®

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA
CENTRO NACIONAL DE PESQUISA DE SERINGUEIRA E DENDE

e st o o

LiiGRAPY
@ |

RELATORIO DE VIAGEM o

+

TREINAMENTO EM ELETROFORESE E CITOGENETICA
Periodo: 18,05 a 04.06.1986

) ; ANTONIO PESSOA REBELLO

Téc. Laboratorio do CNPSD

€

(23

Manaus-AM
1986



Pessoas Contactadas:

Dr. Eric Derbshyre - Chefe do Setor de Proteinas Vegetais e Eletroforese

Dr2 Maria Tereza Derbshyre - Chefe do Laboratorio de Proteinas Vegetais e Eletroforese
Dr. Gerhard Bandell - Prof. Adjunto Dept? Genética

Dr2 Margarida L.R.A. Perecin - Prof. Adjunto Dept? Genética

Dr. Paulo R.C. Castro - Chefe do Dept® Botanica da ESALQ

Prof. Beatriz Appezzato - Prof. de Botanica ESALQ

Sr. Marcos Figueiredo- Aluno de mestrado da ESALQ

Sr. Adonias C.V. Filho - Aluno de mestrado da ESALQ

Sr. Jose Edson F. Figueiredo - Aluno de mestrado da ESALQ

Srt'al Clarice Matraia - Técnica de laboratorio do C.E.N.A.

Srt? Marianmne Schmettow - Aluna de mestrado do C.E.N.A.

Sr _Paulo'de Souza Gongalves - Pesquisador do CNPSD e Aluno de Doutorado da ESALQ
Sr. Frederico O.M. Duraes - Pesquisador do CNPSD.
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I - INTRODUCAO

Este relatorio refere-se a partiéipaééo do relator nos treinamentos de: preparagao
de géis para eletroforese (C.E.N.A.), preparacao do corante de Feulgen, utiiizagﬁo do
contraste de fase em microscopia (Dept® Genética-ESALQ), além de ter dado uma orienta
cao técnica sobre analises anatomicas de casca de seringueira (Dept® Botanica-ESALQ).

.

IT - OBJETIVOS PRINCIPAIS

1 - Assimilacao da metodologia e das técnicas utilizadas na preparacdo dos  géis

£

e das placas de eletroforese.

2 - Tiramos algumas duvidas sobre a preparacao do corante de Feulgen, da utiliza
cao do contraste de fase e sobre a montagem de laminas permanentes - Citogené

tica).

III - PROGRAMA DO TREINAMENTO

(39

Mes Dia
Maio 18 - Chegada a Piracicaba as 19:15 horas

" 19 - Nos apresentamos ao Dr. Eric Derbshyre que primeiramente inteirou-se so
bre os meus conhecimentos de laboratorio e bioquimica. Passando entao

. a explicar-me de modo sintético o que € eletroforese e seus objetivos.
Pela parte da tarde fomos apresentados a Dr2 M2 Tereza C. Derbshyre , -

responsavel por 3 laboratorios, entre eies, o de Biologia de Proteinas

Vegetais e Eletroforese onde fiquei; ja com a incumbéncia de-observar e

copiar algumas técnicas de preparacao de gel para eletroforese.

20 -’Chegambs ao C.E.N.A., levando em maos, sementes de Hevea brasilfiensis e
pauciflora a fim de extrairmos os extratos brutos das partes que com
poem, a mesma, sendo esta dividida em embriao, eotilédone e endosperma.
Assim feito, foi preparado o gel de poliacrilamida,as 16:30 horas tinha
mos em maos o gel pronto para ser corado o que ocorreria durante as pro
ximas 14:00 horas. |

'21 - Voltamos ao C.E.N.A., onde o Dr. Eric nos deu algumas exﬁlicagGes sobre
as bandas que foram coradas e fixadas no gel. Bandas conseguidés de: ex
trato bruto de sementes de H.pauciflora, Feitas as devidas anotacdes
comecamos a trabalhar na extracao do extrato bruto de H.brasiliensis e
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22 -

23 -

24 -

26 -

na preparacao do gel alcalino, orientado agora pela Dr2 M2 Tereza

Quando o gel estava pronto para ser.corado procedemos de forma identi

ca ao dia anterior.

Ao chegarmos ao C.E.N.A., mantivemos contato com a técnica de labora
torio, onde ficou acertado o empréstimo de seu caderno de anotacéGes ,
a fim de que pudessemos melhor nos orientar perante o trabalho que
tinhamos a desenvolver. ‘

De posse dos resultados obtidos em geis alcalinos, foi nos pedido a
repeticao dos extratos so, que agora a corrida seria processada em

gel acido ou de pH 4,5.
KAs 17:25 h, o gel esta pronto para ser corado.

