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Protocolo para desenvolvimento de
marcadores microssatélites

Introducao

Os marcadores moleculares podem ser derivados de qualquer tipo de dado molecular, que
forneca um polimorfismo detectavel entre os organismos a serem comparados. Os
marcadores moleculares tém sido utilizados em anélise genética de vérias situagées como na
identificacdo de clones, linhagens, hibridos, cultivares, paternidade, na estimativa de
diversidade, fluxo génico, taxa de cruzamento, parentesco e na construcao de mapas
genéticos. Devido ao desenvolvimento no campo da biologia molecular aliada a genética,
uma grande variedade de técnicas para analisar polimorfismos genéticos tem sido
disponibilizada. Estes marcadores podem diferir com respeito a caracteristicas importantes
como, abundancia gendémica, nivel de polimorfismo detectado e informacao genética,
especificidade dos locos, reprodutibilidade, requerimentos técnicos e investimento financei-
ro.

0O genoma dos eucariotos contem seqliéncias repetitivas que podem ser usadas como
marcadores de DNA. As seqliéncias simples repetidas SSR (“sequence simple repeats”) ou
STMS (“sequence tagged microsatellite site”) ou microsatélites sdo um dos marcadores mais
polimérficos encontrados hoje nos genomas de animais e plantas. Marcadores SSR séo
caracterizados por uma seqiéncia de 1 a 6 nucleotideos de comprimento, que pode estar
repetida em tandem. Estas repeticdes surgem provavelmente de “escorregdes” na replicacao
do DNA, recombinacéao desigual ou alinhamento incorreto das fitas de DNA. O polimorfismo
alélico ocorre em um loco SSR devido a mudangas no nimero de repeticdes. Estes
polimorfismos sdo detectados por uma amplificacdao de DNA usando “primers” que
flanqueiam as repeticdes e os produtos da amplificacao séo visualizados em gel de agarose
corado com brometo de etideo e visualizado sob luz UV e/ou poliacrilamida corado com
nitrato de prata ou visualizacao através de marcacao com fluorescéncia e laser.

Os microsatélites apresentam numerosas vantagens quando comparados a outros tipos de
marcadores (RFLP, RAPD, AFLP, etc): eles sao altamente polimérficos e informativos; a
heranca é codominante, o que permite a discriminacédo entre homozigotos e heterozigotos;
sdo multialélicos; ocorrem abundantemente em genomas eucariotos; sao baseados em PCR
e, portanto, necessitam de pequena quantidade de DNA; sao altamente reproduziveis; ndo
requerem radioatividade; estdo bem dispersos no genoma, em regioes codificadoras e nao
codificadoras; os locos sao freqlientemente conservados entre espécies relacionadas.

Estudos em Bancos de Dados mostram que a freqliéncia e distribuicdo dos microsatélites
difere em plantas e animais. O genoma de plantas contém, em média, dez vezes menos
microsatélites do que o genoma humano (Powel et al., 1996). A repeticao (CA)n é raramen-
te encontrada em plantas, mas ocorre com freqiiéncia em animais. As repeticbes mais
comuns em plantas sao (AT)n, (GA)n, (AC)n, (AAT)n e (AAC)n (Wang et al., 1994; Gupta
& Varshney, 2000). O DNA de organelas tem baixa freqiiéncia de SSRs (1 por 317 Kb)
(Wang et al., 1994). Os microsatélites estdo presentes em regides codificadoras e nao
codificadoras. (Zane et al., 2002).

A maior limitacdo na utilizacdo deste tipo de marcadores esta na grande quantidade de
trabalho necessério para o desenvolvimento dos mesmos. O Laboratério de Genética Vegetal
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia tem desenvolvido marcadores SSR para
varias espécies através de um protocolo otimizado pela Dupont (Rafalski et al., 1996),
utilizando bibliotecas enriquecidas, adaptado para nossas condi¢cdes. Ja foram desenvolvi-
dos “primers” para eucaliptus (Brondani, et al., 1998), pequi (Collevatti et al., 1999),
pimentas e pimentdes (Buso et al., 2000), feijao (Buso et al., 2001), copaiba (Ciampi, et



Desenvolvimento e Aplicacao de Marcadores Microssatélites em Macaranduba

al., 2000), palmito (Gaiotto, et al.,, 2000), mogno (Lemes,
et al., 2002), arroz (Brondani, et al., 2001), Magnaporthe
grisea (Garrido, 2001), coco (Moretzsohn, et al., 2001),
sumauma, cedro, pau-brasil, jatoba, melao, cumaru,
parapard, tatajuba, andiroba, anani e macaranduba (nao
publicados), Visto que o laboratério tem grande experién-
cia no desenvolvimento de “primers” SSR, que este
protocolo foi utilizado com sucesso para um grande
numero de organismos e que este tipo de marcador é um
dos mais informativos disponiveis, o protocolo sera
detalhado a seguir.

