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1 - INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 - Variagdo somaclonal

Para muitas espécies de plantas tém-se documentado a ocorréncia de
variagdes fenotipicas espontaneas originarias da cultura de tecidos, incluindo
protoplastos, cultura de calos e explantes. A assim chamada variagao
somaclonal foi observada pela primeira vez em cana de aglcar (Saccharum spp)
(Heinz & Mee, 1971; Armstrong & Green, 1885) e posteriormente em grande
namero de espécies, tais como arroz, milho, centeio, alfafa, tomate, etc. (Larkin
& Scrowcroft, 1981; Gracen & Earie, 1985). A ocorréncia da variagao somaclonal
tem aspectos positivos e negativos. Na propagacéo in vitro ela € indesejavel,
uma vez que tipos distintos do explante original perdem completamente o seu
valor. Alteracdes espontaneas também podem ser um problema em termos de
transformacgdo de células; uma alta frequéncia de respostas nédo cor-
relacionadas com a manipulagéo experimental pode levar a interpretagdes
ambiguas ou errbneas dos resultados obtidos e consequente derivagéo de
plantas com caracteristicas distintas daquelas desejadas através da
incorporagéo dos genes especificos.

AlteragOes inesperadas ap0s a cultura de tecidos conduzem a questdes
importantes sobre a natureza e plasticidade do genoma vegetal. A natureza da



variagao somaclonal, extensao e posssivel origem tém sido abordadas do ponto
de vista das células cultivadas e plantas regeneradas, variagao citoplasmatica
e bases bioldgica e epigenética.

A variagdo somacional observada em plantas regeneradas pode estar
associada com alteragbes cromossémicas numéricas e/ou estruturais e
também com caracteres sob controle genético qualitativo € quantitativo que,
muitas vezes, sdo importantes para o melhoramento genético das plantas
cultivadas. Essas variagbes podem ter um potencial para gerar novas formas
de variagéo somaclonal ou serem estaveis e transmitidas para as progénies das
geragOes subsequentes.

1.2 - Origem da variagdo somacional

Muitas hipdteses tém sido levantadas para explicar a variagéo
somaclonal. Acredita-se hoje que, em parte, esse fenOémeno resulta da
variabilidade genética pré-existente nas células somaticas utilizadas como fonte
de explantes para iniciar as culturas. Podem ter influéncia o gendtipo da planta
e 0 grau de organizagdo meristematica durante a cultura. Fatores fisicos e
quimicos intrinsecos a cultura de tecidos in vitro, tais como temperatura,
luminosidade, intervalos das subculturas, e composicao do meio de cultura,
principalmente no que se refere a concentragado de hormonios e reguladores
de crescimento também exercem ifluéncia. (Larkin et al., 1985 e D’Amato, 1986).

1.2.1 - Andlise das alteragOes genéticas de variantes somaclonais.

Técnicas que incluem microscopia dptica, analise molecular dos acidos
nucléicos e andlise genética classica através de retrocruzamentos, teste de
alelismo, de variantes somaclonais e outros tém evidenciado muitos dos
possiveis mecanismos que resultam em alteragfes do genoma. D’Amato (1978)



e Larkin et al. (1985) observaram que a ocorréncia de alteragdes cromossdmicas
numéricas (aneuploidia) é alta em cultura de tecidos vegetais em varias
espécies. A andlise citogenética de somaclones mostrou a ocorréncia de
inversdes, translocagdes e delegdes originadas de quebras cromossdmicas
(McCoy et al., 1982; Benzion et al., 1886).

Ashmore & Gould (1981) observaram perda de cromatina,
recombinag&o entre cromossomos ndo homdlogos e cromossomos com dois
ou mais centrébmeros, que aparentemente resultaram de fusdes

cromossomicas.

Lee & Phillips (1988) sumarizaram dados citoldgicos coletados de
plantas regeneradas de varias espécies e concluiram que o tipo predominante
de alteragdo é a modificagao na estrutura cromossomica.

Eventos que levam a quebra cromossdmica e subsequente
recombinagdo ou reunido de fragmentos séo de fundamental importancia. A
maioria dos eventos resulta em perda de cromatina que varia desde a eliminagéo
completa de um dos bragos do cromossomo (cromossomo telocéntrico ou
acrocéntrico), até delegdes de 10 a 20% do tamanho do brago do cromossomo.
Recombinacgdo de grandes fragmentos entre cromossomos ndo homologos
produzém translocagdes reciprocas. Ganho de cromatina, aumento do numero
de cromosssos e duplicagdo de segmentos ndo sdo eventos muito freqientes.
Talvez porque isso ocorra raramente ou porque as células envolvidas néo
proliferam durante a cultura e, consequentemente, ndo estao presentes nas
plantas regeneradas. Enfim, existem eventos que conduzem a uma troca de
cromossomos ou fragmentos de crométides (trocas entre cromatides irmas ou
formas de recombinagdo somatica) € eventos que geram Cromossomos
acéntricos causados por fragmentos de cromatinas acopladas ou pela perda
dos fragmentos.

A Andlise da localizagdo dos pontos de quebra dos cromossomos
sugere que os eventos de rearranjo em células de plantas regeneradas podem



envolver cromossomos especificos e regides também especificas dos cromos-
somos, particularmente regides que contém heterocromatina. Lee & Phillips
(1987) demonstraram que 51% das translocagdes ocorridas em cultura de
tecidos de Zea mays L. estdo envolvidas com aregido organizadora do nucléolo.
Estudos da localizagao dos pontos de quebra dos cromossomos em cultura de
tecidos também evidenciam uma distribuicdo ndo aleatdria, quando com-
parados com pontos de quebra espontaneas. Geraimente os pontos de quebra
ocorrem entre a heterocromatina e o centrobmero. Ainda nao esta bem definido
0 papel da estrutura e fungdo da heterocromatina e regides especificas
responsaveis pelo rearranjo dos cromossomos. Esta estabelecido que a
replicagéo tardia da heterocromatina, durante o ciclo mitético das células, muitas
vezes causa alteragbes na estrutura cromossdmica observadas durante a
cultura in vitro. A replicagdo tardia produz quebras introduzindo nos ciclos
celulares o fenbmeno de quebra-fusdo-ponte-quebra. Este fendbmeno é
responsavel por extensas alteragées no genoma da célula incluindo ativagéo de
elementos de transposicao (Lee & Phillipis, 1988).

1.2.2 - Elementos de transposigdo como geradores de variabilidade
genética em cultura de tecidos

Apesar de muitas caracteristicas genéticas selecionadas direta ou in-
diretamente apresentarem-se estaveis por muitas geragbes através da variagio
somaclonal, (Ahlowalia & Sherington, 1985; Groose & Phillips, 1986), tem-se
observado que algumas dessas caracteristicas s@o instaveis nas plantas
regeneradas e nas suas progénies. Essa instabilidade pode ser causada pela
ativagao de elementos de transposi¢do (transposons), que ao excisarem ou
inserirem em alguma parte do genoma podem liberar ou reprimir a expressao
de gene. Muitas investigagdes tém sustentado a hipdtese de que elementos de
transposicao antes inativos sdo ativados e detectados entre as plantas
regeneradas e em suas progénies (Larkin & Scrowcroft, 1981). A ativagdo
desses elementos pode ser originada devido a quebra cromossémica e rear-



ranjo durante a cultura de tecidos. Esses elementos cripticos residem em
regides de cromatina inativa e podem sofrer mudangas no seu padrao de
metilagdo, permitindo que as enzimas de transposigdo reconhegam os sitios
especificos de ligagdo e consequente excisdo (Lee & Phillips, 1988). Uma vez
ativados, os elementos de transposigao geram variabilidade genética através da

excisdo ou insergao em genes ativos.

Em milho, vérios sistemas de transposigao tém sido descritos desde a
descoberta do sistema Ac/Ds por McClintock em 1850. De acordo com Ah-
loowalia & Sherington (1985), condi¢des de estresse estabelecidas em cultura
de tecidos poderiam induzir ou ativar os elementos de transposi¢éo. Evidéncias
desse fato tém sido observadas através da andlise do genoma do miiho com
sondas clonadas de elementos Ds (Evola et al., 1984, Evola et al., 1985 citado
por Peschke et al., 1987) e Mu (Planckaert & Walbot, 1883). No caso do elemento
Ds, a andlise revelou a existéncia em vérios linhagens de 30 a 40 sinais positivos
de aproximadamente 300 pares de bases sugerindo a existéncia de um grande
nGmero desses elementos no genoma do milho, essas copias de transposons
entretanto, encontram-se inativas, devide principalmente a metilagao dos ter-
minais invertidos repetidos (Merckelbach et al., 1986). Por outro lado, é possivel
gue haja sequéncias homologas entre o ponto de inser¢édo no genoma e as
sequéncias terminais do elemento Ds, implicando assim em sitios potenciais no
genoma, nos quais o elemento Ds poderia se inserir (Peacock, et al., 1983). Tal
fato também tem sido observado em outras familias de elementos de
transposigdo como Mu, Spm, Dt, etc.

Como discutido por McClintock (1984), o genoma pode reagir de
maneira programada as condigoes estressantes do meio ambiente, tais como
calor, anaerobiose, oscilagbes de osmolaridade, etc. Para cada tipo de choque
inicia-se uma sequéncia programada de eventos no interior celular, que servem
para proteger a célula dos efeitos do choque. O genoma de uma célula vegetal
também estd capacitado para interagir com outros organismos, sejam eles
insetos, bactérias, fungos ou virus. Os tumores das raizes de leguminosas, que
estdo associados com a fixagdo de nitrogénio pelas bactérias do género



Rhizobium, ilustram claramente como as plantas tém o seu genoma programado
para resposta a um estimulo de um organismo estranho. Entretanto, ha respos-
tas do genoma para alteragdes inéditas do ambiente, que ndo estao
programadas pelas células, como por exemplo exposigao ao raio-X ou a drogas
mutagénicas. Assim, embora o genoma nao esteja preparado para esses
choques, quando eles ocorrem hd uma resposta de maneira até entéo descon-
hecida. Esta resposta pode resultar na restruturagdo do genoma (McClintock,
1984).

Mottinger et al. (1984) demonstraram que células de plantas de mitho
quando infectadas com o virus do mosaico de cevada, um virus de RNA,
respondem através da ativagéo de elementos de transposigdo que estavam
inativos em seu genoma. Estes elementos podem entrar em um locus génico e

modificar sua expressao.

Situagéo semelhante ocorre em cultura de tecidos, pois varias
modificagdes sdo induzidas no genoma quando as células s&o transferidas das
condigbes naturais nos tecidos da planta para o meio de cultura artificial. Essa
mudanga pode constituir uma condigdo estressante, levando a ativagéo dos
elementos de transposigido. Pela modificagdo génica, esses elementos podem
reestruturar 0 genoma em varios niveis através de alteragbes envolvendo
poucos nucleotideos ou amplas modificagées de grandes segmentos de
cromossomos, como duplicagbes, deficiéncias, inversdes e outras
reorganizagdes mais complexas (McClintock, 1984).

A ativagio de elementos de transposigéo, durante a cultura de tecidos
de milho, tem sido sugerida para as varias familias de transposons conhecidas.
Gorman & Peterson (1978) mostraram atividade do elemento "Enhancer” (En)
em culturas de endosperma, e Benzion et al. (1986) detectaram quebra
cromossomica, devido a ativagdo do sistema Ac/Ds em plantas regeneradas de
células embriogénicas. Masterson et al. (1988) nao obtiveram sucesso na
tentativa de demonstrar a atividade de um elemento homdlogo ao Mui em
linhagens de cultura de tecidos derivadas da linhagem A188 (Minesota).



Entretanto, Planckaert & Walbot (1983) demonstraram excisdo e insergao do
elemento Mu1 em cultura de células e plantas regeneradas de linhagens com
diferentes frequéncias de transposigao desse elemento. Peschke et al. (1987)
detectaram a ativagao do elemento Ac em plantas regeneradas da cultura de
tecidos de milho, a partir de explantes que anteriormente ndo apresentavam
nenhuma atividade desse elemento. Através de cruzamentos com estoques
testadores desse elemento, entre 1.200 progénies testadas, 10 somaclones
mostraram transposigao do elemento Ac.

1.3 - Somaclones ADH-deficientes.

E possivel obter somaclones de calos ou linhagens de células defi-
cientes na atividade da enzima alcool desidrogenase (ADH-0) através de selegao
em meio de cultura. Em culturas de tecidos em meio contendo 2,4D (acido 2,4
diclorofenoxi-acético), a indugdo da atividade da ADH é devido a "sintese de
novo" durante a formagao e desenvolvimento do calo (Jacobs et al., 1885).
Mutantes ADH-0 e/ou ADH-deficientes podem ser selecionados pelo tratamento
com élcool alilico.

O alcool alilico, quando adicionado ac meio de cultura, atinge o citoplas-
ma das células, onde pela atividade da ADH, € oxidado (Figura - 1), transfor-
mando-se em acroleina, ocasionando a morte das células. As células que néo
possuem atividade da ADH ndo fazem a converséo do alcool alllico em acroleina,
portanto, nao sac afetadas (Schwartz & Osterman, 1976).

A sele¢do de mutantes ADH-O foi previamente descrita por Megnet
(1967), que inoculou Saccharomyces cereviciae em meio de cultura contendo
20uM de dlcool alilico. Sofer & Hatkoff (1972) também utilizaram alcool alilico
adicionado ao meio de cultura de larvas para obtengdo de variantes de
Drosophifa spp deficientes em ADH. Widholm & Kishinami (1988) selecionaram
uma linhagem estavel de células de Nicotiana plumbaginifolia tolerante a 20 uM
de &lcool alllico. A toleréncia foi devido a redugao de 50% da atividade da ADH
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Figura - 1 Reagdo de catalizagao da oxidagao do alcool alilico ao aldeido

acroleina,pela enzima ADH.



nos extratos celulares e a perda de duas das trés isoenzimas de ADH normal-
mente ativas.

Mutantes ADH-0 de milho causados por insergdo ou excisao de elemen-
tos de transposigéo, tém sido obtidos através de selegdo de graos de polen
tratados com alcool alilico. Foram selecionadas 6 sequéncias de DNA inseridas
no gene da Adh1. Todas as insergbes, as quais representam trés familias: 1) Mu
[S3034 (Alleman & Freeling, 1983); S4477, 84478 (Stromer etal., 1982) e 3F1124
(Freeling & Bennett, 1985)], 2) Ds [Fm335 (Peacock, et al., 1983) e 2F11 (Doring
et al., 1984)] e 3) Bs1 [S5446 (Mottinger et al., 1984)], reduzem parcial ou
totaimente a expresao do gene Adh1 nas plantas. Cada alelo mutante tem sido
testado quanto a sua estabilidade génica, atividade enzimética, quantidade de
ADH, presencga e tamanho do mRNA, indutibilidade anaerdbica e alteragdes nos
mapas de restrigao. Esses estudos mostraram que as inser¢gdes também podem
alterar o processamento do mRNA ou afetar a sua transcrigdo, porém, nenhuma
delas altera a resposta génica a indugdo anaerdbica ou sua regulagao durante
o desenvolvimento (Freeling, 1984).

1.4 - Sistema ADH em milho

Estudos sobre a resposta anaerdbica em milho mostraram que, a
atividade da ADH aumenta quando as plantulas s&o submersas em agua,
refietindo a expressao simultanea dos dois genes Adht e Adh2, (Hagemam &
Flesher, 1960). Schwartz (1869) demonstrou que a atividade da ADH é
necessaria para permitir que as sementes e plantulas sobrevivam em condigdes
de alagamento temporario. A ADH é sintetizada em grandes quantidades em
condigbes de anaerobiose. Nestas condigdes, ela é responsavel pela
reciclagem do NAD " durante a anoxia.

No milho foram descritos dois loci para a ADH. O locus Adh1, localiza-se
no brago longo do cromossomo 1, enquanto que o locus Adh2 esta localizado
no braco curto do cromossomo 4 (Birchler, 1980). Cada um dos loci codifica



polipeptideos de aproximadamente 40 KDa, os quais formam dimeros que
representam a enzima ativa. A presenca de dois loci possibilita a formagéao de
heterodimeros, sugerindo que os dois genes provavelmente se originaram de
uma duplicagdo seguida de pequena divergéncia (Peacock et al., 1983). Na
andalise do zimograma da ADH distinguem-se trés grupos de isoenzimas. Os
dimeros do grupo |, que migram préximo ao anodo, sdo compostos apenas de
subunidades ADH1, os dimeros do grupo Ill, que migram mais distantes do
&nodo, sdo compostos apenas de subunidades ADH2 e os dimeros do grupo
ll, intermediarios, sdo heterodimeros intergénicos que contém polipeptideos
ADH1 e ADH2 (Schwartz & Endo, 1966; Schwartz, 1966 e Freeling & Schwartz,
1973). Além disso, para o locus da Adh1i, sdo descritos dois isocalelos
eletroforéticos naturais, formando bandas do tipo SS, FS e FF (S=Slow e
F = Fast). Para o locus Adh2 se encontra um isoaleio natural (N) e um mutante
(P), formando bandas do tipo NN, NP e PP. Os heterodimeros intergénicos
formam bandas do tipo SN, SP, FN e FP, {Freeling & Schwartz, 1973). A ADH1
é responsavel por aproximadamente 90% da atividade total da enzima em varios
tecidos, enquanto que a expressao da ADH2 é melhor observada nas raizes de
plantulas induzidas anaerobicamente.

Recentemente, com 0s novos conhecimentos da biologia molecular em
plantas, a ADH em milho tem sido estudada a nivel de estrutura e regulacao
génica. A Adh1 é um dos loci melhor caracterizado geneticamente em plantas
superiores, possuindo variantes e mutantes muito bem caracterizados. Os alelos
Adh1-S e Adh1-F diferem entre si em apenas um aminoéacido: a substituigdo do
acido aspartico (Asp) pela asparagina (Asn), devido a uma mutagao de ponto
na posigdo + 363 (GAC para AAC). Foram obtidos clones gendmicos da Adht
que possibilitaram conhecer a sequéncia completa dos nucleotideos da regiao
codificadora do gene, e também de algumas regides adjacentes a sequéncia
codificadora. A comparagao de sequéncias de clones gendmicos com as de
ciones de cDNA mostrou que existem nove introns presentes na regiao
codificadora do gene. Cada intron contem sinais de extremidades GT/AG, os
quais tém sido encontrados em todas as jungdes intron/exon dos eucariotos.
As sequéncias adjacentes as jungoes dos introns da Adh1 sdo similares aguelas
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encontradas em outras plantas, e se assemelham aquelas descritas em genes
animais. As unicas diferengas sdo as substituigdes de G por C e que os introns
da Adh1 sdo ricos em pares de base AT (Dennis et al., 1984).

Naregido 5’ do gene da Adh1 encontra-se a sequéncia CAT que sinalisa
o inicio da transcrigdo génica (sitio CAP). Acima desse ponto localizam-se as
sequéncias regulatdrias CCAAT e TATAA nas posigies -96 e -37 repectiva-
mente. Na posigao + 101, dentro do primeiro exon, localiza-se o sitio ATG que
sinaliza o inicio da tradugao. Na regiao 3', no Ultimo exon, encontra-se o sitio
TAG indicador do término da transcrigdo, seguido pelo sttio poli(A)* de
adenilagdo do mRNA. A disposicao da estrutura génica e posigdes dos sitios
codificadores de inicio e término da transcrigdo e tradugdo sao muito similares
aqueles presentes nos genes de outros eucariotos (Figura - 14) (Peacock et al.,
1983, Freeling, 1984 e Dennis et al., 1984).

No presente trabalho utiliza-se o sistema génico da ADH como modeio
de anélise da variagdo somacional em cultura de tecidos de milho. Tendo-se
amplo conhecimento desse sistema é possivel a obtengéo de linhagens estaveis
de células ADH-deficientes, através da utilizagio do alcool allico em meic de
cultura de milho. Com a caracterizagao desses somaclones, a niveis
bioquimicos, moleculares e genéticos, € possivel fazer inferéncias com relagéo
a origem e natureza da variagdo somaclonal.
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2 - OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi dar uma contribuigao para o
conhecimento da origem e natureza da variagao somaclonal em milho. A
variagédo somaclonal tem sido mais abordada a nivel de alteragbes em
caracteristicas morfolégicas, sejam quantitativas, como produtividade,
resisténcia a herbicidas, etc. ou qualitativas, como mutantes de endosperma,
albincs, estriados, etc.

O gene que codifica a enzima ADH1, por ser um gene conhecido e
estudado, prestou-se neste trabalho a avaliagOes mais precisas e imediatas, no
sentido de evidenciar os mecanismos que estariam envolvidos na origem da
variagdo somaclonal. Para isso foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos:

1 - Padronizagéo eletroforética dos isoalelos da ADH nas linhagens de
milho do banco de germoplasma de milho da UNICAMP, para se ter uma
avaliagdo do polimorfismo isoenzimatico em materiais tropicais.

2 - Caracterizagdo eletroforética da ADH nas linhagens de calos
embriogénicos friaveis, estabelecidas em nosso laboratério. O objetivo desta
caracterizagao foi averiguar a expressao da isoenzima em cultura de tecidos.

