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CAPITULO 10
INTRODUCAO DE GENES EM RHIZOBIUM

Leif Skot'
Ricardo S. Araujo?

10.1. Introducio

Em termos agricolas, a simbiose de rizobio com culturas de leguminosas implica em uma
menor necessidade de aplicagdo de fertilizantes nitrogenados, mas a simbiose € também interessante
em termos de interagdes entre plantas e microrganismos. A analise dos genes de nodulagio dos rizébios,
ao longo dos tultimos 10 anos, conduziu a descoberta de diversos sinais moleculares produzidos por
ambos os parceiros da simbiose. Flavonoides liberados pelas raizes da planta atuam como sinais na
indugio dos genes nos rizobios; esses genes, por sua vez, sio responsaveis pela sintese de moléculas
de lipo-oligossacarideos sinalizadores que induzem o encurvamento dos pelos radiculares e a divisdo
das células do cortex da raiz, dando origem a um meristema nodular (Lerouge et al., 1990). Os lipo-
oligossacarideos também apresentam, em sua composi¢do, decoragdes quimicas que atuam como
determinantes de especificidade hospedeira (Fisher & Long, 1992; Spaink, 1992). A regulagdo dos
genes envolvidos com a fixagdo de nitrogé€nio também foi investigada (Hennecke, 1990).

Apesar desse sucesso, ainda ha muito o que se aprender antes que os conhecimentos resultem
em uma performance mais adequada das leguminsas na agricultura. Uma das maiores barreiras para
isso € o problema da competigado por sitios de nodulagdo. Em muitas dreas do mundo € dificil se obter
uma resposta a inoculagdo com estirpes melhoradas de Rhizobium, porque o solo contém uma grande
populagdo naturalizada de rizébios competitivos (Triplett, 1990), o que faz da genética da
competitividade uma 4rea de estudos de grande importancia. Uma outra area interessante € a da possi-
bilidade de se utilizarem os rizobios como fabricantes e excretores de determinados produtos génicos
na rizosfera ou nos nodulos das leguminosas (Mytton & Sket, 1993). Alguns dos métodos descritos
neste capitulo foram empregados em um projeto cujo objetivo era a introdugio de genes envolvidos na
sintese de toxinas inseticidas, clonados de Bacillus thuringiensis, no Rhizobium e nos nédulos, para o
controle bioldgico de larvas de determinados insetos que se alimentam de nddulos (Sket et al., 1990,
1994). Esses métodos, no entanto, prestam-se 4 manipulagdo genética dos rizobios em geral, tendo
sido selecionados devido a sua utilidade especifica no caso desses organismos. Métodos generaliza-
dos de manipulagio genética ndo serdo incluidos, por haverem sido descritos em diversos manuais de
metodologia.
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10.2. Mceios de Cultura

Existe um grande nimero de meios de cultura complexos ou definidos (minimos) desenvolvi-
dos e empregados ao longe dos anos. O meio de cullura mais utilizado universalmente ¢, provavel-
mente, o Extrato de Levedura (“Yeast Extract”)-manitol (YM), um meio de simples preparo que promove
crescimento rdpido. Além disso, a viabilidade dos rizobios no meio YM, apds armazenamento a 4° C,
¢ melhor que nos outros meios. A maior desvantagem desse meio é que as bactérias produzem
quantidades copiosas de polissacarideos de alta viscosidade, dificultando a obtengfio de “pellets” fir-
mes apos centrifugagdo. O meio Triptona-Extrato de Levedura (TY) ou o Peptona (PA) sio meios

alternativos nos quais os rizébios produzem menos polissacarideos. Os rizdbios podem, ainda, apre-

sentar taxas de crescimento mais lentas em meio PA, o que 4s vezes é vantajoso.
Meios complexos (quantidades para 1 litro de meio de cultura)

a) Extrato de levedura-manitol: EM ou YM (Vincent, 1970) (ver capitulo 2)

b} Triptona-extrato de levedura: TY (Beringer, 1974)

Triptona 50g
Extrato de levedura 30g
CaCl, . 6 H,O ou (2 H,0) 1,3 2 (0,87 g)

Ajustar o pH para 6,8-7,0.

c) Meio de peptona: PA (Hirsch et al., 1980)
Peptona 4,0 g
MgS0, . 7H20 0,58
Ajustar o pH para 6,8-7.0.

d) Meio Luria-Bertani: LB (Maniatis et al., [989) - para Escherichia coli

Tryptona 10,0 g
Extrato de Levedura 508
Na(l 30g

Ajusiar > pH pura 7,5.

b2
f
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Meios de cultura definidos (quantidades para 1 litro)

‘a) Meio de sais com MOPS: MS (Jordan, 1984)

Macronutriente Quantidade (g) Conc. Estoque
MOPS 8,37 10X
KOH 1,12

NH,CI 1,07 : 100
MgSO, . 7TH,0 0,98 160X

K HPO, 0,21 100X
KH,PO, 0,05 . 100X

Preparar uma solugio estoque com MOPS e KOH juntos, eesterilizi-1a por filtragem; preparar,
em separado, solugdes estoque dos outros sais. Para o preparo do meio, observar a diluigio necessdria
das solugdes estoque. Por exemplo: se o estoque for 10X, empregar 100 mL por litro de meio de
cultura.

Fonte de carbono: succinato de sddio, 2,43 2.

Micronutriente (estoque.100X) Quantidade (mg)
Na(Cl 5,0
H,BO, | 1,0
ZnS0, . 7TH,0 1,0
CuS0, . 5H,0 0,5
MnSO,. H,0 0,5
NaMoQ, . 2H,0 1,0

Preparar a solugiio estoque conforme composigdo acima. Esta solugdo estoque & concentrada
100X; utilizar 10 mL por litro de meio de cultura.
Outros ingredientes:

CaCo, 20,0 g
EDTA 10,0 g 1000X
Fe NaEDTA 20¢g

CaCO, ¢ NaFeEDTA devem ser adicionados diretamente ao meio de cultura; preparar solucio
estoque (1000X) de EDTA (observar condigdes de pH para dissolver) e empregar 1 mL por litro de
meio de cultura.
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Vitaminas pg/L 1000X
Biotina 75
Acido pantoténico 75
Tiamina 75

Preparar a solugio de vitaminas e esterilizar, por filtragem, em membrana de 0,22 pm; empre-
gar 1 mL por litro de meio de cultura esterilizado.