1- Construcéao de biblioteca genémica enriquecida para
SSR:

a- Extracdo de DNA gendémico:

O desenvolvimento de marcadores SSR, requer uma
quantidade minima de DNA de 50 mg de boa qualidade.
Para a extracao de DNA na grande maioria das espécies
vegetais, tem sido utilizado o protocolo com o detergente
CTAB (“cationic hexadecyl trimethyl ammonium
bromide”), como descrito por Ferreira & Grattapaglia
(1998). Pequenas adaptacdes neste protocolo sdo geral-
mente necessarias, dependendo da espécie em questao.

Apds a extracao, é feita a quantificacao de DNA, em gel de
agarose (a 1%), por comparacdo com padroes de DNA em
concentracdes conhecidas.

b- Digestao do DNA gen6mico:

Teste de digestdo do DNA com enzimas de restricdo, para
as quais ja se tenha adaptador com a seqliéncia de corte
(Anexo 2). A digestao deve ser tal que possibilite a
obtencao de fragmentos entre 300 e 800 pb.

A reacao de digestao é feita de acordo com as instrucoes
do fabricante. Por exemplo, para as enzimas Sau3Al e
Msel, é feita uma incubacéo a 37 °C, por 12 h, enquanto
para Tsp509l, a incubacao é feita a 65°C, por 12 h.
Utilizam-se 5U dessas trés enzimas para cada ug de DNA.

As reacdes de digestao sao visualizadas em gel de agarose
a 2%, corado com brometo de etidio. Nesta etapa selecio-
na-se a enzima que apresenta digestao total, com mais
fragmentos de 300 a 800 pb de comprimento. (Colocar 3
ul de tampao de carregamento na reacdo, que é carregada
toda no gel. Colocar 8 ml de padrédo 1 kb no gel).

c- Apés a selecao da enzima, fazer uma reacao de digestao
para 50 mg de DNA, seguindo as instrucoes do fabricante.
De maneira geral, esta reacéo é feita da seguinte maneira:

DNA 50 ug
Tampdo 10X da enzima 20 ul

Enzima 5U / ug de DNA
H,0 completar p/ 200 ul
Total 200 ul

d- Recuperacao dos fragmentos de tamanho entre 300 e
800 pb em membrana de celulose (DEAE-celulose NA-45),
via eletroforese.

d.1- Preparo da membrana, para aumentar a capacidade de
ligacao ao DNA

- Lavar a membrana por 10 min. em 10 mM EDTA, pH
7.6;

- Lavar a membrana por 5 min. em 0.5 M NaOH;

- Lavar a membrana vérias vezes em agua destilada;

- A membrana pode ser armazenada em agua destilada a
4 °C, por semanas.

d.2- Eletroforese: preparar o gel de agarose a 2% em TBE
1X, de aproximadamente 2 cm de espessura. Unir 3
dentes do pente com fita crepe (deixar dois dentes, unir
trés e deixar mais dois). Colocar10 ml de brometo de
etideo (1 mg/ml) para cada 50 ml de gel. Aplicar no
primeiro poco do gel 15 ul de DNA padrédo 1 kb, pular o
segundo poco e aplicar toda a reacdo de digestdao com 80
ml de tampao de carregamento (total de 280 ul) no poco
originado pela unido dos trés dentes. A eletroforese deve
ser mantida até que os fragmentos de DNA padrao de 1 kb
estejam bem separados (os fragmentos devem estar entre
200 e 1000 pb) (Figura 1). Descartar todo o gel acima de
800 pb e fazer um corte (fenda) acima do azul de
bromofenol no gel ou na altura do marcador de 200 pb,
para introduzir a membrana. Cortar a membrana DEAE-
celulose NA-45, previamente preparada, da mesma largura
da migracao dos fragmentos (comprimento do poco) e
mesma espessura do gel. Colocar a membrana na fenda e
continuar a eletroforese por duas horas, a 100 V. Antes
de tirar a membrana, verificar se todos os fragmentos
migraram em direcao a membrana no transiluminador UV.

e- Precipitacao dos fragmentos recuperados na membrana -
DEAE-celulose NA-45.

Preparar:
Tampéao NET : 0,75 M NaCl
0,7 mM EDTA

20 mM Tris pH 8,0
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Tampé&o High Salt (HS) NET: 7,0 M NaCl
0,7 mM EDTA

20 mM Tris pH 8,0

- Lavar a membrana, contendo os fragmentos de DNA em
tampao NET.

- Colocar a membrana ainda molhada, cortada em tiras de

0,3 cm em um microtubo de 1,5 ml. Adicionar 500 ml de
tampao HS NET. Centrifugar por 5 segundos para submer-
gir a membrana, e entdo incubar a 65 °C, por uma hora.

- Remover o tampao em um novo microtubo de 2,0 ml.
Adicionar 2,5X o volume do tampao de etanol absoluto.

- Incubar por 12 h, a =20 °C.

- Centrifugar a 12.000 rpm por 15 min. Retirar a membra-
na e lavar o “pellet” duas vezes com etanol 70%, por 5
min. cada vez.

- Secar o “pellet” e ressuspender em 50 ml de H,0 MilliQ
esterilizada.

