldnias recombinantes.

Diluicdo inadequada do tamp&o de
Ligagéo Rapida (Rapid Ligation Buffer).
O tampédo de Ligagdo Rapida é
fornecido com uma concentragdo de
2X. Usar 5 yl em uma reagéo de 10 pl.

13de 17
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Baixo numero ou ndo
crescimento de colbnias
brancas contendo o produto
da PCR

A incubacdo para a ligagdo nao foi
suficientemente  longa. Resultados
6timos sdo vistos com um tempo de
ligagéo overnight.

A ligagcdo fracassou devido a uma
inibicdo de algum componente do
produto de PCR. Misturar alguns dos
produtos de PCR com a ligagdo de
controle positivo para determinar se
existe um inibidor. Se for indicado um
inibidor, repurificar o fragmento de
PCR.

O produto de PCR n&o esta ligando
porque ndo ha extremidades 3'-A. Nem
todas as DNA polimerases
termostaticas criam uma saliéncia 3'-A.
Os fragmentos de corte contundente
podem ser subsequentemente
submetidos ao tratamento com uma
polimerase apropriada e dATP.

O produto de PCR nao pode ser ligado
devido a formagdo de dimeros de
pirimidina formados por exposicdo
excessiva a UV. Este é um problema
comum com DNA purificado a partir do
gel. Nao ha como corrigir esta falha; o
DNA deve ser refeito. A exposicdo a
ondas UV curtas deve ser limitada
tanto quanto possivel. Usar uma placa
de vidro entre o gel e a fonte UV para
diminuir a superexposi¢cdo a UV. Se
possivel, apenas visualizar o produto
de PCR usando uma fonte UV de onda
longa.

O fragmento de PCR ¢é inserido, mas
ndo esta interrompendo o gene lacZ.
Se houver um maior numero de
coldnias azuis resultantes da ligagao
do fragmento de PCR do que no
background controle, algumas dessas
coldnias azuis podem conter insergao.
Remover as coldnias azul e azul palido.

14 de 17
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A relacdo inserto:vetor ndo é a ideal.
Verificar a integridade e a quantidade
do seu fragmento de PCR por analise
de gel. Otimizar a relagéo inserto:vetor.

Pode haver dimeros de primers
presentes no produto de PCR
purificado. Os dimeros de primers
ligam-se ao vetor pPGEM®, mas podem
ndo ser vistos apdés a anadlise da
digestao por restricdo em gel devido ao
seu pequeno tamanho. O vetor parece
nao conter insergdo. Mais coldnias
azuis podem ser vistas com a ligagao
do que nas placas controle de
background. O fragmento de PCR deve
ser purificado a partir do gel.

Multiplos produtos de PCR podem ter
sido gerados e clonados no vetor
pGEM®. Purificar o fragmento de PCR
de interesse a partir do gel.

O DNA foi reorganizado. Verificar uma
série de clones para ver se o rearranjo
é aleatdrio. Se assim for, o clone de
interesse deve estar presente e pode
ser identificado pela triagem de varios
clones. Se o mesmo rearranjo for
encontrado em todos os clones, o uso
de uma deformagdo bacteriana
deficiente  (por exemplo, células
SURE®) pode reduzir os eventos de
recombinacao.

produto da PCR
apenas colbnias
(sem coldnias azuis)

A reacdo de ligacao do

produz
brancas

A ampicilina esta inativa, permitindo
que as células sensiveis a ampicilina
cresgam. Verificar se as placas de
ampicilina sdo feitas corretamente e
usadas dentro de um més. Testar a
atividade da ampicilina nas placas, com
e sem ampicilina, utilizando um clone
sensivel a ampicilina.

A estirpe bacteriana (por exemplo,
JM109) perdeu seu episoma F', ou a
cepa bacteriana utilizada ndo ¢é

15de 17
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compativel com a selegédo azul/branco.
Verificar o background do controle. Se
essas colbnias ndo sdo azuis, as
células podem ter perdido o episoma F’
(assumindo que lac 19 ZAM15 esta
localizado no F' na cepa transformada
e placas apropriadas foram usadas).
Certificar se de que as células estdo
preparadas adequadamente para uso
com o sistema.

