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INTRODUCAO

VARIACAO SOMACLONAL

A cultura de tecidos de plantas en-
volve a proliferagdo de células nao dife-
renciadas por varias geragdes em condi-
¢Oes de cultivo bem definidas e, em ge-
ral, a subsequente regeneragdo de plan-
tas. As plantas obtidas a partir de cultura
de tecidos, deveriam, teoricamente, apre-
sentar 0 mesmo gendétipo da planta pa-
rental. Durante o cultivo celular a prolife-
ragdo ocorre exclusivamente através de
mitose.

Desta forma, os ciclos de cultivo
sdo utilizados na clonagem de um de-
terminado genoétipo, podendo ser utiliza-
dos como um método de propagagio
assexuada. Entretanto plantas regenera-
das, a partir de culturas de tecidos, fre-
quentemente apresentam variagdes feno-
tipicas. Estas variagdes foram considera-
das, inicialmente, como artefatos de cul-
tivo, alteragdes epigénicas provavelmente
resultantes da exposi¢do a fitohormonios

exogenos (Larkin & Scowcroft, 1981).

Sabe-se, no entanto, que um
grande nimero de variagdes fenotipicas
encontradas resultam de alterages
génicas, sendo portanto transmissiveis.
Esta  constatagio  determinou a
descoberta de uma nova fonte de
variabilidade  genética (Larkin &
Scowcroft, 1981).

O aperfeigoamento das técnicas de
cultura de tecidos e, por consequéncia,
da regeneragdo de plantas, foi de funda-
mental importancia para se constatar o
carater generalizado da variagido genética
e citogenética apresentada pelas células
expostas ao cultivo in vitro.

O termo “Variagdo Somaclonal”
foi criado por Larkin e Scowcroft em
1981 para representar a variagdo genética
apresentada por plantas regeneradas.
Tendo em vista este novo termo, origi-
nou-se também o termo “Somaclone”, o
qual foi proposto para designar os vari-
antes originarios de qualquer forma de

cultura de células.



De acordo com Larkin (1987), o
primeiro registro desta variabilidade foi
descrito em cana-de-agtcar por Heinz &
Mee (1971), e posteriormente em outras
espécies de plantas, tais como: arroz,
milho, alfafa, tomate e centeio entre ou-
tras (Larkin & Scowcroft, 1981; Larkin,
1987, Evans, 1989, De Klerk, 1990).

A principal diferenga entre variagao
somaclonal e a variagdo epigénica diz
respeito a hereditariedade das variagdes.
As variagdes somaclonais podem ser
transmitidas através da meiose, sendo
portando herdaveis, o mesmo n3o acon-
tecendo com as variagdes epigénicas. As
variagdes epigénicas podem ser descritas
como uma resposta fisiolégica do tecido.
Assim sendo, as variagdes epigénicas sao
consideradas reversiveis e prognostica-
veis (De Klerk, 1990).

Por outro lado, segundo Holliday
(1987), as diferengas relatadas entre a
variagdo somaclonal e a variagdo epigé-
nica ndo se apresentam fortemente de-
limitadas, podendo ser consideradas
como um gradiente de diferentes niveis
de variagdo. Este autor cita como exem-
plo a metilagdo do DNA, que apesar de
poder ser transmitida através de meiose,

trata-se de uma caracteristica reversivel.

Varios fatores relacionados ao apa-
recimento da variagdo somaclonal tém
sido estudados.

Com relagiio a natureza do tecido
cultivado, estes estudos tém indicado que
a frequéncia desta variagio depende do
gendtipo da planta doadora, enquanto
que o tipo de explante parece ndo afetar
profundamente a taxa de variagdo
(Larkin, 1987).

Procedimentos de cultivo que mi-
nimizam a durag@o da fase de callus pa-
recem estar relacionados com a diminui-
¢do da taxa desta mesma variagdo
(Orton, 1985; Larkin, 1987, Armstrong
& Phillips, 1988; Hartmann ef al., 1989).

Existem ainda poucos dados a res-
peito do efeito dos componentes dos
meios de cultura, sendo que os mais co-
mumente relatados correspondem aos
reguladores de crescimento celular.

Devido a constatagdo de que altas
concentragdes das auxinas: acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e acido
naftalenoacético (NAA) estarem relacio-
nados com aberragdes cromossomicas
(Bayliss 1980), estes reguladores foram
considerados como possiveis agentes
mutagénicos, envolvidos na geragdo de

variagdo somaclonal (George & Sher-



rington, 1984). No entanto, Dolézal &
Novak (1984), em um estudo de muta-
génicos quimicos, demonstraram que a
presenga do agente mutagénico N-metil-
N-nitrosouréia determinava um aumento
de 21 vezes na frequéncia de obtengdo de
mutantes de cores em estames de
Tradescantia. Enquanto que, a presenga
dos reguladores 2,4-D, NAA e benzila-
minopurina, em concentragdes normal-
mente utilizadas em meios de cultura,
ndo ocasionaram efeitos mutagénicos.

A nivel molecular, sabe-se que as
varia¢bes somaclonais poderiam apresen-
tar-se como resultado das mais diferentes
formas de eventos mutacionais, tais
como: mutagdes de ponto, ativagdo de
sistemas de transposigdo, alteragdes em
nimero de cromossomos (poliploidia,
aneuploidia), ou ainda estrutura de cro-
mossomos (duplicagdo, translocagdo)
(Larkin & Scowcroft, 1981; Lee & Phi-
llips, 1988; Phillips ef al., 1990).

Dentre as variagdes genéticas que
surgem em resposta a cultura in vitro, a
melthor documentada diz respeito as
aberragdes cromossOmicas, tais como,
alteragdes do nimero e da morfologia

dos cromossomos.

Alteragdes em nimero de cromos-
somos foram observadas em cultura de
tecidos (Mitra e al, 1960), e
posteriormente em plantas regeneradas
(Sacristan & Melchers, 1969). Revisdes
sobre este assunto podem  ser
encontradas em Murashige (1974),
Bayliss (1980); Lee & Phillips (1988).

Tem sido observado também que
um grande numero de plantas regene-
radas, mesmo apresentando o numero
correto de cromossomos, apresenta
alteragdes cromossdmicas estruturais
(Lee & Phillips, 1988).

Entretanto, a importancia das
aberragdes cromossomicas, como
possivel fonte de variagdo somaclonal,
tem sido contestada (De Klerk, 1990).
Armstrong & Phillips (1988) ao estudar
plantas de milho regeneradas ndo
conseguiram encontrar uma correlagdo
significativa entre alteragdes em niamero
ou estrutura de cormossomos, com
alteragGes fenotipicas.

Associados as aberragdes cromos-
sdmicas, podemos incluir os processos de
rearranjos cromossomicos, com especial
énfase para a recombinagdo mitdtica.
Esse processo de recombinagdo somatica

foi observado por diversos autores, em



diversas espécies de plantas, e parece
estar envolvidlo com o0s processos
responsaveis pela conversio génica,
descrita em plantas regeneradas a partir
de cultura de tecidos (Lorz & Scowcroft,
1983; Lee & Phillips, 1988; Armstrong &
Phillips, 1988; Dennis & Brettell, 1990,
Phillips et al., 1990).

Esses rearranjos ndo se limitam
somente aos cromossomos. Podem
ocorrer também com DNASs presentes em
organelas, tais como, cloroplastos e
mitocOndrias (Gengenbach et al., 1977;
Brown & Lorz, 1986, Phillips er al.,
1990; Peschke & Phillips, 1992).

Lee & Phillips (1988), propuseram
dois possiveis mecanismos como sendo
responsaveis por rearranjos cromossomi-
cos que ocorrem durante o cultivo celu-
lar: O primeiro baseado na replicagdo
tardia da heterocromatina, e o segundo
baseado na diminui¢do dos niveis de nu-
cleotideos.

1. A replicag@o tardia das regides
heterocrométicas e pericentroméricas
pode desencadear o ciclo quebra-fusio-
ponte na anafase. Além de provocar o
aparecimento de aberragdes cromosso-
micas, este processo poderia também

resultar na ativagdo de elementos de

transposi¢do. Segundo estes autores, esta
ativagdo poderia apresentar-se como
resultado da transferéncia de copias
intactas dos transposons para regides
cromossOmicas de maior atividade,
alteragdes no estado de metilagdo, ou
como resultado da agdo de mecanismos
de reparo. Corroboram com esta
hipétese, os resultados descritos por
Peschke er al, (1987), os quais
descreveram a detecgdo de ativagdo do
elemento de transposi¢do Activator (Ac)
em plantas de milho regeneradas, a partir
de cultura de callus embriogénicos de
milho.

2. A deplegdo de desoxirribonu-
cleotideos pode determinar alteragdes
nas  atividades  relacionadas ao
metabolismo de DNA, incluindo a
biossintese de precursores, replicagao,
reparo, recombinagdo e degradagdo
(Weinberg et al., 1981; Kunz, 1982). Os
métodos de cultivo de células de plantas
requerem a constante transferéncia de
meio de cultura. Assim sendo, durante os
intervalos éntre as transferéncias, as
concentragdes dos nucleotideos podem
alcangar niveis criticos, capazes de
desencadear o surgimento de aberragdes,

tais como, aneuploidia, recombinagio



mitotica e transformagdo oncogénica
(Lee & Phillips, 1988).

Com relagio a ocorréncia de muta-
¢Oes pontuais em somaclones, o exemplo
conhecido encontra-se descrito por Bre-
ttell er al, (1986), onde estes autores
descrevem um variante somaclonal de
milho, o qual apresenta um alelo desco-
nhecido do gene Adh-1, que foi detecta-
do por apresentar um diferente ponto
isoelétrico (pI), quando comparado com
alelos presentes na linhagem original.
Através do sequenciamento do alelo va-
riante, estes autores demonstraram que a
troca de uma uUnica base determinou a
substituigdo de um residuo de glutamina
por valina na proteina ADH-1.

Alteracdes no estado de metilagdo
do DNA, induzidas durante a cultura in
vitro, t€m também, sido propostas como
possiveis alteragdes moleculares, capazes
de promover o aparecimento de variantes
somaclonais (Brown & Lorz, 1986; Lo
Schiavo ef al., 1989, Phillips et al., 1990,
Peschke & Phillips, 1992).

Apesar dos altos niveis de metila-
¢do das citosinas, normalmente presentes
nas sequéncias CG ou CNG em plantas
(Gruenbaum e al., 1981), pouco se sabe

ainda a respeito do papel desempenhado

pelo estado de metilagio na expressdo
génica.

Estudos realizados com T-DNA
(Van Slogteren et al.,, 1984; Klaas ef al.,
1989) e genes ribossomais (Watson et
al., 1987) tém indicado uma correlagao
entre a transcrigdo e¢ a hipometilagdo.
Esta correlagdo foi também descrita no
controle dos genes de proteinas de reser-
va em milho, que s3o expressos especifi-
camente no endosperma, durante a matu-
ragio das sementes (Bianchi & Viotti,
1988).