12



3 - Transferéncia do gene mutante Adh1-2F11, que contém uma
inser¢do do elemento de transposigao Ds no gene que codifica a ADH1, paraa
linhagem CAT-100-1, melhor adaptada as condigbes tropicais. As progénies
desse material foram utilizadas como controle negativo para a atividade ADH e
nos experimentos de hibridizagdo de DNA "Southern bloting”, como controle de
alteracio do peso molecular do gene da Adh1.

4 - Desenvolver um sistema eficiente de selegdo de células ADH-defi-
cientes em cultura de tecidos de milho.

5 - Obter linhagens de calos embriogénicos friaveis ADH-deficientes em
cultura de longa duragéao.

6 - Estudar aspectos fisioldgicos, a nivel enzimético, das linhagens
ADH-deficientes.

7 - Avaliar as aiteragdes moleculares que estariam afetando a expresséo
génica da ADH1 nas linhagens de calos mutantes, tanto a nivel de tradugéo,
quanto a nivel de transcrigao génica.

8 - Avaliar 0 possivel envolvimento de elementos de transposicio como
geradores de variazao somaclonal em milho.

9 - Demonstrar a ocorréncia da variagdo somaclonal, especificamente
para o gene da ADH1 nas linhagens de calos ADH-deficientes.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Material biolégico

3.1.1 - Linhagens de milho

Para a determinag&o do padrédo eletroforético dos isoalelos da ADH1,
foram avaliadas as linhagens homozigéticas de milho do Banco de Germoplas-
ma dc Departamento de Genética e Evolugao - Instituto de Biologia - Univer-
sidade Estadual de Campinas. Parte das linhagens foram derivadas de dois
germoplasmas: Raga Cateto, que tem como caracteristica, sementes de tipo
"flint", adaptada ao Sul da Costa Atléntica do Brasil; Raga Tuxpefio, que tem
como caracteristica sementes do tipo "dentada" e foi adaptada as baixas
altitudes da Costa Atlantica do México. As linhagens de milho "Cuban Yellow
Dente" sdo derivadas das variedades Dentadas originarias das Antithas. As
linhagens da variedade Sintética SRR DURO sao compostas de germoplasma
da Raga Cateto e variedades das Antilhas. A linhagem CDwxwx é derivada da
variedade Sintética Composto Duro pertencente a Raga Cateto. As linhagens
"Coastal Tropical Flint" sao derivadas da Variedade das Antilhas. Todas as
linhagens utilizadas encontram-se relacionadas na Tabela - 1.
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abela - 1 Linhagens homozigéticas de milho avaliadas quanto ac padréo eletroforético da ADH em
jel de amido-12%. )

inhagem origem(Raga) endosperma
CAT100-1 Cateto S. Simao* Flint
CAT100-2 Cateto 8. Siméo Flint
CAT100-3 Cateto 8. Simao Flint
CAT100-4 Cateto §. Siméo Flint
CAT100-5 Cateto 8. Simdo Flint
CAT100-6 Cateto S. Simao Flint
CAT100-7 Cateto S. Siméo Flint
CAT100-8 Cateto 8. Siméo Fiint
CAT100-9 Cateto S. Simao Flint
CAT100-10 Cateto S. Siméo Flint
Ast-1 Tuxpeho** Dente
Ast-2 Tuxpeno Dente
Ast-3 Tuxpeno Dente
Ast4 Tuxpeno Dente
Ast-5 Tuxpefio Dente
. Ast-6 Tuxpeno Dente
CYDA1 Cuban Yellow Dente Dente
CYD-2 Cuban Yellow Dente Dente
CYD-3 Cuban Yellow Dente Dente
CYD4 Cuban Yellow Dente Dente
CYD-5 Cuban Yellow Dente Dente
CYD-6 Cuban Yellow Dente Dente
Tux100-1 Tuxpefio Dente
Tux100-2 Tuxpefio Dente
Tux100-3 Tuxpeno Dente
Tux100-4 Tuxpefio Dente
Tux100-5 Tuxpeiio Dente
Tux100-6 Tuxpenfo Dente
SRRCURO-1 SRR DURO Flint
SRRDURO-2 SRR DURO Flint
SRRDURO-3 SRR DURO Fiint
SRRDURO4 SRR DURO Flint
CDWxWix-1 Composto Duro Flint
Cit1 Coastal Tropical Flint Ftint
Ci-2 Coastal Tropical Flint Flint
Cif-3 Coastal Tropical Flint Flint
Cti4 Coastal Tropical Flint Flint
Ctf-5 Coastal Tropical Flint Fiint
Cti-6 Coastal Tropical Flint Flint
Cif-7 Coastal Tropical Flint Flint

*Raga autéctone de mitho flint adaptado ao su! da Costa Atléntica do Brasil.
**Raca de milho dente adaptado a baixas altitudes da Costa Atlantica do México.
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A linhagem de milho norte americana Adh1-2F11 (Freeling & Cheng,
1978; Doring,H-P. et al.,, 1984), foi gentimente cedida pelo Dr. Freeling da
Universidade da Califérnia, Berkely. Essa linhagem foi utilizada neste trabalho
como controle negativo para determinagao do padrao eletroforético da ADH e
também como controle para a identificagdo de mutantes causados por
transposigdo. EmbriGes induzidos anaerobicamente e testados com relagédo a
presenga da enzima ADH em gel de amido 12%, n&o apresentaram atividade
enzimatica mesmo utilizando-se 200 vezes mais proteina do que extratos de
plantas normais. A auséncia de atividade da ADH no mutante Adh1-2F11 é
devido a presenga de uma insergao de 1,3 Kb do elemento Ds, no quarto intron
do locus da Adh1 (Ddring et al., 1984).

Sementes da linhagem de mitho A188 foram gentiimente cedidas pelo
Dr. R. Philips, Universidade de Minnesota, USA. Essa linhagem, que contém o
alelo Adh1-F (Brettell et al.,, 1986), foi utilizada para comparar o padrao de
bandeamento da ADH das linhagens tropicais em relagéo a linhagem norte
americana.

3.1.2 - Calos embriogénicos fridveis

No presente trabalho utilizou-se a linhagem de calos embriogénicos
friaveis CAT100-1, estabelecida em nosso laboratério a partir da linhagem de
milho CAT-100-1. Essa linhagem de calos foi utilizada para selegao de mutantes
ADH-deficientes, investigagdo da expressdo génica e determinagdo do padrao
eletroforético da ADH em calos de milho.
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3.1.3 - Plasmidio pH2.3

O clone pH2.3, derivado do plasmidio pH428 (Bennetzen et al. 1984),
foi gentimente cedido pelo Dr. Peter Starlinger, Universidade de Cologne,
Alemanha. Esse clone corresponde aproximadamente a 80% do gene estrutural
da Adh1 de milho (Figura - 2), e esta localizado como um inserto de 2,3 Kb no
sitio Hind 1!l do plasmidio pBR322. Este plasmidio é mantido na bactéria E. coli
HB 101.

3.2 - Preparagao de material e normas de esterilidade

3.2.1 - Vidraria e material descartavel

De um modo geral, durante o trabalho foi de fundamental importancia
manter a integridade das moléculas de DNA e/ou RNA e a pureza das culturas
nos estudos envolvendo biologia molecular. Desta forma, todo material de vidro
utilizado nos experimentos foi esterilizado efou livre de RNAse. Os materiais
foram diferenciados para esterilizagdo de microrganismos, DNAse e RNAse,
pois as RNAses s&o enzimas de atividade muito elevada e resistentes as
condigbes ambientais extremas.

Para se obter material de vidro livre de RNAse fez-se uma esterilizagao
a 200°C durante no minimo 6 horas. O material de plastico, estéril, foi preparado
a partir de estoques que nunca tinham sido manipulados sem luvas, pois a pele
é uma das principais fontes de contaminagéo por RNAse. O material de vidro
ou de pléastico nao estéril, foi esterilizado através de autoclavagem a 120°C e 1
Kgf/cm?, durante 30 minutos.
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Figura - 2 Mapa dos sitios de restrigdo de um fragmento da Adh1-S de milho
clonado em pBR322. A regido correspondente ao clone de 2,3 Kb Hind 1l Hind I, que
estd indicada na parte superior da figura, foi derivada do clone de 11,5 KB contido no
plasmidio pB428 (Adh1-S) (Bennetzen et al., 1984). Os espagos preenchidos em preto
representam os exons € os pontilhados representam os introns conforme descrito por
Peacock et al. (1883).
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3.2.2 - Reagentes

Para o preparo de solugbes e meios de cultura utilizou-se agua ultra
pura. Obteve-se esta dgua através de destilagéo e filtragem em purificador de
agua "MILLI Q" (Millipore). A resistividade final da agua sempre foi de 18
Mohms/cm e antes da utilizag&o a agua foi esterilizada por autoclavagem a
120°C e 1 Kgf/fem? durante 30 minutos.

As solugdes para o trabalho com RNA foram preparadas com agua livre
de RNAse, em material de vidro esterilizado, a partir de produtos que foram
manipulados o tempo todo com luvas. A agua livre de RNAse foi obtida de
acordo com o seguinte procedimento:

- Coletar a 4gua ultra pura em material de vidro livre de RNAse.
- Esterilizar por autoclavagem durante 30 minutos a 120°C e 1Kgf/cm2.

- Adicionar 1mi de dietilpirocarbonato (DEPC) por litro de agua e agitar
vigorosamente.

- Aquecer a 37°C durante a noite para eliminar o DEPC na forma de gas
carbdnico.

- Esterilizar por autoclavagem por 30 minutos a 120°C e 1Kgf/cm2.
Manipular sempre com luvas.
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Os reagentes empregados foram sempre de qualidade analitica (Merck,

Sigma, Pharmacia, etc.). Aqueles mais especificos estao listados a seguir:

Produto

Fabricante

Referéncia

Acetato de sodio

Acido abscisico

Acido ascérbico

Acido acético

Acido p-aminobenzéico
Acido bérico

Acido citrico

Acido 2,4 diclorofenoxi-
acético (2,4D)

Acido etilenodiaminotetra-
acético (EDTA)

Acido félico

Acido nicotinico

Acido retindico (Vit. A)
Agarose NA

Albumina bovina (BSA) V
Alcoo! alflico

Amido hidrolisado de batata
Ampicilina

L(+)Arginina
L(+)Asparagina

Azul de bromofenol
Bacto-Agar
Bacto-levedura
Bacto-triptona

d-Biotina
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Merck
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck

Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Pharmacia
Sigma
Riedel
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Riedel
Difco
Difco
Difco
Sigma

6267
A-1049
A-2174
0063
A-1174
B-9645
244

D-8407

E-6635
F-88390
N-0765
R-262
17-0554-02
A-6918
60020
S-4501
A-9518
A-5006
A-4158
32712
0140-01
0127-01
0123-01
B-3399



Brometo de etidio

Cloreto de céicio

Cloreto de césio

Cloreto de cobalto

Cloreto de cholina
Cloranfenicol

Coomassie blue G250
Colecalciferol (Vit. Da)
Cyanocobalamina (Vit. B12)
Dietilpirocarbonato (DEPC)
Dimetiltriazol difenilte-
trazélio brometo (MTT)
Ditiotreitol (DTT)

DNA de esperma de salmao
Etanol

Espermidina

Extrato de levedura

Fenol

Fenazina metosulfato (PMS)
Ficol 400

Formaldeido 37%
Formamida
Fosfato de ambnio
Fosfato de potassio
Glicerina

Glicina (Glicocol)

d(+) Glucose

L( +)Glutamina

HEPS

Hidroxido de litio
Hidrocloreto de tiamina
lodeto de potassio
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Sigma
Sigma
Pharmacia
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka

Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Difco
Ecibra
Sigma
Pharmacia
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Ecibra
Sigma
Sigma
rluka
Sigma
Merck
Sigma
Sigma

E-8761
C-2661
17-0846-06
C-2911
C-1879
C-0378
B-1131
C-2653
V-6629
32420

M-2128
D-0832
D-1626
983
S$-2501
1515-17
081
P-9625
17-0400-01
9684
F-7503
A-3048
P-8416
830
G-6143
G-7520
48420
H-3375
5691
T-4625
P-8166



Isotiocianato de guanidina

d-Manitol

Lauril sarcosinato de sodio

mio-Inositol
MES
Metanol

Molibidato de sodio
MOPS

Nicotinamida
Nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD)
Nitrato de amdnio
Nitrato de potassio

d-Pantotenato de célcio

Phytagel

Piridoxina
Polietilenoglicol 6000
Polivinilpirrolidona
Riboflavina
Sacarose
Sédio-dodecil sulfato
Sephadex G25 Fine
Sephadex G50
Sulfato de amédnio
Sulfato de cobre
Sulfato ferroso
Sulfato de magnésio
Sulfato de manganés
Sulfato de zinco
Trisma base
Tiamina

Fluka

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck

Sigma
Sigma
Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Pharmacia
Pharmacia
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

50990
M-1902
1-5125
[-3011
M-8652
6009

M-1651
M-9381
N-0636

N-7004
A-3795
P-8291
P-6045
A-3301
P-8666
807491
PVP-40
R-9881
S-5391
L-5750
17-0060-02
17-0573-02
A-3920
C-3036
F-8263
M-8150
M-7899
Z-1001
T-1503
T-3902
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3.2.3 - Enzimas e "kits"

3.2.3.1 - Enzimas de restrigdo e modificagdo empregadas

Referéncia

Concentragao

Enzima Fabricante
DNA polimerase | Bioclabs
DNA polimerase | klenow Biolabs
DNAse | Boehringuer
DNA ligase NEN
Lisozima Sigma

Eco Rl Amersham
Hind 1!l Amersham
Ribonuclease Pharmacia

3.2.3.2 - "Random-primer"

#210
104158
#133
L-6876
TH1040x
TH1060x
27-0316-02

10U/l
5U/mi
5U/mi
s5U/mi
25U/ml
25U/ml
25U/mi
65U/ml

"Multiprime DNA Labelling System Amersham RPN, 1600Y".

3.2.4 - Membranas

3.2.4.1 - Membrana "Hybond-mAP"

"Messenger affinity paper, Amersham RPN-1513"
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3.2.4.2 - Membrana Hybond-N

"Nylon Hybridization, 0,45 Micron, Amersham RPN-203N".

3.2.4.3 - Membrana DEAE-celulose

Papel DEAE-celulose (DE81), Whatman 3658023.

3.2.4.4 - Membrana de didlise

*Dialysis tubing, Sigma D-9277".

3.2.5 - Solugdes estoques de uso geral

Estoque Preparagao Observages
Acido abscisico 26ug/ml de Conservar a -20°C
(26ug/mi) KOH (1M}

Acido bdrico 0,08g/! de 4gua Conservar a 5°C
(2,58uM)
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Acido nicotinico
(0,37mM)

Albumina bovina

d-Biotina (Vit. H)
(0,82mM)
Brometo de Etidio
Cloreto de calcio
(0,57M)

Cloreto de cholina
(7,16mM)

Cloreto de cobalto
(0,1uM)
Colecalciferol
(4mM)

Coomassie Blue

Cyanocobalamina

(1,5mM)

0,489/ de agua

10mg/10ml de solu-
¢ao salina 0,8%
10mg/50ml de

KOH (0,1M)

10 mg/ml de 4gua

6,279/l de agua

25mg/25m! de agua

1mg/l de dgua

50mg/25ml de agua

0,6g/l de acido

perclérico 3%

10mg/50ml de agua
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Conservar a -20°C

Conservar a -20°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Filtrar 0,22um

Conservar a 5°C

Filtrar

Conservar a 5°C



2,4D

EDTA

(0,005M)

Fosfato de potassio
(0,40M)

Glicina

(0,9mM)

Inositol

(27,50mM)

lodeto de potassio
(0,48uM)
Molibidato de sédic
Nitrato de aménio
(1,03M)

Nitrato de potéassio
(13,99M)
d-pantotenato de caicio

(4,4mM)

1,65mg/mi de

KOH 0,1M

1,86g/1 de agua

20,00g/i de agua

0,1g/l de égua

4,95g/1 de agua

0,049/l de agua

0,001g/l de agua

82,50g/! de &gua

141,509/l de agua

25mg/25ml de agua
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Conservar a -20°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Conservar a -20°C

Conservar a -20°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Filtrar 0,22um

Conservar a 5°C



Piridoxina

(0,37mM)

Tiamina

(0,75mM)
Riboflavina (Vit. B12)
(2,65mM )

Sulfato de aménio
(1,75M)

Sulfato de cobre
(0,1uM)

Sulfato de ferro
(0,005M)

Sulfato de magnésio
(0,38M)

Sulfato de manganés
(19,70uM)

Sulfato de zinco

(5,20uM)

0.96g/l de agua

2,53g/l de agua

10mg/10ml de agua

23,15g/l de agua

0,0001g/l de agua

1,39g/l de dgua

4,52g/l de agua

0,17g/l de agua

0,08g/l de &gua
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Conservar a -20°C

Conservar a -20°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C

Conservar a 5°C



3.2.6 - Meios de cultura

3.2.6.1 - Bactérias

Meio Preparagao Observagdes

Meio de cultura LB:

Bactotriptona 2% 20g de bactotriptona Autoclavar a
Extrato de levedura 1% 10g de extrato de levedura 120°C 20 minutos
Cloreto de sddio 2% 20g de NaClem Ajustar o pH 7,4

1 litro de agua. NaOH 10N

3.2.6.2 - Cultura de tecidos

O meio de cultura para obtengdo e manutengéo de calos
embriogénicos fridveis (CM-1) é constituido dos sais Ng (Chu, 1975) acres-
cido de vitaminas e fitohorménio conforme descrito na Tabela - 2.

O meio de cultura liquido para obteng&o de microcalos (SM-1) tem a
mesma composicdo do meio CM-1 acrescido das vitaminas, aminoéacidos e
fitohormonio conforme descrito na Tabela - 3.
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Tabela - 2 Composigéo do meio CM-1de manutengdo de calos embriogénicos fridveis.

Substincia [mg/l] [a/1] [mM] [uM]

Inorgénicos (sais Ne)

(NH4)250, 463,00 3,50

KNO3 2830,00 27,98

CaCl..2H.0 166,00 1,13

MgSQ.6H:0 171,50 0,75

KHzPO4 400,00 2,90

FeS0.7H0 27,80 0,10

Naz-EDTA 37,20 0,10

MnS0,..H0 3,34 19,70
ZnS0.4.7H0 1,50 5,20
H.BOs 1,60 5,80
Kl 0,80 4,80
Na:MoQ,.2H:0 0,25 1,00
CoCla.6H:0 0,025 0,10
CuS0.4.5H0 0,025 0,10
Orgénicos:

Glicina-HCl 2,00 18,00
Mio-inositol 100,00 555,00
Thiamina-HCI 5,06 15,00
Acido nicotinico 0,92 7,50
Piridoxina-HCI 1,54 7,50
24D 1,65 7,50
Sacarose 30,00 87,60

Phytagel 2,40

O pH fol corrigido para 5,8 antes da autoclavagem. O meio de cultura foi autoclavado a120°C
1Kgf/cm”, durante 20 minutos e em seguida distribuido em placas de Pedri estéris,colocan-
do-se aproximadamente 20 ml por placa.
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Tabela-3 Composigao do meio liquido para obtengéo de microcalos:SM-1.

Substancia {mg/l] (9] [mM] [uM]
Inorgénicos (sais Ne)

(NH.)280. 463,00 3,50

KNO; 2830,00 27,98

CaCl:.2H:0 166,00 1,13

MgS0..6H0 171,50 0,75

KHzPO, 400,00 2,90

FeS0..7H:0 27,80 0,10

Na-EDTA 37,20 0,10

MnSO.H:0 3,34 19,70
ZnS0,.7H0 1,50 5,20
H.BOs 1,60 25,80
Kl 0,80 4,80
Na:MoQ0..2H0 0,25 1,00
CoClz.6H:0 0,025 0,10
CuS80.4.5H0 0,025 0,10
Orgénicos (vitaminas KM-8p):

Mio-inositol 100,00 555,00
Thiamina-HC! (vit. B.) 1,00 2.9
Nicotinamida {vit. A) 1,00 8,12
Piridoxina-HCI (vit. Be). 1,00 4,80
D-pantotenato de célcio 1,00 4,19
Acidofdlico 0,40 0,91
Acido p-aminobenzéico 0,02 0,15
d-biotina (vit. H) 0,01 0,04
Cloretode cholina 1,00 7,16
Riboflavina (vit. Bz) 0,20 0,53
Acido ascorbico (vit. C) 2,00 10,10
Acido retindico (Vit. A) 0,01 0,03
Cholecalciferol sulf{Vit. Ds) 0,01 0,02
Cianocobalamina (Vit. B2} - 0,02 0,02
Aminoéacidos

Lasparagina 25,00 198.25
L glutamina 25,00 171,12
Larginina 25,00 143,51
L glicina 10,00 133,21
Acido abscisico 0,026 0,10
24D 1,65 7,50
MES 976,00 5,00

Glicose 5,00 2,77

Sacarose 15,00 43,80

. . 2 |
O pH foi corrigido para 5,2 e autoclavado a 120°C, 1Kgf/fem ', durante 20 minutos. As
vitaminas, os reguladores de crescimento e os amino&cidos foram filtrados através de
membrana filtrante estérii, poro 0,2 um (Millipore JBR610021) e adicionados ao meio apés

a autoclavagem e resfriamento.
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3.3 - Eletroforese

3.3.1 - Preparo das amostras a partir de escutelos induzidos

O escutelo foi utilizado como fonte principal para obtengao da enzima
ADH nos experimentos de eletroforese, visto que, através de indugao
anaerdbica, a concentragdo da mesma € muito elevada neste tecido (Schwartz,
1966).