ALTERNATIVA PARA RECUPERACAO DOS FRAGMEN-
TOS DE 300-800 pb:

Os passos d1, parte do d2 e e podem ser substituidos,
utilizando-se um kit de extracao da QIAGEN (Qiaquick Gel
Extraction Kit). Apds o procedimento de eletroforese
descrito no passo d2, retirar a faixa do gel contendo os
fragmentos entre 200-800 pb e prosseguir conforme as
instrucdes contidas no kit, que sdo, resumidamente:

- Recuperar os fragmentos de géis de aproximadamente
500 mg e colocar em microtubos de 2 ml;

- Adicionar o volume de tampdo QG do kit 3x o peso do
gel (600 mg — 1500 ul);

- Incubar a 50 °C, agitando pelo menos uma vez; deixar
até que o gel derreta;

- Filtrar a solugdo na coluna QlAquick, centrifugando por
10 segundos, a 13000 rpm, cada 750 pl até terminar a
solucao (tampao QG com gel dissolvido);

- Colocar 750 pl da solucao PE do kit e manter por 5 min.
Centrifugar duas vezes por 2 min a 13000 rpm, removen-
do o filtrado do tubo apds cada centrifugacao;

- Colocar a coluna em microtubo de 1,5 ml, para recuperar
os fragmentos de 300-800 pb em 30 ul de H,0 MilliQ
esterilizada;

f- Quantificacao e confirmacao do tamanho dos fragmentos
recuperados. Aplicar 3 ul do DNA recuperado, em gel de
agarose a 2%, ao lado de um DNA com concentracao
conhecida. A eletroforese é feita por 30 minutos a 100 V.

g- Ligacdo dos adaptadores: cada adaptador contém um
sitio de EcoRl. “Short primers” sdao usados para amplifica-
cao de DNA de fita simples, apds o enriquecimento. Os
produtos da amplificacao, de fita dupla, sdo digeridos com
EcoRl e clonados.

g.1- Preparo dos adaptadores (concentracao final: 200
uM):

Short Adaptor (500 pM) 80 ul
Long Adaptor (500 pM) 80 ul
TE + 0,1 M NaCl 40 ul
Total 200 ul

- Incubar por 15 min. a 65 °C

- Manter por 2 h, a temperatura ambiente

- Armazenar a 4 °C

g.2- Ligacdo dos fragmentos recuperados aos adaptadores
com extremidades coesivas as geradas pela enzima

selecionada (proporcédo de 10 adaptadores (200 uM): 1
DNA ou 5-10 ug DNA: 40-80 pM de extremidades).

Adaptadores (200 uM) 4 ul
DNA (5-10 ug) 50 wl
Tampdo 10X T,DNA ligase 12 wl
T, DNA ligase (400 U/w) 6 ul
H,0 48 ul
Total 720 ul

 Incubar por 12 ha 12 °C.

h- Ligacéo de oligonucleotideos a biotina. Usaremos como
exemplo o enriquecimento para repeticoes TC. Neste caso,
usa-se o oligo (TC).,.

(TCJ,, (100 pmoles/ml) 2,0 u
Tampdo 10X da terminal transferase 4,0 ul
Biotin — 16 ddUTP (25 nmol) 2,0 ul
Terminal Transferase (15U/ml) 5,3 ul
H,0 26,7 ul
Total 40,0 ul

- Incubar a 37 °C por 30 min.

- Paralisar a atividade enziméatica, adicionando 4 ml de
0,5M EDTA

- Precipitar com 2,5 volumes de etanol 100%, por 12 h.
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- Centrifugar a 12.000 rpm, por 30 min.

- Lavar uma vez com etanol 70% e secar o “pellet” na
bancada ou em Speed Vac.

- Ressuspender em 30 ul de H,0.

i- Preparo das contas magnéticas (Dynabeads -
Streptavidin) e adi¢cdo do complexo biotina - oligo(TC),:

- Adicionar 100 ul de contas a 10 mg/ml para cada
hibridizacdo, em um microtubo de 2 ml (retire o liquido
que vem com as contas).

- Lavar duas vezes em 400 ul de tampéao PBS 1% BSA
(Sambrook, 1989 vol.3-B.12). Acoplar o tubo no
separador de contas (acessdrio magnetizado, espécie de
um ima que atrai as contas, da Dynal) e remover a solucao
aguosa com micropipetador (P1000), evitando retirar as
contas magnéticas.

- Lavar uma vez com BW 1X (Tris HCI 10 mM pH 7,5,
EDTA 1 mM, NaCl 2 mM). Remover a solucao com o
auxilio do separador de contas.

- Adicionar 200 ul de BW 2X e 170 ul de H,0.

» Adicionar 30 ul da biotina ligada ao oligo (TC),, (do
passo c).

- Deixar a temperatura ambiente, sob agitacao, por uma
hora.

- Lavar duas vezes com 400 ul de BW 1X. Remover a
solucdo com o auxilio do separador de contas.

- Lavar uma vez com 400 ul de SSC (Standard Saline
Citrate) 5 X com SDS 0,1%. Remover a solucdo com o
auxilio do separador de contas. Prepara SSC 20X: Pesar
175,3 g de NaCl, 88,2 g de citrato de sddio. Ajustar o pH
para 7,0 com NaOH (aproximadamente 6,5 ml de uma
solucdo 10 N) e o volume para 1 litro com H,O.