Outro mecanismo proposto, como
possivel causa de variagdo somaclonal,
envolvendo o estado de metilagdo de
DNA, a ser considerado, trata-se da ati-
vagdo de elementos moveis de transposi-
¢d0. Em milho, a ativagdo de elementos
moveis de transposi¢do como Ac, Spm e
Mu, depende da desmetilagido de regides
proximas ao inicio da transcrigdo do gene
codificador das transposases (Dennis &
Brettell, 1980; Phillips ez al., 1990).

O carater hereditario da variagdo
somaclonal permite que a mesma possa
ser utilizada no processo de selegdo in
vitro de células variantes resistentes a
diferentes condigbes causadoras de

stress, tais como, a presenga de toxinas



fungicas (Gegenbach et al., 1977, Rines
& Luke, 1985), toxinas de insetos
(Zemetra et al, 1993), herbicidas
(Chaleff, 1983; Nafziger et al., 1984,
Donn et al., 1984), e mutantes tolerantes
4 baixas temperaturas (Lazar ef al,
1988).

A cultura de tecidos em plantas
tem possibilitado também a selegio celu-
lar de variantes genéticos de interesse no
estudo de vias metabolicas. No que diz
respeito ao estudo das vias metabdlicas
de aminoacidos, combinagdes de amino-
acidos ou de seus analogos tém sido uti-
lizadas na selegdo de mutantes regulato-
rios em milho (Azevedo et al, 1990,
Azevedo & Arruda, 1995).

O estudo da variagio somaclonal
interessa também aos grupos relaciona-
dos a micropropagagdo de plantas, que
pretendem minimizar o maximo possivel

esta variagdo. Como exemplo da impor-

tancia deste estudo De Klerk (1990) cita
a Holanda, um dos maiores produtores
mundiais de plantas ornamentais, onde
estima-se uma perda superior a 1 milhdo
de dodlares por ano devido a aberra¢Ges
produzidas, em parte por variagdes so-
maclonais, durante a micropropagagao.

A cultura de tecidos de plantas tem
sido empregada em métodos que envol-
vem a adigdo ou modificagdo de genes,
através de técnicas de DNA recombinan-
te (De La Pena ef al., 1987; Spencer e?
al., 1992; Lazzeri & Shewry, 1993; Va-
sil, 1994).

Desta forma, o estudo da variagdo
somaclonal deve interessar também aos
grupos de pesquisadores relacionados
com projetos, os quais envolvem a ob-

tengdo de plantas transgénicas.



ELEMENTOS GENETICOS MOVEIS DE TRANSPOSICAOQ
EM MILHO

Os elementos genéticos moveis de
transposigdo, também denominados
Transposons, foram descritos, em milho,
por Barbara McClintock ha mais de 40
anos. Baseada em estudos de instabilida-
de genética McClintock (1950) criou o
conceito de entidades herdaveis moveis
para os transposons, por ela denomina-
dos elementos controladores (“control-
ling elements”).

Atualmente encontram-se caracte-
rizados elementos de transposi¢io em
diversas espécies dos diferentes reinos
dos seres vivos, indicando portanto que
estes elementos apresentam-se como
componentes naturais da maioria dos
genomas (Calos & Miller, 1980; Capy et
al., 1994).

Os transposons correspondem a
sequéncias de DNA com capacidade de
se deslocar no genoma através dos pro-
cessos de excisdo e inser¢io ou reinte-
gragdo. A principal consequéncia deste
deslocamento (transposi¢@o), trata-se da

indugdo de mutagdes, através da integra-

¢30 em genes ou em regides proximas,
de forma a reduzir ou prevenir sua ex-
pressdo, produzindo assim fenétipos nu-
los ou intermediarios para uma determi-
nada caracteristica. A insergio de ele-
mentos de transposi¢do, em plantas, €
comumente instavel podendo sofrer um
processo de reversdo durante o desen-
volvimento. Esta instabilidade somatica €
responsavel pelo fenétipo variegado, em
geral produzido pela presenga de clones
de células revertidas em um fundo consti-
tuido por células mutadas (Doring &
Starlinger, 1986, Nevers et al, 1986,
Peterson, 1987, Federoff, 1989a).

Em milho, novos sistemas de
transposi¢do sdo continuamente desco-
bertos, sendo que a caracterizagio mole-
cular destes sistemas tem sido objeto de
um grande nimero de revisdes (Federoff
et al., 1983; Doring & Starlinger, 1986;
Peterson, 1987; Federoff, 1989a; Gierl et
al., 1989; Bennetzen et al., 1993).



Baseados nos mecanismos de
transposigdo, os transposons sdo classifi-
cados em dois grupos distintos:

O primeiro grupo compreende os
retrotransposons, os quais se deslocam
por intermédio de uma cépia de RNA.
Este grupo pode ser ainda subdividido
em: A. Similares aos retrovirus, os quais
apresentam extensas regides flanqueado-
ras repetidas. B. Dissimilares aos retro-
virus, caracterizados por terminagdes
poli(A) de extensdes variaveis.

Em milho, o elemento de transpo-
sicdo Bsl caracteriza-se por ser um
transposon do tipo retrovirus (Johns ef
al., 1985), enquanto que o elemento de
transposigdo Cin4 apresenta-se cCOmo um
exemplo dos transposons dissimilares aos
retrovirus (Schwarz-Sommer et al,
1987). Sendo que em ambos 0s casos
foram descritas sequéncias, as quais
apresentavam similaridade com as se-
quéncias de transcriptase reversa.

O segundo grupo, compreende os
elementos de transposi¢do classicos, que
se deslocam por intermédio de uma exci-
sdo e reintegragdo, diretamente através
de sequéncia de DNA. Estes elementos
apresentam regides terminais repetidas,

porém com orientagdes invertidas. A

maioria dos elementos de transposigdo de
milho caracterizados até o momento
pertence a este segundo grupo (Weil &
Wessler, 1990).

A maioria dos transposons classi-
cos de milho apresenta-se em uma das
seguintes formas: A. Elementos aut6-
nomos, 0s quais sdo capazes de promo-
ver a sua propria transposi¢do. B. Ele-
mentos n3o-auténomos, os quais sofrem
transposi¢do apenas na presen¢a de ou-
tras copias de elementos autdnomos.
(Federoff, 1989a).

Os elementos autdnomos codificam
a enzima Transposase, responsavel pela
transposi¢do, enquanto que os elementos
nao-autdonomos nio a codificam, ou co-
dificam enzimas defectivas incapazes de
promover a transposigdo. Desta forma, a
ativagdo dos elementos n3o-autdonomos
torna-se completamente dependente da
presenga de cOpias de elementos capazes
de promover complementagdo (Federoff,
1989a).

Os elementos de transposigio de
milho foram, inicialmente, divididos em
grupos com base em sua capacidade de
interagir geneticamente. Posteriormente

estes grupos foram designados Familias,



as quais compreendem elementos estru-
turalmente relacionados.

Entre as familias de elementos de
transposigdo, ja descritas, em milho, po-
demos destacar como principais: Activa-
tor-Dissociation (Ac/Ds), Suppressor-
Mutator (Spm) e Mutator (Mu).
(Federoff, 1989a; Brettell & Dennis,
1990; Weil & Wessler, 1990; Gierl,
1990).

Os elementos Ds (Dissociation) fo-
ram originalmente identificados por
McClintock (1950) como sitios especifi-
cos de quebras cromossomicas ou disso-
ciagdo. Esta autora descreve ainda que as
quebras em Ds n3o ocorriam espontane-
amente, requerendo, desta forma, a pre-
senga de um outro elemento de transpo-
si¢do denominado de Activator (Ac). Os
elementos Ds, correspondem portanto, a
elementos nd3o autOonomos pertencentes
ao sistema de transposigdo Ac/Ds.

O elemento de transposi¢do Ac foi
caracterizado molecularmente através do
seu isolamento a partir do locus waxy,
que codifica, em milho, uma enzima en-
volvida na biosintese de amido (Federoff
et al, 1983; Miiller-Neumann ef al,
1984, Pohlman er al., 1984). Este ele-

mento isolado apresentou 4,6 Kb de ex-

tensio, sendo que 11 pares de bases
apresentam-se repetidos de forma inver-
tida em suas terminagdes.

A caracterizagdo molecular de
elementos Ds, a partir de diversos loci,
tem demonstrado tratar-se de um grupo
heterogéneo de elementos que apresen-
tam uma grande variagdo estrutural. Al-
guns destes elementos apresentam-se
como sendo delegdes do elemento de
transposi¢do Ac, enquanto que outros
apresentam sequéncias ndo relacionadas
com o elemento de transposi¢do Ac, com
excegdo das terminagdes repetidas
(Doring, et al., 1984; Sutton et al., 1984,
Dooner et al., 1985; Merckelbach et al.,
1986; Federoff, 1989a).

Os elementos Ac e Ds, durante o
processo de inser¢do, promovem uma
duplicagdo de 8 pares de base da se-
quéncia alvo, sendo que uma parte desta
duplicagdo permanece apos a excisio do
elemento (Sachs ef al., 1983). A forma-
¢do destas cicatrizes, apos a excisio, foi
também descrita em estudos de mobili-
dade destes mesmos elementos quando
introduzidos em sistemas heterologos de
plantas, tais como tabaco, Arabidopsis e
cenoura (Baker ef al., 1986; Van Sluys et
al., 1987).



Os elementos autonomos Ac codi-
ficam a enzima Transposase, responsavel
por sua mobilizagdo, enquanto que os
elementos ndo auténomos Ds, apresen-
tam-se defectivos nesta fungio (Federoff
et al., 1983; Dooner et al., 1986; Kunze
& Starlinger, 1989). Desta forma, a
mobilizagdo dos elementos Ds torna-se
dependente da complementagio desta
fungdo pelos elementos autonomos. Este
fato foi comprovado através da observa-
¢do de que elementos Ac sdo capazes de
promover sua propria excisio, e de ele-
mentos Ds, quando introduzidos em ta-
baco (Baker ez al., 1987).

Existem varias evidéncias indican-
do o controle genético da frequéncia,
bem como do tempo em que os elemen-
tos Ac sofrem o processo de transposi-
¢do. Como exemplo destas evidéncias,
pode-se citar o fato da excisio de ele-
mentos Ac tornar-se progressivamente
mais retardada, quando ocorrer um au-
mento do nimero de copias do elemento
por genoma da planta (Federoff, 1989a;
Weil & Wessler, 1990).

A reativagdo de elementos Ac ina-
tivos tem sido correlacionada com a hi-
pometilagdo de sitios localizados proxi-

mos as regides 5’ destes mesmos elemen-
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tos (Schwartz & Dennis, 1986; Chomet
etal., 1987).

A familia dos elementos Suppres-
sor-Mutator (Spm), apresenta também
elementos autonomos e ni3o-autondmos.
O elemento autonémo foi designado por
Peterson (1953) como Enhancer (En), e
o elemento ndo-autonémo como Inhibi-
tor (I). McClintock (1954) denominou
apenas o elemento autonémo como Spm.
Os elementos n3o-autonomos desta fa-
milia foram também denominados de
defective-Spm (dSpm) (Banks et al,
1985).