Procedimento:
1.Submergir 10 sementes em agua destilada.
2.Incubar durante 12 horas a 30°C para a indugéo enzimatica.

3.Com auxilio de bisturi, remover aproximadamente 10 mg de cada
escutelo e transferir para tubo de homogeneizagao.

4 Adicionar 10 ml de Tampéo de Homogeneizagao pH 6,8 gelado.
5.Manter a amostra em banho de gelo.

6.Homogeneizar utilizando um homogeneizador "Polytron®.
7.Filtrar em gaze.

8.Centrifugar a 10.000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Foi utilizado uma
centrifuga Beckman J21.

9.Recolher o sobrenadante.
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Solugdes:

Tampao de homogeneizagao pH 6,8:
Trisma base 62mM

glicerol 20%

DTIT 1mM

3.3.2 - Preparo das amostras de calos e/ou microcalos.

O procedimento de preparo das amostras de calos e/ou microcalos para
eletroforese da enzima ADH foi semelhante ao descrito para escutelo. A Unica
diferenca consistiu em utilizar o tecido diretamente, ndo sendo necessaria a

inducao anaerdbica.

3.3.3 - Eletroforese em gel de amido

A eletroforese da ADH neste trabalho foi realizada em gel de amido
montado horizontalmente em placas de 18 x 21 cm, utilizando um sistema
descontinuo de tampdes (Cardy et al., 1983).

Procedimento:

a.Preparagao do gel:

1.Pesar a quantidade suficiente de amido para montagem do gel a 12%.
2.Transferir 0 amido para um "kitassato".

3.Adicionar sacarose suficiente para 4,3% do gel.
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4 Adicinar Tampéo do Gel pH 8,3.
5.Solubilizar a sacarose.
6.Aguecer diretamente ao fogo sob agitagao.

7.Apds a fervura, cessar 0 aquecimento e aplicar vacuo ao frasco
deixando borbulhar vigorosa e rapidamente.

8.Verter sobre a cuba.

9.Deixar esfriar a temperatura ambiente durante aproximadamente 1
hora.

10.Resfriar o gel durante 15 minutos a 4°C.

11.Embeber retédngulos de papel Whatman 3MM (3 x 5 mm) no extrato
e inserir no gel.

b.Corrida:

12.Adicionar 250 ml de Tampao do Eletrodo pH 8,3 em cada

reservatorio.

13.Submeter o gel a uma diferenga de potencial de 14 V/cm durante 6
a 8 horas, a 4°C, nao deixando que a corrente ultrapasse 40 mA, o que poderia
aguecer o gel e inativar a enzima.

c.Visualizagao das bandas de ADH:

14.Apds a eletroforese, desmontar o sistema e transferir o gel para a
cuba de revelagao.

15.Adicionar:

- 100 m! de Tampao de Coloragao (Tris-HCI 100 mM pH 8,5)
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- 1 ml de Etanol

-1mlde NAD 1M

-1mide MTT 0,8 M

-1mlde PMS 0,2 M

16.Incubar durante 30 minutos a 30°C.
17.Interromper a revelagao adicionando 50 ml de Fixador.
18.Lavar com agua destilada apds 20 minutos.
19.Fotografar com filme Panatomic-x ASA 32 (Kodak).
Solugdes:

Tampao do Gel pH 8,3:

9 partes de Tampao Tris-Citrato

1 parte de Tampé&o do Eletrodo pH 8,3

Tampao Tris-Citrato:

Trisma-Base 0,005M

Acido Citrico 0,007M

Tampéo do Eletrodo pH 8,3:

Acido bérico 0,19 M

Hidroxido de litio 0,04M
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3.4 - Transferéncia do gene Adh1-2F11 para a linhagem CAT-100-1

Devido as dificuldades de reprodugé&o do material norte arnericano no
Brasil, 0 gene Adh1-2F11 (Figura - 3) foi transferido através de cruzamento e
sucessivos retrocruzamentos para a linhagem CAT-100-1, methor adaptada as
condigbes tropicais. Sementes da linhagem CAT-100-1 e da linhagem Adh1-
2F11 foram plantadas na area experimental pertencente a UNICAMP. Uma
diferenga de 25 dias foi mantida entre o plantio da linhagem CAT-100-1 e da
linhagem Adh1-2F11 devido a precocidade do material norte americano quando
plantado em regides tropicais. Assim foi possivel que o fiorescimento das duas
linhagens fossem coincidentes, possibilitando a realizagao dos cruzamentos.
Como o fendtipo recessivo do mutante Adhi1-2F11 sd pode ser detectado
através da revelagao da atividade da ADH, utilizou-se o método de "dot blot"
(descrito no item 3.10.1), para analise das progénies dos retrocruzamentos.
Sementes das progénies negativas para atividade da ADH foram plantadas e
retrocruzadas para a linhagem CAT-100-1 durante 4 geragdes.

3.5 - Obtengéo de calos embriogénicos fridveis

Procedimento:
1.Plantar a linhagem CAT-100-1 em campo experimental.
2.Coletar as espigas 12 a 15 dias apds a polinizagao.

3.Descascar e esterilizar superficialmente com uma solugdo de
hipoclorito de sédio 5% contendo 0,001% de Tween-20 durante 15 minutos.

35



B UNIDADE DE TRANSCRICEO

-
-3
- ]
< LT e et TR
o e :l__ — c “5 = —q-e o s £
EE @ £ £ 2% @ o IT ia :%S&'Jm = b3 T
[T U 1l | :

=1 } 1 —H—+ H—H T H1 T 1 t

F L LA I I 1

] rs e ’ I ] ]

& S Gl ' i :

,’ £ o 4 | 1

7 ! ' I '

/ ’ 4 I \ '

7SR " : .

& s

2F 1 e B gl
feigiant g f g U 1l 1111 1 | |
By B = 1 ] A - S T { TR [ t H+H i f ;

: =
T = H HH.H g : :" gz Hw HHH: : - :
E E 2255 = €3 EE B ton o8 a

§ 8 8=z 883 5= Iz EErY : g Z

1KB

Figura - 3 Linhagem de milho norte americana Adh1-2F11 - ADH1-0. (A)
Fendtipo bronze-variegado. O fendtipo bronze é dado pela homozigose do alelo
recessivo bz2-m e as manchas pretas na camada de aleurona sé&o setores recessivos
(bz2-m bz2-m) que reverteram para o dominante (Bz_ ). A variegagéo é causada pela
excisdo do elemento Ds do gene bronze e a presenca do elemento Ac em local
desconhecido no genoma. (B) Mapa dos sitios de restricdo do gene da Adh1 para os
alelos Adh1-F e Adhi1-2F11. O mutante Adhi1-2F11 originou-se devido a insergéao
espontanea, do elemento Ds no quarto exon da Adh1.
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4 Lavar as espigas vérias vezes com agua destilada estéril. 5.Excisar os
embriGes imaturos com aproximadamente 1,5 mm de comprimento e inocular
em meio de cultura CM-1 (Tabela - 2).

7.Incubar a 26°C no escuro.

8.Selecionar os setores friaveis a partir de calos compactos tipo I, com
auxflio de microscopio esteriocdpio (8x).

9.Repicar a cada 15 dias até o estabelecimento das linhagens de calos
embriogénicos fridveis, quando adquirirem aparéncia uniforme.

3.6 - Obtengdo de microcalos

Os microcalos sao constituidos de aglomerados celulares originérios
dos centros meristematicos dos calos e se caracterizam pelo crescimento rapido

em meio liquido.
Procedimento:

1.Inocular 3 gramas de calos embriogénicos fridveis em erlenmeyer de
125 mi, contendo 50 ml de meio liquido SM-1 (Tabela - 3).

2.Incubar, sob agitagado orbital constante de 165 rpm, a 26°C durante 3
dias no escuro.

3.Filtrar inicialmente em uma peneira de 40 mesh.

4.Filtrar em uma peneira de 60 mesh e transferir os microcalos, que
ficaram retidos na peneira, para um erlemmeyer.

5.Pipetar 500 ul de microcalos em meio CM-1 e espalhar uniformemente
com auxilio de alga de Drigalski-Conradi.
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6.Incubar a 26°C no escuro.

3.7 - Inibigao do crescimento de microcalos pelo alcool alilico, coeficiente
de sobrevivéncia e Iso

Para a determinagao do efeito do alcool! alilico sobre o crescimento dos
microcalos, foram preparados meios de cultura CM-1 contendo O, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40 e 45 uM de alcool alilico.

Procedimento:

1.Preparar o meio de manutengado CM-1 conforme descrito na Tabela -

2 Deixar o meio esfriar até que a temperatura se aproxime do ponto de
gelificagdo do Phytagel (30°C).

3.Adicionar o alcool alilico na proporgao suficiente para as

concentragdes seletivas.
4.Distribuir em placas de Petri estéreis.
5.Inocular os microcalos previamente preparados.

6.Apds a montagem de cada experimento (Tg), contar o nimero de
microcalos inoculados por tratamento, utilizando um microscopio

estereoscoépio.

7.Avaliar o crescimento dos microcalos apés 30 dias (T3p). A avaliagio
do crescimento dos microcalos é feita através da contagem daqueles que
sobreviveram ao agente seletivo. Para a contagem dos microcalos néo é
necessario o auxilio do microscépio esterioscépio, pois nesta fase de cres-
cimento 0s microcalos tém aproximadamente 10 mg de peso.
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A taxa de 50% de inibigéo (Isp) é calculada comparando-se o numero
de microcalos inoculados com o dos sobreviventes em cada tratamento.

3.8 - Processo seletivo de microcaios de milho

A selegdo de linhagens de células tolerantes ao élcool alilico consiste
em inocular os microcalos em meio CM-1 contendo &lcool alilico nas
concentragbes que causam ao redor de 80% de inibigéo.

Procedimento:
1.Preparar meio CM-1 acrescido de 0, 35, 40 e 45 uM de alcool alilico.

2.Inocular os microcalos segundo 0 procedimento descrito anterior-

mente.
3. Avaliar o crescimento vinte dias apds o indculo.

4 Submeter os microcalos resistentes ao alcool alllico a avaliagdo
qualitativa da ADH através do método de "dot blot".

5.Repicar em meio CM-1, nao seletivo, somente os microcalos que néo
apresentarem atividade de ADH (ADH-deficientes).

6.Apds 15 dias de crescimento, submeter os microcalos a avaliagdo
qualitativa da ADH através do método de "dot blot".

7.Repetir o passo 5 e 6.

8.Apds, aproximadamente, trinta subculturas, testar os somaclones
quanto & tolerancia ao alcool alllico e quanto a atividade de ADH em gel de
amido-12%.
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9.Para andlises bioguimica e molecular, ampliar os somaclones con-
siderados tolerantes ao alcool alilico.

3.9 - Determinagao da concentragao de proteinas

As concentragdes de proteinas totais nos extratos foram determinadas
pelo método de Bradford (1976), incluindo-se algumas modificagbes conforme
descrito por Sedmark & Grossberg, (1977) na preparagao do corante "Coomas-
sie blue". Solugbes de albumina sérica bovina foram utilizadas para a
determinagao da curva padréo. A concentragao das solugdes de albumina foram

determinadas utilizando-se o valor E2801% = 6,2.
3.10 - Determinagao da atividade da ADH

3.10.1 - "Dot blot" um método rapido na determinagao qualitativa
da atividade da ADH

Procedimento;

1. Transferir aproximadamente 10 mg de tecido (escutelo, calos efou
microcalos) para um tubo Eppendorf.

2.Adicionar 100 ul de Tampao de Homogeneizagio pH 6,8.
3.Macerar com bast&o de vidro.
4.Centrifugar durante 15 minutos, 4°C, a 15000 rpm em microcentrifuga.

5.Aplicar aliquotas contendo 1 ul do sobrenadante sobre retangulos de
papel Whatman 3MM (9 x 12 cm).

6.Transferir o papel Whatman para uma cuba de revelagao.
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7.Adicionar 50 ml de Tampéao de Coloragao (Tris-HCI 100 mM pH 8,5),
0,5 ml de Etanol, 0,5 ml de NAD 1 M, 0,5 ml de MTT 0,8 M e 0,5 ml de PMS 0,2
M.

8.Incubar durante 30 minutos a 30°C.
9.Interromper a revelagao adicionando 25 ml de Fixador.
10.Lavar com agua destilada apds 20 minutos.

11.Fotografar com filme Panatomic-x ASA 32 (Kodak). As amostras que
apresentam atividade enzimatica coram-se fortemente de azul. As amostras
negativas apresentam uma mancha azul-clara fraca resultante do "background".

3.10.2 - Determinagao quantitativa da ADH

A atividade da ADH foi medida através do incremento da absorbéncia a
340 nm, devido a redugéo do cofator NAD pela ADH do extrato.

Procedimento:
1.Pesar 4 g de calos.

2.Adicionar 10 ml de Tampao de Homogeneizagéo (Tris-HCl 10 mM,
pH 8,0, polivinilpirrolidona-40 1%, glicerol 20%), gelado.

3.Manter a amostra em banho de gelo.

4.Homogeneizar utilizando um homogeneizador "Polytron”.

5.Filtrar em gaze.

6.Centrifugar a 10.000 rpm durante 30 minutos a 4°C.
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7.Separar o sobrenadante e dosar a proteina total.

8.Medir a atividade enzimatica em 2 ml de mistura de reagao (tris-HClI
150 mM pH 9,0, NAD 0,6 M, etanol 5 mmol) contendo 200 ul de extrato (Widholm
& Kishinami, 1889).

9.Medir as absorbéncias em 340 nm. Uma unidade de ADH ¢ definida
como a quantidade de enzima suficiente para catalizar a transformagéo de 1
umol de substrato por minuto a 25°C nas condigbes do meio de reagéao.
Sabendo-se que EzaNADH = 6220 (M". cm") a atividade enzimatica em

umol.mi™.min" foi calculada conforme a seguinte férmula:
Atividade = Axd /6,22 xt (umol.ml'1 .min'1)
A = Absorbancia.
d = fator de diluigao.

t = tempo de reagao.

3.11 - Determinag¢ao de Vmax € Km

Procedimento:

O extrato para determinagao de Vmax € Km foi obtido confrome descrito
no item 3.10.2.

1.Pipetar 2 m! de Mistura de Reag&o acrescida de etanol nas
concentragdes do experimento: 57,8; 115,6; 231,3; 462,5; 925,0; 1.850,0 a
2.775,0 umol.

2.Medir a velocidade de reagéo através de um registrador.
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8.Calcular Vmax € Km. Os valores das constantes cinéticas, bem como
os valores dos desvios padrées destas constantes, no estudo de inibigéo da
ADH, foram calculados segundo o algoritmo descrito por Wilkinson (1961).

3.12 - Determinagéao da presenga de inibidor da ADH

A atividade de um possivel inibidor de ADH existente nos somaclones
selecionados foi testada pela quantidade de inibigao da atividade da ADH em
mistura de extrato controle, que apresentavam atividade da enzima, e extratos
dos somaciones, conforme descrito por Efron & Schwartz (1968).

Procedimento:

1.Misturar extrato do controle com extrato teste na proporgac 1:1.

2.Incubar a temperatura ambiente.

3.Medir a atividade enzimatica nos tempos 0, 30 e 60 minutos de
incubagéo. O nivel de inibidor da ADH é dado pela inativagao do extrato controle
e apresentado como unidades de ADH inibida ou porcentagem de inibigédo da
atividade da ADH (Lai & Scandalios, 1982). A perda natural da atividade da ADH
durante a incubagao deve ser medida através da incubagao de extrato controle
com a Mistura de Reagado na proporgao de 1:1.
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3.13 - Isolamento de DNA e RNA

3.13.1 - Purificagdo de DNA gendmico.

A purificagéo de DNA gendmico a partir de calos ou plantulas seguiu o
método de Rivin et al. (1982).

Procedimento:

1.Lavar 200 sementes de mitho com dgua destilada e incuba-las durante
12 horas em &gua destilada sob agitacéo orbital a 27°C.

2.Esterilizar as sementes superficialmente, incubando-as durante 15

minutos em Solugao de Cloramina-T 1%.
3.Enxaguar as sementes 6 vezes com agua destilada estéril.

4.Germinar as sementes em cubas de acrilico estéreis, contendo ver-
miculita autoclavada e incubar durante aproximadamente 10 dias em cAmara

escura 27°C.

5.Coletar as partes aéreas das plantulas, pesar e congelar em nitrogénio

liquido.

8.Pulverizar 5 g de calos ou 20 g de plantulas em gra! e pistilc pré-
resfriados em nitrogénio liquido. Manter o material sempre congelado adicionan-

do nitrogénio.

7.Adicionar 20 ml de Tampao de Extragcao (DNA) gelado e manter em
banho de gelo por 5 minutos. As etapas 7 a 11 devem ser realizadas o mais
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rapido possivel, portanto & aconselhavel trabalhar no méximo com 2 amostras

cada vez.

8 Homogeneizar durante 30 segundos a velocidade méaxima, utilizando
um homogeneizador Superhom. Repetir a homogeneizagao. Manter a solugao
em banho de gelo.

9.Filtrar em 3 camadas de gaze estéril.

10.Sedimentar os nacleos através de centrifugagdo a 2000 rpm por 10
minutos a 4°C.

11.Mantendo a amostra em banho de gelo, ressuspender e lisar 0s
nucleos em 5 m! de Tampéo de Lise gelado. Se necessario utilizar um bastao
de vidro. E importante evitar agitagbes bruscas na extragao do DNA para reduzir
ao minimo a fragmentagdo mecénica das cadeias de DNA. Deve-se agitar
invertendo suavemente o0 tubo de ensaio.

12.Incubar por 1 hora a temperatura ambiente e adicionar 0,95 g de
CsCi por ml do lisado.

13.Remover as proteinas precipitadas através de centrifugagao a 12000
rpm durante 15 minutos a 4°C.

14.Adicionar brometo de etidio (10 mg/mi), ao sobrenadante, suficiente
para se obter 300ug/ml de solugéao final.

15.Ajustar a concentragdo de CsCl (1,55 g/mi)através do indice de
refragdo (n = 1.3895).

16.Transferir a amostra para tubo de uitracentrifuga de 4 ml.

17 .Ultracentrifugar a 40000 rpm durante 15 horas a 20°C.
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18.Coletar a banda de dsDNA, com auxilio de agutha de grosso calibre
(30 x 12) e seringa de 1 ml e transferir para tubo de Eppendor.

19.Remover o brometo de etidio por sucessivas extragdes com 1-
butano! saturado em &agua. Realizar extragdes até que ndo mais aparega

coloragéo rosea na fase alcodlica (superior).

20.Transferir a fase aquosa (inferior) para tubo corex e adicionar 2
volumes de agua e precipitar o DNA pela adigio de 0,6 volumes de isopropanol.

21.Incubar durante 2 horas a -20°C.
22.Centrifugar a 10000 rpm durante 30 minutos a 4°C.

23.Lavar o sedimento com etanol 70% gelado (-20°C). Liofilizar o

sedimento.

24 Ressuspender o DNA adicionando 0,5 mi de TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0, EDTA 1 mM). Para ressuspender totaimente o DNA é necessério extensiva
agitagéo e muitas vezes a adigdo de maior volume de TE.

25.Quantificar a concentracao de DNA misturando-se 50 ul da amostra
com 650 ul de TE e medindo-se a absorbancia a 260 nm pela equagéo abaixo:

C = dA x d x 50 ug de DNA.mI™’

dA = absorbéancia a 260 nm

d = fator de diluigéo

50 ug de DNA/mI = 1 unidade de densidade optica

A medida do conteldo de acidos nucléicos de uma preparagdo e sua
pureza se obtem mediante a leitura da absorg&o em UV, sempre supondo que
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haja somente DNA e RNA, e que a contaminagéo por nucleotideos & desprezivel.
O espectro de absorgdo do DNA e do RNA tém no maximo cerca de 258 nm e
um minimo a 230 nm. Por razdes praticas 0s dados equivalentes as
concentragdes se realizam a 260 nm. Em 280 nm se mede a absorgao de anéis
aromaticos pertencentes as proteinas. A medida do grau de pureza de DNA ou
RNA com relacéo a proteinas é dada pela relagdo D.O.260/D.0.280. Considera-se
uma boa preparagao quando o grau de pureza obtido € de 1,85 para purificagao
de DNA ou 2,0 para RNA (Maniatis et al., 1882).