Preparar o meio sem adicionar o MOPS e 0 KOH ¢ autoclavar. Adicionar a quantidade apropri-
ada da solugio de MOPS-KOH filtrada ao meio apos autoclavagem. Adicionar as vitaminas ao meio
somente apds autoclavagem. NAO AUTOCLAVAR AS SOLUCOES ESTOQUE, E ARMAZENA-
LAS A 4° C. Apds a adig@o da solugio de MOPS-KOH o pH do meio devera estar em torno de 7,2.

b) Meio BSM (Bergersen, 1961) - quantidades para 1 litro

Manitol 10g
Na, HPO,.12H,0 0,45 g
MgS0,.7H,0 0,1g
Solugdo de ferro do meio YM 1 mL
Acido glutdmico LLg
Solugio de tiamina 1 mL
Solugdo de biotina 1mL

As solugBes de vitaminas (tiamina e biotina) sio feitas, separadamente, & concentragio de 1
mg/mL, dissolvidas em dgua, e filtradas em filtro miliporo; s6 devem ser misturadas ao meio de
cultura quando este estiver frio o suficiente para receber antibidticos (45° Ca 55° C). E EXTREMA-
MENTE IMPORTANTE AJUSTAR O pH DESTE MEIO PARA 7,0, OU NAO HAVERA
SOLIDIFICACAQO PORQUE O AGAR E HIDROLISADO PELA ACIDEZ.

c) Meio Y (Diebold & Noel, 1989) - quantidades para 1 litro

MgS0,.7H,0 0,10 g
K,HPO, 0,22 g
CaCl,.2IL0 0,15¢g
FeCl,.6H,O 0,04 g
Glutamato de sddio 1,00 g
Succinato de sodio 1,00 g
Solugdo de vitaminas 10 mL

Ajustar o pH para 7,0
A solugio de vitaminas € preparada com 100 mg/L de cada uma das vitaminas (biotina, tiamina

e pantotenato de cdlcio) e filtrada em filtro miliporo antes de incorpora-la ao meio de cultura.
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10.3. Plasmideos

Os rizobios normalmente contém alguns plasmideos cujos tamanhos variam entre 100 e 500
kilobases (kb). A maior quantidade de plasmideos é encontrada em Rhizobium leguminosarum bv.
viciae, trifolii e phaseoli. No R. meliloti normalmente se encontram dois plasmideos muito grandes, o
maior deles contendo cerca de 1.500 kb. Os genes envolvidos na nodulagéo (nod) e fixagdo de nitrogé-
nio (nif e fix) estdo localizados em um desses plasmideos (denominado plasmideo simbiético - pSym).
O R. loti contém um plasmideo grande mas, ao contrario das espécies mencionadas acima, esse
plasmideo nfo carrega os genes nod, nif e fix. O Bradyrhizobium, de crescimento lento, nio parece
conter nenhum grande plasmideo. A presenga, em plasmideos, de genes relevantes para a simbiose,
em diversas especies de RAizobium, em sua forma natural, provocou um grande interesse pela identi-
ficagdo e analise desse material genético. A seguir, serdo descritos alguns métodos para a visualizagdo
e andlise de DNA de plasmideos dos rizobios. O primeiro & bastante rapido, mas gentil o suficiente
para permitir, inclusive a visualizagio dos maiores plasmideos encontrados em Rhizobium. O método
& baseado no procedimento originalmente descrito por Eckhardt (1978), com modificagGes introduzidas

por P. Hirsch (comunicagio pessoal) para adequa-lo & eletroforese em géis horizontais de agarose.

10.3.1. Géis “Répidos” para Visualizacio de Plasmideos em Rhizobium
10.3.1.1. Meios, tampdes e solugoes

1. Meio PA (ver composigdo segdo 10.2, ftem c).

2. 10X TBE - Tampdo para eletroforese:

- 108 g Tris-base;
55 g acido borico;
9,3 g EDTA (sal dissodico);
agua destilada suficiente para 1 L;
pH 8,3 € automatico,

3. Tampéo Tris-sacarose para ressuspender células.

Dissolver 25% (p/v} de sacarose em uma solugéio 25 mM de TrisCl, pH 8,0. O estoque de Tris
deve ser preparado com a concentragiio de 1 M e o pH ajustado para 8,0 com HCI. Os tampdes conten-
do Tris devem ser autoclavados. Dividir a solugio de Tris-sacarose em pequenas aliquotas para
armazenagenm.

4, Solugdo estoque de lisozima.

Utilizar lisozima do tipo SIGMA (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA), referéncia
L-6876 cristalizada.

Preparar uma solugio estoque na concentragio de 20 mg/mL em agua destilada esterilizada e

dividir em aliquotas de 50 pL. para armazenagem a -20° C. Cada aliquota s6 deve ser descongelada
uma UNICA vez para utilizagio.
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5. Solucifio estoque de ribonuclease (RNase).

Utilizar ribonuclease A do tipo SIGMA, referéncia R-5503, com 50 a 75 U/mg de proteina.
Preparar a solugéio na concentragfio de 400 pg/ml em tampéo de RNase (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 15
mM NaCl). Ferver por 15 min e deixar resfriar & temperatura ambiente; este tratamento inativa as
DNases. Dividir em aliquotas de 50 pL e armazenar a -20° C,

6. Tampdo de ressuspensiio (preparar imediatamente antes do uso):

1 mL de estoque Tris-sacarose
50 pL de estoque de lisozima
50 pL de estoque de RNase.

7. Brometo de etidio

Preparar uma solugfo estoque na concentragfio de 10 mg/mL em dgua destilada, e armazenar
no escuro. CUIDADO, este reagente é cancerigeno e mutagénico.

8. Corante

30% de glicerol

50 mM Na,EDTA pH 8,0
0,25% (p/v) azul de bromofenol
0,25% (p/v) cianol de xileno
Armazenar a 4° C.

9. Agarose

Preparar a agarose dissalvendo-a na concentragfio de 0,7% em TBE 1X (partindo do estoque
10X, fazer uma dilui¢iio em dgua destilada). A quantidade de agarose a ser preparada vai depender do
tamanho da caixa de gel. Por exemplo, uma caixa de 15 cm x 15 ¢em consome cerca de 150 mL de
aparose. Dissolva a agarose atraveés de fervura ao fogo ou no forno de microondas.

10. SDS (Sodium Dodecyl Sulphate)-agarose

Preparar uma solucio de agarose a 0,4% com SDS em TBE 1X. A forma mais (4cil de preparar
esta solugdo € tomando-se 2 mL da solugfio de aparose a 0,7% {(depois de derretida) e adicionando-se
1,15 mL de TBE IX, 0,35 mL de uma solugfio de SDS a 10% (p/v) e 100 pl. de corante. Manter a

solucgfio derretida a 65° C até o momento de empregar.

10.3.1.2. Preparacio do Rlrizobium

I. Multiplicar as culturas de Rhizohium em 5 mL de meio PA, com aeragio, a 28° C, até a
metade da fase logaritmica de crescimento (a concentraciio desejada é cerca de 107 céls./mL); normal-
mente sdo necessarias 14 a 16 horas de crescimento.

2. Transferir 0,5 mL a 1,0 mL (dependendo da densidade optica da cultura) para um tubo de
microcentrifuga e centrifugue a velocidade maxima por 30 segundos. Descartar o sobrenadante.

3. Ressuspender as células em 30 pL de tampéo de ressuspensfio e transferir para o gel.



10.3.1.3. Preparacio do Gel

1. Limpar a bandeja com etanol e selar as extremidades com fita adesiva (tipo fita-crepe).

2. Limpar o pente e o formador de sulcos com etanol, e monte o conjunto. Transfira o conjunto
para a bandeja, certificando-se que hd um espaco de 0,5 a 1,0 mm entre o pente e a bandeja.’
' 3. Despejar a solugdo de agarose a 0,7% e deixar solidificar. Remover o formador de sulcos e
preencher o sulco resultante, atras das cavidades, com a solu¢iio de agarose a 0,4% + 1% SDS, deixan-
do solidificar, Remover o pente formador das cavidades e a fita de vedagio.

- 4. Transferir o gel para a caixa de eletroforese. Encher a caixa com tampdo para eletroforese
(TBE 1X) até que o gel esteja coberto por cerca de 1 mm de tamp@o. Aplicar as bactérias ressuspendidas
as cavidades do gel e deixd-lo correr sob 75 a 100 V (75 a 100 mA) até que a linha do indicador azul
de bromofenol tenha saido do gel, cerca de quatro a cinco horas. O indicador cianol de xileno indica a
posigdo aproximada de fragmentos lineares de DNA cromossémico. Levar o gel para colorir com
solugdo contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio durante 20 a 40 min. Deixar descolorir em dgua
destilada por 20 min. Examinar o gel sob luz ultravioleta para visualizagfio das bandas correspondentes

aos plasmideos.