A caracterizagdo molecular de
elementos Spm inseridos em diversos
genes, mostra um elevado grau de con-
servagdo deste elemento (Pereira et al.,
1985; Pereira et al, 1986, Masson &
Federoff, 1987). Estes elementos apre-
sentam um tamanho médio de 8,4 Kb,
contendo nas extremidades, repetigGes
invertidas de 13 pb flanqueadas por re-
peti¢Oes diretas de 3 pb do gene hospe-
deiro no qual ocorreu a insergdo
(Schwartz-Sommer et al., 1985; Masson
etal., 1987, Wessler & Weil, 1990).

Ao contrario dos elementos nio
autdnomos da familia Ac/Ds, os elemen-

tos dSpm apresentam-se como sendo



delegdes internas dos elementos autdno-
mos Spm (Pereira et al., 1985; Pereira et
al., 1986).

A analise genética da interagio en-
tre os elementos autonomos Spm e alelos
defectivos (dSpm) que inativam apenas
parcialmente a expressdo génica determi-
nou a identificagio de duas fungdes ge-
neticamente  distintas em = Spm
(McClintock, 1961). A fungdo supressor
(sp), responsavel por suprimir a expres-
sdo residual de genes parcialmente inati-
vados, e a fun¢do mutator (m) a qual €
requerida para a excis@o deste elemento.

As diferentes fungdes do elemento
de transposigdo Spm sdo responsaveis
pelas caracteristicas herdaveis e reversi-
veis deste elemento. Este mesmo elemen-
to podera ser encontrado em diferentes
condigdes, a saber: o elemento Spm po-
dera ser expresso constitutivamente du-
rante o desenvolvimento, podera apre-
sentar-se geneticamente inativo € sua
presenga podera ser detectada somente
em casos de reativagio induzida, ou ain-
da o elemento Spm podera ser progra-
mado para ser ativo somente em situa-
¢oes especificas durante o desenvolvi-

mento (McClintock, 1961).
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Até o momento foi identificada
apenas uma unica unidade transcricional
que ocupa quase toda a extensdo do ele-
mento Spm (Pereira et al., 1986; Fede-
roff, 1995). No entanto este mRNA pode
sofrer diferentes processamentos, sendo
que até o momento foram identificados 4
diferentes mRNAs maduros: tpnA, tpnB,
tpnC e tpnD (Federoff, 1995).

Em estudos realizados em plantas
transgénicas de tabaco Masson et al,
(1991) demonstraram que apenas 0s pro-
dutos dos genes tpnA e tpnD sdo essen-
ciais para a mobilizagdo dos elementos
ndo autdnomos dSpm.

A proteina TpnA apresenta-se
como uma proteina reguladora capaz de
promover a ativagdo de elementos inati-
vados por metilagdo, bem como reprimir
elementos ativos ndo metilados (Schlappi
etal., 1994).

Baseada na capacidade da proteina
TpnA de reverter o estado de metilagio
dos elementos Spm, Federoff (1995) su-
geriu que o mecanismo molecular de
regulagdo deste mesmo elemento, duran-
te o desenvolvimento da planta, poderia
estar relacionado com os sistemas de

metila¢@o da planta e a proteina TpnA.



O elemento de transposi¢dao Muta-
tor (Mu) foi identificado por Robertson
em 1978. O primeiro elemento deste
sistema de transposi¢do a ser caracteri-
zado molecularmente trata-se do elemen-
to Mul, o qual foi isolado de uma inser-
¢do no gene Adh-1, que codifica a enzi-
ma alcool desidrogenase (Bennetzen et
al., 1984). O elemento de transposigdo
Mul apresenta 1,3 Kb de extensdo, com
repeti¢des invertidas de 213 e 215 pb, as
quais apresentam aproximadamente 95%
de identidade. Este elemento produz ain-
da duplicagdes de aproximadamente 9 pb
sobre a inser¢io (Barker et al., 1984).

Outros elementos pertencentes a
familia do elemento de transposigio Mu,
os quais apresentavam desigualdades em
suas sequéncias internas, foram posteri-
ormente isolados devido a similaridade
apresentada em suas regides terminais
invertidas. De acordo com o grau de
similaridade apresentado por estes ele-
mentos, os mesmos foram classificados
em diversas subfamilias (Bennetzen et
al., 1993).

Todas as linhagens de milho anali-
sadas contém sequéncias similares a se-
quéncia de elementos Mu, no entanto

poucas linhagens exibem o fenétipo Mu-
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tator (Chandler, 1986). A auséncia de
atividade destes elementos tem sido cor-
relacionada com modificagdes em seus
DNAs (Chandler & Walbot, 1986; Ben-
netzen 1987). A grande maioria das li-
nhagens que apresenta atividade Mutator
apresenta elementos da  subfamilia
Mul/Mu2 (Bennetzen et al., 1993).

Até o momento ainda ndo existem
evidéncias de que estes elementos sejam
capazes de codificar uma transposase
funcional, indicando portanto tratar-se de
elementos n3o auténomos (Bennetzen ef
al., 1993).

Os elementos Mu estdo presentes
em 15 a 50 copias em linhagens ativas,
bem como em progénies obtidas através
do cruzamento com linhagens inativas
(Alleman & Feeling, 1986). Esta obser-
vagdo sugere um mecanismo replicativo
de transposi¢do dos elementos Mu, dife-
rindo do mecanismo deduzido para as
familias Ac e Spm, que se deslocam atra-
vés de mecanismos conservativos nio
relacionados com replicagdo (Bennetzen
etal., 1993).

A descoberta de que elementos de
transposi¢do Mu podem existir em forma
livre e circular, corrobora com a hip6tese

do mecanismo replicativo de transposi-



¢do destes mesmos elementos
(Sundaresan & Freeling, 1987).

Cabe-nos citar ainda a importancia
dos elementos moveis de transposigdo de
milho como instrumentos para caracteri-
zagdo molecular de genes.

Uma vez isolado um determinado
elemento de transposigdo, este poderia
ser utilizado como sonda para clonagem
de um outro gene que possa ter sido
mutado, através de inser¢do deste mesmo
elemento. Apos detectada a mutagdo
neste novo gene, o0 mesmo podera ser
isolado molecularmente, através de clo-
nagem de sequéncias flanqueadoras do
DNA do elemento de transposigao.

Esta técnica denominada “Trans-
poson Tagging”, foi utilizada pela pri-
meira vez na caracterizagio do locus
Bronze em milho (Federoff ef al., 1984).
Esta técnica tem sido amplamente utili-
zada na caracterizagio de genes que di-
ficilmente poderiam ser isolados, a partir
de bibliotecas de DNA, uma vez que nio
sdo conhecidos os produtos destes genes,
especialmente aqueles envolvidos em
mecanismos, tais como: regulagdo géni-
ca, desenvolvimento, resisténcia a pato-
genos, ou ainda genes relacionados com

o controle de diferentes processos fisio-
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logicos e bioquimicos (Gierl & Saedler,
1992; Dellaporta & Moreno, 1994; Os-
borne & Baker, 1995).

A aplicagio da técnica de
“transposon tagging” pode ser estendida
também & espécies de plantas que ndo
apresentam sistemas de transposigdo
caracterizados. Neste caso, elementos
auténomos s3o introduzidos através de
técnicas de transformagdo (Osborne &
Baker, 1995).

Esta técnica associada a facilidade
em identificar-se novos mutantes para o
carater de pigmentagdo conferido pela
antocianina em plantas de milho, condu-
ziu diversos autores em empenhar-se no
isolamento e caracterizagio de seis novos
alelos, sendo que destes, quatro (41,
Bzl, Bz2, C2) codificam enzimas e os
outros dois (C/ e R) atuam como ativa-
dores de transcrigdo (Cone e? al., 1986;
Paz - Ares et al., 1987; Ludwing et al,
1989).

McCarty et al, (1989) também
utilizaram a técnica de “transposon ta-
gging” com o auxilio do elemento de
transposi¢do Mu, para clonagem do gene
Vpl, para demonstrar que uma mutagio
neste gene poderia levar a auséncia de

antocianina em aleurona e embrido, sen-



do que mutagdes nos demais genes (Vp2,
Vp5, Vp7, Vp8 e Vp9) ndo causariam
alteragdes, no que concerne ao carater
pigmentagdo de sementes.

Por outro lado, os genes Vp2, Vp5,
Vp7 e Vp9 bloqueiam a biosintese de
carotendide e como consequéncia ndo
acumulam 4cido abscisico (ABA), o que
confere um fenétipo branco ao endos-
perma, associado & germinagdo precoce.
Desta forma, para explorar as possiveis
causas deste mecanismo, este mesmo
grupo de pesquisadores utilizou-se da

mesma técnica ¢ também do mesmo ele-
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mento de transposigdo Mu para clona-
gem do gene Vp7.

A identificagdo do gene responsa-
vel pela mutagio Opaco-2 em milho,
também foi realizada com o auxilio da
técnica de “transposon tagging”, por dois
grupos distintos de pesquisadores, 0s
quais utilizaram diferentes elementos
moveis de transposigio.

Schmidt et al., (1987) utilizaram o
elemento de transposi¢do Supressor -
Mutator - Spm, enquanto que Motto ef
al., (1988) utilizaram o elemento de

transposigdo Activator - Ac.

GENE Adh-1 DE MILHO

O gene Adh-1 codifica a principal
enzima com atividade de alcool desidro-
genase (ADH) presente nas sementes,
plantulas e polen de milho, porém ausen-
te em folhas maduras.

.Adh-1 corresponde a um dos genes
methor estudados em eucariotos. Trata-
se de um gene ndo essencial. Plantas que

apresentam mutagdo neste gene, frequen-

temente apresentam um crescimento
normal, exceto em condi¢Oes de anaero-
biose, quando a via conhecida como fer-
mentagéo alcoodlica é ativada.

Quando uma plantula de milho ¢
submetida a anaerobiose, trés isoenzimas
com atividade ADH s3o induzidas nas
raizes (Schwartz, 1969). As isoenzimas

representam a dimerizagdo randomica de



polipeptidios codificados por dois dife-
rentes genes de ADH: Adh-1 e Adh-2
(Freeling & Schwartz, 1973). A holoen-
zima € constituida por um dimero de
80 KDa (Schwartz, 1972).

O efeito da atividade de Adh-2 na
sobrevivéncia em condigdes de anaerobi-
ose é minima, e somente aparente em
plantas que ndo apresentam atividade de
ADH (Freeling & Bennett, 1985).

As sequéncias codificadoras dos
dois genes sio muito similares, porém o
mesmo n3ao acontece com as regides
flanqueadoras 5°, que apresentam dife-
rencas provavelmente relacionadas aos
diferentes métodos de indugdo através de
hipoxia (Paul & Ferl, 1991).

O locus Adh-1 foi mapeado proxi-
mo ao telémero do cromossomo IL de
milho (Birchler, 1980), enquanto que o
locus Adh-2 foi mapeado no cromosso-

mo 4S (Freeling & Birchler, 1985).
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No locus Adh-1 os alelos mais co-
muns sio conhecidos como Adh-1S e
Adh-1F; que codificam respectivamente,
polipeptidios que apresentam baixa e alta
mobilidade eletroforética (Schwartz &
Endo, 1966).

Clones gendmicos e de cDNA cor-
respondentes aos dois alelos ja encon-
tram-se descritos (Dennis et al, 1984;
Dennis et al., 1985, Sachs et al., 1986).