26.Comprovar a integridade dos DNAs extraidos através de eletroforese
em minigel de agarose 0,5% em Tampao TBE. Utilizar o bacteridfago lambda
(50 Kb) como padrdo de peso molecular.

27.Conservar a -20°C.
Solugdes:

Tampéo TBE:

Trisma base 89 mM
Acido bérico 89 mM
EDTA 2mM

Tampao de Extragdo (DNA) pH 8,0:
Tris-HCI 50 mM

MgCle 5mM

Tampéo de Lise pH 8,0:
Tris-HCI 50 mM

EDTA 20 mM
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Sarcosil 1%

3.13.2 - Purificagdo de RNA

3.13.2.1 - Purificagdo de RNA total

A purificagéo de RNA gendmico a partir de calos seguiu 0 meétodo de
Siegel & Bresnick (1986).

As ribonucleases (RNAses) sao enzimas extremamente ativas e resis-
tentes a condigdes ambientais drésticas. £ importante empregar material de
vidro, porcelana e plastico livre de RNAses, bem como reagentes especiaimente
preparados e manipular sempre 0 material e amostras com luvas de plastico ou

latex.
Procedimento:
1.Triturar 5 g de calos em gral, em presenca de nitrogénio liquido.

2.Transferir para tubos de polietileno com tampa de rosca e adiconar
10 ml de Tampéo de Extragéo (RNA) previamente aquecido a 60°C em banho

Maria.

3.Incubar em banho Maria a2 60°C durante 5 minutos. Agitar com vortex

intermitentemente.

4.Adicionar 10 m! de Fenol Equilibrado em Tris-HCl e aquecido a 60°C.

Manter a incubagéo e a agitagdo durante 15 minutos.

5.Adicionar 10 ml de Tris/Acetato e 15 ml de Cloroférmio:icool isoamilico
(24:1). Agitar vigorosamente durante 15 minutos, mantendo-se a 60°C.
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6.Resfriar em banho de gelo e centrifugar durante 15 minutos a 2500
rpm a 4°C.

7.Recolher a fase aquosa, superior, procurando nao arrastar interfase,
muito grossa

8.Extrair duas vezes com Cloroformio:lcool Isoamilico (24:1).

9.Transferir a fase aquosa para tubo corex e adicionar 1/4 volume de
LiCl 10 M recém preparado.

10.Precipitar o RNA, incubando durante a noite a 4°C.
11.Centrifugar a 10000 rpm durante 30 minutos a 4°C.
12.Descartar 0 sobrenadante e secar a vacuo.

13.Ressuspender o sedimento em 15 ml de LiCl 2,5 M gelado.
Centrifugar a 10000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

14.Lavar o sedimento com etanol 70% gelado {-20°C). Centrifugar a
10000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Repetir a etapa anterior.

15.Descartar o sobrenadante e secar o sedimento a vacuo
16.Ressuspender o sedimento em 1 ml de dgua DEPC.

17.Determinar a concentragéo de RNA total medindo-se a absorbancia
a 260 nm de acordo com a formula descrita no item 3.13.1., considerando que
40 ug de RNA/ml = 1 unidade de densidade dptica.

18.Conservar a -70°C.
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Solugdes: -

Tampéo de Extragao (RNA):
Tris-HCI 50 mM pH 7,6

EDTA 10 mM

Isotiocianato de Guanidina 47%
Lauril Sarcosinatc de Sodio 2%
Fenol Equilibrado:

Bidestilar o fenol a 160°C para remover contaminantes que causam
quebras do RNA e DNA. O fenol bidestilado deve ser estocado a -20°C em
pequenas aliquotas. Para equilibrar o fenol dee-se extrair varias vezes com igual
volume de tampéo Tris-HCI 1 M, pH 8,0 e extrair duas vezes com tampéao
Tris-HCI pH 8,0 e 0,2% de beta-mercaptoetanol, até que o pH da fase aquosa
seja superior a 7,6.

TrisfAcetato:
Tris-HCl 10mM pH 7,4
Acetato de S6dio 0,1 M pH 5,2

EDTA 1 mM

3.13.2.2 - Isolamento de mRNA poli(A)*

A purificagdo de mRNA poli(A)* partir de RNA total seguiu 0 método
descrito por Fourney et al. (1988).
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Procedimento:

1.Precipitar o RNA total em 0,1 volume de Acetato de Sodio 3M e 2,5
volumes de etanco! gelado.

2 Incubar durante 2 horas a -20°C.

3.Centrifugar a 15000 rpm durante 30 minutos a 4°C.
4 Lavar o sedimento com etanol 70% gelado.
5.Centrifugar a 15000 rpm durante 30 minutos a 4°C.

6.Ressuspender o sedimento em 30 ul de gua estéril e 30 ul de NaCl
0,5M.

7.Filtrar a solugdo de RNA total em Hybond-mAP. Para a filtragem do
RNA total através da membrana Hybon-mAP, retangulos de papel Whatman
3MM (4 x 5 cm) sdo empilhados o suficiente para atingir 1 cm de altura. A
membrana, previamente embebida em solucéo de NaCl 0,25 M, é colocada
sobre a pilha de papel Whatman 3MM e a solugéo de RNA total € gotejada sobre
a membrana, assim a solugdo € absorvida pelo papel Whatman 3MM e 0 mRNA
poli(A) * fica aderido & membrana.

8.Transferir a membrana Hybond-mAP para um tubo de ensaio conten-
do 6 ml de NaCl 0,5 M.

9.Lavar a membrana através de incubagéo a temperatura ambiente por

10 minutos sob agitagao lenta.
10.Trocar a solugao de NaCl e repetir a lavagem por duas vezes.

11.Transferir a membrana para outro tubo de ensaio contendo 6 mi de
etanol 70% e incubar por 2 minutos sob agitagéo lenta, para remogéao de sais.
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12.Secar a membrana a temperatura ambiente e transferi-la para um
tubo eppendort.

13.Eluir o0 mRNA poli(A)* adicionando-se 600 ul de 4gua DEPC e
incubando-se durante 5 minutos a 70°C.

14.Determinar a concentragéo e o grau de purificagdo do mRNA
poli(A)*. O grau de purificagdo do mRNA poli(A) * foi obtido comparando-se
com a quantidade de RNA total extraida, aplicando-se a seguinte formula:

Purificagao = [mRNA poli(A) T]/ RNA total (%)

3.13.3 - Purificagao de DNA plasmidial

Atécnica para isolar o DNA plasmidial em E. coli consiste em trés etapas
basicas:

1 - Crescimento da bactéria e amplificagao do plasmidio.
2 - Sedimentacgéo e lise da bactéria.
3 - Purificagdo do DNA plasmidial.

Devido a diferenga de replicagao existente entre 0 DNA gendmico da E.
coli e o DNA plasmidial, este pode ser amplificado seletivamente adicionando-se
ao meio de cultivo um agente inibidor da sintese de proteinas como cloran-
fenicol. Desta maneira se obtém rendimentos de 10 a 20 vezes superiores aos
cultivos sem amplificag@o (Bolivar et al., 1977 e Norrander et al., 1983).

Os diferentes métodos de purificagdo de DNA plasmidial baseiam-se
fudamentalmente na grande diferenga do tamanho entre o DNA do cromossomo
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de E. coli e o do plasmidio que usualmente & empregado como vetor. A grande
diferenga de tamanho existente entre 0 DNA plasmidial e 0 DNA gendmico

permite que durante a lise celular, o DNA plasmidial conserve sua
estrutura circular ligada covalentemente, enquanto que o DNA gendmico se
fragmenta na forma de longas cadeias lineares. A exposi¢do a condigbes
desnaturantes, como o calor ou 0 meio alcalino (até pH 12.5), produz a ruptura
da maior parte das pontes de hidrogénio do DNA, desnaturando totalmente a
molécula. Nessas mesmas condigdes as moléculas circulares de DNA plasmidial

mantém sua configuragdo nativa.

A técnica de purificagdo de DNA plasmidial em grande escala permite
obter quantidades elevadas (0,5 a 5 mg de DNA por litro de cultivo bacteriano)
e com alto grau de pureza. A purificagdo final baseia-se na diferenca de
comportamento do DNA plasmidial e do DNA genbmico de E. coli, quando se
ultracentrifuga em gradiente de cloreto de césio na presenga de quantidades
saturantes de agente intercalante como o brometo de etidio. O DNA linear e o
circular com cadeia aberta ("nicked dsDNA") séo capazes de reter mais agente
intercalante, reduzindo mais sua densidade do que o DNA circular fechado
covalentemente, bandeando em diferentes posigoes do gradiente.

O procedimento que se descreve estd baseado na lise alcalina de
Birnboim & Doly (1879) conforme o protocolo de Maniatis et al. (1982)
modificado.

Procedimento:
a.Crescimento das bactérias:

01.Inocular um erlenmeyer de 50 ml contendo 10 ml de meio LB,
acrescido de antibidtico apropriado, com uma colbnia isolada a partir de um
estoque glicerinado. A utilizagdo de um antibidtico ou outro depende do
plasmidio em questdo. No caso do plasmidio pBR322 pode ser adicionado
ampicilina ou tetraciclina {concentragao de 35 a 50 ug/mi)
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02.Incubar durante a noite a 37°C sob agitagéo vigorosa.

03.Inocular um erlenmeyer de 200 ml contendo 25 ml de meio LB,
acrescido de antibidtico apropriado, com 0,1 mi de pré-indculo.

04.Incubar a 37°C sob agitagdo vigorosa até uma D.O.sp0 de
aproximadamente 0,6

05.Inocular um erlenmeyer de 2 litros contendo 500 ml de meio LB com

0s 25 m! de indculo.
06.Incubar a 37°C sob agitagdo vigorosa até uma D.O.s00 de 0,6 a 0,8.
07.Adicionar 2,5 mi de cloranfenicol 34 mg/ml em etanoil.
08.Incubar por 16 horas a 37°C sob agitagao vigorosa.
b.Sedimentagéo € lise das bactérias:
09.Deixar 10 a 20 minutos no gelo (4°C).

10.Sedimentar as bactérias por centrifugagao a 7000 rpm (rotor JA-14
Beckman J2-21) por 10 minutos a 4°C. Eliminar o sobrenadante. Esse deve ser
esterilizado em autoclave durante 20 a 30 minutos antes de descarta-lo.

11.Lavar o sedimento com 100 mi de solugio STE gelada.

12.Ressuspender o sedimento bacteriano em 5 mi de Solug&o - | com
auxilio da pipeta automatica de 1000 ul.

13.Transferir para 2 tubos do rotor J-A20 e adicionar 2,5 ml da Solugéo

- | acrescida de 10 mg/ml de lisozima.
14.Deixar a temperatura ambiente por 5 minutos.

c.Purificagdo:
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15.Adicionar, para cada tubo, 10 ml de Solugéo Il preparada recente-
mente e agitar lentamente por inversao vérias vezes. A solugo adquire uma
densidade elevada.

16.Incubar em banho de gelo por exatamente 10 minutos.

17.Precipitar as proteinas e DNA gendmico neutralizando a solugéo com
7.5m! de Acetato de Potassio 5M pH 4,8 gelado. Agitar por inversédo vérias vezes.

18.Incubar em banho de gelo por exatamente 10 minutos.

19.Centrifugar a 12000 rpm por 30 minutos a 4°C. O sedimento deve

conter restos celulares e DNA da bactéria.

20.Transferir 0 sobrenadante para outros 2 tubos de polipropilenc e
adicionar RNAse (10 mg/ml) suficiente para obter 20 ug/ml.

21 Incubar durante 1 hora a 37°C.

22 Extrair 2 vezes em fenol saturado com cloroférmio:élcool isoamilico
(24:1) e 1 vez em clorofdrmio:éicool isoamilico (24:1).

23.Centrifugar a 12000 rpm durante 30 minutos.

24 Transferir 0 sobrenadante para tubos Corex e adicionar 0,6 volume

de isopropanol.
25.Agitar e deixar a temperatura ambiente por 15 minutos.

26.Centrifugar a 12000 rpm por 30 minutos. Convém n&o realizar a
centrifugagdo da precipitagédo com isopropanol a uma temperatura inferior a
20°C, pois os sais podem precipitar devido a sua elevada concentragao.

27 .Desprezar o sobrenadante e lavar o sedimento com 15 mi de etanol
70%. Secar em liofilizador.
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28.Centrifugar a 12000 rpm durante 30 minutos.
29.Ressuspender o sedimento em aproximadamente 3 ml TE pH 8,0.

30.Transferir a solugéo para tubo de ensaio graduado e adicionar 1 g
de CsCl para cada ml. Misturar lentamente por inverséo.

31.Adicionar 0,8 ml de Brometo de Etidio (10 mg/ml) para cada 10 ml
de solugéo. Misturar bem e ajustar a densidade da solugéo para 1,55 g/ml (n =
1.3860).

32 Transferir a amostra para tubo de ultracentrifuga de 5 ml.

33.Ultracentrifugar 2 60000 rpm durante 20 horas a 20°C utilizando um
rotor vertical Beckmamn VTi80.

34.Coletar com auxilio de agulha de grosso calibre (15 x 12) e seringa
de 1 mla banda de DNA plasmidial, inferior, tomando o cuidado para ndo arrastar
a superior {DNA linear e dsDNA "nicked") e transferir para tubo Eppendort. O
brometo de etidio produz rupturas nas cadeias de DNA ("nicks") na presenga
de luz. E conveniente proteger as solugdes contendo DNA mais brometo de
etidio com papel aluminio.

35.Eliminar o brometo de etidio por sucessivas extragdes com 1-butanol
saturado em agua. Realizar extragbes até que ndo mais aparega coloragaorosea
na fase alcodlica (superior). E importante eliminar o brometo de etidio imediata-
mente apds aretirada das bandas de DNA do gradiente. Sabe-se que conservar
a frio (4°C), inclusive protegido da luz, dificuta consideravelmente a extragéo
do brometo de etidio, sendo impossivel elimina-lo completamente.

36.Dialisar a fase aquosa contra TE pH 8,0 durante 48 horas. Trocar o
TE pH 8,0 uma vez
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37.Determinar a concentragdo da preparagao medindo-se a
absorbéncia a 260 nm pela equagao abaixo:

C = dA x d x 50 ug de DNA plasmidial.ml"\.
dA = variagio da absorbéncia a 260 nm

d = fator de diluigédo

50 ug de DNA.mI'' = 1 unidade de densidade ptica
38.Conservar a -20°C.

Solugdes:

Acetato de Potassio 5 M pH 4,8

Solugao - I

Glicose 50 mM

Tris-HCI 25 mM, pH 8,0

EDTA 10 mM

Autoclavar durante 15 minutos e adicionar 5 mg de lisozima/ml antes do
uso

Solugéao - II:
NaOHO,2N

SDS 1%
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Prepara-se antes do uso a partir de solugGes estoques de NaOH2 N e
de SDS 10%. Manter a temperatura ambiente pois ¢ SDS precipita em baixas

temperaturas.
TE pH 8,0:
Tris-HCI 10 mM

EDTA 1 mM

3.14 - Digestao de DNA com enzimas de restrigao.

Muitos microrganismos sintetizam um conjunto de enzimas
denominadas endonucieases de restrigdo, cuja fungao é proteger o organismo
degradando o DNA estranho. Cada enzima reconhece uma sequéncia de dupla
cadeia de 4 a 6 nucleotideos. A sequéncia correspondente ao genoma do
microrganismo encontra-se modificada por metilagdo em adenina ou citosina
diferenciando da sequéncia do organismo invasor. O descobrimento deste tipo
de enzimas tem contribuido muito na manipulagéo das moléculas de DNA. Até
1986 cerca de 350 enzimas ja haviam sido isoladas (Kessler & Holtke, 1986).

Existem trés tipos de endonucleases de restrigdo. As denominadas do
Tipo | e HlI apresentam juntas, na mesma molécula protéica, as atividades
modificadora (metiltransferase) e restritiva (endonuclease). Estes dois tipos
requerem para ATP como cofator e reconhecem sequéncias nao metiladas no
DNA. As enzimas do Tipo | cortam o DNA ao acaso e as do Tipo Il o cortam em

sitios especificos.

As enzimas do Tipo |l sdo mais empregadas na manipulagao de DNA.
Trata-se de enzimas que reconhecem sitios especificos em DNA de dupla fita e
apresentam unicamente atividade restritiva (endonnuclease), estando a
atividade modificadora (metiltransferase) correspondente, associada a outra
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proteina. Apesar da diversidade da fonte de isolamento destas enzimas, as
condicbes de reacdo sdo essencialmente as mesmas: DNA incubado a 37°C
em solugéo tampé&o pH 7,5 contendo ions M92 * frequentemente Na ™, e enzima
de restricao. Estas enzimas néo precisam de ATP, porém, sdo dependentes de
Mg2+ e reconhecem sequéncias palindrémicas de 4 a 6 pares de bases,
cortando-as das cadeias de DNA na sequéncia ou perto dela.

As condigbes 6timas de digestao para as diferentes enzimas n&o séo
muitos restritas. Devem considerar-se fundamentaimente duas variaveis:
temperatura e composigéo do tampéo de digestdo. Os requerimentos quanto &
temperatura sdo mais restritos do que a composigao salina. Tem sido proposto
um tampao de digestao adequado a maioria das enzimas de restrigdo. Porém,
na pratica empregam-se basicamente trés tipos diferentes de tampbes de
digestdo, denominados de baixa, média e alta forga idnica. Existem enzimas,
como Sma | e Xba |, que requerem um tampéo especial para as condigdes

dtimas da atividade méxima da enzima em questao.

As digestdes sdo realizadas habitualmente em uma concentragéao de
DNA de 0,1 ug/mi, empregando-se de 2 a 4 vezes a quantidade de enzima
necesséria. Entende-se por 1 unidade de enzima de restrigdo, a quantidade de
enzima necessaria para digerir 1 ug de DNA de fago lambda cI857, em 1 hora
e na temperatura 6tima de digesto. As misturas saoincubadas de 1,5 a 3 horas.

Procedimento:

1.Precipitar 15 ug de DNA em 0,1 volume de acetato de sédio 3 M e
etanol gelado.

2. Incubar durante a noite a -20°C.

3.Centrifugar a amostra a 15000 rpm durante 30 minutos a 4°C.
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4. Lavar o sedimento duas vezes com etanol 70% gelado e licfilizar por

2 minutos.
5.Ressuspender o sedimentc em 80 ul de dgua destilada estéril.

6.Adicionar 10 ul de tampao especifico cada enzima de restrigao, 2,5 ul
de espermidina (0,1 M), 3 ul de enzima de restrigao e 4,5 ul de d4gua destilada
estéril. Para cortar grandes quantidades de DNA com enzima de restrigao sao
utilizados tampdes de digestio especificos para cada enzima de restrigao. No
caso das enzimas Eco Rl e Hind lll foram utilizados os tampdes indicados pela
Amersham. Para a enzima Hind lll foi utilizado o Tampao E4 (Tris-HCI 10 mM,
pH 7.5, NaCl 150 mM, MgCi 7 mM, 2BME 7 mM) e para a enzima Eco Rl foi
utilizado o Tampéao E8 (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, NaCl 80 mM, MgCl 7 mM, 2BME
7 mM).

7.Homogeneizar gentiimente e centrifugar brevemente.
8.Incubar a 37°C durante a noite.

8.Interromper a reagéo pela adigéo de 0,1 volume de acetato de sédio
3 M.

10.Precipitar o DNA digerido com 2,5 volumes de stanol.
11.Incubar a -20°C por 2 horas.

12.Centrifugar a 15000 rpm por 30 minutos a 4°C.

13.Lavar os sedimentos com etanol 70% gelado.
14.Centrifugar novamente a 15000 rpm por 15 minutos a 4°C.
15.Ressuspender em 25 ul de agua destilada estéril.

16.Adicionar 4 ul de glicerol 30% contendo 0,25% de azul de bromofenol.
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3.15 - Eletroforese de DNA

As técnicas eletroforéticas sdo muito utilizadas na separagéo e
identificacéo de fragmentos de DNA e RNA, assim como para seu isolamento a
partir de misturas heterogéneas (eletroforeses preparativas).

As eletroforeses de DNA podem ser realizadas em suportes de agarose
(Helling et al., 1974), acrilamida (Maniatis et al., 1975) ou em géis combinados
agarose-acrilamida. A aplicago mais comum ¢ a separacéo de fragmentos de
DNA de dupla fita em pH neutro. Nestas condigbes, 0 DNA apresenta uma carga
negativa e migra a partir do anodo para o catodo do sistema. A mobilidade
eletroforética dos fragmentos de DNA é dependente do tamanho e pouco
afetada pela composigéo das bases nitrogenadas ou suas sequéncias. Os
fatores determinantes da mobilidade eletroforética s&o os seguintes: Tamanho
e conformacdo do DNA, porosidade do gel ecorrente aplicada durante a
eletroforese (Maniatis et al., 1982).

Para realizagéo de eletroforese em gel de agarose diferentes tamanhos
de géis horizontais sdo utilizados:

a.minigéis: 10,2 x 6,5 cm, com um volume de 30 ml.
b.géis medianos: 15 x 10,7 cm, com um volume de 100 ml.
c.géis grandes: 20 x 18,2 cm, com volume de 150 mi.