As placas sdo incompativeis com a
selegdo  azul/branco. Verificar o
background do controle. Se essas
coldénias ndo forem azuis, verificar se
as placas possuem ampicilina/lPTG/X-
Gal e estdo recém-preparadas. Se
houver alguma duvida sobre a
qualidade das placas, refazer as placas
com novos meios de crescimento.

N&o ha clones suficientes
que contenham o produto da
PCR de interesse

Fragmento da PCR com uma cauda A-
insuficiente. Apds a purificagdo do
produto da PCR de interesse, criar uma
reagéo de cauda-A. Limpar a amostra e
prosseguir com o protocolo.

A relagéo inserto:vetor ndo esta ideal.
Verificar a integridade e a qualidade do
seu fragmento da PCR por analise do
gel. Otimizar a relagéo inserto:vetor.

Multiplos produtos da PCR sao
gerados e clonados no vetor pGEM®-.
Purificar o fragmento da PCR de
interesse a partir do gel.

9- Referéncias

16 de 17

TECHNICAL manual: pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems Instructions for
Use of Products. Madison: Promega Corporation, 2015. 28 p.
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Anexo

1. Composicao de Buffers e Solugdes
1. IPTG Solugéo estoque (0.1M)
-12gIPTG.

Adicionar agua ultrapura até se completar um volume final de 50 mL. Filtrar,
esterilizar e estocar a 4 °C.

2. X-Gal (2 mL)

- 100 mg de 5-bromo-4-cloro-3-indolil- -B-d-galactoside.

Dissolver em 2 mL de N, N'-dimetilformamida. Tampar com papel aluminio e
armazenar a - 20 °C.

3. Meio LB (por litro)

- 10 g Bacto®-tripton.

- 5 g de extrato de levedura Bacto®.
-5 gde NaCl.

Ajustar o pH para 7,0 com NaOH.

4. Preparo das placas de Petri com meio LB com ampicilina

Adicionar 15 g de agar a 1 L de meio LB. Autoclave. Promover o resfriamento do
meio até 50 °C antes de adicionar ampicilina a uma concentragao final de 100 ug/ml.
Despejar 30-35 ml do meio em placas de Petri de 85 mm de didmetro. Deixar o agar
endurecer. Armazenar a 4 °C por até 1 més ou a temperatura ambiente por até 1
semana.

5. Placas de placas de Petri com meio LB com ampicilina / IPTG / X-Gal

Fazer as placas LB com ampicilina conforme descrito no item 5; em seguida,
adicionar IPTG 0,5 mM e 80 pg/ml de X-Gal e despejar nas placas.
Alternativamente, 100 pl de IPTG de 100mM e 20 pl de X-Gal a 50 mg/ml podem ser
espalhados sobre a superficie de uma placa de Petri contendo meio LB-ampicilina.
As placas devem ser incubadas por 30 minutos a 37 °C antes da utilizagao.
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5- Insumos

- Proveta (com graduagéao dependente do volume final da solugéo).
- Becker.

- Alcool etilico comercial 92,8 °GL.

- Hipoclorito de sodio (2,5% ou 10%).

- Agua destilada.

6- Descrigao

6.1- Preparo de alcool a 70%
O dlcool utilizado para assepsia de material vegetal e assepsia em geral tem a
concentragdo de 70%. Podemos preparar essa concentragdo a partir do alcool
comercial que esta disponivel na concentragdo de 92,8 °GL.

A férmula utilizada para a preparagéo do alcool 70% é:
Ci.Vi=Cy. V,

Ex: Preparacgao de 1L de alcool a 70%

92,8% x V1=70% x 1.000 mL

92,8 — corresponde a concentragao inicial.

V41— corresponde ao volume inicial.

70 — corresponde a concentragao desejada da solugao .
1.000 - corresponde ao volume final (da solugdo a 70%).