Mutantes adh-0 de milho resultan-
tes da inser¢do ou excisdo de elementos
de transposi¢do tém sido descritos para
diferentes familias de transposons: Mu
(Stromer et al., 1982; Alleman & Free-
ling, 1983; Freeling & Bennett, 1985),
Ds (Peacock et al., 1983; Doring et al.,
1984) e Bs/ (Mottinger ef al., 1984). A
inser¢do dos elementos de transposi¢do
reduz parcial ou totalmente a expressio

do gene Adh-1 em plantas.
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SOMACLONE S1587

A linhagem de milho Cat-100-6
consiste de uma linhagem “flint”, a qual
foi derivada de uma populagdo Cateto,
pertencente ao Banco de Germoplasma
de milho do Departamento de Genética e
Evolugdo da Universidade Estadual de
Campinas.

Esta linhagem caracteriza-se por
apresentar alta tolerdncia ao aluminio
(Prioli, 1987) entretanto, possui caracte-
risticas indesejaveis, tais como baixa ca-
pacidade de combinagdo, ressecamento
precoce da planta, o que pof sua vez
determina uma redugdo na granagio, e
também alta susceptibilidade de suas
sementes ao ataque de fungos (Silva,
W.J., dados ndo publicados).

Devido a caracteristica de alta tole-
rancia a0 aluminio da linhagem
Cat-100-6, em 1985, no Laboratorio de
Genética Vegetal, deste mesmo Depar-
tamento de Genética e Evolugdo, foram
derivados calos embriogénicos que foram
mantidos em meio de cultura por seis
meses. A partir destas culturas foram

regeneradas plantas e estas, por sua vez,

foram transferidas para o campo e auto-
fecundadas ou cruzadas com outras
plantas regeneradas, a partir desta ou de
outras linhagens.

A maioria das plantas regeneradas
apresentou aspectos semelhantes aos da
linhagem original Cat-100-6. No entanto,
uma das plantas regeneradas apresentou
um grande namero de alteragdes em suas
caracteristicas.

Este somaclone apresentou alto vi-
gor, caracterizado por seu tamanho duas
a trés vezes maior que as demais plantas
regeneradas, perfilhamento, e um aumen-
to do nimero de espigas. O colmo pri-
mario produziu quatro espigas, enquanto
que o segundo e terceiro perfilhos pro-
duziram duas espigas cada um (Fig. 1).

A manutengdo das alteragbes em
geragdes posteriores permitiu supor que
as mesmas poderiam apresentar-se como
resultado de variagdes somaclonais,
ocorridas durante o periodo de cultura.
Esta planta foi denominada Somaclone

S1587.



A analise posterior de progénies
originarias desse regenerante revelou a
presenga de um grande nimero de muta-
¢des em sementes e plantulas (Targon et
al., 1991).

Entre as mutag¢des reconhecidas
podemos destacar mutantes do tipo vivi-
paros, mutantes de endosperma dos tipos
opaque e shrunken, desenvolvimento de
plantas braquiticas, plantas ands e ainda o
aparecimento de folhas estriadas (Fig. 2)
(Targon et al., 1991).

Varias progénies apresentaram se-
gregacdo caracteristica de genes mutan-
tes recessivos e dominantes, enquanto
que, algumas progénies apresentaram
grandes desvios de segregac¢do, e desta

forma, um certo grau de instabilidade.
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Figura 1: Vista panoramica do campo experimental mostrando uma série de plantas de
milho regeneradas, a partir de calos embriogénicos friaveis (Tipo II), entre as

quais destaca-se, pelo seu vigor, a planta S1587.
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Figura 2: Exemplos de mutantes segregando nas progénies R2 e R3. (A) Folhas
Variegadas, (B) Endosperma Variegado, (C) Plantulas Defectivas, (D)

Viviparo.



OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho
consistiu na caracterizagio de um Mutante
para o gene Adh-I identificado em um
Variante Somaclonal de milho (S1587)
selecionado no Laboratorio de Genética de
Plantas do Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética da Universidade Es-
tadual de Campinas.

Considerando-se como premissas
basicas a alta frequéncia de variantes ge-
néticos observada em progénies do soma-
clone S1587, e aliado ao seu grau de ins-
tabilidade, a hipotese de que a ativagio de
um elemento de transposigdo poderia estar
envolvida na origem das mutagdes obser-
vadas neste somaclone, as principais abor-
dagens adotadas para a realizagdao deste
trabalho foram:

Avaliagdo de ocorréncia de polimor-
fismo de restricdo entre o Somaclone
S1587 e a linhagem original Cat-100-6.

Identificagio de um mutante para o
gene Adh-1 em progénies do Somaclone
S$1587, visando procurar por uma possivel
inser¢do de um elemento de transposigao,
o qual poderia estar envolvido com os
mecanismos que geraram a alta frequéncia

de mutagdes nesse somaclone.
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MATERIAIS E METODOS

Material Vegetal

As sementes da linhagem de milho
Cat-100-6, bem como as sementes da ge-
racio R2 do Variante Somaclonal S1587
foram obtidas do Banco de Germoplasma
do Departamento de Genética e Evolugio
do Instituto de Biologia da Universidade

Estadual de Campinas.

Selecdo de Plantas Adh-0

Plantas deficientes na atividade da
enzima alcool desidrogenase (ADH) foram
selecionadas através da polinizagio de
progénies R2 do vanante ‘somaclonal
S1587, com podlen da mesma progénie
tratado com vapores de alcool alilico
(Schwartz & Osterman, 1976).

O alcool alilico quando adicionado
ao meio de cultura, atinge o citoplasma
das células, onde pela atividade de ADH ¢
oxidado transformando-se em acroleina

(Fig. 3). Este aldeido € extremamente to-

Xico e ocasiona a morte de células que
apresentam atividade de ADH. Desta for-
ma as células que nio possuem atividade
ADH ndo fazem a conversdo do alcool
alilico em acroleina, ndo sendo portanto
afetadas.

O pdlen foi coletado entre 8 e 10 ho-
ras da manhd, separado das anteras com
ajuda de uma peneira e tratado com alcool
alilico.

Amostras de  aproximadamente
100 mg de grdos de polen foram deposita-
das no fundo de erlenmeyers de 250 ml.
Foram adicionados 10 ul de alcool alilico
na parede dos frascos e estes foram entdo
hermeticamente fechados, constituindo-se
em cdmaras de vapor. Os tratamentos tive-
ram a durag@o de 15 a 30 minutos.

Apos o tratamento, o poélen foi utili-
zado para polinizar plantas da geragdo R2

do somaclone S1587.
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Alcool Alilico
ADH

Acroleina

o

NAD®

H,C=CH-CH,-OH /—\ >  H,C=CH-C ;

NADH +H"*

Figura 3: Reagdo de oxidagdo do Alcool Alilico catalisada pela ADH.

As sementes da geragdo R3 foram
plantadas e as plantas foram autofecunda-
das, obtendo-se sementes da geragdo R4,
que foram monitoradas para a atividade de
ADH.

Sementes com atividade nula para a
ADH foram plantadas e autofecundadas.
As sementes obtidas (geragao RS) foram
plantadas e as plantas foram caracteriza-
das, genotipicamente, através do teste de
atividade de ADH em grios de polen.
Com o auxilio de uma lupa foram exami-
nados aproximadamente 300 graos de po-
len de cada planta.

Foram consideradas plantas homozi-
gotas Adh/Adh aquelas que apresentaram
atividade de ADH em 100% dos grios de
polen, plantas homozigotas adh-0/adh-0

aquelas que apresentaram auséncia de ati-

vidade de ADH em 100% dos gridos de
polen. As plantas que apresentaram ativi-
dade de ADH em aproximadamente 50%
dos grios de podlen foram consideradas
heterozigotas Adh/adh-0.

Determinagio Qualitativa da Atividade
de ADH

A capacidade da ADH em reduzir o
cloreto de p-nitro-blue-tetrazolium foi
utilizada como indicador da atividade en-
zimatica em extratos de escutelos obtidos

a partir de sementes.

Procedimento:

e Colocar as sementes para germinar em
papel de germinagdo embebido em agua
durante a noite.

e Transferir aproximadamente 10 mg do

escutelo para um tubo Eppendorf.



¢ Adicionar 100 pl de tampdo de homo-
geneizagdo (Tris-HCl 62 mM pH 6,8;
DTT 1 mM, Glicerol 20%).

e Macerar com bastdo de vidro.

e Centrifugar por 15 minutos.

¢ Aplicar aliquotas de 1 pul do sobrenadan-
te em papel Whatman 3 MM.

¢ Incubar no escuro o papel com 50 ml de
tampdo de revelagio, durante 30 minu-
tos, a temperatura ambiente.

¢ Interromper a revelagio adicionando
25 ml do fixador e incubar durante 20
minutos a temperatura ambiente.

e Lavar com agua destilada durante 20

minutos.

Teste de Atividade de ADH em

Grios de Pélen

O cloreto de  p-nitro-blue-
tetrazolium foi utilizado como o indicador
da atividade enzimatica em grios de pdlen
submetidos a germinagdo.

As paniculas das plantas foram co-
bertas logo pela manhd permanecendo
assim por uma hora. Logo apds este peri-
odo, os graos de polen foram recolhidos e
trazidos imediatamente para o laboratorio,

evitando-se assim possivels contamina-

¢coes.
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Os graos de polen foram distribuidos
em placas de Petri contendo 5 ml de meio
de germinagdo. Apos 30 minutos de incu-
bag3o, a temperatura ambiente, foram adi-
cionados 2 ml de tampdo de coloragdo. As
placas foram mantidas no escuro durante
20 a 30 minutos, a temperatura ambiente,

e acrescentou-se 1 ml de fixador.

Solucoes:

Tampaio de Revelagiio

Tris-HC] 100 mM pH 8,5 96 ml
Etanol 1 ml
Solugdo Estoque NAD 100x 1 ml
Solugdo Estoque NBT 100x 1ml
Solugdo Estoque PMS 100x 1ml
NAD 100X
Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo
Tris-HC1 100 mM pH 8,5 S5ml
NBT 100X
p-Nitro-Blue-Tetrazolium
Tris-HCI 100 mM pH 8,5 5 ml
PMS 100X
Phenazine-Methosulfate 15 mg
H.0 5ml
Fixador
Metanol 300 mi
Acido Acético 70 mi

H;O 630 ml

50 mg

40 mg



Meio de Germinacio

Sacarose 15%
Ca(NOs), 0,03%
H,;BO; 0,01%
MgSO, 0,02%
KNO; 0,01%
Trizma-Base 0,01%

Titular para pH 6,5 com NaOH 2M

Autoclavar

Apés a confirmagdo de plantas ho-
mozigotas e heterozigotas, positivas e ne-
gativas quanto a atividade da enzima al-
cool desidrogenase, o mutante entdo
identificado em nosso laboratorio foi auto-
fecundado durante 5 geragdes e posteri-
ormente analisado a nivel molecular.

DNA gendmico foi extraido, a partir
de espiguetas e plantulas para posteriores
experimentos de Southern comparativos,
para uma confirmagdo definitiva do geno-
tipo das plantas utilizadas.