DICAS: 1) Quando estiver ressuspendendo culturas de bactérias através de pipetagens, ser gentil para
evitar a quebra de plasmideos grandes e frageis. 2) Certificar-se de usar tampao TBE a 1X;
Maniatis et al. (1989) defendem o uso de TBE a 0,5X para eleiroforese em géis de agarose,

o que € bom para a maioria dos casos, mas nfio serve para os géis de plasmideos.

10.3.1.4. Isolamento de Plasmideos de Rhizobium

O métedo descrito acima s6 € ttil para a visualizagio dos plasmideos nos rizobios. J4 os se-
guintes permitem o isolamento de DNA plasmidial em quantidade suficiente para manipulacdes futu-
ras (ex.: clonagem de fragmentos). Todavia, o manuseio e as etapas envolvidas normalmente permi-

tem que sejam isolados intactos apenas os menores plasmideos e alguns cosmideos.

Método N° 1 ,

1. Crescer as culturas em 200 mL de meio PA por 2 a3 diasa 28" C, com aeragio, até a metade
da fase logaritmica de crescimento.

2. Colher as células por centrifugagdo a 8000 rpm durante 15 min. Lavar o pélete com T,E,p
(50 mM Tris-Cl, pH 8,0, 20 mM Na,EDTA). ‘Ressuspender o pélete em 16 mL de TE,, em um
béquer pequeno. _

3. Adicionar 2 mL de pronase B (5 mg/mL em T, E,, pré-digeridapor 1 horaa 37° C) e 2 mL
~de SDS (10% p/v em T (E, ). Tampar.
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4. Incubar,a37° C, durante | hora, ou até que haja clarificagio da suspensio (indica que houve
quebra das células), agitando, gentilmente de vez em quando. A soluciio se tornard muito viscosa,

5. Elevar o pH para 12,4 com solucio 3 M de NaOH (sfio necessdrios cerca de 0,5 mL),
agitando de um modo gentil, mas completamente, com um bastfio de plastico ou pipeta, até que a
leitura no potenciémelro se estabilize. Deixar descansar pof 20 minutos & temperatura ambiente.

6. Ajustar o pH para 8,5 utilizando solucio 2 M de Tris-HCI, éom pH 7.0 (sdo necessarios
cerca de 2 mL). ' _

7. Decantar para um tubo de centrifuga com capacidade para 50 mL. Adicionar solugo gelada
de NaCl a 5 M de forma a obter concentragiio final de 1 M (ou seja, sdo necessarios cerca de 5,5 mL
para 20 mlL de mistura de células rompidas). Misturar, por meio de inversdes dos tubos e deixar
repousar, em gelo, por quatro horas.

8. Centrf[’ugar o preparado de células lisadas (os sedimentos de NaCl/SDS), centrifugando a
15000 rpm por 20 minutos, com a centrifuga a 4° C. Decantar o sobrenadante para um tubo limpo
(repita a operagfio se ainda houver residuos de SDS/NaCl). '

9. Adicionar 50% p/v de PEG (poliétileno glicol, peso molecular 8000) para uma concentra-
¢do final de 10%. Misture invertendo os tubos e guardar no gelo até o dia seguinte.

10. Sedimentar a mistura de PEG ¢ DNA por centrifugacio a 7000 rpm, por cercade 15 min a
4° C. Descartar o sobrenadante e secar os tubos completﬁmente. Adicionar cerca de 0,5 mL de T, Ey
ao pélete e deixe no gelo para redissolver. A dissolugfio pode ser acelerada girando-se os tubos
gentilmente.

11. Transferir a sofucfio de DNA pard um tubo de microcéntri‘f’uga por meio de uma pipeta de
5 mL invertida ou através da ponta cortada de um bico pldstico para pipetador automatico de 1 mL.

12. Transferir uma amostra (30 pL. de DNA + 6 pL de solugiio de azul bromofenol 6x: 0,25%
azul de bromofenol em 40% p/v sacarose em Agua destilada esterilizada) para um gel com 0,7% de

agarose para correr, Este procedimento visa confirmar a presencga de DNA plasmidial na preparacfo.

Meétodo N° 2 (Holmes & Quigley, 1981)

I. Partindo de culturas frescas, inocular meio de cultura TY liquido (3 mL a 5 mL) adicionado
de antibidticos (5 pg/mL), quando possivel e/ou necessario para manter a pressiio seletiva para os
plasmideos em estudo, e multiplicar as bactérias por 6 a 8 horas (£, coli), ou durante anoite (Rhizobium).

2. Transferir 1,5 mL da cultura para um tubo de microcentrifuga esterilizado e centrifugar na
velocidade maxima por 5-10 segundos se for £. coli, ou 2 min se for Rhizohium.

' 3. Se estiver trabalhando com Rhizobium, lavar as células uma vez com uma soluciio de
SARKOSYL a 0,1%.

4. Ressuspender o pellet em 350 pL de solugiio STET (ver a seguir).
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5. Adicionar 5pL de uma solugio de lisozima a 50 my/nL, preparada em tampdo TE (10 mM

TrisCle 1 mM EDTA) com pH 8,0 no caso £. coli, e 10 pL. para Rhizobium.

6. Misturar invertendo o tubo, NAQO USAR O VORTEX.

7. Incubar & temperatura ambiente por 2-5 min no caso de E. cofi, e 15 min para Rhizobium.

8. Transferir os tubos para banho-maria a 90°-99°C (assim que parar de ferver) e deixa-los ali

por 45 segundos se estiver extraindo cosmideos, on 90 segundos no caso de estar extraindo

plasmideos menores.

9. Centrifugar na velocidade méaxima por 10-15 min & temperatura ambiente.

10.

11.

12

13.
4.

15.

16.

Retirar, com um palito esterilizado, ¢ jogar fora o pélete branco e viscoso que se formara no
fundo do tubo. '

Adicionar 40 pL de uma solugfio 3 M de acetato de sddio, e 400 pL de isopropanol a
temperatura ambiente.

Misturar por inversdo do tubo e incubar em gelo por cerca de 3 min.

Centrifugar na velocidade mdxima por 5 min e descartar o sobrenadante.
Lavar o pélete duas vezes com etanol a 70%. Se for usar os plasmideos para transformacdo,
¢ recomenddvel fazer mais uma lavagem com etanol a 70% para remover o excesso de
detergente (Triton X-100).

Secar o pélete e ressuspender o DNA em 20 pL de tampio TE a pH 8,0, e usar 10 pL numa
digestdio, ou ressuspender em 100 pl e usar tudo para a transformagiio.

Para ter certeza da completa ressuspensdo do DNA, incubar os tubos em um banho-maria a

65° C por 10 min, antes de usar em digestdes ou transformagdes.