Resultado:
V1=754,31 mL

E necessario 754,31 mL de &lcool a 92,8% e 245,69 mL de agua destilada para se
obter uma solugdo de 1.000 mL de alcool a 70%.

Para tanto, colocar 754,31 mL de alcool a 92,8% em uma proveta de 1 L e completar
para 1.000 mL com agua destilada.

Definigdo da solugdo: Liquido altamente inflamavel, limpido e incolor, odor
caracteristico, estavel sob condi¢des normais de temperatura e presséo, pH 6,5 — 9,0.
Risco de exploséo (Alcool 92,8%).

Armazenamento: Armazenar em local ventilado e identificado, evitar locais com sol,
chuva e altas temperaturas. Deve ficar afastado de produtos quimicos incompativeis.
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Como manipular: O produto deve ser manuseado obedecendo as normas e
procedimentos de higiene industrial e seguranga do trabalho de acordo com a legislacédo
em vigor. Caso seja manuseado a altas temperaturas, vapores ou névoas podem ser
liberados e requerem uma boa ventilagdo do local de trabalho. Utilizar equipamentos de
protecao individual (EPIs).

Risco de manipulagdo: A manipulagdo devera ser feita longe de fonte de calor,
chamas, fogo e faiscas. O contato prolongado com o produto causa irritagéo
respiratéria, ndusea, cefaleia e tontura.

Em caso de contato com a pele: Enxague com agua em quantidade abundante.

Obs.: Para mais informagdes, consultar a Ficha de Informagbes de Seguranca de
Produtos Quimicos do produto (FISQP).

6.2- Preparo de hipoclorito de sédio (NaClO)
O hipoclorito de sédio na forma comercial pode vir na apresentacéo de 2,5% de cloro
ativo ou podemos ter também o produto de forma mais concentrada chegando a 10%.
Dependendo da solugéo a ser utilizada e da concentragao necessaria de trabalho, pode-
se optar por uma das duas formas comerciais indicadas acima.

A férmula utilizada para a preparagéo de NaCIlO 1% é:
C1 . V1 = Cz . V2
Para a preparagao de 1.000 mL de solugdo a 1% a partir do produto comercial a 2,5%

2,5 xV41=1x1.000
Vy=1x1.000/2,5
V=400 mL

Para 1.000 mL de solugdo de hipoclorito de sédio a 1% devemos colocar em uma
proveta 400 mL de solugdo de hipoclorito de sédio a 2,5% e completar com 600 mL de
agua.

Definigdo da solugao: Liquido de coloragdo amarelada, odor pungente, penetrante e
irritante, produto n&o inflamavel, pH 12,0.

Armazenamento: O local de armazenamento deve ter piso impermeavel e ventilagdo
exaustora. Manter o produto em recipientes bem fechados e devidamente identificados,
em local fresco, seco e bem ventilado, distante de fontes de calor e ignigdo.

Como manipular: O produto deve ser manuseado obedecendo as normas e
procedimentos de higiene industrial e seguranga do trabalho de acordo com a legislacédo
em vigor. Utilizar equipamentos de protegéo individual (EPIs).

Risco de manipulagdo: O produto reage com acidos, liberando gas cloro irritante as
vias respiratérias. Pode causar queimaduras graves a pele. Pode causar cegueira. A
manipulagao devera ser feita evitando exposigdo ao sol e proximidade a fonte de calor,
evitar respirar o vapor produzido pelo produto.

Em caso de contato com a pele: Em caso de contato com a pele ou olhos, lave
imediatamente a regido com agua em abundancia por no minimo 15 minutos.
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Obs.: Para mais informagdes consultar a Ficha de Informagbes de Seguranga de
Produtos Quimicos do produto (FISQP).

7- Referéncias

MUNDO EDUCACAO. Mundo Educagido — Educagio, Vestibular, ENEM, Trabalhos
Escolares. Disponivel em: <https://mundoeducacao.bol.uol.com.br>. Acesso em: 11 set.
2017.