A escolha de um ou outro depende do experimento a ser realizado.
Assim, para analise da qualidade, quantidade de DNA e comprovagéo da
digestédo, emprega-se minigéis. Os géis medianos e grandes séo usados para
eletroforeses preparativas e estudo de DNA gendmico. A vantagem dos minigeis
é uma econdmia, pois os volumes do gel e as amostras necessérias sao
menores, bem como o tempo para a eletroforese, que é de 1 hora.
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Nos géis de agarose nativos 0 DNA corre em forma de dupla fita. Sua
migragao é afetada por fatores que foram descritos anteriomente. Paralelamente
a amostra analisada, corre-se diferentes marcadores de peso molecular, na
margem de tamanho em que se esperam os fragmentos testados.

Procedimento:

1.Pesar a quantidade correspondente de agarose (0,8%; e adicionar em

volume correspondente de Tampao TBE.

2.Utilizando um forno de microondas, aquecer até dissolver a agarose,
evitando que restem particulas livres.

3.Esperar esfriar até aproximadamente 50°C e adicionar 0,5 ug/mi
brometo de etidio.

4 Verter a solugdo sobre placa de vidro, selando-se as extremidades
com fita adesiva e deixar a temperatura ambiente por 30 minutos a 1 hora.

5.Colocar o gel em uma cuba de eletroforese e adicionar Tampao TBE.

6.Adicionar as amostras 1/5 do volume de Tampao de Amostra 6x.
Incubar durante 5 minutos em banho a 65°C e encher os pocinhos. No Tampao
de Amostra pode-se empregar glicerol ou ficoll. Em minigéis devem ser
aplicados, normalmente, cerca de 100ng de DNA por banda. Bandas de até 10
ng podem ser detectadas. As amostras que contém fragmentos de restrigao de
DNA sao aquecidas antes de carregé-las no gel, para evitar que os extremos
coesivos {cos) que estdo unidos mantenham os fragmentos unidos durante a
eletroforese, fazendo aparecer bandas artificiais. Isto é especialmente impor-
tante no caso dos marcadores de peso molecular obtidos por restricdo de DNA
de fago lambda, devido a presenga dos extremos cos.

7.Aplicar uma voltagem constante de 20 e 80 V e deixar correr até que
o corante, azul de bromofenol, tenha atingido 2/3 partes do gel. A migragéo
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correta do DNA pode ser seguida visualizando-se o gel em transilumminador
quando for necessério ou mediante os corantes que contem o Tampao de
Amostra.

8.Visualizar o gel através de um transiluminador de luz UV utilizando
6culos que filtrem a luz UV, fotografa-lo com filme Panatomic-x ASA 32 (Kodak).
No caso de querer-se visualizar bandas com pouco DNA, até 1 ng, é necessario
eliminar o bromento de etidio do gel. Consegue-se isto, submergindo-o em
Solugéo de MgS0O4 1mM durante 30 minutos a temperatura ambiente. Quando
se deseja comparar amostras com diferentes conteldos de sais, é importante
corrigir as diferencas, pois a quantidade de sais nas amostras influem na
mobilidade do DNA.

Solugdes:

Tampéao de Amostra:

Azul de bromofenol 0,25%
Glicerot 30%

Tampao TBE:

Tris-borato 0,088 M

Acido bérico 0,083 M

eEDTA 0,002 M

3.16 - Eletroforese de mRNA poli(A) *. Gel de agarose-formaldeido

Os géis de RNA incluem agentes desnaturantes do tipo formaldeido,
hidréxido de metilmercurio ou uréia. A presenga do agente desnaturante no gel
ou na amostra impede que o RNA adote estruturas secundarias. Apenas nessas
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condi¢des a mobilidade do RNA é proporcional ao logaritmo de seu peso
molecular. Além dessa caracteristica, os géis séo basicamente idénticos aos
empregados para a analises de DNA. Os géis horizontais sao preparados nas
mesmas dimensdes que os empregados para DNA. Normalmente emprega-se
géis de agarose 1,5%. Todo material empregado no gel deve ser isento de
RNAses.

Procedimento:

1.Adicionar 2,25 g de agarose NA, livre de RNAse, a 15 ml de
MOPS/EDTA 10x e 130 mi! de dgua DEPC.

2 Aquecer em um forno microondas até que a agarose esteja completa-
mente dissolvida. Esfriar até 65°C e incubar em banho Maria a 65°C.

3.Em uma capela, adicionar 7,65 mi de formaldeido 37%. O formaldeido
dever ter um pH superior a 4,0 e ser adicionado, agitando-se lentamente.

4 Verter a solugdo sobre um suporte de gel selado com fita adesiva.
Deixar gelificar por 30 minutos a 1 hora. A cuba de eletroforese, assim como o
pente devem ser lavados com égua contendo detergente e enxaguados abun-
dantemente em agua DEPC. E conveniente deixé-los incubando a 37°C durante
a noite em agua contendo 0,1% de dietilpirocarbonato, no dia seguinte
enxaguados e Secos.

5.Em uma cuba de eletroforese, adicionar MOPS/EDTA na cuba até o
nivel do gel. Lavar os pocinhos do gel com MOPS.

6.Pipetar em tubos Eppendorf o mRNA poli(A) * (5-10 ug) e adicionar
&dgua DEPC até completar 5,0 ul por amostra.

7.Adicionar 25 ul de Tampéao de Amostra.

8.Incubar a 65°C durante 15 minutos e colocar no gelo.
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9.Adicionar 1 ul de brometo de etidio 10mg/m.

10.Carregar as amostras nos pocinhos e submeter o gel a uma diferenga
de potencial de 1 V/cm durante aproximadamente 18 horas.

11.Ap6s a eletroforese, colocar o gel sobre um transiluminador com
l&mpadas de ultra violeta (302 nm) para ser analisado e fotografado com filme
Panatomic-x ASA 32 (Kodak). Habitualmente os rRNAs s&o empregados como
marcadores de peso molecular, uma vez que os tamanhos de rRNAs vegetais
sdo conhecidos (Dyers, 1979):

rRNA citoplasmatico:
258 13x 10° daltons 3580 nucleotideos
18 § 0,7 x 10° daltons 1926 nucleotideos

12.Recortar do gel a canaleta do padrao de peso molecular e transferi-la
para uma pequena cuba de acrilico.

13.Para corar o padréo, todo formaldeido deve ser eliminado lavando-se
o gel em &gua durante 4 horas e em seguida em acetato de amoénio 0,1 M durante

1 hora.
14.Corar durante 1 hora com brometo de etidio/acetato de amonio.

15.Descorar durante a noite em acetato de aménio 0,1 M e 2BME 0,01
M. Registrar as distancias de migragdo das bandas do padrao.

Solugdes:
MOPS/EDTA 10x:

MOPS0,2M
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Acetato de Sodio 50 mM

EDTA 10 mM

Ajustar o pH 7,0 com NaOH. Apos a autoclavagem a solugdo adquire

cor amarela.
Brometo de Etidio:
1 mg/ml em agua DEPC
Tampao de Amostra:
Formamida deionizada 0,75 ml
MOPS 10 x 0,15 mil
Formaldeido 0,24 m!
Agua DEPC 0,1 ml
Glicerol 0,1 mi
Azul de Bromofenol 10 mg/ml 0,08 ml
Brometo de Etidio/Acetato de Ambnio:
Brometo de etidio 0,5 ug/ml
Acetato de aménio 0,1 M

2BME 0,01 M
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3.17 - Purificagéo de inserto a partir de gel de agarose

Existe uma grande variedade de métodos para recuperacao de DNA a
partir de géis de agarose e acrilamida. Todos eles apresentam basicamente dois
problemas. Em primeiro lugar, a maioria das agaroses &€ contaminada por
polissacaridios sulfatados que podem ser extraidos juntamente com o DNA €
que sao potentes inibidores de muitas das enzimas empregadas posterior-
mente, como endonucleases de restricdao, metiltransferase, ligases, quinases,
etc.. Em segundo lugar, arecuperagao de fragmentos grandes de DNA costuma
ser baixa, cerca de 20%, para fragmentos de 20 Kb ou superior.

O método do papel DEAE-celulose, descrito por Dretzen (1981); tem
sido mais empregado. A simplicidade de manipulagao das amostras e o elevado
rendimento o torna muito adequado. O papel DEAE-celulose em condigdes de
baixa forga idnica apresenta uma elevada afinidade pelo DNA, e o DNA ligado
pode ser recuperado lavando-se o papel com tampéo de elevada forga idnica.
Tem-se empregado na purificagao de DNA linear de tamanhos compreendidos
ente 100 e 5000 bp. Para DNA superhelicoidal, DNA de cadeia simples ou DNA
de dupla cadeia de grande tamanho, os rendimentos sdo pequenos.

Procedimento:
a.Preparagao do papel DEAE-celulose:

Este tratamento se faz necessario para eliminar possiveis impurezas dos
papéis que afetariam a eluigdo do DNA e os processos posteriores.

1.Submergir retangulos de papel DEAE-celulose (DE81) de 1 cm?

durante 2 horas em uma solugdo de NaCl 2,5 M a 4°C. 2.Lavar 3 vezes com
agua destilada estéril e 1 vez com tampé&o TBE por 5 minutos.
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b.Purificagac de DNA:

3.Separar os fragmentos de DNA em um gel de agarose 1% contendo
0,5 ug/mi de brometo de etidio para visualizar-se as bandas com luz UV.

4.Colocando o gel sobre um transiluminador UV de onda longa (302
nm) visualizar os fragmentos. Com um bisturi fazer uma inciséo perpendicular
a banda a ser purificada.

5.Com auxilio de uma pinga, abrir a incis@o e colocar o papel DEAE-
celuiose na mesma altura da banda. Pressionar o gel contra o papel para evitar
a formagao de bolhas.

6.Girar 90° o gel dentro da cuba e prosseguir a eletroforese 7.Com-
provar se todo o DNA aderiu ao papel DEAE-celulose visualizando-o com luz
UV.

8.Retirar 0 papel contendo o0 DNA e coloca-lo em um tubo
Eppendorf. Lavar em agua estéril por 3 vezes.

9.Adicionar 200 ul de Tampao de Eluigdo e incubar durante 30 minutos
a 37°C.

10.Recuperar o tampao, centrifugando por 15 segundos a 15000 rpm a
tempertura ambiente.

11.Adicionar 100 ut de Tampac de Elui¢ao. Incubar durante 15 minutos
a 37°C.

12.Recuperar 0 tampéao centrifugando por 15 segundos a 15000 rpm a
tempertura ambiente.

13.Repetir as etapas 11 e 12.
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14.Adicionar 400 ul de 1-butanol saturado em Tampao de Eluicao, agitar
com Vortex e centrifugar por 1 minuto a 15000 rpm a temperatura ambiente.

15.Eliminar a fase superior alcodlica.

16.Fazer extragdes com fenol saturado com cloroférmio:alcool
isoamflico (24:1) e com cloroférmio-alcool isoamilico (24:1).

17.Adicionar 2 volumes de etano! gelado e incubar a -20°C durante a
noite.

18.Centrifugar a 15000 rpm por 30 minutos a 4°C.
19.Lavar o sedimento com etanol 70% gelado.
20 .Licfilizar por 2 minutos.

21.Ressuspender em 19 ul de dgua destilada estéril. A recuperagao dos
fragmentos lineares oscilam entre 60 a 90%, dependendo do tamanho do DNA.
A recuperag@o de DNA helicoidal, de cadeia simples ou maior que 10 Kb é de
20% ou menos. Os fragmentos purificados por este método sdo utilizados em
reagOes de restrigdo, ligagdo e marcagdo sem que se observe algum tipo de
inibicdo da reagéo.

Solugbes:

Tampéao de Eluvigao:
Tris-HCI| 20 mM pH8,0
EDTA2 mM

NaCl 1,5 M

1-butanol saturado em Tampdo de Eluigéo:
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Misturar 4 volumes de 1-butanol com 1 volume de Tamp&o de Eluig&o.
Agitar com vortex e deixar separar as fases durante 1 a 2 horas.

3.18 - Transferéncia de DNA e mRNA para filtros de nylon

A localizagdo de fragmentos de DNA ou de RNA com homologia a
fragmentos empregados como sondas, por hibridizagdo, € uma técnica fun-
damental em biologia molecular. Tem-se empregado normalmente a técnica de
transferéncia descrita por Southern (1975). O método consiste, basicamente,
em separar 0 DNA em um gel, em coldnias bacterianas ou placas de lise,
desnatura-lo e fixa-lo sobre um filtro de nitrocelulose ou nylon. Normalmente
emprega-se filtros de nitrocelulose, exceto para trabalhos com DNA gendmico,
séo utilizados filtros de nylon (Zeta-Pro!::neTM BioRad, HybondTM Amersham).

Apds a transferéncia, o DNA aderido ao filtro € hibridizado com DNA
marcado com 2P e as sequéncias complementares sao localizadas por autor-
radiografia.

Esta técnica é empregada para localizar sequéncias especificas de DNA
clonado, assim como DNA gendmico digerido com diferentes enzimas de
restrigao.
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3.18.1 - Transferéncia de fragmentos de restricdo de DNA

A técnica de tansferéncia lenta assegura uma elevada eficiéncia do
pProcesso.

Procedimento:

1.Separar o DNA por eletroforese em gel de agarose. Fotografar o gel
colocando uma régua milimetrada na lateral com finalidade de obter uma
referéncia do tamanho real do gel.

2. Transferir o gel para uma cuba de vidro e submeté-lo ao processo de

depurinagdo em HCL.

3.Incubar o gel em Solugdo de Depurinagdo por 15 minutcs a
temperatura ambiente. A depurinagao com HCI tem um efeito de ruptura das
cadeias de DNA facilitando a transferéncia.

4.Lavar em agua destilada estéril para a retirada do excesso de HCL

5.Desnaturagéo. Incubar por 30 minutos em Solugéo de Desnaturagao
a temperatura ambiente. Trocar a solugéo a cada 15 minutos.

6.Lavar com agua destilada estéril.

7.Neutralizar. Incubar por 1 hora em Solugao de Neutralizagao a
temperatura ambiente sob leve agitagio.

8.Transferir o gel para uma Solugio SSC 10x.
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9.Montar o sistema descrito na Figura - 4.

3 retdngulos de papel Whatman 3MM do tamanho do gel embebidos
em SSC 10x.

- 1 retangulo de papel Whatman 3MM do tamanho do gel.

- 1 tira de papel Whatman com a largura do gel e comprimento suficiente
para interligar os dois reservatdrios da cuba de eletroforese utilizada para a
transferéncia.

- vérios retangulos de papel absorvente com altura aproximadamente
de 5 cm de papel absorvente.

- filtro de nylon Hybond N (Amersham).
- 1 placa de vidro 20 x 20 cm.

- 1pesode0,5a 1 Kg. Pode ser utilizado 1 erlenmeyer de 1 litro contendo
aproximadamente 800 ml de agua.

10.0 Tampéo de Transferéncia a ser utilizado é SSC 10x. Envolver todo
o sistema com capa de pléstico para evitar evaporagao.

11.Deixar transferindo durante 8 a 12 horas.

12.Desmaontar o sistema, marcar 0s pocinhos e fazer um corte no filtro
para orienta-io.

13.Lavar rapidamente com solugdo SSC 2x para remover alguma
agarose que possa encontrar-se aderida ao filtro.

14.Secar o filtro a temperatura ambiente.

15.Envelopar em papel Whatman SMM,
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16.Incubar a 80°C durante 2 a 3 horas para fixar 0 DNA. Apds a fixagao
do DNA ao filtro este pode ser conservado por longo periodo de tempo a 4°C
No escuro.

Solugoes:

Solugao de Depurinagao:
HCI0,25 M

Solugao de Desnaturagao:
NaCi1,5M

NaOHO,5 M

Solugao de Neutralizagao:
Tris-HCI 1 M pH 8,0
NaCi1,5M

SSC 10x pH 7,4:

NaCl 1,5M

Citrato trissddico.H20 0,15 M
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Figura - 4 Transferéncia de DNA ou RNA para membrana de nylon.
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3.18.2 - Transferéncia de mRNAs poli(A) + para membrana "Hybond-mAP".

A transferéncia se faz a partir de géis de agarose-formaldeido, des-
naturantes, para permitir a correta medida do peso molecular. Todo o material
deve estar livre de RNAse.

Procedimento:
1.Separar os RNAs em um ge! de agarose-formaldeido.
2.Lavar o gel com agua DEPC duas vezes por 5 minutos.

3.Incubar em uma solugdo de NaOH 50 mM por 20 minutos a

temperatura ambiente.

4 Incubar em uma solugdo de SSC 1x por mais 20 minutos a temperatura

ambiente.

5.incubar em uma solugdo SSC 10x por 30 minutos a temperatura
ambiente. Trocar a solugio a cada 15 minutos.

6.Montar o sistema descrito na Figura - 4.

- 3 retdngulos de papel Whatman do tamanho do gel embebidos em
SSC 10x.

- 1 retangulo de papel Whatman do tamanho do gel.

- 1 tira de papel Whatman com largura do gel e comprimento suficiente
para interligar os dois reservatdrios da cuba de eletroforese utilizada para a
transferéncia.
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- varios retangulos de pape! absorvente com altura aproximadamente

de 5 cm de papel absorvente.
- filtro de nylon Hybond N (Amersham).
- 1 placa de vidro 20 x 20 cm

-1 pesode0,5a1Kg. Pode ser utilizado 1 erlenmeyer de 1 litro contendo
aproximadamente 800 ml de agua.

7.0 Tampao de Transferéncia a ser utilizado é SSC 10x. Envolver todo
o sistema com capa da plastico para evitar evaporagéo.

8.Deixar transferindo durante 8 a 12 horas.

9.Desmontar o sistema, marcar 0s pocinhos e fazer um corte no filtro
para orienta-lo.

10.Lavar com uma solugdo SSC 2x para remover alguma agarose que

possa encontrar-se aderida ao filtro.
11.Secar o filtro a temperatura ambiente.
12.Envelopar em papel Whatman 3MM.

13.Incubar a 80°C durante 2 a 3 horas para fixar o mRNA poli(A) ¥ . Apés
afixagao do RNA aofiltro, este pode ser conservado por longo periodo de tempo
a 4°C no escuro.

Solugdes:
SSC 10x pH 7,4:
NaCl1,5M

Citrato trissodico.2H20 0,15 M
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3.19 - Marcacgao Radioativa do DNA. "Random-primer".

O desenvolvimento das técnicas de marcagao dos acidos nucléicos tem
sido considerado de grande importéncia na investigagéo do DNA recombinante.
Ao longo da dltima década tem sido desenvolvida uma série de técnicas para
incorporar de margao radioativa aos acidos nucléicos com elevada eficiéncia.
Neste trabalho foram utilizadas sondas de DNA marcadas radioativamente para:

-'Southern Blotting": detecgao de DNA fragmentado em gel e transferido
para membrana de nyion.

-"Northern Blotting": detecgdo de mRNA poli(A}) ¥ em gel e transferido
para membrana de nylon.

3.19.1 - "Random-primer".

Na técnica de "Random Primer", sequéncias variadas
dehexanucleotideos produzidos, seja por digestao com DNAse | de DNA de timo
de bezerro ou por sintese de oligonuclectideos, tém sido empregados como
"primers" para preparar copias marcadas tanto de DNA como RNA. Com esta
técnica obtem-se DNA marcado com uma elevada atividade especifica de 1,8 x
10° cpm 3‘?P/ug de DNA empregando um so nucleotideo marcado. Quando sio
utilizados trés nucleotideos marcados consegue-se apenas um pequeno
aumento na atividade especifica (3 x 10 cpm 32P/ug de DNA).

A quantidade de DNA empregado como molde em uma reagéo € de 10
a 25 ng. A incorporagao de radioatividade é da ordem de 70 a 80% em reagdes
de 3 a 4 horas a temperatura ambiente. Consiste em uma técnica ideal para
situagbes como a localizagdo de genes de cdpia Unica em "blots" gendmicos,
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onde requer-se sondas de elevada atividade especifica e baixa concentragao.
O tamanho dos fragmentos marcados oscifa entre 100 a 200 nucleotideos.

Neste trabalho seguiu-se 0 procedimento descrito no manual do Kit
"Multiprime DNA Labelling System" da Amersham (RPN1600Z). A composigao
das solugbes s&o indicadas qualitativamente. Como nucleotideo marcado
emprega-se habituaimente [alfaazP]dCTP com atividade especifica de 3000
Ci/nmol (Amersham PB10204).

Procedimento:

1.Preparar uma solugéo de inserto a ser marcado em uma concentragao
de 25 ug/ml em agua ou Tampao TE.

2.Transferir para um tubo Eppendorf:

-2,5 ul da Solugdo de plasmideo (25 ug/ml).
-20,5 ul de agua estéril.

3.Incubar durante 2 minutos a 100°C e em seguida colocar no gelo.
4 Adicionar

4 ul de solugao dTTP (100 uM),

4 u| de solugdo dGTP (100 uM),

4 ul de solugac dATP (100 uM),

5 ul de Tampao de Reagéo e

5 ul de Solugao "Primer”.