- Ressuspender em 150 ml de SSC 10X com SDS 0,2%
pré-aquecido a 65 °C.

- Incubar por 15 min a 65 °C.
- Estocar a 4 °C.

j- Hibridizacao do DNA-alvo + adaptador ao complexo
oligo-contas magnéticas.

- Transferir todo o volume de 120ul do DNA +

adaptador (passo b) para um tubo de 1,5 ml e adicionar
30 ml de H,0.

- Fazer uma diluicao 1:1000 do DNA + adaptador
(Reservar para PCR).

- Desnaturar os 150 pl do DNA + adaptador a 95 °C por
15 min e colocar imediatamente em gelo.

- Transferir todo o volume de DNA + adaptador
desnaturado (150 ul) para o tubo contendo o complexo
oligo-contas magnéticas (passo d) e incubar a 65 °C por
90 min., agitando a cada 10 min.

- Recuperar a solucao de hibridizacao com o auxilio do
separador de contas magnéticas em um tubo (reservar para
PCR).

k- Lavagens e ressuspenséao da biblioteca gendmica
enriquecida.

- Lavar duas vezes por 5 min. com 400 ml de SSC 2X +
SDS 0,1%. Recuperar as solugcées em cada lavagem,
deixando as contas magnéticas ligadas a biblioteca
gendmica enriquecida no tubo, com o auxilio do separador
de contas magnéticas. ldentificar os tubos como 12 e 22
lavagem (reservar para PCR).

- Lavar uma vez com 400 ul de SSC 2X + SDS 0,1%
por 15 min. a 65 °C. Recuperar a solucdo — 32 lavagem
(reservar para PCR).

- Enxaguar uma vez com 400 ul de SSC 2X e recuperar a
solucao de enxaglie (reservar para PCR).

- Ressuspender as contas ligadas a biblioteca gendmica
enriquecida em 200 ul de H,0 MilliQ esterilizada.

|- PCR para controle do enriguecimento da biblioteca
gendmica, utilizando “primers” complementares as seqlién-
cias dos adaptadores e sete amostras de DNA:

Reacdo (ul) Coquetel para 8
reacdes (ul)

DNA (Template) 2,0 2,0 ml de cada
Tamp&o10X + MgClI, 2,5 20,0

1,5 mM

Primer (10 pM) 2,5 20,0
DNTP (2,5 m) 2,5 20,0
Taq DNA polimerase 0,2 1,6

(5U / ul)

H,O MilliQ esterilizada 15,3 122,4
Total 25,0 200,0
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Em cada reacao colocar o DNA das solucdes:

- 1:1000 diluicdo do DNA + adaptador

- solucao de hibridizacao

- solucao da primeira lavagem

- solucao da segunda lavagem

- solucao da terceira lavagem

- solucao de enxaglie

- biblioteca genémica enriquecida ligada as contas
magnéticas.

Programa da PCR:

95 °C 3 min
94 °C 2 min
72°C 7 min

94 °C por 45 seg.; 56 °C por 45 seg; 72 °C por 2 min —
repetir 20 a 25 ciclos

- Adicionar 5 ul de tampao de carregamento em cada
reacdo e aplicar o volume total em gel de agarose a 2%.
Eletroforese a 80 V por 30 a 40 minutos. Reservar o gel
para transferéncia do DNA amplificado para a membrana -
“Southern Transfer”.

a- “Southern Transfer” - Transferéncia do DNA para a
membrana, para hibridizacdo com a sonda AG/TC e
verificacdo do enriquecimento da biblioteca genémica.

- Desnaturar o gel com solucdo desnaturante por 3 min., a
temperatura ambiente sob agitacao.

0,5 M NaOH

1,5 M NaCl

Solucdo Desnaturante:

- Lavar rapidamente em &gua destilada.

- Neutralizar o gel com solucdo neutralizante por 30 min.,
a temperatura ambiente sob agitacao.

0,5 M Tris-HCI (pH 8,0)

1,5 M NaCl

Solucdo Neutralizante:

- Montar o “sanduiche” com o gel, membrana de transfe-
réncia e papéis de filtro, da seguinte forma:

1- Colocar 500 ml de SSC 10X em uma bandeja de
transferéncia, com uma placa de vidro sobre a bandeja,
atravessando transversalmente, deixando espaco nas
extremidades da bandeja.

2- Cobrir a placa de vidro com papel de filtro Whatman
3MM, com as extremidades em contato com a solucéo
SSC 10X.

3- Colocar o gel sobre o papel de filtro.

4- Colocar a membrana de hibridizacdo (Hybond - N) do
mesmo tamanho do gel, com devida identificacao no lado
em contato com o gel.

5- Depositar algumas folhas de papéis de filtro Whatman 3
e algumas folhas de papel filtro do mesmo tamanho do gel
sobre a membrana.

6- Colocar uma pilha de aproximadamente 10 cm de papel
toalha do mesmo tamanho do gel

7- Colocar uma placa de vidro e um peso, de cerca de 500
g sobre tudo.