Solugfio STET

8% Sacarose

5% Triton X-100
S0mM EDTA

30 mM Tris-HCI, pH 8,0

10.3.2. Plasmideos de Amplo Espectro para Estudos Genéticos de Ririzobinm

Desde que Beringer (1974) relalou a transferéncia do plasmideo RP4, do grupo de incompati-

bilidade P, entre duas estirpes de R. leguminosarim, houve o desenvelvimento de muitos plasmideos

para a manipulagfio dos rizébios. Os plasmideos mais utilizados para a transferéncia de DNA nos

rizobios pertencem aos grupos de incompatibilidade P e Q. Seria necessario um texto muito longo

para a elaboragfio de uma lista completa dos plasmideos empregados em genética molecular dos riz6bios,

razo pela qual s6 serdo mencionados, nesta parte, alguns dos mais utilizados. Para maiores detalhes

sobre plasmideos promiscuos em bactérias Gram-negativas, o leitor deve procurar o artigo de Thomas

(1989) e, para aqueles especificos para a analise dos rizébios, o artigo de Martinez et al. (1990).
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Um dos vetores de clonagem mais populares na preparagdo de bibliotecas gendmicas em
Rhizobium é o cosmideo pLLAFR1 (Friedman et al., 1982). Este vetor permite a clonagem de fragmen-
tos de 15 kb a 30 kb, e seu empacotamento em cabecas vazias do fago 1. Infelizmente, esse vetor
contém apenas um sitio de restrigiio com EcoRI para a clonagem, Qutros derivados com mais sitios de
restrigfio para clonagem foram preparados como, por exemplo, pLAFR3 (Staskawicz et al., 1987) e
pCP13 (Darzins & Chackrabarty, 1984). Outros plasmideos de uso generalizado com aplicag@es di-
versas sdo o pKT230 (Bagdasarian et al., 1981), o pSUP104 (Priefer et al., 1985) e 0 pLA2917 (Allen
& Hanson, 1985), utilizados com sucesso para a construgdo de bibliotecas gendmicas de R. etli (Ara-
ujo, 1993), R. 1. bv. phaseoli (Beattie, 1991) e R. tropici (Milner et al., 1992). Os frapmentos clonados
normalmente inativam wm gene para resisténcia a antibioticos por sua insercdo nesses vetores, Recen-
temente, foram desenvolvidos diversos plasmideos destinados 2 analise da atividade de promotores

-em Rhizobium. A maioria desses plasmideos séio modifica¢Ges de plasmideos dos grupos de incompa-
tibilidade P e Q, contendo a seqiléncia que codifica para a produgfo de B-galactosidase (lacZ) e sitios
lnicos de restricdo em seu terminal 5', que permitem a insercdo de DNA dos rizdbios em estudo
(Spaink et al., 1987; Labes et al., 1990). Foram, também, construidos vérios vetores de expressfio
génica com amplo espectro de hospedeiros. Estes sio derivados de pSUP104 e contém promotores,
como por exemplo o do gene para resisténcia a kanamicina, imediatamente acima (“upstream”) de um
sitio de clonagem multipla, no qual se pode clonar a seqiiéncia génica de interesse (Labes et al., 1990).

Plasmideos que podem ser transferidos, mas nfo podem ser mantidos nos rizobios sfo extre-
mamente Uteis para a insercfo de transposons como o TnJj. Esses plasmideos tém uma estreita gama
de hospedeiros, mas contém genes de mobilizagfo provenientes de um plasmideo com muitos hospe-
deiros. Podem-se transferir esses plasmideos através de conjugagdes em que a estirpe doadora (nor-
malmente Escherichia coli) contém os genes de transferéncia (fra) in trans (contido em uma molécula
de DNA diferente daquela que contém o gene de interesse ou o transposon). Quando transferido para
0 rizobio, o transposon se solta do plasmideo com uma certa freqiiéncia e se insere, 20 acaso, no
genoma, enquanto o plasmideo € perdido, por incompatibilidade, da populagéo de rizobios. Se o
transposon se inserir em um gene ativo, ele causara sua inativagfio. Esta propriedade transformou os
transposons em armas poderosas para a execugdo de mutagénese, ao acaso, de genes rizobianos
(Martinez et al., 1990). A primeira transferéncia do TnJj para o rizobio foi relatada por Beringer et al.
(1978) mas, hoje, existem vetores mais confidveis para essa {inalidade, como pSUP101 e pSUP102
(Simon et al., 1986). |

A regido central da molécula do TnJ nfio ¢ essencial para a transposiciio ou insercéo. Por isso,
esse transposon tem servido como veiculo para a inser¢fio de seqliéncias génicas Uteis como genes
marcadores {Simon et al., 1986; Cresswell et al.; 1994) ou genes de mobilizacdo {(Simon, 1984). O
tiltimo caso ¢ particularmente Gtil porque os plasmideos nativos dos rizabios (que normalmente nio

sio transmissiveis), contendo a seqiiéncia Tn3-Mob, podem ser mobilizados e transferidos para outras
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estirpes, desde que os genes de transferéncia estejam presentes in frans no doador, o que pode ser
obtido mais faciimente, com a introducio do plasmideo auxiliar com ampla gama de hospedeiros,
RP4-4, na estirpe doadora (Simon, 1984).

Um outro derivado do transposon Tn3, contendo as genes sucR e sacB de Bacillus subtilis, tem
sido muito util na selegdo de rizébios que sofreram a cura de um de seus plasmideos nativos. Este
derivado foi desenvolvido por Hynes et al. (1989, 1990) e se beneficia do fato que os genes sack e
sacB tornam as bactérias Gram-negativas, que os carregam, incapazes de metabolizar a sacarose como
fonte de carbono. Uma estirpe de Rhizobium marcada com Tn3-Sac em um de seus plasmideos ¢
exposta a um meio contendo uma alta concentracio de sacarose. As coldnias (ue Crescerem nesse
meio sfio entdo analisadas quanto 4 perda do plsamidec marcado com o Tn3-Sac.

Finalmente, o transposon TnJ também tem sido utilizado para a introdugdo de genes uteis, de
outros organismos, nos rizobios (e em outras bactérias Gram-negativas). Exemplos desses genes in-
cluem a a-toxina de Bacillus thurigiensis, com propriedades inseticidas, para o controle bioldgico de
insetos que se alimentam especificamente de nédulos radiculares (Sket et al., 1990, 1994). O Tnj
inserido no genoma do Rhizobium é mantido de forma mais estavel que um plasmideo com ampla
gama de hospedeiros. Os plasmideos sdo perdidos com muita facilidade de sus hospedeiros se néo
houver pressiio seletiva constante para sua presenca (Triplett & Sadowsky, 1992; Sket et al., 1994).

10.3.3. Transferéncia de Genes para o Rhizobium

Ao contrério do que acontece para Escherichia coli, ndo existem métodos eficientes para a
transformacao genética de Rhizohium. A clonagem e a manipulacio do DNA sio realizadas em E. coli
como hospedeiro e os plasmideos sdo, subseqiienlemente, transferidos para os rizébios por conjuga-
¢do. Entretanto, muitos plasmideos com ampla gama de hospedeiros s6 podem ser mobilizados se
houver genes de transferéncia i trans. Existem duas maneiras de se atingir esse objetivo: 1) Através
de cruzamentos triparentais que incluem a estirpe doadora e uma outra estirpe auxiliar {(/ra*) de E. coli.
Um plasmideo auxiliar bastante utilizado ¢ pRK2013 (Ditta et al., 1980); 2} Através de cruzamentos
biparentais quando a estirpe doadora de £. coli carrega os penes de transferéncia em seu genoma. A
estirpe S17-1 tem todo o plasmideo RP4 incorporado ao seu cromossomo (Simon et al., 1983), sendo
a doadora preferencial de plasmideos niio transmissiveis, de ampla gama de hospedeiros, para o
Rhizobium. A seguir, serdo descritos dois métodos para a realizagio de cruzamentos bi ou triparentais
em Rhizobium, através de conjugagiio.