MORITA, T.; ASSUMPCAO, R. M. V. Manual de solugdes, agentes e solventes:
padronizagao, preparagao, purificagdo com indicadores de seguranga e de descarte de
produtos quimicos. Sao Paulo. Blucher, 2007. 754 p.
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1- Objetivo

Estabelecer critérios e detalhar etapas para desinfestagdo de material vegetal
(rizoma de bananeira Musa sp.) para iniciar o processo de propagacéo in vitro.

2- Area de aplicagio
Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Amazonia Oriental.

3- Simbologia, terminologia, siglas e definicées

Tabela 1. Siglas e definigdes.

Siglas Definigoes
Embrapa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
LABIOTEC Laboratdrio de Biotecnologia
POP Procedimento Operacional Padrédo
MS Murashige & Skoog

4- Responsabilidades
Pesquisadores, analistas, assistentes, estagiarios, bolsistas e colaboradores.

Cod. Data Descrigao Visto

Revis&o: 00 set/17 Emisséo inicial do documento
Distribuigdo: | LABIOTEC | set/17 Laboratério de Biotecnologia
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5- Insumos

- Camara de fluxo Laminar (vertical ou horizontal).
- Etiquetas.
- Material autoclavado para limpeza da camara: papel toalha e/ou algodao,

borrifador contendo alcool 70% .

- Material autoclavado para manipulacdo: pingas, cabos de bisturi, laminas de
bisturi, lamparina com alcool etilico (92 °GL), tubos para centrifugacéo tipo Falcon
de 45 mL, placas de Petri, becker, espatulas, frascos de vidro de 300 mL, tipo
maionese, contendo meio de cultura MS.

- Material para assepsia: alcool a 70%, solugéo de hipoclorito de sédio em diversas
concentragbes dependendo do material vegetal (concentracdo de 2,5%, 1,5%,
1%), 4gua autoclavada em frascos de vidro.

- Material vegetal: segmento de folha, segmento de caule, sementes.

- Material para inoculagdo: frascos de vidro de 300 mL, tipo maionese, contendo
meio de cultura MS.

6- Descrigao

- Inicialmente fazer a higienizagdo das maos com agua e sabdo e, em seguida, com
alcool a 70%. Retirar relégio, pulseiras, anéis e outros aderegos de maos e bracos;
vestir jaleco.

- O procedimento deve ser feito em camara de fluxo laminar.

- Fazer a higienizagdo da camara de fluxo laminar com auxilio de papel toalha ou
algodao autoclavado e alcool 70% com auxilio de borrifador. Borrifar alcool nas paredes
laterais da camara de fluxo laminar e espalhar em toda a superficie da parede com
auxilio de papel toalha ou algoddo. Por ultimo, limpar a superficie horizontal onde sera
feito o trabalho de assepsia do material vegetal.

- Colocar todo o material da atividade dentro da camara de fluxo laminar, sempre

borrifando alcool 70% em todos os utensilios.

- Distribuir estrategicamente o material dentro da camara de fluxo laminar sempre
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tomando cuidado de separar a fonte de alcool e fogo.

Obs.: Higienizar as maos com &lcool 70% todas as vezes que retird-las de dentro da

camara de fluxo laminar.

- O inicio da assepsia do material vegetal deve ser realizado fora da camara de fluxo
laminar. O material deve ser lavado em agua corrente por alguns minutos, esse tempo
pode ser estendido dependendo do material vegetal. De um modo geral, tecidos ou
6rgaos mais tenros devem ter um menor tempo de lavagem, j& sementes ou tecidos
mais lenhosos devem ter um tempo de exposigdo maior na lavagem inicial. Durante esta
etapa, pode ser utilizado sab&o neutro para retirar de forma mais eficiente sujeira ou

contaminantes que possam estar no tecido/érgao manipulado.

Obs.: Esta etapa da assepsia varia muito com o protocolo de cada laboratério e as
praticas sdo adotadas conforme o material de trabalho.

Assepsia de rizoma de banana

- Inicialmente é necessario fazer a selegdo da planta doadora de rizoma com

caracteristicas agrondmicas desejaveis e com bom aspecto fitossanitario.