8- Deixar por 12 h ou até que a solucdo SSC 10X da
bandeja seja transferida para parte da pilha de papel toalha.

- Lavar a membrana duas vezes, por 10 min. cada vez,
com 2X SSC sob agitacao.

Deixar secar, a temperatura ambiente, sobre papel de filtro
(duas horas) e fixar o DNA as membranas através de luz
Ultra Violeta (“crosslinker”).

b- Hibridizacdo do DNA imobilizado na membrana com
sondas AG/TC, para confirmar o enriquecimento da
biblioteca gendémica:

- Pré-hibridizacéo: colocar a membrana no frasco de
hibridizacdo com 50 ml de tampao de hibridizacao e
acoplar o frasco no carrossel do forno de hibridizacdo por
3 h, a 65 °C (para manter girando).

Tampao de hibridizacédo (Standard Hybridization Buffer):
para 500 ml

SSC 5X 125 ml do estoque 20X
0,1% N-laurylsarcosine 0,59
0,02% SDS 0,1g
1% “Blocking reagent”

5 ml do estoque 10X

H,0 Completar para 500 ml
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- Hibridizacdo: Substituir a solucédo da pré-hibridizacao por
50 ml de solucéao de hibridizacao, acrescida de sonda AG/
TC. Retornar ao forno de hibridizacdo, mantendo sob
agitacdo por 12 h, a 65 °C. A sonda é composta por
oligo (AG),, e (TC),,,
ser sintetizada devidamente marcada ou pode-se marcéa-la

marcada com digoxigenina e pode

utilizando-se o kit Random Primer, conforme o protocolo
indicado pelo fabricante.

Preparo da sonda:

Adicionar 5 ul da sonda AG/TC do estoque 100ng/ml em
45 ml de H,0 MilliQ esterilizada, desnaturar por 10 min a
95 °C e colocar no gelo. Colocar em 50 ml de tampao de
hibridizacado (Standard Hybridization Buffer). Esta sonda
com tampao pode ser reutilizada, portanto armazenar a —
20 °C e, a cada uso, desnaturar por 20 min a 95 °C.

c- Lavagens po6s-hibridizacao

- Lavar duas vezes, por 5 min. em SSC 2X + SDS
0,1%, a temperatura ambiente. Volume da solucdo deve
ser 1 ml por cm? de membrana.

Para 400 ml:
SSC 20X 40 ml
SDS 10% 4 ml

- Lavar duas vezes, por 15 min. em SSC 0,1 + SDS
0,1% pré aquecida a 65 °C e incubar a 65 °C, sob
constante agitacéo.

Para 400 ml:
SSC 20X 2 mi
SDS 10% 4 ml

d- Deteccédo da hibridizacdo por quimioluminescéncia por
CSPD (Dig Luminescent Detection Kit)

- Lavar a membrana por 5 min. com tampao de lavagem
(1 ml/ cm? de membrana).

Tampao de lavagem:
Tampao acido maléico (Tampao 1) + 0,3% (v/v) Tween
20
Tween20
Tampao 1

750 ul
250 ml

Tampéao acido maléico (Tampéo 1)
0,1 M &cido maléico
0,15 M NaCl
Ajustar o pH para 7,5 com NaOH

- Incubar por 30 min em 100 ml do tampéao 2 (volume
para duas membranas de 14cm de didmetro).

Tampao 2 : “blocking solution” 1X

Diluir a solucdo estoque de “blocking solution 10X” para
1:10 em tampao acido maléico (Tampao 1):

45 ml do tampao 1 + 5 ml “blocking solution 10X"”

“Blocking Solution 10X" :
“Blocking reagent” 59
Tampao 1 “Buffer 1” 50 ml
Esterilizar em autoclave (agitar ainda quente).

 Incubar a membrana por 30 min. em 25 ml de “antibody
solution”. Se tiver mais do que uma membrana, elas
devem ser sempre trocadas de posicao.

“Antibody Solution”

Diluir anti-DIG-AP conjugate (vial 3) em 75mU/ml, no
tampao 2

2,5 ml de anti-DIG em 25 ml de tampao 2

- Lavar a membrana duas vezes, por 15 min., em 100 ml
de tampao de lavagem “washing buffer” (volume para
duas membranas de 14cm de didmetro).

- Equilibrar a membrana, por 5 min., em 20 ml de tampao
3.

Tampao 3:
0,1 M Tris-HCI
0,1 M NaCl
50 mM MgCl,
Ajuster pH para 9,5 (20 °C)

- Diluir CSPD (vial 5) 1:100 no tampéo 3 (130 ul em 13
ml). Colocar, com uma pipeta P1000, 1 ml da solucéo,
somente em cima da membrana (14 cm de didmetro),
procurando distribuir bem. O CSPD diluido pode ser
armazenado a 4 °C no escuro e pode ser reutilizado por
uma a duas vezes.