Método N° 1
Dia |

Inocular um tubo com meio TY solido inclinado com a cultura de Rhizobiun apropriada ¢

deixar crescer a 28° C (culturas de Bradyrhizobium devem ser iniciadas de 4 a 6 dias antes da

conjugacio).
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Dia2

Inocular um frasco contendo S mL de meio LB liquido (adicionado dos antibidticos apropria-
dos) com a estirpe doadora de E. coli, e incubar por uma noite a 37° C com aeragdo vigorosa (200
rpm).

Dia 3

1. Transferir 1 mL da cultura de E. coli para um tubo para microcentrifuga esterilizado. e
centrifugar por 1 min. Descartar o sobrenadante e ressuspender as células em 200 pL de solugdo de
NaCl a 0,8%. Nio usar agitador do tipo “vértex”, apenas tocar os tubos com os dedos para ajudar a
ressuspensio.

9. Colher as células de Rhizobium dos tubos inclinados suspendendo-as em 3 mL de agua
destilada esterilizada.

3. Misturar 100 pL da suspensdo de células de Rhizobium com 100 uL da suspensdo de células
de E. coli em um tubo para microcentrifuga esterilizado. Com uma pipeta transferir a mistura para wn
filiro de nitrocelulose de 25 mm de didmetro colocado sobre uma placa de Petri contendo meio TY
solido, sem antibi6ticos. Deixar a placa, sem a tampa, em uma cAmara de fluxo laminar até que o
liquido na superficie do filtro seque (cerca de 15 a 30 min). Repor a tampa na placa e incubar por 24
horas a 28° C. Alternativamente, a mistura de células pode ser forgada sobre o filtro de nitrocelulose
com a ajuda de uma seringa; neste caso, a membrana ¢ retirada do suporte com uma pinga e transferida
para uma placa com TY solido para incubaggo.

Dia 4

{. Transferir com uma pinga de pontas chatas o filtro de nitrocelulose contendo as células para
uma frasco esterilizado contendo 3 mL de dgua destilada esterilizada, e agitar vigorosamente em
agitador tipo “vértex” para ressuspendé-las completamente.

2. Fazer diluigdes apropriadas (ex.: 102, 10~ e 10) em dgua destilada esterilizada. Espalhar
100 uL da diluigio 10 em uma placa de TY ou MS contendo apenas o antibidtico para a checagem da
estirpe doadora de £. coli. O mimero de coldnias que aparecerem nessa placa indica a concentragdo de
células recipientes de Rhizobium na mistura. Espalhar. 100 uL. de uma ou mais das outras diluigdes,
dependendo da freqiiénecia esperada para a transferéncia do plasmideo, em placas com TY ou MS,
contendo antibidtico para a checagem de E. coli e, também, o antibidtico para a selegfo positiva do
plasmideo em questdo. Deixar incubando a 28° C até que aparegam colonias.

3. Apos o aparecimento de colGnias nessas placas, elas devem ser purificadas em meio seletivo
repetidamente para remover células de E. coli que tenham permanecido na mistura.

Comentarios: no caso de cruzamentos triparentais, misturar 75 pL de cada uma das trés estir-
pes de bactérias antes de aplicar a mistura sobre os filtros de nitrocelulose. Se ndo houver disponibili-
dade de filtros de nitrocelulose, 2 mistura pode ser aplicada diretamente sobre a superficie do meio,

tornando-se ligeiramente mais dificil a recuperagdo quantitativa das células (este problema pode ser
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contornado aumentando-se o niimero de cruzamentos nos casos em que se deseja obter um nimero
elevado de transconjugantes). O plagueamento em meio definido, como por exemplo o0 MS, auxilia na
contraselecfo das estirpes de F. coli empregadas como doadoras, j& que a maioria dessas estirpes &
portadora de mutacSes que as tornam auxotroficas, isto €, incapazes de crescer em meio de cultura de-

finido. Nos casos de conjugac@es entre duas estirpes de Rhizobium, ambas s80 crescidas em meio TY.

Método N 2 (Selvaraj & Lyer, 1983)

1. Repicar as estirpes a serem utilizadas para placas seletivas (contendo antibioticos aos quais
as estirpes sejam resistentes.; se néo houver resisténcia a antibidticos, usar meio sem selecéo). Rhizobium
¢ multiplicado em meio de cultura YM, e E. coli em LB com pH 7,5, ambos em placas. E importante
lembrar que E. coli cresce durante uma noite a 37° C, e portanto deve ser retirada da incubadora e
armazenada em geladeira até que o Rhizobium multiplique-se.

2. Repicar as estirpes das placas acima para placas de meio de cultura rico, porém com pouco
carbono. A conjugagio € mais efetiva quando as bactérias sio multiplicadas em meio rico, pois o baixo
teor de carbono reduz a produgdo de exopolissacarideos pelo Rhizobium. Os rizobios séo repicados
para placas de TY, e E. coli para placas de LB; se houver marcas de resisténcia a antibidticos, elas
devem ser usadas nesta etapa. Crescer o Rhizobium a 28° C por 48 a 72 horas, e E. coli a 37° C por 24
horas. A maneira mais facil de se proceder € repicar o Rhizobium em um dia, e E. coli um ou dois dias
depois. NAO USAR CULTURAS VELHAS.

3. Apéds crescimento, ressuspender, separadamente, mais ou menos 1/4 de uma al¢a de platina
de cada estirpe em 3 mL a 5 mL de dgua destilada esterilizada, em tubos de ensaio esterilizados.
Ajustar a densidade éptica das suspensdes para 0,1 (absorbéncia a 600 nm) com Agua esterilizada.

4. Misturar 1 mL de cada suspenséo (recipiente + doador no caso de conjugagéo biparental, ou
recipente + doador + assistente, no caso de conjugacfo triparental) com densidade dptica de 0,1 em
um tubo de ensaio esterilizado e agitar levemente. A mistura pode, entéo, ser forgada através de um
filtro de nitrocelulose esterilizado com uma seringa esteril. Este método propicia melhor aproveitamento
das suspensdes em conjugacfio, mas diminui o mimero de eventos considerados independentes. A
membrana €, entdo, colocada, com a face contendo as bactérias voltada para cima sobre uma placa de
meio de cultura TY sem antibidticos, e incubada por 24 horas a 28° C.

Alternativamente, podem-se pingar, com pipetador, gotas de 10 a 20 pL. sobre placas de meio
de cultura TY sem antibiéticos. Cada gota é considerada um cruzamento independente e cada placa
pode receber até 10 gotas. As placas s8o, entfio, incubadas a 28° C por 24 horas.

5. Apés a incubacéo, transferir cada membrana filtrante ou cada grupo de 5 a 10 gotas deposi-
tadas na superficie da placa para um tubo de ensaio contendo 1 mL de 4gua destilada esterilizada.
Agitar o tubo vigorosamente. Espalhar aliquotas de 100 pL na superficie das placas seletivas. Pode ser

necessdrio fazer uma ou duas dilui¢des decimais para obter maior quantidade de colfnias
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transconjugantes isoladas. A maior parte das estirpes de £. coli usadas em procedimentos genéticos é
auxotrofica para certos nutrienies e sua checagem é facilmente efetuada por se usar meio de cultura
minimo (ex.: BSM) para o espalhe das células mutagenizadas. Incubar as placas a 28° C por tempo
necessario para multiplicagfio do rizdbio.