Mantivemos contato com o Dr. Prof. Gerhard Bandell, que informou- nos
da disponibilidade do seu laboratorio de Genética, indicando-nos o
aluno de mestrado Marcos Figueiredo, o qual esta terminando a sua
tese em citogenética de babacu -e a aluna de graduacao Silvia, que e
a responsavel pela organizacao e preparacao das solucoes feitas den
tro do laboratorio de genétiéa da ESALQ sobre a responsabilidade do
Dr. Prof. Bandell. Ao chegarmos ao C.E.N.A., recebemos algumas orien ,I
tacoes da Dr2 M2.Tereza, quanto a preparacao do gel de S.D.S. que €
um gel especial, por permitir a identifica¢50 de proteInas dissociadas
ou seja,de polipeptideos. Desenvolvemos a métodologia conforme a pres
cricao tecnica e as 17:35 horas o gel estava pronto para ser corado.

No Laboratorio de Genética da ESALQ, Marcos ja nos aguardava. Coloca
mos-lhe a par do nosso objetivo e as duvidas que deveriam ser escla
recidas dentro; e claro, das possibilidades. Marcos nos forneceu uma
nova metodologia sobre a preparacao do corante e da montagem das lami

nas permanentes as quais passamos a copiar.

Ao voltarmos do almoco, fomos apresentados a Srt2-Silvia; passamos en

tdo a parte pratica da preparacdo do corante.

Feriado - Chegamos ao laboratorio de Genética onde a Srt2 Silvia nos
aguardava; para nossa surpresa,o corante estava incolor e bastante
ativo. Tentamos primeiramente fazer a coloracao em primdordios  folia

res, no qual obtivemos uma boa resposta.
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A Srt2 Silvia, fez algumas observacoes quanto a dureza do material
com referéncia ao tempo de fixacao e a solucao de pre- tratamento
onde afirmou . qué obteve melhores resultados com 8 hidroxiquinolei

na.

Fizemos também algumas laminas usando ponta de raizes, o que nao
correspondeu ao esperado, pois o material encontrava-se duro, 0

que dificultou muito o bom ''Smear"

Ao chegarmos ao C.E.N.A., o Dr. Eric, passou & nos orientar sobre
os cuidados que devemos ter na preparacao dos geis em placa hori
zontal. Depois, a Dr2 M2 Tereza nos forneceu algumas publicacoes
antes pedidas por nds para que pudessemos tirar xerox, e ter maior
fonte de pesquisa e referencias de outros trabalhos realizados com

eletroforese.

Pela parfe da tarde, passamos a preparacao do gel de amido em pla
ca horizontal; depois de pronta esta foi conservada dentro da pro

pria cuba para prosseguimento no dia seguinte.

Ao chegarmos ao C.E.N.A., demos continuidade a preparacao da pig ‘

ca horizontal.

~
O tempo de corrida das enzimas em gel de amido foi de  aproximada
mente 6:00 horas. Nesse intervalo passamos a desenhar as bandas e

a calcular o Rm; de cada uma em géis diferentes, que o Dr. Eric ha

- - -~ -~ - -
via nos pedido por ser este um dos 1tens essencilais no que se refe

re a parte de interpretacao dos resultados em eletroforese.

Passado o tempo de corrida das enzimas, providenciamos a parte de

coloracao e apos 1:30 horas ja estava pronta.

Voltamos ao laboratorio de genética na ESALQ, onde mantivemos en
tendimentos com Sr. Marcos Figueiredo; 0 qual mostrou-nos sua habi
lidade na preparacao de laminas de pontas de“Taizes, pelo método de
Shiff. Foi pedido—hos que fizéssemos 0 mesmo com primordios folia
res; pois ele ainda nao tinha utilizado em suas analises. De nossa
parte tudo fizemos pafa orienta-lo sobre a nossa metodologia. As
laminas foram analisadas ealguns campos nos permitiram uma boa visua
li;agéo quanto a contagem de Cromossomos.
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31 -

Pela parte da tarde o Sr. Marcos apresentou-nos ao Sr. Jose Edson
Fontes outro aluno de mestrado, -com trabalhos junto ao departamen
to de genética da ESALQ, que por hora encontra-se trabalhando com
citogenctica de feijao e milho. O Sr. José, preparou algumés lami
nas de ponta de raizes de feijao Goiano precoce e nos permitiu a
visualizacao das mesmas. Orientou-nos sobre alguns cuidados na
preparacao das laminas e o meio de transforma-los em permanentes.

Fizemos ainda algumas laminas de pontas de raizes, mas sem grande

sucesso em obtencao de metafase.