- Incubar a membrana selada, por 5 min., a 37 °C.
Selagem: esticar bem um pedaco de filme de PVC (zap),
enxugar o lado oposto da membrana com papel de filtro e
colocar o lado molhado em contato com o zap. Cortar
outro pedaco de zap e colocar bem esticado em cima da
membrana. Colar um zap no outro e recortar as sobras no
formato da membrana.
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- Colocar a membrana para expor em filme de auto-
radiografia de raio-X, por 4 h, a 37 °C.

- Revelar de acordo com revelador de filme (Figura 1).

e- Amplificacdo do DNA da biblioteca gendémica
enriquecida ligada as contas magnéticas:

DNA + contas 2,0 72,0
Tamp&o10X + MgClI, 2,5 90,0
1,5 mM

*Primer (10 uM) 2,5 90,0
dNTP (2,5 uM) 2,5 90,0
Taq DNA polimerase 0,2 7,2
(5U/ul))

H,O MilliQ esterilizada 15,3 550,8
Total 25,0 900,0

*Primer complementar a regido de corte da enzima

f- Purificacdo do DNA amplificado para clonagem do
inserto (DNA enriquecido).

- Juntar as 32 reacdes em um Unico tubo. Retirar uma
aliquota de 3 pl para fazer o gel de quantificacao (2%),
para verificar se amplificou bem.

- Retirar as amplificac6es em dois tubos (400 ul em cada),
separando-se as contas magnéticas com auxilio do
acesso6rio magnetizado.

- Purificar as reacoes utilizando Kit “GFX™ DNA and Gel
Band Purification” ou kit de purificacdo de PCR Qia-quick
(QIAGEN), conforme instrucoes do fabricante.

- Quantificar as reacdes em gel de agarose a 2% compa-
rando com DNA ja quantificado. Quantidade minima
esperada de 100 ng/ul, pois serao utilizados 2 ul, conten-
do 200 ng. Se nao tiver DNA suficiente, amplificar mais.

1- Clonagem do inserto com SSR (DNA gendmico enrique-
cido)

a- Reacéo de ligacdo do DNA enriquecido e purificado ao
vetor pGMET (Kit Promega pGMET Vector Easy System).

- Reacao de ligacao: o DNA ¢é diretamente ligado ao
plasmideo, utilizando-se a enzima T, DNA ligase:

DNA (200 ng) 2 ml

Tampé&o 10X T, DNA ligase 1wl
T,DNA ligase 1w
Vetor pGEMIT 1w
H,0 5 ul
Total 10 ul

Incubar a 4 °C, por 12 h

b- Transformacao por choque térmico ou eletroporacao:
b1- Choque térmico:

- Colocar 2 pl da ligacdo em um microtubo de 1,5 ml.

- Adicionar 50 ul de célula competente: células de E. coli
(XL 7-Blue (armazenada a -80 °C)

- Incubar por 20 min. no gelo

- Incubar a 42 °C, por 1 min

- Incubar por 2 min. no gelo

- Adicionar 950 ul do meio SOC (ou completar para 1 ml)

- Incubar por 1,5 h a 37 °C, sob agitacao.

Meio SOC (5 ml)
5 ml de meio SOB
100 ml glicose 1M

Meio SOB (40 ml)
0,8 g bacto-triptona
0,2 g extrato de levedura
0,02 g NaCl
Ajustar o pH para 7,0
Adicionar 400 ml KCI 250 mM
Esterilizar em autoclave por 20 min.
Adicionar 200 ml MgCl, 2M

b2- Eletroporacéo:

- Colocar 2 pl da ligacdo e 2 ml de 4gua em um microtubo
de 1,5 ml.

- Colocar na cubeta (0,2 pl) do eletroporador 4 ml da
ligacdo e adicionar 50 ml de células competentes (células
de E. coli XL1-Blue armazenada a —80 °C). Deixar no gelo
por 5 min e submeter ao eletroporador.

- Adicionar 950 ul do meio SOC ou LB (ou completar para
1 ml) imediatamente na cubeta e transferir para tubo de
1,5 ml
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* Incubar por 1,5 h a 37 °C, sob agitacdo. Armazenar a 4
°C.

c- Selecao de colbnias positivas, com X-Gal/IPTG (Os
plasmidios que tiveram o fragmento de DNA inserido sao
identificados por sua capacidade de formar col6nias sem
cor, quando inoculados em meio contendo IPTG e X-Gal).

- Inocular 150 ul da cultura de células transformadas em
placa com X-Gal/IPTG. Espalhar de forma homogénea com
alca de vidro. Deixar secar e incubara 37 °C, por 12 h.
Incubar a 4 °C por 4 h, para identificacao das colonias
brancas (as col6nias azuis, ndo transformadas, sao
descartadas).

Preparo de X-Gal e IPTG na superficie do meio de cultura
LB sélido com ampicilina (12,5 mg)

LB liquido 200 wl
IPTG (0,5M) 16 w
X-Gal (40 png/ ml) 40 ul

Espalhar de forma homogénea com alca de vidro
na superficie de meio LB sélido em placa de Petri
(14 cm de diametro) e deixar secar.

d- Calcular a eficiéncia da transformacao: col6nias brancas/
total de col6nias. Calcular quantos ml da célula transfor-
mada deverdo ser inoculados numa placa, para que as
coldnias ndo figuem muito préximas umas das outras.