O DNA genbémico de plantas homo-
zigotas adh-0/adh-0 foi utilizado para a
construgio de uma biblioteca gendmica.
Como sonda para esta biblioteca gendmica
foi utilizado um clone de cDNA do gene
Adh-1F de milho (pZML 793) onde foram
denominados

isolados dois  clones

Adhl-5.1 e Adhl-7.2.
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A seguir os clones isolados foram
parcialmente sequenciados para que fosse

possivel identicar a causa da mutagdo.

Linhagens de Bactérias

Em seguida s3o descritas as linha-
gens de bactérias (Escherichia coli) utili-
zadas durante a realizagdo deste trabalho.
A descri¢io detalhada de cada linhagem

encontra-se no Apéndice I.

DHSa
Genotipo relevante: F supE44
AllacZYA -argF)UI69 (¢80 lacZAMI5)
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 reldl
(Hanahan, 1983).

Uso: preparagdo de células compe-
tentes para as transformagbes realizadas

durante as subclonagens em pBluescript

KS+.

SRB

Genotipo relevante: sbeC recJ, uvrC
umuC::Tn5(Kan" supE44 lac gyrA96
rel Al thi-1 endAl mcrA A(mcrBC
hsdRMS mrr)17]1 [F’ proAB lacl’
lacZAM15]

Uso: hospedeira utilizada na analise
da biblioteca gendmica de milho preparada

no bacteriéfago ADASH (Stratagene).



SRB(P2)
Genotipo relevante: hospedeira SRB
lisogénica para o bacteriéfago P2.

Uso: 0 mesmo da hospedeira SRB.

DLS38

Genotipo hsdR mcrA
mcrB recD sbcC (Whittaker ef al., 1988).

relevante:

Uso: hospedeira do bacterofago
ADASH durante a selegio de clones re-
combinantes da biblioteca genomica de

milho.

Plasmideos

pBluescript KS*
O plasmideo pBluescript KS*
(Stratagene) foi utilizado como vetor nas
reagdes de subclonagem. Maiores detalthes
deste plasmideo encontram-se descritos no

Apéndice II.

pZML793

Clone de cDNA contendo 1592 pb
do gene Adh-1F isolado de uma linhagem
comercial de milho (Cromac), homozigota
para o alelo Adhl-CroF (Dennis et al.,
1984).
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pH 2.3

O plasmideo pH2.3 (Fig. 4) contém
o fragmento Hind III de 2,3 Kb, do gene
Adh-1F inserido no plasmideo pBR322
(Bennetzen et al., 1984). Este plasmideo
foi gentilmente cedido pelo Dr. Peter Star-
linger da Universidade de Cologne, Ale-
manha.

pZ22.3

O clone de cDNA de a-zeina de
22 KDa (Marks et al.,), contendo um in-
serto de aproximadamente 1 Kb clonado
no sitio Pst I de pBR322. Este plasmideo
foi gentilmente cedido pelo Dr. Brian Lar-
kins da Universidade do Arizona, Tucson,
USA.
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Adhl1F
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Figura 4: Diagrama esquematico mostrando a posig@o do inserto de 2,3 Kb do plasmideo

pH2.3 no gene Adh-1F. As areas hachuradas representam os “exons” presentes

no gene.

As técnicas de biologia molecular utiliza-
das neste trabalho encontram-se des-

critas a seguir:
Isolamento de DNA de Plantas

O DNA utilizado nos experimentos

de “Southern blot”, bem como para a

construg@o da biblioteca gendmica foi pre-

parado conforme descrito em Rivin ef al.,

(1982).

Procedimento:

e Lavar as folhas com agua destilada e
incubar durante 15 minutos em hipo-
clorito de sodio 5%. Lavar com agua
estéril e secar ao ar. Em caso de plantas

obtidas em condig¢des estéreis, nio ha

necessidade de esterilizagdo em hipo-
clorito.

Congelar o material em nitrogénio liqui-
do. O material pode ser estocado em
nitrogénio liquido.

Pulverizar o material em graal pré-
resfriado em nitrogénio liquido. Manter
o material congelado por adigdo de ni-
trogénio liquido.

Adicionar 8 a 20 volumes de tampao de
homogeneizagdo. Manter em gelo por S
minutos.

Homogeneizar em “polytron” durante
30 segundos, na maior velocidade. Re-
petir a homogeneizagdo. Manter a solu-

¢do em banho de gelo.



¢ Filtrar o homogeneizado em trés cama-
das de gaze estéril em funil de Buchner
com auxilio de uma bomba de vacuo.
Sedimentar os nucleos centrifugando o
filtrado a 350 g durante 10 minutos, a
4°C (2.000 rpm, rotor JA-20, centrifuga
Beckman). Desprezar o sobrenadante.
Manter em gelo.

Mantendo a amostra em gelo, gentil-
mente porém, rapidamente, suspender o
sedimento em tamp3ao de lise gelado.
Depois de  suspenso, adicionar
N-laurilsarcosinato de sodio 20% na
proporgdo de 1:10 em tampdo de lise.
Incubar durante uma hora a 50°C.
Adicionar 0,5 g de cloreto de césio
(CsCl) por ml de lisado.

Remover proteinas insolaveis e plasmi-
deos por centrifugagdo a 17.000 g
(12.000 rpm, rotor JA-20, centrifuga
Beckman), durante 15 minutos, a 4°C.
Se necessario filtrar o sobrenadante em
gaze estéril.

Adicionar brometo de etidio até atingir a
concentragio de 300 pg/ml. Ajustar a
concentragdo de CsCl, o indice de refra-
¢do deve ser de 1.3895. Centrifugar du-
rante 20 horas a 50.000 rpm em rotor

V1i-80, em ultracentrifuga Beckman.
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e Remover a banda fluorescente, cuidado-

samente, com uma seringa munida de
agulha 30 x 12 mm.

Remover o brometo de etidio por su-
cessivas extragdes com butanol equili-
brado com agua na proporg¢do de 1:1,
até que ndo haja mais vestigios de colo-
ragdo na fase do butanol.

Dialisar com TE, ou adicionar dois vo-
lumes de agua e precipitar 0 DNA com
adi¢do de 2 volumes de etanol gelado,
incubar durante duas horas a -20°C.
Apos a dialise, adicionar 0,1 volumes de
acetato de sodio 3 M e 2 volumes de
etanol gelado, incubar durante duas ho-
ras, a temperatura ambiente.

Coletar o DNA em bastdo de vidro ou
por centrifugagdo. Lavar o DNA com

etanol 70%.

Solugdes:

Tampio de Homogeneizagio

Tris-HCl 50 mM, pH 8,0; Sacarose
0,3 M; MgCl, 5 mM

Tris/HCl pH8.01 M 5,0 ml
MgCl,0.2 M 2,5ml
Sacarose 10,27 g

H,0 (qsp) 100 ml



Tampio de Lise

Tris-HCl 50 mM, pH 7,5; EDTA

20 mM
Tris/HCI pH8.0 1M 0,5 ml
EDTA 0,5 M pH 8,0 0,4 ml
H0 (gsp) 10 ml

Tampao de Diilise (TE)
Tris-HCl 10 mM, pH 7,5; EDTA
1 mM

Isolamento de DNA de plasmideos
em larga escala

Foi utilizada a técnica de lise alcalina
descrita em Sambrook et al. (1989), com
algumas modificagdes.

Procedimento:
¢ Inocular 10 ml de meio LB contendo o

antibiético apropriado a partir de uma
unica colonia, e incubar a 37°C durante
a noite em shaker a 250 rpm.

e Na manhi seguinte inocular 30 ml de
meio LB contendo o antibidtico apro-
priado com 0,1 ml da cultura obtida du-
rante a noite, e incubar a 37°C com
agitagdo vigorosa (300 rpm) até a cultu-
ra atingir DOsoo = 0,6 (final da fase de
crescimento exponencial).

e Inocular 25 ml da cultura obtida na eta-

pa anterior em 500 ml de meio LB con-
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tendo o antibidtico apropriado e
pré.aquecido a 37°C, em erlenmeyer de
2 litros. Incubar a 37°C com agitagdo
vigorosa até DOesoo = 0,6 a 0,8 (~ 2,5
horas).

Adicionar 2,5 ml de solugdo de cloran-
fenicol 34 mg/ml em etanol. A concen-
tragdo de cloranfenicol no meio deve ser
de 170 pg/ml. A etapa de amplificagdo é
desnecessaria para plasmideos que apre-
sentam replicon derivado dos plasmi-
deos pMBI1 e ColEl, entre os quais es-
tdo incluidos os plasmideos derivados de
pBR322 e pUC. Incubar a 37°C sob vi-
gorosa agitagdo (300 rpm) durante 12 a
16 horas.

Centrifugar o cultivo a 7.000 rpm em
rotor Beckman JA-14 durante 10 minu-

tos a 4°C.

Suspender o sedimento, obtido a partir
de 500 ml de cultivo, em 4 ml de solu-
¢do I. Distribuir a suspensio em um
tubo de centrifuga de 30 ml
(polipropileno).

Adicionar 1 ml de solugdo de lisozima
(25 mg/ml em solugio I). Misturar bem
e manter a temperatura ambiente duran-

te 10 minutos.



e Adicionar 10 ml de solugdo II, recente-
mente preparada. Misturar o conteudo
lentamente, por repetidas inversdes.
Manter em gelo durante 10 minutos.
Adicionar a cada tubo 7,5 ml de solug@o
de acetato de potassio 3 M, gelada.
Misturar bem pof inversdo, até o desa-
parecimento das diferentes fases liqui-
das. Manter em gelo durante 10 minu-
tos. Um precipitado floculoso sera for-
mado. O precipitado € constituido de
DNA cromossomico, RNA de alto peso
molecular e complexos de Potas-
sio/SDS/Proteina/Complexos de Mem-
brana.

Centrifugar o lisado a 12.000 rpm du-
rante 20 minutos a 4°C em rotor Be-
ckman JA-20. Se ndo ocorrer formagdo
de sedimento, centrifugar novamente.
Falha na sedimentagio, geralmente
ocorre devido a uma inadequada mistura
do lisado com a solugdo de acetato de
potassio.

Filtrar o sobrenadante em 4 camadas de
gaze estéril. Distribuir o filtrado em dois
novos de

tubos centrifuga

(polipropileno).
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Adicionar 0,6 volumes de isopropanol.
Misturar bem e manter a temperatura
ambiente durante 10 minutos.
Centrifugar a 11.000 rpm em rotor Be-
ckman JA-20 durante 10 minutos a tem-
peratura ambiente.

Lavar o sedimento com etanol 70% &
temperatura ambiente. Secar o sedimen-
to.

Dissolver o sedimento em 4 ml de TE.
Adicionar 4,4 g de cloreto de césio.
Misturar até a completa dissolugdo.
Adicionar 0,4 ml de solugdo de brometo
de etidio (10 mg/ml). A densidade final
da solugdo deve ser de 1,55 g/ml, cor-
respondente a um indice de refragdo de
~ 1,3860.