- O explante de bananeira geralmente utilizado é do tipo “chifre”, devendo ser retirada

com auxilio de cavadeira reta (ferro de cova), que constituira o explante (Figura 1).

A I D NS

Figura 1. Retirada do rizoma (explante).
Foto: Oriel Lemos
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Pré-assepsia
Esta etapa deve ser realizada na bancada do laboratério.

- E feita a retirada das folhas e bainhas foliares e redugdo do tamanho do rizoma
(explante) para 35 cm de comprimento e lavagem em agua corrente para retirar os

contaminantes superficiais.

- Corte das bainhas foliares e redugao do tamanho do rizoma para 20 cm (Figura 2),
lavagem em é&gua corrente e imersdo em fungicida (Benlate ou Derosal a 0,2%) durante
30 minutos. Apds esse periodo, retirar os rizomas da solugdo de fungicida e deixar
secar em ambiente ventilado por 15 horas.

Figura 2. Limpa e redugao do rizoma para ré-'éssepsia.
Fotos: lImarina Campos

- Reduzir novamente, com cortes, o tamanho do rizoma/bainhas foliares (explante) para
9 cm. Colocar os explantes em frascos de vidro de 300 mL, tipo maionese, contendo
alcool 70% por 1 minuto. Seguido de imersdo em hipoclorito de sédio a 2,5% por 15

minutos.
Assepsia
Esta etapa deve ser realizada em camara de fluxo laminar.

- Apos a assepsia com hipoclorito, os explantes devem ser lavados com agua destilada

autoclavada por cinco vezes.



Manual de Biosseguranca da Embrapa Amazoénia Oriental 95

POP: ' POP-LABIOTEC-MET-09

Tiuo: . Desinfestagdo de material vegetal (rizoma de bananeira, Musa sp.) 5des

para inoculagao in vitro

- O preparo dos explantes deve ser feito individualmente em placa de Petri, onde sédo
reduzidos, cortando-se tanto rizoma quanto bainha até atingir um tamanho de
aproximadamente 2,5 cm de comprimento e 1,5 cm de largura, quando serdo

inoculados em meio de cultura MS (Figura 3).

Figura 3. Explante inoculado em meio de cultura MS.
Fotos: limarina Campos

7- Referéncias

LEMOS, O. F. de. Embriogénese somatica em trés cultivares de bananeira (Musa
spp. grupos AAA e AAB). 1984. 149 f. Dissertagdo (Mestrado) — Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, v. 15, n. 3, p. 473-497, 1962.
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Desinfestagdao de material vegetal (pimenteira-do-reino, Piper nigrum L.) para
inoculagao in vitro

Revisé&o: 00 Emisséo: SET/2017
Elaborado limarina Campos de

Aprovado por:
por: Menezes

Simone de Miranda Rodrigues

1- Objetivo

Estabelecer critérios e detalhar etapas para desinfestagdo de material vegetal

(sementes de pimenteira-do-reino Piper nigrum L) para iniciar o processo de propagacéo
in vitro.

2- Area de aplicagio

Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Amazénia Oriental.
3- Simbologia, terminologia, siglas e definigoes

Tabela 1. Siglas e definigdes.

Siglas Definigoes
Embrapa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
LABIOTEC Laboratério de Biotecnologia
POP Procedimento Operacional Padrao
MS Murashige & Skoog

4- Responsabilidades

Pesquisadores, analistas, assistentes, estagiarios, bolsistas e colaboradores.

Cod. Data Descrigao
Reviséo: 00 set/17 Emissé&o inicial do documento
Distribuigé LABIOTEC | set/17 Laboratério de Biotecnologia

Visto
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5- Insumos
- Camara de fluxo laminar (vertical ou horizontal).
- Etiquetas.

- Material autoclavado para limpeza da camara: papel toalha e/ou algodao, borrifador
contendo alcool 70%.

- Material autoclavado para manipulagéo: pingas, cabos de bisturi, Iaminas de bisturi,
lamparina com alcool etilico (92 °GL), tubos para centrifugagéo tipo falcon de 45 mL,
placas de Petri, becker, espatulas, frascos tipo maionese.