2- Selecao de clones positivos (com SSR) com sonda
complementar

a- Inocular as células transformadas em meio LB amp com
X-Gal e IPTG e incubar por 12 h a 37 °C. Armazenar a 4
°C.

b- Repicar as col6nias positivas (brancas) em duas placas,
com meio LB amp sélido, com e sem membrana de
nitrocelulose, na mesma ordem. Colocar uma folha de
papel quadriculada, contendo numeracdo de 1 a 100, sob
uma placa grande com meio LB amp e em uma segunda
placa contendo o mesmo meio, depositar uma membrana
de nitrocelulose sobre o meio. Utilizando palitos
autoclavados, retirar cada col6nia branca e inocular nas
duas placas, na mesma posicao. As duas placas sao
colocadas em estufa a 37 °C, por 12 h.

c- Preparo das membranas para hibridizacao:
- Desnaturar a membrana, por 5 min, em solugao

desnaturante: 0,5 M NaOH e 1,5 M NaCl; (o lado das
coldnias virado para cima)

- Neutralizar a membrana, por 5 min, em solucao
neutralizante: 0,5 M Tris-HCI pH 7,4 e 1,5 M NaCl. (o
lado das col6nias virado para cima);

- Tratar a membrana por 5 min. em solucao SSC 2X (o
lado das col6nias virado para cima).

- Secar sobre papel Whatman 3M, na bancada, por pelo
menos 30 min.

- Adicionar controle positivo (clone com SSR) a membra-
na

- Fixar o DNA as membranas através de luz Ultra Violeta
(“crosslinker”)

- Colocar a membrana em solucéo de lavagem (2X SSC +
0,1 SDS), por 10 min., sob agitacdo

- Retirar o excesso de colbénias, passando o dedo com
luva nova sobre a membrana imersa na solucao de lava-
gem. Repetir umas 10 vezes, com cuidado para ndo rasgar
a membrana.

- Trocar a solucao de lavagem por uma limpa e deixar a
membrana incubando por mais 10 min.

- Deixar a membrana secar sobre papel Whatman 3, sobre
a bancada.

d- Pré-hibridizacdo da membrana, por 3 h, a 65 °C (56X
SSC, 0,1% N-laurylsarcosine, 0,02% SDS, 1%
“blocking” reagent). (Ver item i de Construcéo de bibliote-
ca genémica enriquecida para SSR).

e- Hibridizacdao das membranas com sondas poli AG/TC
marcadas com digoxigenina desnaturadas e hibridizadas as
membranas, por 12 h. (Ver item i de Construcdo de
biblioteca genémica enriquecida para SSR)

f- Lavagens das membranas (Ver item j de Construcédo de
biblioteca genémica enriquecida para SSR)

g- Preparacao das membranas para deteccao
quimioluminescente (Ver item k de Construcéo de bibliote-
ca genémica enriquecida para SSR)

h- Exposicdo das membranas a filmes de raio X. (Ver item
k de Construcéo de biblioteca genémica enriquecida para
SSR)

i- Identificacdo das placas que contém clones positivos
para SSRs, apds revelacdo em filmes de autoradiografia de
raio X.
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3- Identificacdo de clones positivos por PCR-ancorado
(Taylor et al., 1992; Rafalski et al., 1996) para verificacéo
da presenca, da orientacao e do tamanho do inserto de
SSR. Utilizado no desenvolvimento de microsatélites em
grande escala, principalmente para o uso em mapeamento
genético, que necessita de um grande nimero de
marcadores.

Os clones positivos, visualizados no filme de raio X, sao
tocados com uma ponteira e transferidos para um
microtubo de 1,5 ml, contendo 40 ml de agua MiliQ
esterilizada . A reacdo da PCR cujo volume final é de 13 ul
deve conter 2 ul de DNA bacteriano, tampéao 1X, dNTP
2,5 mM, MgCl, 1,5 mM, Tag DNA polimerase 1U e H,0.
Cada clone deve ser testado utilizando-se os “primers”
M13 (Anexo 2), na seguinte ordem:

1- Primers “forward” (f) + reverse” (r): amplificam o
inserto inteiro;

2-f + AG: amplificam do “primer” “forward” até uma
seqléncia repetitiva TC;

3-r + CT: amplificam de uma seqiiéncia repetitiva AG até
o “primer” “reverse”;

4-f + CT: amplificam do “primer” “forward” até uma
seqliéncia repetitiva AG;

b-r + AG: amplificam de uma seqliéncia repetitiva TC até

"ou

o “primer” “reverse”.

Reacédo:
1 placa

H,0 1501 wl

Tp 10X 270 ul

dNTP 270 wl

MgCl, 54 ul

Taq 11

Total 2106 wl /5 = 421,2 ul de mix por
primer

Fazer o mix inteiro e, em seguida, dividir em cinco tubos,
colocando 11 pl do par de primers a 10 uM (5 uM cada).
Desta forma, a concentracao final dos primers na reacao
serd de 0,9 uM. Em cada poco colocar 2 ul de DNA e 23
ml do mix.