6. Fazer dilui¢des decimais das suspensdes obtidas dos {iltros ou gotas, apos a conjugagio,
para que se possa estimar o nimero de células recipientes e calcular as fregiiéncias. O cilcule da
freqiiéncia de ocorréncia das mutagdes ¢ um dado fundamental er trabalhos de genética microbiana.

7. Conlirmar as marcas de resisténcia a antibidticos e a pureza dos transconjugantes seleciona-
dos para trabalhos futuros. Fazer estoques dos transconjupantes de interesse adicionando 15% de

glicerol esterilizado para protegiio das bactérias, e manter os estoques no congelador a -20° C.

10.4. Extraciio de DNA de Rhizobium

Tendo-se obtido e purificado os transconjugantes putativos de Rhizobitm, a presenca dos genes
introduzidos deve ser verificada. Para isso normalmente se emprega a anélise de Southern (“Southern
blot™), que envolve a hibridizagio de fragmentos de DNA, apds digestio por endonucleases de restri-
¢io. O primeiro método de extragfio descrito a seguir € derivado daquele descrito por. Chua et al.
(1985). Apesar de ter sido desenvolvido para Rhizohium, este método pode ser empregado:com suces-
so para outras bactérias Gram-negativas, como Agrobacterium, Pseudononas e Acetobacter. O segun-
do método foi descrito e desenvolvido por Cook et al.(1989) para Pseudomonas, e adapta-se muito

bem ao Rhizobitm.

Método N° 1

[. Inocular um frasco contendo 5 mL de meio PA liquido com células retiradas de uma placa
nova e deixar multiplicar por dois a trés dias a 28° C, com aeragfio vigorosa.

2. Colher as células por centrifugaciio em um tubo apropriado, esterilizado, a 8000 rpm, a 20°
C. Descartar o sobrenadante e ressuspender as células em 5 mL de T E, (10mM TrisCl pH 8,0; 1 mM
Na,EDTA). Adicionar 17,5 pL de lisozima (30 mg/mL em T, E,) e deixar incubando a 37° C por 30
min, com agitagdo.

3. Adicionar 30 yL de proteinase K (20 mg/mL em T, E ) e 250 uL de sarkosyl (10% em
T,,E,), e deixar incubar até o dia seguinte em um banho-maria a 50° C.

4. Transferir 750 pL para um tubo de microcentrifuga, pipetando para dentro e para fora para
cortar o DNA. '

5. Extrair duas vezes o DNA com uma mistura de fenol:cloro{érmio (1:1). e duas vezes com
cloroformio. Para fazer a extracio, adicionar ao primeiro tubo (com 750 pL) uma mesma medida de
fenol:cloroformio, agitar no “vortex™ e centrifugar por 3 min. Transferir cuidadosamente (usar ponteiras

de pipetadores com as pontas cortadas ou uma pipeta de 5 mL invertida) o sobrenadante para um outro
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tubo de microcentriguga e repetir a operaciio. TER CUIDADO PARA NAO TRANSFERIR A
- INTERFACE, pois ela contém proteinas desnaturadas e lixo celular. Apos a segunda extragfo, transferir
a fase aquosa para um novo tubo e adicionar um volume igual de cloroférmio. Misturar por inversio
(nfio leve ao “vortex™) e centrifugue por 5 min. Transferir o sobrenadante para um outro tubo e repita
a operagdo.

6. Apds a segunda extracio com clorofdrmio transferir 500 pL da fase aquosa (superior) para
um tubo de microcentrifuga esterilizado e adicionar 50 pL de uma solugdo 3 M de acetato de sodio e
1 mL de etanol p.a. gelado. Misturar bem (por inversio) e levar a incubagfo até o dia seguinte a -20° C
(0 DNA deve precipitar nesta etapa). ‘

7. Centrifugar por 10 min em microcentrifuga e redissolver o pélete, apds secagem, em 50 puL.
de T E, (a secagem pode ser realizada em dessecador a vicuo ou em concentradores a vacuo do tipo

11
“Speedvac™). Determinar a concentragio de DNA na amostra.

Método N° 2

1. Multiplicar as bactérias em 5 mL de meio de cultura TY ou YM liquide (com 5 pg/mL de
antibidtico se houver resisténcia) até o final da fase logaritmica, ou comeco da fase estacionéria.

2. Transferir 1,5 mL para um tube de microcentrifuga esterilizado e centrifugar na velocidade
maxima por 2 min.

3. Lavar as células duas vezes com uma solugio 1 M de NaCl para remover o excesso de
polissacarideos, € depois lavd-las uma vez com tamp#io TEN (ver a seguir), para remover o excesso de
NaCl.

4. Se for necessario interromper a extragio, parar aqui e guardar as células no freezer a -20°C
até o momento da extragio.

5. Ressuspender o pélete em 400 pL de tampéo TEN.

6. Adicionar 13,6 pL de uma solugdio de sarkosyl a 30%, e 4 uL de uma solugfo de proteinase-
K a 10 mg/mL, em dgua (a solugio de proteinase K deve ser pré-digerida a 37° C por 1 hora).

7. Misturar tudo no vortex e deixe incubar a 37° C por 1 hora, ou até que haja diminuicéio da
turbidez da suspensdo (nem sempre se detecta diminuigdo da turbidez, mas as células estardo rompi-
das).

8. Adicionar 400 pL de uma solugio 4 M de acetato de amdnio e misturar bem, no vortex.

9. Extrair com um velume aproximadamente igual de fenol tamponado (ver a seguir), mistu-
rando muito bem, no vortex.

10. Centrifugar por 3 min na velocidade maxima; o DNA estard na [ase superior, aquosa.

11. Transferir cuidadosamente a fase aquosa para outro tubo de microcentrifuga usando pon-
teiras de pipetas com as pontas cortadas (nfio se deve forgar o DNA a passar pelo pequeno orificio da
ponteira, pois isso pode causar sua fragmentagdo). Tomar o cuidado de nio transferir material da

interface. Manter uma idéia do volume transferido.
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12. Repetir a extragiio mais duas vezes, sempre adicionando um volume-aproximadamente
igual de fenol tamponado, e sempre transferindo a fase aquosa para um novo tubo de microcentrifuga.
-13. Apds a tltima exiraco, adicionar um volume igual de cloroférmio e misturar bem, sem
passar no vortex.
14. Centrifugar na velocidade maxima por 1 minuto e transferir a fase superior, aquosa, para
um novo tubo de microcentrifuga.
15. Adicionar um volume igual de isopropanol e misturar bem, sem passar no vortex. O DNA
vai precipitar agora. Deixar incubando por 10 minutos & temperatura ambiente.
16. Centrifugar por 5 minutos na velocidade maxima e descartar o sobrenadante.
17. Ressuspender o pélete em 100-200 pL de soluciio 0,1 M de acetato de sddio com pH 6.,0.
18. Adicionar 2 volumes de ETANOL ABSOLUTO FRIO para reprecipitar o DNA.
19. Centrifugar por 5 minutos na velocidade maxima e descartar o sobrenadante.
20. Deixar o pellet secar para remover o excesso de etanol.
21. Ressuspender o pélete em 50 pL de tampdo TE com pH 8.,0. Pode ser necessdrio deixar o

pélete resuspender por 24 horas. Depois disso, guardar o DNA no freezer a -20° C.