5.Centrifugar brevemente.

6.Adicionar de 30 a 50 uCi de [alfa®P]dCTP.
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7.Adicionar 2 ul de Klenow DNA polimerase (5 U/ul). Agitar lentamente,
pois a enzima pode perder a atividade.

8.Incubar durante 1 a 2 horas em banho Maria a 37°C. A temperatura
e o tempo de reagéo podem ser escolhidos convenientemente, pois a reagao
atinge um maximo de incorporagéo rapidamente e ndo reduz, significativamente
durante até mesmo 24 horas.

9.A partir de 1 hora de reagdo, quantificar a incorporagéo da
radioatividade até aproximadamente 80% e interromper areagdo pela adigéo de
4 ulde EDTA 0,5 M pH 8,0. A partir de 1 hora de reagao, a taxa de incorporagéo
deve ser quantificada até atingir cerca de 80%.

10.Purificar a sonda marcada através de filtragao em coluna de
Sephadex G-50 equilibrada com Tampéo STE.

11.Quantificar a radioatividade e determinar o rendimento da marcagéo.
O rendimento da reagdo de marcagéo é determinado, comparando-se a
radioatividade da solugéo antes e apds a filtragao da sonda marcada através da
coluna de Sphadex G-50.

Solugdes:

Tampao de Reagao:
Tris-HCI 250 mM pH 8,0
MgClz2 25 mM

2BME 0,4%

.HEPES 600 mM pH 6,6

NaOH 1,2 M
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Solugao "Primer":

Hexanucleotideos de sequéncias variadas em uma solug&o aquosa com

BSA livre de nucleases.

3.19.2 -

500 W.

Tampéo STE:
Tris-SCI 10 mM pH 8,0
EDTA 1 mM

NaCl 100 mM

Quantificagao da incorporagéo de radioatividade

Procedimento:

1.Pipetar 1 ul de solugao radioativa em papel Whatman DEAE (1cm2).
2.Secar a temperatura ambiente.

3.Medir a ratioatividade utilizando cintilador.

4 Lavar o papel com Fosfato Dissédico 0,5 M 3 vezes durante 2 minutos.
5.Lavar em agua destilada estéril 3 vezes durante 2 minutos.

6.L.avar em etanol 3 vezes durante 2 minutos.

7.Secar rapidamente com auxilio de uma lampada incandescente de

B.Medir a radioatividade remanescente.
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3.20 - Hibridizagao de sondas de DNA sobre filtros de DNA.

A taxa de hibridizagao para sondas de cadeia simples sobre DNA fixado
a membranas, segue uma cinética de primeira ordem, onde a sonda com-
plementar encontra-se em excesso em relagao a dupla fita formada.

Existe uma relagéo entre a taxa de hibridizagao e o tamanho da sonda,
de sua complexidade molecular (nUmero total de pares de bases em uma
sequéncia nao repetida), da temperatura de hibridizagao, da forga iGnica do
meio, da viscosidade e do pH. A forga ibnica e 0 pH pouco afetam esta relagao.
Sabe-se que, por determinacdo empirica, a taxa méxima de hibridizagdo emuma
solugdo ocorre aproximadamente a 25°C, pouco abaixo da temperatura de
dissociagéo (Tm) do duplex. A Tm de uma molécula de DNA é aquela na qual
a metade dos duplex encontram-se dissociados (Britten & Kohne, 1866). Isto é
verificado para sondas de tamanho superior a 150 bp (Cox et al., 1983). Esta
temperatura stima com méxima taxa de reassociagéo € muito mais baixa para
sondas curtas, menores que 100 bp (Brahic & Haase, 1978).

A taxa de hibridizagéo pode aumentar em solugdes e em hibridizagbes
sobre DNA fixado a membrana empregandc-se polimeros de dextrano
amoniacos, como por exemplo sulfato de dextrano 500. Em hibridizagoes sobre
membrana o efeito do sulfato de dextrano é mais acentuado para
polinuclectideos de tamanho superior a 250 bp e ndo tem efeito apreciavel sobre
oligonuclectideos de 14 bp (Maniatis, 1982). O incremento da taxa de
hibridizag&o é cerca de 3 vezes para hibridizagdes sobre membrana quando se
usam sondas de DNA de cadeia simples e da ordem de 100 vezes quando se
trata de sondas de DNA de dupla fita.

Dado que, a concentragdo da sonda é um fator decisivo na taxa de
hibridizagdo, é recomendavel empregar volumes pequenos, por exemplo
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hibridizando em bolsas de plastico seladas. Isto reduz a quantidade de sonda
necessaria e consequentemente a periculosidade de sua manipulagéo.

Aformagao de hibridos é um processo reversivel que depende de varios
fatores, por isso é importante ajustar as condigdes de hibridizagao em torno do
ponto 6timo, a fim de que haja discriminagéo entre hibridos perfeitos e imper-
feitos. A estabilidade do duplex pode ser determinada através da Tm que
depende da forga iénica do meio de hibridizagao, basicamente da concentracao
de Na* dada em mol/i. Sabendo-se a composigao de bases dada pela % de
Guanina + Citosina, o comprimento do duplex (n), a concentragéao de elemen-
tos desestabilizadores da hélice, como a forrmamida, e que a solugéo de SSC
contem 0,195 M Na ™ ,(Maniatis, 1982) existe estabelecido a seguinte expressao
para quanitificar a influéncia destes fatores para sondas maiores de 50 bp:

Tm = 81,5°C + 16,6logM + 0,4(%G +C) - 500/n - 0,7 (%formamida)

Para hibridos de tamanho superior a 150 bp a Tm do DNA duplex
decresce em 1°C por cada 1% de pares de bases dissociadas (Bonner et al.,
1973).

O uso de formamida na solugdo de hibridizagao reduz a Tm em 0,7°C
a cada 1% de fomamida. Isto permite reduzir a temperatura de hibridizagéo para
evitar os problemas causados pela evaporagdo em sistemas néo selados,
aumentando a taxa de hibridizagao cerca de 2 a 3 vezes.

Desta forma, a severidade da hibridizagdo ("stringency") deve ser ajus-
tada fixando-se a concentragdo de sal e/ou a de formamida e variando a
temperatura. A estringéncia pode ser ajustada tanto durante a hibridizagéao
quanto na lavagem. Em algumas aplicagdes é conveniente fazer a hibridizagao
corn pouca estringéncia e aumentando-a durante a lavagem. Desta forma é
possivel a detecgdo de sequéncias relacionadas e também seguir a eficécia de
cada lavagem na eliminagao destas sequéncias.
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Procedimento:
a.Pré-hibridizacao:

1.Colocar o filtro em um saco de polietileno e selar trés lados de modo
que estejam ajustados ao filtro.

2.Adicionar Solugéo de Pré-hibridizagdo. O volume de hibridizagdo deve
ser o menor possivel para aumentar a0 maximo a concentragdo da sonda.
Normalmente emprega-se o volume de 0,08 ml de solugao de hibridizagao para
cada cm? do fiitro quando se pré-hibridiza e 0,05 mi/fem? quando se hibridiza.

3.Retirar as bolhas e selar completamente.

4.Incubar durante 10 a 12 horas a 42°C, ou a temperatura correspon-
dente ao Tm da sonda utilizada, sob leve agitagao.

b.Hibridizagao:

5.Cortar um dos cantos do saco de polietileno e drenar o maximo
possivel a Solugéo de Pré-hibridizagao. E importante ndo permitir que o fitro
seque, 0 que acarretaria aumento no "back-ground" radioativo do filtro.

8.Adicionar nova Solugéo de Pré-hibridizagéo (0,05 ml/crnz).
7.Retirar as bolhas.

8.Desnaturar a sonda de DNA em banho Maria fervente durante 5
minutos e colocar no gelo. Probes de fita Gnica como RNAs € M13, nédo
necessitam de desnaturagdo. Usualmente utiliza-se sondas de atividade
especifica entre 10° a 108 cpm/ug.

9 Adicionar a sonda e selar novamente.
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10.Incubar durante a noite a 42°C, ou a temperatura correspondente ao
Tm da sonda utilizada, sob leve agitagao.

c.Lavagem:

11.Cortar um dos cantos do saco de polietileno e descartar a solugéo
de hibridizago.

12.Retirar o filtro e incubar durante 15 minutos em 200 ml de Solugéo
SSC 2x contendo 0,1 % de SDS a temperatura ambiente, sob leve agitagéao.

13.Repetir a lavagem anterior.

14.Para maior estringéncia, incubar durante 1 hora a 60°C em Solugéo
SSC 0,1x acrescida de 0,1% de SDS, sob leve agitagéo.

15.Lavar o filtro brevemente em Solugao SSC 2x.

16.Embrulhar e selar em filme de PVC. No caso de utilizagao do filtro
para re-hibridizagéo, o filtro deve ser guardado embrulhado em filme de PVC e
selado. Quando nao ha necessidade de reutilizagdo do filtro, este dever ser seco
e exposto a filme de Raio X resultando em maior intensificagdo da marcagéo.

17.Expor o filtro a filme de Raio X (Kodak X-O mat RP) em cassete
radiogréafico munido de intensificador. Colocar a
-70°C. A exposigdo a -70°C, na presenca de intensificadores aumenta cerca de
8 a 10 vezes a sensibilidade do filme devido ao prolongamento da reflexao da
fluorescéncia.
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Solugdes:

Solugéo de Pré-hibridizagdo:

Solugao de SSC 6x

Sulfato de Dextran 2,5%

Molico 0,5%

SDS 0,2%

DNA de Esperma de Salmao 250 ug/mi

Filtrar a solugéo em papel Whatman 3MM

SSC 10x pH 7,4:

NaCl 1,5 M

Citrato trissddico.2H20 0,15 M

Solugéo de DNA de Esperma de Salmao:

1.Dissolver 10 mg de DNA de esperma de salmao/ml de agua.
2.Agitar durante 2-4 horas utilizando agitador magnético .

3.Fragmentar o DNA submetendo-o a diversas passagens atraves de
agulhas 19, 23 e 25.

4 Adicionar RNAse 20 ug/mi durante 1 hora a temperatura ambiente.

5.Adicionar pronase ou proteinase K 50 ug/ml durante 3 horas a 37°C.
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6.Extrair com fenol, fenol saturado com cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1) e cloroférmio:alcool isoamilico (24:1).

7.Adicionar 0,1 volume de Acetato de Sédio 3 M.
8.Precipitar o DNA com adig&o de 2 volumes de etanol.
9.Lavar o sedimento com etanol 70%.
10.Ressuspender em TE.

11.Dialisar contra TE.

12.Medir a concentragao.

3.21 - Hibridizagao de sondas de DNA sobre filtro de RNA

Procedimento:

O procedimento para hibridizagéo de DNA sobre fitro de RNA € ©
mesmo descrito para filtro de DNA,

3.22 - Densitometria

A quantificagdo de mRANA poli(A)* pode ser determinada através das
intensidades das bandas no fiime de Raio X. Neste procedimento utilizou-se um
densitdmetro Ultroscan XL (Enhancer Laser Densitometer - LKB).
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4 - RESULTADOS

4.1 - Determinagao do padrao eletroforético da enzima ADH.

O padréo eletroforético da ADH foi determinado atraves de eletroforese
em gel de amido 12%. As linhagens homozigéticas apresentam isoenzimas do
tipo rapida FF (Figura - 5, canaleta 1) ou do tipo lenta SS (Figura - 5, canaleta
3). Padrées apresentando as duas formas isoenzimaticas (FF e SS) e uma
terceira forma hibrida (FS) podem ser encontrados em materiais heterozigotos
(Figura - 5, canaleta 2). A banda hibrida, intermediéria, provém da formagéo de
dimeros do tipo FS. Essas isoenzimas constituem formas intragénicas. Quando
linhagens homozigoticas de milho do banco de germoplasma do Departamento
de Genética e Evolugdo - Instituto de Biologia - Universidade Estadual de
Campinas (Tabela - 3) foram caracterizadas, quanto ao padréo eletroforético
dos isoalelos da ADH, a existéncia dos dois isoalelos, tipicos da ADH, puderam
ser observados entre as linhagens. Um deles, do tipo Adh1-F, formando dimeros
do tipo FF proximos do eletrodo positivo e outro, do tipo Adh1-S, formando
dimeros SS préximos do eletrodo negativo. A maioria das linhagens analisadas
apresentaram o padréo tipo FF. Somente a linhagem CDwxwx apresentou
isoenzimas do tipo Adh1-SS. Para confirmar esse padrao, a linhagem CDwxwx
foi cruzada com a linhagem CAT-100-1 e sementes F1 foram analisadas. Como
pode ser visto na Figura - 5, canaleta 2, o F1 apresentou trés bandas de ADH:
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Figura - 5 Zimograma do sistema génico Adh1 de milho em gel de
amido-12%. A indugdo anaerdbica do escutelo resulta na expresséo de
polipeptidios que dimerizam aleatériamente. (1) ADH1-FF (CAT100-1), resul-
tante da expresséo génica do alelo Adh1-F, (2) ADH1-FS [F1(CAT100-1 x
CDwxwx)] discriminagao eletroforética dos trés tipos de dimeros. A razéo de
atividade enzimatica 1:2:1 representa realmente o nivel protéico resultante da
dimerizagéo aleatdria dos polipeptidios expressos dos isoalelos Adh1-S e Adh1-
F intracelular. (3) ADH1-SS (CDwxwx) resultante da expressao génica do alelo
Adh1-S (Freeling & Scwartz, 1973). (4) ADH1-0 (2F11) nenhuma atividade
enzimética é revelada pelo mutante (DOring,H-P et al., 1984). (5) ADH1-FF
(Linhagem de calos embriogénicos friaveis CAT100-1) nota-se um padrao de
bandeamento eletroforético idéntico ao da linhagem que deu origem a cultura
de tecidos. (6) ADH1-FF (A188) linhagem de milho norte americano (Brettell et
al., 1986).
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uma do tipo ADH-FF, resultante da interagdo entre polipeptidios correspon-
dentes a expresséo do alelo Adh1-F herdado do parental CAT-100-1 (Figura -
5, canaleta 1). Uma segunda banda do tipo ADH-SS resultante da interagao dos
polipeptidios correspondentes a expresséo do alelo Adh1-S herdado do parental
CDwxwx (Figura - 5, canaleta 3) e uma terceira banda, intermediéaria, resultante
da interagéo de polipeptidios S e F.

Para comparar os padrfes eletroforéticos, obtidos para as nossas
linhagens, com aqueles descritos na literatura para linhagens de milho
americano, a linhagem A188 foi incluida em nossas andlises. Essa linhagem
apresentou o padréo tipico FF, idéntico aos padrbes FF apresentados pelas
linhagens de nosso banco de germoplasma (Figura - 5, canaleta 6).

Como controle negativo foi utilizado o mutante Adh1-2F11. Como pode
ser visto na Figura - 5 canaleta 4. O mutante ndo apresentou atividade enzimatica
correspondente a ADH.

Amostras de calos embriogénicos friaveis, derivados da linhagem
CAT100-1, foram avaliadas quanto a atividade da ADH. Os calos apresentaram
padréo idéntico aquele observado para amostras de escutelo da linhagem da
qual se originaram (Figura - 5, canaleta 5). E interessante notar que as amostras
de calos apresentam bandas intensas de ADH, possivelmente devido a indugao
da enzima proporcionada pela presenga de 2,4 D no meio de cultura (Jacobs
et al., 1985).

89



4.2 - Selegéo de linhagens de calos deficientes em ADH.

4.2.1 - Efeito do alcool alilico sobre o crescimento de microcalos.
Determinagao da taxa de sobrevivéncia e Iso.

As caracteristicas de friabilidade e uniformidade de resposta da lin-
hagem de calos CAT-100-1 foram fundamentais para a condugéo dos ex-
perimentos de selegdo. Essas caracteristicas mantiveram-se constantes,
durante as subculturas. Durante os experimentos de avaliagdao do efeito do
alcool alflico e selegdo de linhagens tolerantes néo foram observadas alteragdes
macroscopicas de textura ou cor dos calos.

O material utilizado para os estudos do efeito do alcool alilico e sele¢éo
de linhagens tolerantes consistiu de microcalos preparados a partir de calos
embriogénicos fridveis (Figura - 6). Esses microcalos consistem de centros
meristematicos que se caracterizam por apresentar céiulas arredondadas,
citoplasmas densos e paredes celulares reduzidas, tipicas de tecido com alta
taxa de divisdo celular e embriogénese. Ao microscopio Optico, os inimeros
centros meristeméaticos de um calo sdo circundados por células maiores,
vacuolizadas, com citoplasmas mais transicidos, e de paredes celulares espes-
sas, caracteristicas de células diferenciadas e ndo embriogénicas (Fukuda &
Komamine, 1985).

Os microcalos foram obtidos através da agitagado dos calos
embriogénicos fridveis em meio liquido. Durante este processo, ocorrem
mudangas estruturais no calo maduro. Os nlcleos meristeméticos desprendem-
se da massa total do calo e sdo liberados no meio liquido. Apds dupla filtragem,
obteve-se microcalos medindo entre 250 a 500 um de didmetro, 0s quais foram
utilizados nos experimentos.
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Figura - 6 (A) Linhagem de calos embriogénicos friaveis CAT100-1 em
meio de manutengdo CM-1. (B) Linhagem de microcalos CAT 100-1 medindo
de 150 a 250 um de didmetro em meio liquido SM-1, 3g de calos embriogénicos
friaveis CAT100-1 foram transferidos para um erlenmeyer de 125 ml contendo
50 ml de meio SM-1. Apds trés dias de incubagéo a 26°C e sob agitagéo orbital
constante, o material foi duplamente filtrado. (C) Efeito do &lcool alilico sobre o
crescimento de microcalos em meio CM-1, contendo 0, 25, 30, 35, 40 e 45 uM
de &lcool alilico, 3 a 4 semanas apods o indculo. (D) Microcalos apresentando
crescimento normal em meio de cultura sem o agente seletivo. (E) Microcalos
ADH-deficientes tolerantes a 45 uM de élcool alilico.

91



4.2.2 - Anélise dos microcalos lolerantes as altas concentragoes de alcool
alilico.

Para verificar se a tolerancia dos microcalos tolerantes ao élcool aiilico,
era devida a auséncia de atividade da ADH, cada um deles foi analisado quanto
a atividade da enzima através de "dot blot" (Figura - 8). A maioria dos microcalos
sobreviventes nas concentragdes de 35, 40 e 45 uM de alcoo! alilico apresentou
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Tabela - 4 Taxa de sobreviéncia de microcalos em meio CM-1 contendo diferen-

tes concentracdes de alcool alilico.

[4lcool alilico] n® repetigbes Sobrevivéncia®

(uM) %  dp

0 6 824 21 a

10 6 78,8 1,4 a

15 5 80,5 28 a

20 ) 79,1 32 a

25 6 80,1 34 a

30 6 78,2 46 a

35 5 11,0 2,2 b
40 6 48 3,9 c
45 6 1,1 1,2 c

* Calculada como o nimero de microcalos sobreviventes em relagdo ao nimero de microcalos pla-

queados.
** Teste Tukey a nivel de 5% de probabilidade. Médias com letras iguais nao sao diferentes significativa-

mente.

93



8
/

| | | | | | | | J
1 | | I | ] I ] i

0 10 15 20 25 30 35 40 45 wiwanw

@ cobiics sehvagens A somacione 42-B35 O somacione 36E3 4 somackone 01-D45
A somocions 39-D40

B womacions 30Da0 O somacione 56-C35

Figura - 7 Efeito seletivo do é&lcool allico sobre o crescimento de
microcalos CAT-100-1. A porcentagem de sobrevivéncia representa a média em
relag&o ao controle [0 uM Alcool Alilico]. A concentragéo de 32,5 uM de Alcool
Alilico inibe 50% do crescimento dos microcalos de células selvagens (lso =
32,5 uM de Alcool Alllico). Os somaclones 30-D40, 39-C35, 36-E35, 56-C35 e
01-D45 apresentaram lsp superior a 37,5 uM de Alcool Alilico.
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Figura - 8 Andlise individual dos microcalos tolerantes a altas concentragbes de
alcool alilico. (A) Amostras extraidas de escutelos induzidos da CAT100-1 e (B) 2F11.
(C) Microcalos CAT100-1 apds 45 dias meio CM-1 sem élcool alilico. (D a H) Amostras
extraidas de microcalos CAT100-1 tolerantes a 35, 40 e 45 uM de élcool alilico. Cada
mancha escura resulta da atividade da ADH em 1 ul de extrato quando revelado

especificamente. A seta indica a diregéo e sentido de aplicagao das amostras no papel
Whatman 3MM.

95



atividade normal de ADH. Entretanto, alguns microcalos apresentaram atividade
de ADH muito baixa ou nula. Estes resultados indicam a existéncia de células
capazes de tolerar o &lcool allico no meio de cultura, mesmo apresentando
atividade normal de ADH, enquanto que outros apresentaram tolerancia con-
comitantemente com a alteragdo da atividade da enzima. Para evitar possiveis
escapes durante a derivagdo, através de repiques subsequentes dos
somaciones em meio seletivo, foi utilizado o método de "dot blot" para verificar
a atividade da ADH e repicando-se apenas os microcalos que ndo apresentavam
atividade da enzima.