- Material para assepsia: alcool a 70%, solugéo de hipoclorito de s6dio em diversas
concentragdes dependendo do tipo do tecido vegetal (concentragao de 2,5%, 1,5%,
1%), agua autoclavada em frascos de vidro.

- Material vegetal: segmento de folha, segmento de caule, sementes.

- Material para inoculagdo: frascos de vidro de 300 mL, tipo maionese, contendo
meio de cultura MS.

6- Descrigao
- Inicialmente fazer a higienizacdo das méaos com agua e sabdo e em seguida com

alcool a 70%. Retirar relégio, pulseiras, anéis e outros aderegos de méos e bragos;

vestir jaleco.

- O procedimento deve ser feito em camara de fluxo laminar.

- Fazer a higienizagdo da camara de fluxo laminar com auxilio de papel toalha ou
algodao autoclavado e alcool 70% com auxilio de borrifador. Borrifar alcool nas paredes
laterais da camara de fluxo laminar e espalhar em toda superficie da parede com auxilio
de papel toalha ou algodao. Por ultimo, limpar a superficie horizontal onde sera feito o
trabalho de assepsia do material vegetal.

- Colocar todo o material da atividade dentro da cadmara de fluxo laminar, sempre

borrifando alcool 70% em todos os utensilios.

- Distribuir estrategicamente o material dentro da camara de fluxo laminar sempre

tomando cuidado de separar a fonte de alcool e fogo.

Obs.: Higienizar as maos com alcool 70% todas as vezes que retird-las de dentro da

camara de fluxo laminar.
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- O inicio da assepsia do material vegetal deve ser realizado fora da camara de fluxo
laminar. O material deve ser lavado em agua corrente por alguns minutos, esse tempo
pode ser estendido dependendo do material vegetal. De um modo geral, tecidos ou
6rgédos mais tenros devem ter um menor tempo de lavagem, j& sementes ou tecidos
mais lenhosos devem ter um tempo de exposi¢cdo maior na lavagem inicial. Durante esta
etapa, pode ser utilizado sab&o neutro para retirar de forma mais eficiente sujeira ou

contaminantes que possam estar no tecido/6rgao manipulado.

Obs.: Esta etapa da assepsia varia muito com o protocolo de cada laboratério e as

praticas sdo adotadas conforme o material de trabalho.
Assepsia de sementes de pimenteira-do-reino
Pré-assepsia

- Apés a coleta em campo, frutos maduros de pimenteira-do-reino séo trazidos para o
laboratorio, onde sé@o despolpados e lavados em agua corrente, conforme descricao

acima.

- Apds a lavagem, as sementes devem ficar imersas em um becker contendo hipoclorito
de sédio na concentragdo de 0,5% overnight. Apds esse periodo, as sementes devem

ser lavadas novamente em agua corrente.
Assepsia

- Em camara de fluxo laminar, as sementes devem ser mergulhadas em alcool 70% por
1 minuto, hipoclorito de sédio a 1,5% por 15 minutos, seguido de cinco lavagens com
agua destilada autoclavada. As sementes devem ser transferidas para placas de Petri e

inoculadas em frascos contendo meio de cultura MS.

7- Referéncias

LEMOS, O. F.; LAMEIRA, O. A;; MENEZES, I. C. de; POLTRONIERI, M. C. Uso das
técnicas de biologia celular para a produgédo vegetal de espécies da Amazonia.
1999. 71 p.
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MORITA, T.; ASSUMPCAO, R. M. V. Manual de solugdes, agentes e solventes:
padronizagao, preparacgao, purificagdo com indicadores de seguranga e de descarte de
produtos quimicos. Séo Paulo: Blucher, 2007. 754 p.

TORRES, A. C.; CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. Cultura de tecidos e transformacao
genética de plantas. Brasilia, DF: Embrapa-SPI: Embrapa-CNPH, 1998. v. 2, 864 p.
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