Fenol tamponado (também pode ser adquiride pronto)
Derreter fenol de alta qualidade a 65° C.

=

Misturar volumes iguais de fenol derretido e uma solugdio 1 M de TRIS, pH 8.0.
Adicionar 8-hydroxiquinolina para a concentragéio de 0,1%.

Decantar a camada de TRIS e repetir a extra¢io mais duas vezes.

Extrair com solucéio 0,1 M de TRIS a pH 8,0, trés vezes.

A

Decantar a camada de TRIS e guardar o fenol tamponado em garrafas escuras, recoberto
com uma fina camada fresquinha de solugdo 0,1 M de TRIS a pH 8,0, em geladeira.

Tampdo TEN

50 mM TRIS, pH 7,5

10 mM NaCl

10 mM EDTA, pH 8,0

10.5. Detecgio de Produtos Génicos em Rlizobinm

Os produtos génicos resultantes da expressdo de genes introduzidos no Rhizobium sio, geral-
mente, proteinas. Se houver disponibilidade de anticorpos especificos para os produtos génicos, em
sua forma purificada, pode-se empregar andlise do tipo “immunoblot” para detectar e quantificar a
expressio do produto no Rhizobium. Neste tipo de andlise as proteinas sdo separadas por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS, transferidas para membranas de nitrocelulose e fixadas, e

as membranas sdo tratadas com os anticorpos marcados por radioatividade ou por métodos enzimaticos.
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Os métodos descritos a seguir foram empregados, com sucesso, na analise da expressdo da
toxina inseticida de Bacillus thuringiensis, transferida para o Rhizobium por engenharia genética (Skot
etal., 1990, 1994). Os volumes descritos na preparacio dos géis de SDS-poliacrilamida para eletroforese
sdo suficientes para dois minigéis a serem corridos no aparelho “Mini Protean I1” da fabrica Bio-Rad
(Bio-Rad Laboratories, Richmond, California, EUA). Foi empregada a célula “Trans-Blot” da mesma
Bio-Rad para a transferéncia eletroforética das proteinas para as membranas de nitrocelulose. Se

forem utilizados outros equipamentos para a realizaciio desta etapa os volumes deverfio ser ajustados.

10.5.1. Extracio das proteinas do Rhiizobium

1. Inocular 5 mL de TY liquido com a estirpe apropriada de Rhizobium, e deixar multiplicar a
28° C com aeracio vigorosa (200 rpm) por 3 dias.

2. Transferir a suspensio para tubos de polipropileno para centrifuga, com capacidade para 10
mL, e centrifugar a 14.000 rpm por 15 min, a 20° C. Ressuspender o pélete em 1 mL de solugdo de
NaCl a 1% (p/v) e transferir para um tubo de microcentrifuga.

3. Colher as células por centrifugagio durante cinco minutos na microcentrifuga. Descartar o
sobrenadante e ressuspender as células em 200 pL de tampa@o TES/glicerol’. MANTER OS TUBOS
EM GELO A PARTIR DESTE PONTO.

4, Passar as células por um sonicador, aplicando-se trés pulsos de 1 min cada, verificando que
os tubos sdo mantidos frios. Verificar também se a suspensfio esta clarificando (um sinal de que as
células estfio sendo rompidas). .

5. Precipitar o lixo celular por centrifugacdo, em microcentrifuga, durante 10 min. Transferir o
- sobrenadante para um novo tubo e descartar o pélete, que contém os envelopes celulares e outros
materiais insolaveis.

6. Determinar a concentragio de.protefna no sobrenadante e identificar o tubo corretamente.

7. Transferir 50 pL para um novo tubo para microcentrifuga, com tampa de rosca, adicionar 25
1L de tampdo de solubilizagio (6 M de uréia, 5,76 M de B-mercaptoetanol) e 25 pL de tampfo de gel
4X(0,25M de Tri_sCI pH 6,8; 8% de SDS; 2 mg/mL azul de bromofenol). Identificar o tuboe lembrar~
se de que a concentragiio de proteina aqui € a metade daquela no tubo com o sobrenadante original.

8. As amoslras estdo prontas para serem analisadas em gel de poliacrilamida/SDS.

Tampées; ~

1) Tampao de gel 4X (5 mL})

Azul de bromofenol 10g

1 M TrisCl, pH 6.8 1 mL
10% SDS 4 mL

T Quando estiver wntando a identifiengio de produtos pénicos com propriedwdes inseticidas de 8. thuringiensis em Rhizobinn, esie
tampiio deve ser substituido por: 30 mM NallCO, ¢ 1 pl/mL de f-mercaptoctanol,
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2) Tamp#o TES/Glicerol (100 mL)

0,25MTESpH 7.2 25 mL
B-mercaptoetanol 100 pL.
40% Glicerol 3,75 mL

- 2 M Acetato de Magnésio 0,25 mL
dgua destilada esterilizada para 100 mL

3) Tampéo de solubilizagdo (10 mL)

Uréia 36¢g
B-mercaptoetanol , 4 mL
dgua destilada esterilizada para 10 mL.

10.5.2. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) e Anilise “Immunoblot” de
Proteinas em Rhizobium
Tampdes e solucdes
1. Tamp#o de corrida .
150 mM TrisCl pH 8,9 (8.5 g Trizma)
4 mL 10% SDS
apua destilada para 100 mL

Q8]

. Tampéo de empilhamento
60 mM TrisCl pH 6,7 (7,26 g Trizma)
1 mL 10% SDS
dgua destilada para 100 mL

)

. Tamp#io de eletrodo
3 g Trizma
20 mL 10% SDS
14,4 g Glicina
agua destilada para 1000 mL

I

. Tampéo de transferéncia
2,42 g Trizma
11,55 g Glicina
200 mL Metanol
Apua destilada para 1000 mL
Dissolver a Trizma e a glicina em aproximadamente 500 mL de dgua destilada. Elevar o volume
a 800 mL e adicionar o metano!l depois.
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5. Solug¢do salina tamponada (TBS)
10 mM Tris-HCl pH 7,4 (2,42 g Trizma)
140 mM Na(Cl
agua destilada para 2000 mL
Dissolver a Trizma e NaCl em 4gua destilada, ajustar o pH para 7,4 com 1 M HCl e
completar o volume para 2000 mL.

6. Estoque de acrilamida a 30% (50 mL)
14,6 g acrilamida
0,4 g NN metileno bisacrilamida
CUIDADO: a acrilamida nfio polimerizada é extremamente t6xica; dissolver os reagentes em
agua, completar o volume para 50 mL e guardar a solugfio em frasco escuro ou coberto com aluminio,
a 4° C. Usar mascaras e luvas ao manusear acrilamida e bis.

7. Persuifato de amdnio a 10%
100 mg Persulfato de amdnio
1 mL agua destilada
Preparar esta solucio diariamente,

8. Tampéo para fosfatase alcalina
100 mM TrisCl pH 9,5
100 mM NaCl
5 mM MgCl,
dgua destilada para 1000 mL

9. Tetrazolio nitroblue (NBT)
Dissolver 250 mg de NBT em 5 mL de 70% dimetilformamida.
Guardar a 4° C.

10. Bromocloroindolilfosfato (BCIP)
Dissolver 250 mg BCIP em 5 mL de 100% dimetilformamida.
Guardar a -20° C.

Método:
1. Montar o aparelho para gel conforme descrito pelo fabricante. As placas de vidro devem
estar absolutamente limpas. Limpé-las com dgua destilada seguida por etanol, e enxuga-las. Néo

deixar impressdes digitais nas placas.
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2. Preparar os géis de corrida e de empilhamento de acordo com a Tabela 10.1, mas lembrar-se
de que o TEMED e o persulfato de aménio so catalisadores do processo de polimerizagfio, devendo,

portanto, ser adicionadoes quando o gel estiver pronto para ser vertido.