Os microcalos, assim selecionados, foram ampliados através de sub-
culturas sucessivas, em meio ndo seletivo, sendo que a cada subcultura, o
material foi analisado quanto a atividade da ADH. Desta forma, obtivemos
quantidade suficiente de material para os experimentos subsequentes. Estes
somaclones, apds varias subculturas, foram utilizados para a preparacéo de
microcalos, os quais foram plagueados em meio CM-1, contendo 0, 35, 40 € 45
uM de alcool allico, para verificar a estabilidade da toleréncia ao agente seletivo.
Microcalos sensiveis foram utilizados como controle (Figura - 9).

As taxas de sobrevivéncia apresentadas nas Tabelas - 4 e 5 foram
calculadas de maneira diferente. Na Tabela - 4 a taxa de sobrevivéncia foi
calculada como a razé&o entre a quantidade de microcalos sobreviventes ao final
de 30 dias, (T30) e a quantidade de microcalos inoculados no inicio do
experimento (T0). Na Tabela - 5 a taxa de sobrevivéncia foi calculada como a
raz&o entre a quantidade de microcalos sobreviventes em uma determinada
concentragao apds 30 dias (T30) e a quantidade de microcalos sobreviventes
no mesmo periodo no controle. Essas duas estimativas s&o equivalentes, pois
verificou-se uma correlagdo de 0,988 entre elas para as concentragbes de 35,
40 e 45 uM.

Nem todos os somaclones, inicialmente ampliados a partir de
microcalos tolerantes a 35, 40 e 45 uM de alcool alilico, mantiveram essa
caracteristica estabilizada apds vérias subculturas em meio nédo seletivo.
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Figura - 9 Estabilidade da tolerancia a altas concentragbes de alcool alilico (0,
25, 30, 35, 40 e 45 uM). (A) Somaclone 39-C35 ap0s a selegao e amplificagao tolerante
a até 45 uM de élcool alilico. (B) Linhagem de microcalos CAT100-1 controle, sensivel

as concentracoes de 35, 40 e 45 uM de élcool alilico.
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Tabela - 5 Taxa de sobrevivéncia de somaclones tolerantes ao alcool alilico sub-

metidos a diferentes concentragées de alcool alilico.

Somacione Sobrevivéncia (%)*

[alcool alilico]
35 uM 40 uM 45 uM Media

*k

30-D40 88,1 75,0 32,1 650 a***
39-C35 94,3 50,1 20,5 550 ab

36-E35 77,9 66,5 39,1 61,2 ab

42-B35 91,3 47,7 20,8 52,3 b

56-C35 63,0 447 13,6 40,4 c
01-D45 55,8 45,7 12,6 38,0 c
04-A40 20,8 15,7 8.8 15,1 d
01-B40 36,2 8,2 0,5 15,0 de
Controle 11,5 4,2 0,6 55 def
07-A35 22,7 0,7 0,0 7,8 def
17-B35 12,3 4,0 0,5 5,6 def
43-C35 11,5 1,4 0,0 4,3 def
0-D40 13,9 29 0,4 5,7 def
13-E35 9,8 3.6 0,0 4,5 def
05-E40 13,8 2,3 0,0 5,4 d e f
22-C40 11,5 0,9 0,0 4,1 e f
20-A35 3,4 1,9 0,0 2,0 f
07-D40 9,1 1,7 0,0 3,6 f

* A taxa de sobrevivéncia foi calculada com base no nimero de microcalos sobreviventes em uma deter-
minada concentragio de &lcoo! allico em relagdo ao controle, 30 dias apos o plagueamento.

# Valor médio de tres repetigbes

»* Tasta Tukey a nivel de 5 % de probabilidade. Médias com letras Iguais néo séo diferentes significativa-

mente.
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Utilizando-se o Teste de Tukey, foi possivel classificar dois grupos distintos de
somaclones. Um primeiro grupo, constituido por 6 somaclones considerados
tolerantes ao alcool alilico, apresentou média de sobrevivéncia entre 65,0 a
38,0%. O segundo grupo, de 11 somaclones, apresentou média de
sobrevivéncia entre 15,1 a 3,6%, comportamento semelhante ao controle. A
derivacdo de somaclones, através do metodo de “dot blot", pode resultar em
selecd0, que ndo necessariamente corresponda a toleréncia ao alcool alilico.
Isto pode ser explicado de acordo com o nivel de sensibilidade do método.

A tolerancia ao alcoo! alllico, nos somaclones selecionados, pode ser
consequéncia de alteragbes nos mecanismos de regulag&o, ocorrendo uma
diminuicao da transcricdo efou tradugdo e consequentemente queda da

atividade enzimética.

Além disso, é possivel que tenham ocorrido alteragbes a nivel de
estrutura génica, havendo a dimerizagéo natural dos polipeptideos, porém com
alteragdes a nivel de sitio ativo da enzima.

4.3 - Variagao somaclonal ocorrida no gene da Adh1.

4.3.1 - Andlises bioquimicas.

4.3.1.1 - Atividade especifica da ADH.

Com o objetivo de verificar se a tolerancia ao alcool alilico apresentada
de forma estavel pelos somaclones foi devido a alteragOes na expresséo da
ADH, e ndo a outros fatores, foi feita a determinagéo da atividade especifica da
ADH. Desta forma, excluiu-se fatores tais como, permeabilidade da membrana
citoplasmatica e/ou via metabdlica alternativa de degradagéo do alcool alilico.
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Como pode ser visto na Tabela - 6, os somaclones tolerantes apresen-
taram uma redugao na atividade especifica da ADH que variou entre 2,5 a 12,7
vezes em relagdo ao controle. Embora bastante reduzida, a atividade de ADH
encontrada nos somaclones tolerantes ao alcool alilico, poderia ser suficiente
para produzir acroleina, e matar as células. Entretanto, como pode ser visto na
Figura - 10, quando analisados em eletroforese em gel de amido, esses
somaclones ndo apresentaram bandas de atividade correspontente a Adh1-F.
Portanto a atividade encontrada poderia ser devido a outras isoenzimas de ADH
(Shimamoto & King, 1983 e Widholm & Kishinami, 1988) com menor eficiéncia
de transformagéo de alcoo! alilico em acroleina e que ainda teria algum poder
de redugéo do etanol na reagao.

Comparando-se 0s resultados da Tabela - 6 com aqueles da Tabela -
5, verificamos que aqueles somaclones apresentaram maiores taxas de
sobrevivéncia na presenga de alcool alilico e atividade especifica da ADH
reduzida. Ao contrério, o controle apresentou baixa taxa de sobrevivéncia na
presenca do agente seletivo e alta atividade especifica para a ADH. Estas
caracteristicas foram inversamente proporcionais, quanto maior a taxa de
sobrevivéncia, menor a atividade especifica da ADH.

Durante o processo seletivo, comprovadamente o alcool alilico interferiu
na viabilidade celular, sem que houvesse alguma barreira a sua difusdo ou via
metabdiica alternativa para os somaclones descritos na Tabela - 6, ficando
demonstrado assim a efetividade do alcool alllico em sistemas de selegdo para
obtengdo de somaclones ADH-0 em milho.

4.3.1.2 - Inibigao enzimatica.

Para verificar se a diminuigdo da atividade da ADH dos somaclones foi
devido a presenga de um inibidor, ensaios para a determinagéao da atividade
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Tabela - 6 Atividade especifica da ADH dos somaclones tolerantes ao aicool

alilico.
Somaclone Atividade Proteina Ativida de Especifica
u.mi?! ug.ml™ U.ug 'mi? (dp)
39-C35 118,12 17.08 6,80 0,25
42-B35 138,28 17,61 7,75 0,18
01-D45 53,01 14,89 3,48 0,36
56-C35 123,12 18,07 6,91 0,49
36-E35 763,07 44,00 17,61 1,11
30-D40 155,17 23,37 6,64 0,47
Controle 017,87 20,44 44 15 1,39

Cada valor representa a média de trés repeticdes.
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Figura - 10 Caracterizagdo a nivel eletroforético dos somaclones da linhagem
CAT100-1. (1) F1(CAT100-1 x CDwxwx) e (2) 2F11 amostras extraidas de escutelo
induzido. (3) Linhagem de calos CAT100-1. (4) 39-C35. (5) 42-B35. (6) 1-D45. (7) 56-C35.
(8) 36-E35. (9) 30-D40. Eletrorese em gel de amido-12%
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enzimaética foram conduzidos, misturando-se na proporgao de 1:1, extratos dos

somaciones com aqueles do controle.

Caso o extrato de um determinado somaclone apresentasse algum
inibidor, seria de se esperar que a atividade da ADH, fornecida em cerca de 90%
pelo extrato do controle, diminuiria ao longo do tempo de incubagéo durante os
experimentos. Na auséncia de um inibidor enddgeno, a atividade da mistura
deveria corresponder a somatéria das atividades dos dois extratos.

Como pode ser visto na Tabela - 7, as atividades encontradas nas
misturas de extratos de todos os somaclones, corresponderam a aproximada-
mente a somatdria das atividades, ndo tendo sido observada queda de atividade
ao fongo do tempo.

A andlise estatistica dos resultados revelou que, as diferengas devido
ao tempo ou a interagéo entre tempo-extrato ndo foram significativas. Assim
demonstrou-se que a redugdo na atividade da ADH nos somaclones tolerantes
ao alcool allico, ndo se deve ao aumento na concentragao do inibidor enddgeno
da enzima descrito por Lai & Scandalios (1977 e 1982).

4.3.1.3 - Cinética enzimatica.

A afinidade da enzima por seu substrato foi avaliada através do estudo
das propriedades cinéticas da ADH de cada somaclone € da linhagem controle
(Tabela - 8). Como deveriamos esperar, as Vmax determinadas para os
somaclones s&0 menores que a do controle. Comparando-se 0S Kms
verificamos que n&o existem diferengas significativas entre os resultados,
demonstrando assim que, a ADH dos somaclones tolerantes ndo possui
alteracdo em seu sftio ativo que pudesse acarretar modificagbes na afinidade
pelo seu substrato (Tabela - 9). Desta forma ficou demonstrado que, as
alteragdes da atividade da ADH nos somaciones tiveram origem a nivel de
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Tabela - 7 Atividade da ADH de extratos controle (CAT-100-1) acrescidos na
proporgao de 1:1 de extratos dos somaclones tolerantes ao alcool alilico.

Extrato Atividade (U.mI™)

0 seg. 30 seg. 60 segq.
CAT-100-1 898,3" £56,3 834,6
CAT-100-1 + 39-C35 1005,3 984,6 953,6
CAT-100-1 + 42-B35 1114,6 1084,3 1078,3
CAT-100-1 + 01-D45 945,0 918,0 889,0
CAT-100-1 + 56-C35 1123,3 1081,0 1057,0
CAT-100-1 + 36-E35 1736,0 1714,0 1685,6
CAT-100-1 + 30-D40 1128,3 1110,0 1085,3

*Cada medida representa o valor médio de trés repeticdes.
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Tabela - 8 Velocidade méaxima e Km da ADH extraida da linhagem CAT-100-1 e

dos somaclones resistentes ao alcool alilico.

Material Vmax Km

U.ml".seg'1 (dp) uM (dp)
39-C35 133,98 1,9 306,1 14,7
42-B35 168,2 2,2 2976 14,5
01-D45 64,1 0,3 467,4 6,8
56-C35 137,9 1,7 285,7 12,5
36-E35 896,0 15,7 374,9 21,4
30-D40 183,0 1,6 391,6 10,7
Conuole 1038,7 16,2 296,6 15,1
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Tabela - 9 Teste " dos resultados do experimento de determinagao e
comparagéo dos Kms dos somaclones em refagdo do controle (Tabela - 8).

Somaclones x Controle t Grau de liberdade t*
efetivo

CAT-100-1 x 39-C35 0,782 3,99 2,776
CAT-100-1 x 42-B35 0,080 1,08 12,706
CAT-100-1 x 01-D45 17,891 2,77 3,182
CAT-100-1 x 56-C35 0,960 3,87 2,776
CAT-100-1 x 36-E35 5,223 3,6 2,776
CAT-100-1 x 30-D40 8,881 1,80 4,303

Foi aplicado o Teste “t" de acordo com a metodologia para amostras independentes com varidncias
diferentes (Steel & Torrie, 1980).
*Nivel de significéincia a 5%.
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controle de sua express&o, e ndo a nivel estrutural que causasse de modificagao
das propriedades cinéticas da enzima. Conforme demonstrado por Doring et al.
(1984) mutantes de ADH, devido a inser¢ao do elemento Ds, embora apresen-
tem o peso molecular do mRNA alterado, decorrente da transcrigéo da insergao,
a atividade da enzima ndo é completamente nula.

4.3.2 - Andlise molecular.

4.3.2.1 - Alteragao da transcrigao ("Northern Blotting").

Uma vez constatado que, a redugdo na atividade da ADH dos
somaciones tolerantes ao &lcool alilico, nao foi devido a alteragbes nas
propriedades cinéticas da enzima ou pela presenga de inibidor, foram feitas
algumas andlises moleculares para detectar possiveis altera¢des na estrutura
e expressao do gene da ADH. Primeiramente foi determinado o contelido de
mRNA especifico da Adh1, através de "Northern Blotting" de amostras de calos
frescos mantidos em meio CM-1.

O RNA total foi extraido de amostras de calos, filtrado através de
membrana Hybond-MAP e o mRNA poli(A) * foi eluido em dgua DEPC, incuban-
do-se a membrana a 70°C por 5 minutos. A concentragdo de mRNA poli(A) *
foi determinada e o grau de purificagdo foi obtido, comparando-se com a
quantidade de RNA total extraida (Tabela - 10).

A eletroforese da fragdo de mRNA poli(A) * foi conduzida, aplicando-se
5 ug de RNA de cada amostra em um gel de agarose 1%. ApoOs a eletroforese,
o gel foi analisado com o auxilio de luz ultravioleta, observando-se em todas as
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Tabela - 10 Concentracdo de RNA total e RNA poli(A) * em amostras de

calos da linhagem Cat-100-1 e dos somaclones resisténtes ao alcool

alilico.
Material Peso fresco RNA total RNA poli{A)

d A2e0/A280 Ug Azgo/a280 ug % do total
39-C35 2.4 2,0 1.301 1,7 121,7 18,7
42-B35 3,3 2,0 844 1,8 148,3 176
01-D45 2,7 1,9 553 1,7 56,8 10,3
56-C35 3,2 2,0 1.285 1,7 206,6 16,1
36-E35 3,3 1,9 1.581 1,9 2297 14,5
30-D40 40 1,9 1.246 1,8 189,4 15,2
Controle 2,2 19 1.081 1,8 196,6 18,0
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amostras duas bandas correspondentes as unidades 18S e 255 de RNA
ribossomal, que normaimente sdo abundantes em extratos de RNA total de
eucariotos, & que aparecem em pequena proporgao na preparagao de mRNA
poli(A) + (Figura - 11). Essas bandas podem ser utilisadas como marcadores
de peso molecular, pois a unidade 185 mede aproximadamente 1,9 Kb e a
unidade 28S aproximadamente 3.6 Kb (Dyers, 1979).

Os RNAs poli(A) + resolvidos no gel de agarose foram transferidos para
membrana Hybond-mAP, utilisando-se o sistema de fluxo direcionado por

capilaridade.

Um fragmento de DNA, correspondente ao gene da ADH clonado no
plasmidio pBR322, foi digerido com a enzima de restrigdo Hind Il (Pharmacia)
e o inserto pH2,3 foi purificado através de eletroforese em gel de agarose 1%
(Figura - 12). Apds a eletroforese, o inserto foi removido com papel DEAE-
celulose, eluido com tampdo (Tris-HCI, EDTA e NaCl), e marcado com
[alfa32P]dCTP, obtendo-se uma marcagao de 2,76 x 108 CPM/ug de inserto,
correspondendo a um rendimento de aproximadamente 80%. O filtro de mRNA
poli(A) + foi hibridizado com a sonda pH2.3 a 42°C durante a noite, lavado e
exposto por 6 dias a filme de Raio X (Siegel, 1986) (Figura - 13).

Na analise do "Northern Blotting", o controle de hibridizagao (Figura -
13, canaleta - 1) apresentou duas bandas. Uma banda intensa correspondente
ao fragmento de 2,3 Kb, enquanto que uma segunda, de menor intensidade,
apresentando 4,4 Kb, demonstrou baixa homologia com a sonda. Esta banda
corresponde ao fragmento do plasmidio pBR322.

A linhagem controle CAT-100-1 demonstrou possuir uma banda forte
de aproximadamente 1,7 Kb (Figura - 13, canaleta - 2). Esta banda corresponde
ao mRNA poli{A) + da ADH, pois este tamanho equivale a somatéria de todos
0S exons existentes no gene da Adh1 (Figura - 14). Sutton et al. (1884) obtiveram
o mesmo tamanho para o0 mRNA poli(A)+ da ADH de milho quando com-
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Figura - 11 Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos RNAs poli(A) *. (1) Plasmidio
pBR322 pH2.3. (2) Linhagem de calos CAT100-1. (3) 39-C35. (4) 42-B35. (5) 1-D45. (6)
56-C35. (7) 36-E35. (8) 30-D40. Os RNAs totais foram extraidos com fenol e precipitados
com LiCl (2,5 M) e os RNAs poli(A) ™ foram purificados em membrana Hybond-mAP e
ressuspendidos com agua. As bandas de 1,8 Kb e 3,6 Kb representam as unidades de
18S e 25S de RNA ribossomal.
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Figura - 12 Eletroforese em gel de agarose 1 % de DNA plasmidial (pBR322 pH
2.3) para purificagao do inserto de 2,3 Kb. O DNA plasmidial foi purificado em gradiente
de CsCl (n=1.38860) e digerido com Hind lll. O inserto foi retirado do gel utilizando papel
DEAE-celulose (Whatman DE81) e eluido com tampé&o tris-HCI 20 mM, pH 8,0, EDTA 2
mM, NaCl 1,5 M.
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Figura - 13 Os RNAs poli(A) © dos somaclones foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,5%, transferidos para membrana de nylon (Hybon-N) e hibridizados
comasonda ADH-pH2.3. (1) DNA plasmidial pBR322 pH 2.3 digerido com Hind Ill; controle
de hibridizacdo. (2) Linhagem de calos CAT100-1. (3) 39-C35. (4) 42-B35. (5) 1-D45.
(6) 56-C35. (7) 36-E35 e (8) 30-D40. Apds a hibridizagéo o filtro radioativo foi exposto a
filme de Raio-X durante 6 dias, filme foi revelado e fotografado.
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Figura - 14 Estrutura génica da Adh1 e inser¢cbes descritas. No diagrama nove
introns séo indicados pelos retangulos em branco e dez exons representados pelos
retdngulos em preto. Os retangulos pontilhados representam seis sequéncias de DNA
inseridos no gene. Todas as inser¢des, as quais representam trés familias (4Mu, 2Ds e
1 Bs1) reduzem parcial ou totalmente a expressdo génica nas plantas. Alguns sitios de
restri¢do sdo mostrados. A regigo adjacente flanqueadora representada pelos CCAAT e
TATAAC boxes, CAP indica o inicio da transcrigdo, ATG e TAG s&o pontos de inicio e
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pararam o mutante Adh1-F335 com o progenitor normal, hibridizando a
membrana de mRNA poli(A) + com a sonda do inserto do plasmidio pZML34.

Todos os somaclones analisados apresentaram o mesmo padrao de
bandeamento do controle, evidenciando a presenga do mRNA poli{(A) + da ADH
(Figura - 13, canaletas - 3 a 8). Nenhum deles apresentou auséncia do mRNA
poli(A) + ou alteragao do seu tamanho.

Algumas diferengas foram observadas para as quantidades de mRNA
poli(A) + dos somaclones, quando comparados com o controle (Tabela - 11).
Todos 0s somaclones apresentaram niveis do transcrito da ADH reduzidos, visto
que as &reas relativas obtidas por densitometria, correspondentes aos picos de
leitura, foram inferiores em relagéo ao controle. Os somaclones 1-D45 e 56-C35
destacaram-se por apresentarem uma redugéo de aproximadamente 50% da
quantidade do mRNA poli(A) * especifico da ADH.

4.3.2.2 - Analise molecular do gene da Adh1 "(Southern Blotting").

Amostras de plantulas das linhagens ADH1-2F11 e CAT-100-1, de calos
da linhagem CAT-100-1 e dos somaciones tolerantes ao élcool alilico, foram
utilizadas para extragio do DNA gendmico (Tabela - 12). O DNA gendmico
desses materiais foi utilizado para a andlise molecular do gene da Adh1. Dez
microgramas de DNA de cada amostra foram digeridas com as enzimas de
restricdo Hind Il e Eco Rl e separadas em gel de agarose 1% (Figura - 15). Os
DNAs foram transferidos para membranas de nylon e hibridizados com a sonda
pH2.3 (Figura - 16).