Centrifugar a solugdo a 8.000 rpm du-
rante 5 minutos & temperatura ambiente
em rotor Beckman JA-20. Complexos
formados entre o brometo de etidio e
proteinas bacterianas deverdo flutuar na
solugdo. Remover a solugdo clara e
avermelhada abaixo dos residuos e
transferir para tubos de ultracentrifuga.
Centrifugar os gradientes a 60.000 rpm
durante 16 a 20 horas (Rotores Vti65
ou Vti80), ou 45.000 rpm durante 48
horas (Rotor Ti 50), ou 60.000 rpm du-



rante 24 horas (Rotores Ti 65 ou Ti
70.1), a 20°C.

Com o auxilio de uma seringa munida
de agulha 30 x 12, coletar a banda de
DNA. Duas bandas de DNA, localizadas
no centro do tubo, devem ser visiveis
sob luz ordinaria. As bandas podem ser
melhor visualisadas com iluminagdo UV,
com a desvantagem de que este com-
primento de onda promove quebras no
DNA, portanto deve-se iluminar com
luz UV o mais afastado e breve possivel.
A banda superior consiste de DNA line-
ar cromossOmico e DNA plasmidial re-
laxado com o corte de uma das cadeias
de DNA. A banda inferior consiste de
DNA plasmidial superespiralado. O se-
dimento no fundo do tubo, ou na lateral
do tubo, no caso de rotores verticais,
consiste de complexos de RNA/brometo
de etidio.

Distribuir a amostra contendo DNA em
tubos eppendorf e adicionar igual volu-
me de n-butanol saturado em agua.
Misturar as fases com vortex.
Centrifugar durante 30 segundos a tem-
peratura ambiente.

Remover a fase alcodlica (superior).
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e Repetir as etapas anteriores até que toda

a cor vermelha desaparega em ambas as
fases.

Remover o cloreto de césio através de
Dialise contra 1.000 volumes de TE du-
rante 24 a 48 horas com 3 a 4 trocas de
TE. Um método alternativo para a re-
mogdo do cloreto de césio consiste em
diluir a amostra com 3 volumes de agua
e em seguida precipitar o DNA com
dois volumes de etanol durante 15 minu-
tos a 4°C seguido de centrifugagdo a
10.000 rpm (Rotor Beckman JA-20),
durante 15 minutos a 4°C. Dissolver o
DNA precipitado em aproximadamente
1ml de TE.

Determinar a concentragdo e analisar a
qualidade de DNA, através de eletrofo-

rese em gel de agarose.

Solugdes:

Solucao I
Tris-HC! 25 mM, pH 8,0, glicose
50 mM; EDTA 10 mM

Tris/HCl pH8.0 1 M 2,5ml
EDTA 0,5M pH 8,0 2,0 ml
Glicose 2 M 2,5ml

H,0 (gsp) 100 ml



Autoclavar durante 15 minutos e

armazenar a 4°C.

Solugio I1

NaOH 0,2 N; SDS 1%
NaOH2 N Iml
SDS 10% 1ml
H,0 ' (gsp) 10 ml

Solucio de Acetato de Potassio

Acetato de potassio SM 60,0 ml

Acido acético glacial 11,5 ml

H,0 28,5 ml
TE

Tris-HCl 10 mM, pH 7,5; EDTA
I mM

Minipreparagcio de DNA de

plasmideos

e Inocular 5 ml de meio LB contendo

antibidtico apropriado, com uma tnica
colonia de bactéria. Incubar sob vigoro-
sa agitagdo durante a noite.

e Transferir 1,5 ml da cultura para um
tubo Eppendorf, centrifugar durante 10
segundos em velocidade maxima. Des-
cartar o sobrenadante, manter cerca de
50 a 100 ul. Se preferir, repetir a opera-

¢30 com mais 1,5 ml de cultura.

e Misturar bem com o auxilio de um vor-

tex.
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Adicionar 300 nl de TENS.

Misturar bem novamente com vortex.
Adicionar 150 pl de acetato de sodio
3M, pH 5,2.

Misturar bem novamente com vortex.
Centrifugar durante 2 a 5 minutos a
temperatura ambiente.

Transferir o sobrenadante para um tubo
Eppendorf.

Adicionar 0,9 ml de etanol gelado, mis-
turar bem por inversio.

Centrifugar durante 10 minutos a tem-
peratura ambiente.

Descartar o sobrenadante e adicionar
etanol 70%. Centrifugar durante 5
minutos a temperatura ambiente. Repetir
a lavagem com etanol.

Secar o sedimento e ressuspender em
50 ul de TE contendo 20 pg/pl de
RNAse

Solucoes:

TENS
Tris-HCl 10mM, pH 8,0; NaOH
0,1 N; SDS 0,5%

Tris-HCI 1 M pH 8,0 0,1 ml
NaOH2 N 0,5 ml
SDS 10% 0,5 ml
H20 8,9 ml



Acetato de Sédio 3 M
Acetato de sodio (anidro) 492¢
H,0 qsp 200 ml

Ajustar para pH 5,2 com acido acé-

tico.

Preparacio de Bacteriéfago
Lambda em grande escala.

o Inocular 100 ml de meio LBM em um
erlenmeyer de 500 ml com uma coldnia
de bactéria hospedeira apropriada. Incu-
bar durante a noite a 37°C com agitag@o
vigorosa (300 rpm).

e Ler a DOsoo da cultura. Calcular a con-
centragdo de células assumindo que 1U
de DO corresponde a 8 x 10% células/ml.

e Transferir uma aliquota da cultura con-
tendo 10" células para um tubo de cen-
trifuga estéril e centrifugar a 4.000 g du-
rante 10 minutos. Descartar o sobrena-
dante e ressuspender o sedimento em
3 ml de solugdo SM.

e Adicionar o fago e misturar rapidamen-
te. O numero de particulas de fago a ser
utilizado € critico. Para fagos que apre-
sentam um bom rendimento no cresci-
mento (EMBL 3 ou EMBL4 e Agt10),
5x10" pfu (“plaque forming unit”) de-

vem ser adicionados a suspensdo de cé-
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lulas. Para fagos da série Charon, devem
ser utilizados 5 x 10° pfu.

Incubar durante 20 minutos a 37°C com
suave agitagao.

Transferir as células infectadas para
500ml de meio LBM em um Er-
lenmeyer de 2.000 ml. Incubar a 37°C
com vigorosa agitagédo (300 rpm). Ocor-

rera crescimento simultineo da bactéria

e fagos, resultando em uma lise da cul-

tura apos, aproximadamente, 6 horas. A
lise podera ser monitorada a partir de
4 horas de cultivo, efetuando-se suces-
sivas leituras de DQOesoo. A queda da
DOsoo indicara o momento da lise.

Apbos a cultura ter atingido a lise deseja-
da, adicionar 10 ml de cloroférmio e in-
cubar a 37°C durante 10 minutos com
vigorosa agitagao.

Manter o cultivo imovel durante
10 minutos em gelo e transferir a cultura
para tubos de centrifuga (Beckman
JA-10) com muito cuidado para ndo
verter também o cloroféormio. Centrifu-
gar durante 10 minutos a 7.000 rpm a
4°C.

Decantar cuidadosamente o sobrenadan-
te e adicionar 50 pl de RNAse e 500 ul
de DNAse. (Solugdes Estoques em



agua: DNAse = 1 mg/ml, RNAse =
10 mg/ml). Incubar durante 30 a 60 mi-
nutos, a 37°C, sob suave agitagdo, em
shaker.

Adicionar 29,2 g de NaCl, dissolver por
agitacio e manter em gelo durante uma
hora.

Transferir o cultivo para tubos de centri-
fuga (polipropileno) e centrifugar a
10.000 rpm em rotor Beckman JA-10,
durante 10 minutos a 4°C.

Transferir o sobrenadante para um er-
lenmeyer de 1.000 ml e adicionar 50 g
de polietileno glicol (PEG 8.000). Dis-
solver a temperatura ambiente, com o
auxilio de um agitador magnético, po-
rém lentamente. Manter em gelo duran-
te, no minimo, uma hora ou ainda, du-
rante a noite, em gelo, mantido em gela-
deira.

Centrifugar a 10.000 rpm, durante 10

minutos, a 4°C.

Decantar o sobrenadante, com cuidado
e retirar o maximo de liquido dos fras-
cos, mantendo-os invertidos, por alguns
minutos, sobre papel absorvente.

¢ Ressuspender o sedimento em 8 ml de
solugio SM, lavando bem as paredes

dos frascos.
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e Transferir esta suspensio para tubos

Falcon (ou polipropileno) estéreis, e
adicionar igual volume de cloroférmio,
misturar em vortex durante 30 segun-
dos. Centrifugar durante 10 minutos a
3.000 rpm a temperatura ambiente. Re-
colher a fase aquosa.

Adicionar 0,5 g de cloreto de césio por
ml da suspensdo de bacteri6fago. Agitar
até a completa dissolugdo do cloreto de
césio.

Transferir cuidadosamente a suspensdo
ao topo de um gradiente descontinuo de
cloreto de césio, previamente preparado,
em tubos (Ultraclear) para Rotor SW41
de ultracentrifuga Beckman.

O gradiente descontinuo é preparado
adicionando-se 1,0 ml de solugdo I de
cloreto de césio no fundo de um tubo
para rotor SW41. Em seguida adiciona-
se 1,5 ml de solugdo II de cloreto de
césio sobre a primeira solugio adiciona-
da (solugdo I). Marcar com uma caneta
a posi¢do do término da solugdo I e ini-
cio da solugdo II. Finalmente, adicionar
1,5 ml de solugdo III.

Importante: Adicionar lentamente as
solugdes para que ndo ocorra uma mis-

tura das mesmas.



e Ultracentrifugar a 22.000 rpm durante
4 horas a 4°C.

Coletar as particulas de bacteridfago
com o auxilio de uma seringa, perfuran-
do o tubo, logo abaixo da banda con-
tendo o fago. Uma banda muito ténue é
formada entre as duas primeiras cama-
das do gradiente. A banda podera ser
melhor wvisualisada, colocando-se um
fundo escuro para os tubos. As particu-
las podem ser também recolhidas com o
auxilio de uma micropipeta de 1 ml, reti-
rando-se, cuidadosamente, parte da so-
lugdo que recobre a banda e posterior-
mente, ainda com o auxilio de uma mi-
cropipeta, retirar diretamente a banda
contendo as particulas de fago.
Transferir a amostra para membrana de
dialise. Dialisar durante uma hora, con-
tra 1.000 volumes de Tris-HCl 50 mM
contendo MgCl2 10 mM.

Transferir a amostra dialisada para um
tubo falcon estéril de 15ml e adicionar
EDTA 0,5M pH 8,0 para uma concen-
tragdo final de 20 mM.

Adicionar Pronase para uma concentra-
¢do final de 0,5 mg/ml, ou adicionar
Proteinase K, para uma concentragdo fi-

nal de 50 pg/ml.

34

Adicionar SDS 10% para uma concen-
tragdo final de 0,5%. Misturar por repe-
tidas inversdes.

Incubar durante uma hora, a 37°C.
Resfriar a amostra a temperatura ambi-
ente e adicionar igual volume de fenol.
Misturar gentilmente por repetidas in-
versoes.

Separar as fases por centrifugagio a
3.000 rpm em uma centrifuga de mesa a
temperatura ambiente.