Para cada placa vdo 16 clones:

12345
Clone1 oooo0o0

172345
Clone2 oooo0o0
Clone3 ooo0o0o0 Clone4 oooo0o0

Clone5 ............

No termociclador:

94°C - 5’
94°C - 17
58°C - 17 :|30x
72°C - 17
72°C - 7'

5- Isolamento do DNA plasmidial para sequenciamento
por lise alcalina.

Seguir Sambrook et al., 1989 vol.3 B.12.

6- Isolamento do DNA para sequenciamento por PCR dos
clones positivos.

Preparo do DNA para PCR a partir da bactéria:
- Adicionar 80 ul de H,0 em um tubo de 1,5 ml

- Encostar na col6nia de bactéria com uma ponteira
amarela e colocar no tubo com H,0.

- Incubar a 95°C por 5 minutos.
- Amazenar a 4°C em geladeira.

PCR para preparo de DNA para sequenciamento:

H,0 26,85 2846,1
Tampao 10X 5,00 530,0
dNTP (2,5mM) 7,00 742,0
MgCl, (2,5mM) 1,14 120,8
Primer M13 F+R 1,75 185,5
(10uM)

Taq DNA polimerase 0,26 27,6
(5U/ul)

Adicionar em cada poco de uma placa de 96 pocos:
- 8 ul de H,O + DNA bacteriano .

- 42 ul do coquetel.

- 50ul de 6leo mineral.

Programa para PCR ancorado:

94°C - 5’
94°C - 17
58°C - 1" :|30x
72°C - 17
72°C - 7'
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- Precipitar e purificar com acetato de sédio e etanol

- Quantificar e usar 100 ng por reacao de sequenciamento

7- Seqiienciamento dos clones positivos e desenho de
“primers”:

a- Amplificacdo dos insertos via PCR usando “primers”
complementares as seqliéncias dos vetores (Anexo 2).

b- Purificacdo do produto da amplificacao:

- Numerar os tubos, comegcando do 2 (o 1 vai ser o
controle)

- Colocar 1 ul de acetato de sédio 3 M, pH 6,0
- Colocar 25 ul de etanol absoluto
- Colocar toda a reacao

- Agitar, em vortex, rapidamente e deixar no gelo, por 10
min.

- Centrifugar por 30 min. a 12.000 rpm.

- Retirar o sobrenadante e lavar o “pellet” com 200 ul de
etanol 70%

- Retirar o etanol com pipeta

- Secar o “pellet” por 8 min. na centrifuga a vacuo

- Colocar 3 ul de tampao de carregamento para o
sequenciamento

c- Sequenciamento em seqlienciador automatico de DNA
Applied Biosystems 377 (Perkin Elmer/ABI), utilizando-se
marcacao fluorescente com “dye-terminator” (Figura 1).

d- Desenho de “primers” complementares a cada regiao
flanqueadora das seqUiéncias SSR. Para isso, hd um
programa disponivel gratuitamente na Internet (http://
www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/
primer3_www.cgi), chamado Primer 3 (Whitehead Institute
of Biomedical Research). No desenho dos “primers”,
alguns critérios rigorosos devem ser definidos neste
programa, para evitar a amplificacao de produtos
inespecificos, entre estes: temperatura média de “melting”
de 52 a 68 °C; diferenca méxima de 3 °C na temperatura
de “melting” entre cada “primer” do par; conteido de GC
entre 40 e 60%, auséncia de complementaridade entre os
pares de “primers”. Os demais parametros sao os pré-
definidos pelo programa.

8- Verificacdo da eficiéncia dos “primers” desenhados e
qualidade do produto amplificado por PCR:

Uma vez sintetizados os primers, deve-se fazer uma
otimizacao das condicoes de PCR, principalmente da
temperatura de anelamento dos primers e da concentracao
do cloreto de magnésio. A PCR, com volume final de 13
ml, devera conter: 0,3 mM de cada “primer”, uma unidade
de Taq DNA polimerase, 0,2 mM de cada dNTP, 10 mM
Tris-HCI pH 8,3, 1,5-2,5 mM MgCl,, DMSO (50%) e 7,5
ng do DNA. A reacao de amplificacdo deve seguir os
seguintes passos: 94 °C por 5 min., seguido de 30 ciclos
de 94 °C por 1 min., 50-64 °C por 1 min., 72 °C por 1
min.; e 72 °C por 7 min. A primeira reacao de amplificacao
com cada “primer” deve ter temperatura de anelamento de
56 °C. Aqueles que, além da banda correspondente ao
microsatélite, apresentem amplificacdes inespecificas
devem ter a temperatura de anelamento aumentada a fim
de melhorar a especificidade do “primer”. Por outro lado,
os “primers” que nao produzirem amplificacdo ou resulta-
rem em bandas fracas a 56 °C, devem ter esta temperatura
diminuida, até a obtencao de bandas com boa resolucéo.
Os fragmentos devem ser primeiramente visualizados em
géis de agarose a 3.5% (Figura 1).
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