O plasmidio pH2.8, que nos experimentos de "Southern Blotting"
também foi utilizado para controle de hibridizagéo, quando digerido com a
enzima Hind I1l, revela uma banda de 2,3 Kb, correspondente aos exons centrais
(Figura - 2) do gene da ADH1.
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Tabela - 11 Quantidade de mRNA po!i(A)+ especifico da ADH nos
somaclones tolerantes ao alcool alilico.

Somaclones mRNA poli (A)*
Area do pico (cm?) Area relativa (%)

39-C35 3,617 83,90
42-B35 3,266 75,76
01-D45 2,196 50,94
56-C35 2,132 48,46
36-E35 2,630 61,01
30-D40 3,410 79,09
controle 4,311 100,00
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Tabela - 12 Determinagao da concentragido de DNA total extraido dos
somaclonesutilizados para "Southern bloting" na verificagdo de
alteragcbes do peso molecular e/ou sitios de restricdo que afetariam o
locus da Adh1.

Material Peso fresco R C
g A260/A280 ug de DNA.mI !

Adhi-1F11 23,0 1,9 54,5
CAT100-1 20,0 1,8 61,0
Controle 50 1.9 53,2
39-C35 4,5 1,9 52,4
42-B35 48 1,7 48,8
01-D45 4.4 1,8 58,0
56-C35 5.3 1,8 34,4
36-E35 3,6 1,9 48,8
30-D40 3.4 1,8 22,5
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Figura - 15 Eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo 5 ug de brometo de
etidio, os DNAs gendmicos de milho. (A) Digestao com Hind Il e (B) Digestao com Eco
Rl. (1) Plasmidio pH2.3, (2) Mutante 2F11, (3) Linhagem CAT100-1, (4) Calos da linhagem
CAT100-1, (5) 39-C35, (6) 42-B35, (7) 1-D45, (8) 56-C35, (9) 36-E35 e (10) 30-D40.
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Figura - 16 "Southern bloting": Os DNAs gendmicos foram digeridos com Hind I
(A) e Eco Rl (B). Os fragmentos foram submetidos a eletroforese, transferidos para
membranas de nylon (Hybond-N) e hibridizados com a sonda ADH1-pH 2.3. (1) Plasmidio
pBR 322 ADH-pH 2.3 digerido com Hind Il usado como controle de hibridizagéo, (2)
Mutante Adh1-2F11, (3) Linhagem CAT100-1, (4) Calos da linhagem CAT 100-1, (5)
39-C35, (6) 42-B35, (7) 1-D45, (8) 56-C35, (9) 36-E35 e (10) 30-D40. Apds a hibridizagéo
o filtro radioativo foi exposto a filme de Raio-X durante 48 horas, que foi revelado e

fotografado.
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Uma banda correspondente ao fragmento de 2,3 Kb do pH2.3 foi
observada nas amostras de pléntulas e calos da linhagem CAT-100-1 (Figura -
16, canaleta - 3) e em todos 0s somaclones tolerantes ao alcool alilico, quando
os DNAs foram digeridos com Hind ill (Figura - 16, canaletas - 4 a 10). O mutante
ADH1-2F11 (Figura - 16, canaleta - 2), em adigao ao fragmento de 2,3 Kb,
apresentou também uma banda de aproximadamente 3,6 Kb, que corresponde
ao alelo adh1-2F11 deste material. Este alelo foi descrito por Doring et. al. (1984)
e normalmente ocorre devido a presenga de um elemento de transposigao. Ele
possui uma insergao Ds de 1,3 Kb no quarto exon da Adht, justificando assim
a banda de 3,6 Kb, que é resultante da adigéo ao fragmento Hind Ill, de 2,3 Kb
(Figura - 3 e Figura - 14).

A digestdo com a enzima Eco RI produziu fragmentos maiores, de
tamanho acima de 4,1 Kb, de forma a englobar todo o gene da Adh1. A andalise
revelou que, aparentemente, ndo existem grandes diferengas entre 0s genes
dos somaclones tolerantes ao élcool alllico e os controles do experimento.

Esses resultados mostram que aparentemente ndo houveram
alteragdes estruturais no gene da Adh1 dos somaclones tolerantes ao alcool
alilico, pelo menos quando analisado através da digestdo com a enzima Hind 1l
e Eco RI. A sugestio que parece mais razoavel é que tenha havido alteragoes
em pelo menos uma base ou poucas bases que nao sejam identificaveis com
as enzimas utilizadas.
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5 - DISCUSSAO

A variagdo somaclonal, observada em diferentes espécies de plantas
foi estudada no presente trabalho tomando-se como modelo o sistema genético
da ADH. Em primeiro lugar, analisou-se a variabilidade genetica para o locus da
ADH em linhagens homozigdticas de milho do banco de germoplasma do
Departamento de Genética e Evolugéo, Instituto de Biologia, com o objetivo de
se determinar a frequéncia de variantes que ocorrem espontaneamente nesse
germoplasma. O padréo isoenzimético revelou a existéncia de baixo polimorfis-
mo para esse locus, sendo observado apenas um variante do Tipo ADH1-SS
dentre 40 linhagens analisadas (Figura - 8). Esse resultado mostra que o locus
é bastante estavel, pois as linhagens analisadas foram derivadas de diferentes
populagbes, através de um processo longo de autofecundagbes sucessivas.
Esse trabaho inicial também foi utilizado como base para avaliar os padrbes
eletroforéticos da ADH nas linhagens de células utilizadas no estudo da variagao
somaclonal. Uma vez que as linhagens de células foram derivadas de linhagens
de milho do germoplasma analisado, deveria ser esperado 0 mesmo padrao
eletroforético da ADH.

Células embriogénicas da linhagem CAT100-1 foram tilizadas para o
estudo da ocorréncia de mutantes ADH-deficientes, devido a variagéo
somaclonal. Foi utilizado o alcoo! alilico como substrato alternativo da ADH, cujo
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produto, acroleina, é tdxico a nivel celular (Megnet, 1967). A concentragao de
lcool alllico utilizada para a determinacio da taxa de sobrevivéncia e Isp dos
microcalos foi ao redor de 30 uM (Figura - 7). Esta concentrag&o foi superior
aquela utilizada por Widholm & Kishinami (1988) para selecionar células de
Nicotiana plumbaginifolia tolerantes ao lcool allico, através de um sistema de
cultura de células em suspenséo. Neste sistema, a concentragao Isg girou ao
redor de 10 uM. A diferenga encontrada entre os dois sistemas se deve a
natureza dos mesmos, pois no sistema de meio sdlido, o élcool alilico é
adicionado com o meio ainda quente, a uma temperatura aproximadamente de
30°C. Isso pode acarretar na evaporagéo parcial do agente seletivo durante a
preparagdo, 0 que ndo ocorre com o meio liquido, pois o alcaol alilico €
adicionado a temperatura ambiente. Um outro aspecto que pode estar influindo,
refere-se a estrutura dos microcalos em meio sélido, pois sendo estruturas mais
organizadas e complexas, podem dificultar a distribuigao homogénea do agente
seletivo, formando gradiente de concentragao desde 0 meio de cultura até as
estruturas celulares em crescimento. No caso do meio liquido, o sistema celular
consiste de aglomerados de poucas células em constante agitagéo, permitindo
uma distribuigdo homogénea em todo o sistema, resultando em maior
efetividade do agente.

A estratégia utilizada para a selecdo de variantes ADH-deficiente,
monitorando-se a atividade através do método de "dot blot" durante os repiques,
mostrou-se bastante eficiente obtendo-se vérios somaclones. Alguns desses
somaclones mantiveram a toleréncia (Tabela - 5) apresentando Isg acima de
37,5 uM de &icool allico. A andlise da atividade especifica da ADH dos
somaclones revelou niveis reduzidos quando comparados com o controle,
sugerindo que quanto menor a atividade, maior a toleréncia ao alcool alilico
(Tabelas - 5 e 6). A associagdo entre a tolerancia ao alcool alllico e a redugao
da atividade da ADH também foi observada em vérias espécies de plantas,
microrganismos e insetos (Megnet, 1967, Sofer & Hatkoff, 1972; Widholm &
Kishinami, 1988).
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Uma vez comprovada a diminuigdo da atividade enzimatica nos
somaclones tolerantes ao élcool alllico, passou-se a analisar suas causas.
Conforme observado por Lai & Scandalios (1977 e 1982), a ADH é regulada por
um inibidor enddgeno de natureza protéica, presente no endosperma de milho.
Assim a atividade da enzima é dependente da concentragao do inibidor, a qual
é variavel dependendo do tecido e do estagio do desenvolvimento. Este tipo de
regulagao ocorre em diversos sistemas enzimaticos (Efron & Schwartz, 1968) e
normalmente pode ser detectado, misturando-se extrato a ser testado com um
extrato que tenha alta atividade da enzima. A inibigdo da atividade da enzima
neste caso revela a presenga de inibidor. Os resultados da Tabela - 7 com-
provam a inexisténcia de um inibidor protéico, visto que a atividade nas misturas
de exiratos nao foi reduzida significativamente. A auséncia de um inibidor de
natureza protéica, nos somaciones, também pode ser deduzida quando extratos
destes foram submetidos a eletroforese em gel de amido. Neste caso nao foi
observada nenhuma banda de atividade de ADH (Figura - 10) aqual, se estivesse
inibida por um inibidor de natureza protéica, teria sido separado da enzima no

gel.

Uma vez constatado que a redugéo na atividade da ADH dos
somaclones nio era devida a presenga de um inibidor enddgeno, passou-se a
estudar se a mesma estava sendo causada por alteragbes nas propriedades
fisico-quimicas da enzima. Alguma alteragao a nivel estrutural que modificasse
o sitio ativo da enzima ndo afetaria os niveis de transcrigdo e tradugéo, porém
poderia afetar a afinidade da enzima pelo seu substrato. Este tipo de evento tem
sido detectado em varios mutantes enzimaticos de microrganismos e de plantas
(Freelinf & Bennett, 1985). O estudo das propriedades cinéticas da ADH nao
mostrou nenhuma alteragao significativa na maioria dos somaclones em relagao
as células controle (Tabela - 8).

Esses resultados indicam que a atividade da ADH nos somaclones deve
estar sendo afetada por fatores envolvidos na regulagéo da expressio génica
e naoc na regulagio a nivel metabdlico.
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A regulacdo da expressao do gene da ADH foi investigada a nivel de
transcrigéo e a nivel da estrutura do gene. Tem sido observado varios mutantes
deficientes em atividade da ADH em milho e em outras espécies de plantas, nas
quais a auséncia de atividade pode ser devido a mutagbes no seu promotor,
diminuindo ou mesmo inibindo completamente a transcrigéo (Johns et al., 1983).
Muitas vezes a mutagéo no promotor pode ocorrer por delegdo ou insergao de
um transposon (Dennis et al., 1984; Dennis et al., 1986). Por outro lado,
alteracAes na regido codificadora do gene, seja por mutagao simples ou por
insercao de transposon, pode inibir a transcrigéo, produzir um transcrito trun-
cado ou mesmo um transcrito instavel (Merckelbach et al., 1886). Essas
alteracdes poderiam ser detectadas através da andlise de "Southern e Biotting"
e "Northern Blotting". Entretanto "Northern Biotting" (Figura - 13) e Southern
Blotting" (Figura - 14) dos somaclones deficientes em ADH ndo mostraram
alteragdes que pudessem indicar problemas na estrutura e expressao do gene
da ADH dos somaclones. Assim, € provavel que a auséncia de atividade da ADH
nos somaclones seja devida a algum outro ponto de regulagéo, talvez a nivel de
traducdo. Esse tipo de alteragdo poderia ser explicado por uma substituigao,
adigdo e/ou delegéo de uma Unica base, alterando completamente 0 quadro de
leitura, porém n&o alterando o tamanho ou a estrura do gene e a expresséo do
seu MRNA.

A obtencdo e caracterizagao desses somaclones evedencia a
ocorréncia de fendmenos, intrinsecos a cultura de tecidos vegetais, que foram
capazes de gerar variabilidade genética em milho. A caracterizagido dessa
variabilidade, considerada a nive! de uma ou poucas bases, seria posssivel
através da clonagem e seguenciamento das bases do gene da ADH dos
somaclones e comparagao com aquelas do gene original. Assim, verificar-se-ia
as possiveis alteragbes que estariam afetando a atividade da enzimatica e/ou
expressao da ADH dos somaclones.
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6 - CONCLUSOES

- O sistema celular utilizado no presente trabalho, pela sua uniformidade
de resposta e facilidade de manipulagéo, mostrou-se bastante eficiente no
estudo da variagdo somacional em milho.

- Somaclones de milho tolerantes ao alcool alilico foram isolados de
cu'tura de células, sem qualquer tratamento com agentes mutagénicos. Varios
dos somaciones selecionados apresentaram deficiéncia da atividade da ADH,
mostrando que a redugio da atividade de ADH impediu a transformagéo de
Alcool allico em acroleina, sendo esse 0 mecanismo de tolerancia.

- O estudo de algumas propriedades fisico-quimicas da ADH dos
somaclones tolerantes, ndo revelou qualquer alteragao significativa em relagao
as células controle. Os resultados demonstraram que a redugéo da atividade
enziméatica dos somaciones ndo deve ser atribuida a presenga de inibidor e nem
a alteragdes no sitio ativo da enzima, que pudessem modificar sua afinidade
pelo substrato.

- O estudo da expresséo do gene Adht1, através da analise de "Northern
Blotting", mostrou que todos os somaclones ADH-deficientes apresentaram
menor teor de mRNA poli(A) " especifico de ADH. Entretanto, ndo se pode
descartar que, mesmo reduzida, a quantidade mRNA poderia ser suficiente para
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a produgdo de um ndmero de moléculas de ADH capazes de converter o alcool
alilico em acroleina a niveis toxicos.

- A andlise da estrutura do gene da ADH dos somaclones tolerantes
atraves de "Southern Blotting" ndo apresentou nenhuma modificagao de taman-
ho em relagao as celulas controle. Para esta andlise utilizou-se duas enzimas de
restrigdo, Hind Il e Eco Ri, que geram fragmentos de aproximadamente 80% do
gene Adhi e fragmentos de 4,1 Kb contendo o gene Adh1 e suas regibes
adjacentes.

- Os somaclones apresentaram niveis reduzidos de express&o do gene
Adh1. € possivel que essa redugado seja decorrente de alteragdes, tais como
substituicdo, adicédo ou dele¢do de uma ou poucas bases, em regides
regulatérias, que ndo puderam ser detectadas através das analises
empregadas.

-No presente trabalho ficou demonstrado a possibilidade de se estudar
a variagdo somaclonal em milho, através do sistema génico da ADH. Estudos
semelhantes em outras espécies poderao ser realizados, utilizando-se as mes-
mas estratégias empregadas.
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7 - RESUMO/ABSTRACT

Utilizando o sistema génico da alcool desidrogenase (ADH) em milho
como modelo de estudo, foram analisados alguns aspectos com relagdo a
origem e a natureza da variagdo somaclonal em cultura de tecido de milho.
Varios somaclones deficientes em ADH foram obtidos e caracterizados a nivel
bioquimico e molecular.

Para obtengdo dos somaclones deficientes em atividade de alcool
desidrogenase utilizou-se o &lcool alllico como agente seletivo em cultura de
células de milho. O alcool alilico, quando adicionado ao meio de cultura, é
oxidado transformando-se em acroleina, ocasionando a morte das células
normais. As células que nao possuem atividade da ADH ndo fazem a conversao
do alcool alllico em acroleina, portanto ndo sdo afetadas.

Observou-se uma redugao de 50% no crescimento dos microcalos de
milho quando esses foram cultivados em meio contendo alcool alilico nas
concentragbes acima de 32,5 uM. Microcalos tolerantes ao alcool alllico foram
selecionados durantes aproximadamente 30 geragdes. As linhagens de células
assim obtidas foram testadas quanto a estabilidade da tolerancia e das
propriedades fisico-quimicas da enzima.
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Os somaclones mantiveram-se tolerantes ao alcool alilico, quando
testados nas concentragdes de 35, 40 e 45 uM, apresentando I5p acima de 37,5
uM.

_ A atividade especifica a ADH dos somaclones variou de 3,48 U.ug'1 .l
a 17,61 U.ug'1 mt o que representa cerca de 2,5 a 12,7 vezes menor do que
o controle. Assim a tolerancia dos somaclones ao agente seletivo, deveu-se a
diminuigao na atividade da ADH.

A presenga de inibidores da ADH nos somaclones foi excluida pela
auséncia de redugéo da atividade final, quando extratos dos somaclones foram
misturados aos extratos controle, na proporgao de 1:1 (v/v).

Estudos de comparagdo dos Kms foram realizados, considerando as
mesmas condi¢des de extragdo e meio de reagao para ADH. Os valores das
constantes cinéticas, bem como os valores dos desvios padrdes calculados nao
apresentaram diferengas significativas quando comparados com o controle,
demonstrando, assim, a integridade do sitio ativo da enzima.

O mRNA poli(A) * especifico da ADH foi extraido e analisado através de
"Northern Blotting". Os resultados mostraram que 0 mRNA poli(A) * dos
somaciones apresentaram o mesmo tamanho do controle. As analises
densitométricas dos resultados do "Northern blotting” indicaram redugéo de até
49,46% da quantidade do transcrito.

O DNA gendmico extraido dos somaclones foi digerido com enzimas de
restrigdo. A digestdo com a enzima Hind Ill gerou fagmentos correspondente a
aproximadamente 80% do gene Adh1 e a enzima Eco RI gerou fragmentos de
4.1 Kb contendo o gene Adh1 completo e suas regides adjacentes. Os resul-
tados de "Southern Blotting" néo revelaram alteragdes de tamanho do gene gue
indicasse adigdo ou deleg@o de fragmentos dentro ou fora do gene. Essas
alteragdes poderiam ser originarias da insergao de elemento de transposigao
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ativado durante a cultura in vitro, ou adigdo/delegé@o de fragmento devido a
quebra cromossdmica durante o ciclo celular.

Assim, 0s somaclones foram caracterizados por apresentarem
diminuigdo da atividade da ADH, sem que houvesse alteragbes das
propriedades fisico-quimicas da enzima. A redugédo da express&o génica pode
ter ocorrido devido a substituicdo ou adigdo/delegdo de uma ou poucas bases
na regiao de regulagdo do gene Adh1. Essas pequenas alteragOes ocorreram
devido as condigbes estressantes que as células foram submetidas ao longo
das geragOes em cultura in vitro.
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ABSTRACT

By using the genic system of alcohol dehydrogenase in maize as a model
some aspects related to the origin and nature of somaclonal variation in maize
tissue culture were analysed.

Several ADH-defficient somaciones were obtained and characterized at
a biochemical and molecular level. In order to obtain those somaciones, alyl
alcohol was used as a selective agentin maize cell culture. Alyl alcoholis oxidated
when added to culture medium, turning to acrolein and causing normal
cells’death. Cells not having ADH activity don’t transform alyl alcohol in acrolein,
thus they are not affected. A 50% reduction in maize microcali growth was noticed
when they were cultured in presence of 32.5 uM alyl alcohol. Microcali tolerant
to alyl alcohol were selected during about 30 generations.

So-obtainned somaclones were tested as to tolerance stability and
enzyme physical-chemical properties. Somaclones kept tolerance to alyl alcohol
when tested in 35, 40 and 45 uM concentrations, showing iso above 37,5 uM.

ADH specific ativity of somaclones ranged from 3.48 U.ug“.ml'1 to
17.61 U.ug"ml‘1, this representing about 2.5 to 12.7 times beyond the control.
So, somaciones tolerance to selective agent were due to ADH activity decrease.

129



The presence of ADH inhibitor in somaclones was excluded through the
lack of final activity reduction, when somaclones extracts were mixed to control
extract at a 1:1 (v:v) rate.

The study of Kms comparison was accomplished considering the same
~ extraction conditions and ADH reaction medium.

The values of cinetic constants, as well the standard deviations didn’t
present meaningful differences when compared to the control, thus showing
enzyme active site integrity.

ADH specific mRNA poli(A) © of somaclones presented the same length
as that of control. Densitometric analysis of "Northern blotting" results showed a
reduction of up to 49.46% of transcript.

The genomic DNA extracted from somaclones was digested with restric-
tion enzyme. Hind lil enzyme produced fragments corresponding to ap-
proximately 80% Adh1 gene and Eco Rl enzyme produced 4,1 Kb fragments
having the whole Adh1 gene and its adjacent regions. "Southern blotting" results
didn't show changes in gene length indicating fragment addition or delecticon in
or out the gene.

These changes could have a origin either from transposition elements
activated during in vitro culture or from fragment addition/delection due to
chromosom breakage during cellular cycle.

Somaclones were characterized in this way due to the fact that they
showed activity decrease there not being changes in physical-chemical proper-
ties of enzyme. Reduction of genic expression may have ocurred due to the
replacement or addition/delection of one or few bases in Adh1 gene regulation
region. These small changes happened due to stress conditions which cells were
submetted to throughout in vitro culture generations.
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