Transferir a fase aquosa (superior) para
um novo tubo e extrair com igual volu-
me de fenol-cloroférmio.

Recuperar a fase aquosa por centrifuga-
¢do e extrair com cloroférmio.
Transferir a amostra para tubos Eppen-
dorf e adicionar 0,1 volumes de acetato
de sodio 3 M pH 7,0. Misturar e adicio-
nar dois volumes de etanol. Misturar
bem.

Manter durante 30 minutos a temperatu-
ra ambiente.

Centrifugar durante 15 minutos a tem-
peratura ambiente. Lavar o sedimento
com etanol 70%. Centrifugar durante 15
minutos a temperatura ambiente.
Descartar o sobrenadante e ressuspen-

der os sedimentos em TE, contendo



RNAse (40 pg/ml). O volume total nio
devera ultrapassar 0,5 ml. Dissolver o

DNA e armazena-lo em geladeira.

Solugdes:
Soluc¢ido de SM
Trs-HCl 50 mM pH 7,5; NaCl
100 mM, MgSO, 10 mM

Tris-HCI 1 M pH 7,5 10,0 ml
MgSO4 . 7H.0 0,44 g

ou.6H,O 0,46 g
HO gsp 200 ml

Esterelizar por autoclavagem.

Top Agarose.
Agarose 0,7% em 10 mM de sulfato

de magnésio. Esterelizar por auto-

clavagem.

Solucoes de Cloreto de Césio

(Gradiente descontinuo).

indice de
Densidade CsCl SM  Refragdo.
Solugdo (g/ml) (g (ml)
1 1,70 95 75 1,3990
II 1,50 67 82 1,3815
I 1,45 60 85 1,3768

Armazenar em geladeira.
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Minipreparacio de DNA de Bac-
teriéfago Lambda.

¢ Inocular 50 ml de meio LBM em um
erlenmeyer de 250 ml com uma colGnia
de bactéria hospedeira apropriada. Incu-
bar durante a noite a 37°C, com vigoro-
sa agitagdo (300 rpm).

e Ler a DOsoo da cultura. Calcular a con-
centragdo de células assumindo que 1U
de DO equivale a 8 x 10° células/ml.

e Transferir uma aliquota da cultura con-
tendo 6 x 10® células para um tubo de
cultura e adicionar 1,125x10° pfu de
lambda Charon, ou ainda, 1,125x10° pfu
de lambda cI**’, EMBL, Agtl0 ou
Agtll.

e Incubar a 37°C durante 25 minutos.

e Incubar em um erlenmeyer de 50 ml
contendo 15 ml de meio LBM.

e Incubar a 37°C durante 5 a 9 horas com
vigorosa agitagdo (300 rpm). Algumas
culturas lisam a partir de 5 horas de in-
cubagdo, apresentando um aspecto tur-
bido e com abundantes restos bacteria-
nos.

e Apoés a lise do cultivo, adicionar 300 pl
de cloroférmio. Agitar vigorosamente

durante 10 minutos a 37°C.



Resfriar os cultivos em gelo, e transferir
o lisado para um tubo Corex estéril de
30 ml.

Centrifugar a 8.000 rpm (Rotor JA-20
Beckman) durante 10 minutos a 4°C.
Passar o sobrenadante para outro tubo
Corex estéril de 30 ml, com o maximo
cuidado para ndo arrastar também o clo-
roformio.

Adicionar 15 pl de RNAse (10 mg/ml).
Incubar durante 30 minutos a 37°C.
Adicionar 15 ml de Solugdo PEG +
NaCl a 4°C. Incubar no minimo durante
uma hora a 4°C.

Centrifugar a 8.000 rpm durante 30 mi-
nutos a 4°C. |

Eliminar o sobrenadante por aspiragao,
com o maximo cuidado, retirando todas
as gotas das paredes do tubo. O PEG
tem efeito inibidor sobre algumas endo-
nucleases de restri¢do, e portanto ¢ im-
portante eliminar a0 maximo os residuos
de Solug¢io PEG + NaCl antes da sus-
pensao do sedimento.

Suspender o sedimento em 0,5 ml de
tampdo SM.

Transferir para o tubo Eppendorf. Cen-

trifugar durante 2 minutos a temperatu-
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ra ambiente. Transferir o sobrenadante
para um novo tubo Eppendorf.
Adicionar 2,5 pl de SDS 10% e 5 pl de
EDTA 0,5 M pH 8,5. Incubar durante
15 minutos a 68°C.

Adicionar 0,5 ml de fenol saturado.
Misturar com o auxilio de vortex. Cen-
trifugar durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Passar a fase superior para um
novo tubo Eppendorf.

Adicionar 0,5 ml de fenol- cloroférmio.
Agitar com o auxilio de vortex. Centri-
fugar durante 2 minutos em microcentri-
fuga. Transferir a fase superior para um
novo tubo Eppendorf.

Adicionar 0,5 ml de cloroformio. Agitar
com o auxilio de vortex. Centrifugar du-
rante 2 minutos. Transferir a fase supe-
rior para um novo tubo Eppendorf.
Adicionar 12 ulde NaCl 5M e 1 ml de
etanol absoluto gelado (-20°C). Agitar
lentamente por repetidas inversdes. De-
vera formar-se, imediatamente, um pre-
cipitado branco. Centrifugar durante 15
minutos a 4°C.

Eliminar o sobrenadante. Lavar com
1 ml de etanol 70%. Centrifugar durante

15 minutos a temperatura ambiente.

o Eliminar o sobrenadante. Secar a vacuo.



e Suspender o sedimento em 50 pl de TE.

Solugdes:
PEG + NACL
Tris-HC! IMpH 7,5 0,5 ml
MgSO4 . 7TH,0 0,11g
PEG6.000 13 g
H,O gsp 50 ml

Esterelizar por autoclavagem. Arma-

zenar a 4°C.

Purificacio de fragmentos de
DNA a partir de gés de agarose
utilizando-se papel DEAE

e Correr o gel na presenga de 0,5 pg/ml
de brometo de etidio.

e Retirar o gel da cuba de eletroforese e
localizar as bandas a serem eluidas com
luz UV. Com o auxilio de um bisturi fa-
zer uma incisdo no gel, ao lado das ban-
das, e com o auxilio de pingas, inserir o
papel de DEAE (DE 81 Whatman) de
tamanho adequado até que o mesmo to-

que o fundo da placa.

e Recolocar o gel na cuba e continuar a
eletroforese. Monitorar a migracdo do
fragmento com lampada UV. Correr a
eletroforese até que todo o DNA tenha

migrado para o papel de DEAE.
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¢ Cuidadosamente, remover o papel com

o auxilio da pinga. Lavar o papel no
tampdo de corrida para retirar pedagos
de agarose.

A eluigdo dos fragmentos de DNA ¢
realizada em uma ponteira de 1 ml pre-
viamente adaptada da seguinte forma:
em uma ponteira de 1 ml colocar um
pouco de 1d de vidro siliconizada.
Adaptar a ponteira em um tubo Eppen-
dorf com tampa perfurada adequada-
mente. Colocar o papel contendo o
DNA a ser eluido no interior da ponteira
e adicionar 0,6 ml de tamp3o de eluig@o.
Incubar a 37°C durante uma hora.
Colocar a montagem do tubo Eppendorf
e ponteira dentro de um tubo de centri-
fuga de mesa. Centrifugar a 2.000 rpm
durante 5 minutos.

Adicionar mais 200 pl de tampdo de
eluigdo e centrifugar.

Dividir o eluato (aproximadamente
0,8 ml) em dois tubos Eppendorfs e
adicionar 0,5 ml de n-butanol, centrifu-
gar durante 30 segundos. Remover a
fase organica (superior).

Extrair uma vez com n-butanol puro, e
mais uma vez com n-butanol equilibrado

em agua.



e Adicionar 1 ml de etanol gelado e man-
ter a -70°C durante uma hora ou -20°C
durante a noite.

e Centrifugar durante 15 minutos. Lavar o
sedimento em etanol 70%.

e Secar o sedimento e ressuspender em

volume apropriadd de TE.
Solugdes:

Tampaio de Eluigido
Tris-HCl 20 mM pH 8,0, EDTA
2 mM; NaCl 150 mM

Tris/HCl 1M pH 8,0 200ul
EDTA 0,5M pH 8,0 40ul
NaCl 5M 3,0ml
H;0 © 6,76 ml

Construcio da Biblioteca Genomi-

ca

A biblioteca genomica do Somaclone
(S1587) de milho foi construida em bacte-
riofago ADASH (Stratagene). Maiores
detalhes do fago ADASH sdo descritos no
Apéndice II.

O DNA genomico de milho prepara-
do conforme descrito anteriormente, foi
parcialmente digerido com a enzima
Mbo 1. Fragmentos de tamanhos entre 9 ¢

23 Kb foram isolados, através de ultracen-
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trifugagdo em gradiente de sacarose con-
forme descrito em Sambrook et al,
(1989).

Os fragmentos obtidos contendo ex-
tremidades Mbo I foram ligados aos bra-
cos do fago ADASH, obtidos através de
digestio com a enzima de restrigdo
Bam HI. As enzimas Mbo I e Bam HI,
produzem extremidades complementares.

Os fagos recombinantes foram em-
pacotados in vitro utilizando-se o kit Gi-
gaPack II - Packaging Extract
(Stratagene).

A sele¢do dos clones recombinantes
de adh-1 foi realizada em placas de
135 mm, contendo 30.000 fagos por placa.

As placas foram cobertas com mem-
branas de nylon (Hybond N, Amershan),
marcadas com uma agulha contendo tinta
nankin em trés posi¢gGes assimétricas. As
membranas foram mantidas em contato
com o top agar durante 1 minuto.

As membranas foram cuidadosamen-
te retiradas e incubadas por 2 minutos em
solugio de desnaturagdio (NaOH 0,5 M,
NaCl 1,5 M). Em seguida as membranas
foram incubadas em solugdo de neutraliza-
¢do (Tris-HCI 0,5M, pH 7,2; NaCl 1,5 M;
EDTA ImM) durante 5 minutos, € final-
mente lavadas em 2X SSC (1X SSC con-



tém, citrato de soédio 0,15 M e NaCl
0,15 M) durante 5 minutos.

Depois de secas as membranas foram
incubadas durante 2 horas em estufa a
80°C.

As membranas foram submetidas a
hibridagdo conforme descrito no item Hi-

bridagdes em Materiais e Métodos.

Transferéncia de fragmentos de

restri¢ido “Southern Blot”

Transferéncia segundo “Southern”

Esta técnica foi utilizada nos expe-
rimentos de transferéncia de fragmentos de
restrigio de DNA gendmico.

e Separar o DNA por eletrofofese em gel
de agarose. Fotografar o gel colocando
uma régua milimetrada com a finalidade
de dispor-se de uma referéncia do tama-
nho real.

¢ Despurinagdo: incubar o gel a tempera-
tura ambiente durante 10 minutos em
uma solugdo de despurinag@o, com leve
agitagdo.

e Lavar o gel com H,0.

¢ Desnaturagdo: incubar o gel em solugdo
de desnaturagdo durante 60 minutos
com leve agitagado.

e Lavar com H,O.
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Neutralizagdo: incubar o gel em solugdo
de neutralizagio durante 30 minutos a
temperatura ambiente com leve agita-
¢do.