Mantivemos entendimento com o Dr. Prof. Gerhard Bandell, sobre a
possibilidade da utilizacdo do laboratorio no dia 31, sabado on

de fomos atendidos de pronto.

No laboratorio voltamos a fazer novas laminas para contagem de
cromossomos, usando ponta de raIzes, usando como corante o carmin
acético e a orceina acética porém, em termos comparativos o Rea
tivo de Schiff, nos deu um contraste bem mais nitido.

Pela parte da tarde as laminas preparadas foram de flores, varias
fases foram examinadas sendo que a c€lula mae de polen so foi en

contrada no primeiro estagio do botao floral.

Por volta das 18:10 horas, quando salamos do laboratorio  encon
tramos a Professora Margarida L.R. A. Perecin, onde fomos apresen
tados pelo Sr. Marcos, mantivemos entao entendimento sobre a apli
cacao do contraste de fase em microscbpia; a professora pediu-nos
que-procuréssemos a Sr2 M2 Silvia, em seu laboratorio logo pela

manha, a qual nos daria as orientacoes necessarias.

\
Chegando ao laboratorio de genética sob a responsabilidade da

professora Margarida onde a Srt? M2 Silvia, nos aguardava, passa
mos entdo a aplicacao da metodologia e logo ja estavamos inteira

dos de sua utilizacao.

Fizemos algumas laminas as quais foram analisadas em contraste de
fase. Mantivemos contato com o Sr. Adonias C.V. Filho que adian
tou-me sobre o entendimento mantido através do Frederico O.M. Du
raes com o Prof. Paulo Roberto C. Castro.responsével pelo departa
mento de Botdnica na ESALQ, sobre a permanéncia no departamento de

botanica por dois dias, pois havia necessidade de assimilacao da
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02 -
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técnica de andlise de casca por dois técnicos de laboratdrio
daquele departamento; esta autorizacao foi concedida = pela
Chefia do CNPSD.

Fomos ao Departamento de Botanica da ESALQ, onde mantivemos
entendimento com o Sr. Adonias, deslocamo-nos para o labora
torio deste departamento onde encontravam-se os dois técnicos
e a professora de botanica a Srt2 Beatriz Appezzato.

Providenciamos a coleta das amostras de casca de seringueira,
passamos a demonstrar, como fazer os cortes e como orientar-se,
no transversal e no longitudinal radial; em seguida prepara

mos o corante e fizemos as coloracoes devidas.

Os técnicos tiveram alguma dificuldade na preparacao das 1§
minas, pois as mesmas ficavam com muitas bolhas de ar, volta

mos a repetir a montagem e o problema foi minorado.

Ao utilizarmos o microscopio, notaros a inexisténcia da esca
la de ocular, o que nos impossibilitaria as medidas microme

tricas dos parametros anatomicos.

Providenciaram a escala junto ao setor de Fitopagologia e
medicOes microscoOpicas, tivemos que ensinar a usar a escala

para a obtencao do fator correspondente a cada objetiva.

Nosso primeiro contato foi com um dos técnicos do laboratorio
de botanica, o qual chamaou-nos a atencao para a diferenca
existente entre a coloracao do corante preparado por eles e
a que no$ haviamos feito, certificando-nos da metodologia em
pregada por eles, notamos uma diferenca na quantidade de gli
cerina utilizada; nossa metodologia foi amotada e passamos
para a analise em microscopio. Orientamos e ensinamos  tudo
que nos foi pedido, dentre estes o numero de anéis; diametro
dos vasos, distancia média entre ané€is consecutivos; densida
de de vasos em 5mm linear, esmessura de células pétreas, den

sidade de vasos em casca macia e casca dura.

Ao final da tarde o Sr. Adonias, levou-nos ao encontro do
prof. Paulo R.C;Castro, onde agradeceu-nos a colaboracao e
prontificou-se a cooperar conosco caso precisassemos de sua
Colaboracdo junto ao setor de botanica da ESALQ.



Sem mais, nos despedimos e  voltamos ao hotel.

04 - Retorno

Conclus3o: O estagio dividiu-se, basicamente, 2 etapas: na primeira delas, apreen
demos a técnica de eletroforese de isoenzimas sob a metodologia mais refinada
atualmente (gel de acrilamida), além de detalhes em citogenética, como coloracao

cromossomica, contraste de fase, etc.

Na segunda, transmitimos a técnica de analise de casca. Passamos por 3 labora
- torios: 1 - Laboratorio de Proteinas Vegetais e Eletroforese do CENA; 2 - Labora
torio de Citogendtica do Dept® de Genética da ESALQ e 3 - Laboratério do Dept® de
" Botanica da ESALQ. ‘
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