TABELA 10.1. Volumes (em mL) dos ingredientes necessdrios para o preparo de géis de corrida e
empilhamento para o aparelho Mini Protean il da fabrica Bio-Rad (de acordo com

instrucdes do fabricante).

Gel de corrida Gel de empilhamento

Componente

10% 12,5% : 15% 5%
Agua destilada 3.33 2.67 2,00 2,38
Estoque de acrilamida a 30% 2.67 3,33 4.00 0.63
Tampdo de corrida 2,00 2,00 - -
Tampéo de empilhamento - : - 2,00 1,00
TEMED 0,008 0,008 0,008 0,005
10% Persulfato de amonio 0,080 0,080 0,080 0,040

3. Adicionar o TEMED e APS 3 solugo do gel de corrida, misturar, e transferir para o molde
do gel com uma pipeta tipo Pasteur. Esperar que o liquido se assente. Para eliminar irregularidades na
interface ar/gel e acelerar a polimerizagiio cobrir com uma mistura de dgua:butanol a 1:1. Esperar
polimerizar por | hora.

4. Quando o gel estiver polimerizado decantar a mistura de dgua:butanol e enxaguar toda a
superficie com bastante dgua destilada. Secar, gentilmente, com papel de filtro. Juntar o TEMED e
APS a solucfio para o gel de empilhamento, misturar, e transferir para cima do gel de corrida. Introdu-
zir o pente formador de cavidades e aguardar até que o gel esteja polimerizado (1 hora). Ao retirar o
pente lavar bem as cavidades com dgua destilada.

DICAS: As solucdes de poliacrilamida para o preparo de géis devem ser desgaseificadas sob
viacuo por 15 min, antes da adi¢do do TEMED e APS, pois a presenca de oxigénio pode interferir com
a polimenizacgdo, atrasando-a. Para se saber se a polimerizagdo esta ocorrendo, deixar o restante das
solugbes para o preparo dos géis polimerizando nos recipientes onde foram preparadas (esta etapa ¢
necessaria de qualquer modo, pois ndo se deve descartar acrilamida nfio polimerizada nas redes de
escoamento do laboratério).

5. Ferver as amostras a serem analisadas {com excecfo dos marcadores moleculares pré-colo-
ridos que podem ser adquiridos da Bio-Rad ou outros fornecedores) por 5 min e deixar resfriar a

temperatura ambiente.
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6. Transferir o suporte com os géis para o tanque de eletroforese e encher com o tamp&o de
eletrodo. Certificar-se de que n#o hd bolhas de ar sob o gel, pois elas podem interferir na passagem da
corrente elétrica; as bolhas devem ser eliminadas pelo uso de uma seringa com a agulha dobrada.
Transferir as amostras para o gel com uma seringa ou pipetador automatico. O méximo volume de
amostra que pode ser aplicado (neste aparelho) é de 16 pL.

7. Correr o gel sob corrente de 200 V por aproximadamente, 45 min a 1 hora, ou até que a linha
azul do indicador tenha acabado de sair do gel.

8. Parar a eletroforese ¢ separar as duas placas de vidro de modo a retirar o gel. Cortar fora a
parte correspondente ao gel de empilhamento e transferir o gel de carrida para urn recipiente contendo
tampdo de transferéncia frio. Deixar permanecer por pelo menos 30 min a 4° C.

9. Umedecer o papel absorvente, os papéis de filiro (em pedagos de 10 cm x 7,5 cm) em
tampéo de transferéncia frio. Usar luvas. Preparar o sanduiche de transferéncia (Figura 10.1). Transfe-
rir todo o conjunto Para o tanque. Encher o recipiente plastico com gelo e coloca-lo proximo ao
conjunto no tanque. Encher o tanque com tampao de transferéncia frio até que a superficie do liquido
esteja acima dos orificios mais altos no aparelho. Por uma barra para agitador magnético dentro do
tanque, tampar ¢ transferir para um agitador magnético. Proceder 4 transferéncia a 100V pm' 1 hora. Se
possivel, manter todo o conjunfo refrigerado durante a transferéneia.

10. Desmontar o conjunto e transferir o filtro de nitrocelulose para um recipiente contendo
TBS. Deixar incubando em um agitador orbital por 5 a 10 min.

11. Descartar o TBS e adicionar 100 mL de TBS com 2% (p/v) de leite em pd desnatado
(agente blogueador). Deixar incubando até o dia seguinte a 4° C.,Depois, enxaguar algumas vezes com
TBS. | |

12. Incubagio com o anticorpo primério: descartar o TBS e adicionar 20 mL de TBS com 3%
(p/v) de albumina de soro bovino, Juntar 20 uL (1:1000, a quantidade pode variar de acordo com o
titulo do anti-soro) do anti-soro primério. Deixar incubando em um agitador orbital por 45 a 90 min.

Papel
Whatman 3MM

Membrana de
nitrocelulose__

Gel

placa porosa

FIGURA 10.1. "Sanduiche" de transferéncia para detecgio imunolégica de produtos génicos

em membrana de nitrocelulose.
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13. Enxaguar com seis trocas de TBS durante 30 min (6 x 5 min).
14. Incubagdo com o anticorpo secundario: descartar o TBS do tiltimo enxagite e adicionar 20
mL de TBS contendo 3% (p/v) de albumina de soro bovino. Juntar 10 pL do anti-soro secundério e
deixar incubando num agitador orbital por 45 min.
15. Enxaguar 3X por 5 min com TBS,
16. Descartar o TBS do tltimo, enxaguar e deixar incubando com tamp#o para fosfatase alca-
lina por 2 min.
17. Descartar o tamp#o e deixar colorir com 10 mL de reagente de fosfatase alcalina:
- 10mL de tampéo para fosfatase alcalina
- 66 nuL de tetrazdlio nitroblue (NBT)
- 66 pL de bromocloroindolilfosfato (BCIP)
Deixar incubando no escuro sem agitagfio. Para parar a reagio. descartar o reagente e enxaguar
comT E

[{Em
Comentdrios: o anti-soro secunddrio, obviamente, deve ser composto de imunoglobulinas do
mesmo animal que foi utilizado para gerar o antisoro primério. Existem, também, outras opg¢des, além
da marcagfio com fosfatase alcalina, para a obtengfo de sinais. Por exemplo, a peroxidase da raiz-forte

(Nasturtium amoracea) também € muito popular.

10.6. Consideracoes Finais 7

O objetivo deste capitulo foi a compilagiio de métodos especificos para estudos de biologia
molecular em Rhizobium. Outros métodos de uso mais geral em biologia molecular, como clonagem,
hibridiza¢ao de Southern, e extragfo e purifica¢fio de vetores de £. coli para clonagem sdo disponiveis
em livros de metodologia em biologia molecular como por exemplo Maniatis et al. (1982) e Berger &
Kimmel'(1987). O fato de alguns métodos ndo estarem listados para trabalhos com Rhizobium, nio
significa que nfo sejam adequados. Entretanto, € sempre recomendavel a realizagiio de experimentos-

piloto a fim de verificar se a metodologia escolhida se aplica convenientemente a cada situagéo.
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