Lavar com HxO.

Incubar em solugdo de neutralizagdo
durante mais 30 minutos.

Colocar o gel em solugdo SSC 10X.
Montar o seguinte sistema de transfe-
réncia:

- Papel Whatman 3 MM da mesma
largura que o gel para servir como
“ponte”.

- Gel, ladeado por parafilm ou fitas de
filme para Raio X.

- Filtro de Nitrocelulose cortado do
mesmo tamanho que o gel e em-
bebido em solugdo SSC 2X. Evitar
bolhas.

- 2 Folhas de papel Whatman 3 MM
embebidas em Solugdo SSC 2X.

- 2 Folhas de papel Whatman 3 MM
secas.

- 4 cm de papel absorvente, cortado
no mesmo tamanho que o gel.

- Placa de vidro.

- Peso entre 0,5 e 1 kg.



e Adicionar tampdo de transferéncia aos
reservatorios. Utiliza-se solugio SSC
10X como tampao de transferéncia.

e Deixar o sistema montado (transferindo)
durante 8 a 12 horas.

e Desmontar o sistema, sem retirar a
membrana. Com uma caneta esferogra-
fica marcar a posigdo das canaletas do
gel e fazer um corte no canto superior
esquerdo para orientar o filtro.

e Separar o gel do filtro. O filtro pode ser
corado durante 15 a 30 minutos em uma
solugdo de brometo de etidio
(0,5 pg/ml) em agua para comprovar a
eficiéncia da transferéncia.

e Lavar o filtro em SSC 2X durante 2
minutos. Colocar o filtro de nitrocelulo-
se entre papéis de filtro até que esteja
seco (10 a 20 minutos, a temperatura
ambiente).

e Incubar o filtro de nitrocelulose (entre

papéis de filtro) a 80°C durante 2 horas.

Transferéncia Alcalina

Devido a menor eficiéncia de trans-
feréncia, esta técnica foi utilizada na
transferéncia e hibridagio de subclones.

Este tipo de transferéncia pode ser
realizada somente quando s@o utilizados

filtros de nylon. Os filtros de nylon, apesar
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de serem mais caros, apresentam uma
maior resisténcia mecdnica, maior resolu-
¢do, maior sensibilidade, maior capacidade

e podem desidratar-se com facilidade.

Procedimento:

e Separar o DNA por eletroforese em gel
de agarose.

¢ Despurinagdo: incubar o gel a tempera-
tura ambiente durante 15 minutos em
uma Solugdo de Despurinagio, com leve
agitag@o.

e Lavar o gel com H20.

o Desnaturacio: incubar o gel em solugio
de desnaturagdo durante 30 minutos
com leve agitag@o.

o Substituir o tamp@o de desnaturagdo por
tampdo de transferéncia alcalina.

e Adicionar tampdo de transferéncia alca-
lina aos reservatorios.

e Deixar o sistema montado (transferindo)
durante 8 a 12 horas. Desmontar o sis-
tema sem retirar o filtro de nylon do gel.
Com o auxilio de uma caneta esferogra-
fica, marcar a posi¢do das canaletas do
gel e fazer um corte no canto superior
esquerdo para orientar o filtro.

e Separar o gel do filtro de nylon. O filtro

pode ser corado durante 15 a 30 minu-



4]

tos em uma solugdo de brometo de eti- Solugio de Transferéncia Alcalina
dio (0,5 pug/ml) em agua para compro- NaOH 0,25 M; NaCl 1,5M
var a eficiéncia da transferéncia. NaCl 439¢g
e Lavar o filtro em uma solugdo SSC 2X NaOH 508
durante 2 minutos. Colocar o filtro de H0 qsp 500 ml
nylon entre papéis de filtro até que este- SSC 20X
ja completamente‘ seco (10 a 20 minutos Citrato de sédio 88,2¢g
a temperatura ambiente). NaCl 175,3 g
HO gsp 1.000 mi

¢ Incubar o filtro de nylon (entre papéis

de filtro) a 80°C, durante 10 minutos.
Marcacio de sondas de DNA utili-

Solugdes: zando-se o Kit Mega-prime™ La-
Solugio de Despurinagio belling Systems (Amershan)
HC10,25N e Dissolver o DNA a ser marcado para
HC] concentrado o 105ml uma concentragio entre 2 a 25 pg/ml
H0 qsp 500 ml em H,0 ou Tris-HCl 10 mM pH 8,0,
Solugio de Desnaturacio contendo 1 mM de EDTA.

NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M o Adicionar 5 pl de Solugdo 1 (primer) a
NaCl 439¢g 1-30 pl da solugdo de DNA (25 a 50 ng
NaOH 100 g de DNA).

H0 ®300Mm | Desnaturar a amostra de DNA em ba-
Soluciio de Neutralizaciio nho.maria fervente durante 5 minutos.
Tris-HC1 0,5 M pH 7,2; NaCl 1,5 M; Transferir para o gelo imediatamente.
EDTA 1 mM

Trizma-Base 303 g
NaCl 439¢g

EDTA 0,5 M pH 8,0 1 ml
H,0 qsp 300ml
HCI concentrado 18 ml

H,O gsp 500ml



Reacio:

DNA desnaturado X pA
dNTPs frios omitindo o

nucleotideo marcado 4 ul
Tamp3o de Reagdo S5ul
[a-P*’] ANTP (Amershan) 5ul
Klenow ) 2
H,O qsp 50 pl

e Misturar gentilmente. Centrifugar mo-
mentaneamente. Incubar a 37°C durante
5 a 10 minutos ou ainda durante uma
hora, a temperatura ambiente.

e Interromper a reagdo com a adigdo de
8 ul de EDTA 0,5 M pH 8,0 e 50 ul de
STE. .

e Isolar o DNA marcado através de filtra-
¢do em gel em minicoluna .

- Inserir no fundo de uma seringa des-
cartavel de 1 ml (seringa de insuli-
na) uma pequena quantidade de 1a
de vidro siliconizada. Compactar a
13 de vidro com o auxilio do émbo-
lo da seringa.

- Preencher a seringa com Sephadex
G-50 (Pharmacia) equilibrado com
tampado STE.

- Inserir a seringa em um tubo de
centrifuga de 15 ml. Centrifugar a

1.600 g durante 4 minutos a tem-
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peratura ambiente em uma centri-
fuga de mesa. A resina devera em-
pacotar-se, tornando-se parcial-
mente desidratada. Continuar a
adicionar a resina até que o volume
empacotado seja aproximadamente

0,9 ml.

- Adiconar 0,1 ml de tampao STE e

recentrifugar durante 4 minutos

por mais duas vezes.

- Repetir a etapa anterior por mais

duas vezes.

- Aplicar a amostra de DNA marcado

no topo da coluna em um volume
total de 0,1 ml. Caso seja necessa-
rio, usar tampio STE para comple-
tar o volume da amostra para
0,1 ml. Coloque a coluna em um
tubo de centrifuga de 15 ml con-
tendo no fundo um Eppendorf sem

tampa.

- Recentrifugar nas mesmas condigdes

descritas, coletando o DNA mar-

cado no tubo Eppendorf.

- Remover a seringa contendo dNTPs

radioativos ndo incorporados e
outros componentes de baixo peso
molecular. Com o auxilio de uma
pinga, remover o tubo Eppendorf

de dentro do tubo de centrifuga e



transferir a amostra para um novo
tubo Eppendorf com tampa.

e Determinar a atividade especifica da
sonda determinando-se a atividade de
uma aliquota (1-2 ul) da amostra dis-
solvida em liquido de cintilagio. Geral-
mente obtem-se a atividade especifica

entre 10°-10° dpm/pg DNA.

Atividade especifica = Sdpm x 1000
Va(ul)xDNA(ng)

Sdpm - Contagem da sonda.
Va - Volume da aliquota
DNA - ngdasonda

e A contagem podera ser realizada tam-
bém diretamente em uma aliquota
(1-2 pl) colocada em um tubo Eppen-
dorf, que por sua vez sera colocado no
interior de uma frasco de cintilagdo.
Neste caso o valor da contagem devera
ser multiplicado pelo fator 2, visto que a
eficiéncia de contagem de radiagdo Ce-
renkov em H,O é de aproximadamen-

te 50%.

Monitoramento do progresso de
reacoes de marcacio através de
absor¢ao em filtro DE 81

o Transferir 1 pl da reagdo para o centro

de um filtro DE 81. Colocar o filtro em
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um frasco de cintilagdo e determinar a
contagem sem adi¢do de liquido de cinti-
lagio com a janela de detecgdo de Tritio
do contador de cintilagGes (Radiagdo
Cerenkov).

Lavar o filtro trés vezes, por 5 minutos
em solu¢io 0,5 M Na,HPO,.

Lavar o filtro duas vezes, por 1 minuto
em H,O.

Lavar o filtro duas vezes, rapidamente
em etanol 95%.

Secar o filtro e determinar a contagem,
sem adi¢do do liquido de cintilagio. O
filtro mede a contagem da radioativida-

de incorporada no DNA.

Calcular o Rendimento:

R(%) = dpm do filtro lavado x 100

dpm do filtro sem lavar

e A contagem do filtro, apos a lavagem,

podera ser utilizada para se estabelecer
uma estimativa especifica da sonda pre-
parada. Neste caso, a contagem obtida
devera ser multiplicada por fator 4, uma
vez que, a contagem de radiagio Ce-
renkov de filtros, na auséncia de liqui-
dos, apresenta uma eficiéncia de apro-

ximadamente 25%.



Solucoes:

STE
Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA
1 mM, NaClO0,1 M

Tris-HC1 1M pH 8,0 1,0 ml

EDTA 0,5MpH 8,0 2,0 ml

NaCl5M 2,0 ml

H;O qsp 100ml
Sephadex G-50

Adicionar 5g de Sephadex G-50
DNA grade a 100 ml de STE estéril. Mis-
turar gentilmente e deixar a resina hidratar
por no minimo 4 horas a temperatura am-
biente. Deixar a resina decantar e trocar o

Tampdo STE. Armazenar em geladeira.

Hibridacio de sondas radioativas
com acidos nucléicos imobilizados

em membranas

Esta técnica foi utilizada para as hi-
bridagdes das membranas obtidas da
transferéncia de bacteriofagos, e também
daquelas obtidas a partir de transferéncia
de fragmentos de DNAs em géis de agaro-
se.

e Preparar solugdo de pré-hibridagdo,
aproximadamente 0,2 ml de solugdo de
pré-hibridagdo para cada cm’ de mem-

brana.

44

o Transferir a membrana para um recipien-
te plastico (tipo Tupperware) e adicio-
nar solugdo de pré-hibridagdo (0,2
ml/cm?).

e Incubar durante 2 a 4 horas sob leve
agitagio a 42°C.

e Desnaturar o DNA a ser utilizado como
sonda, incubando-se em banho-maria
fervente durante 5 minutos e transferir
imediatamente para o gelo.

e Substituir no recipiente contendo as
membranas a solugdo de pré-hibridagao.
Em seguida adicionar a sonda radioati-
va.

e Incubar a temperatura de 42°C durante
a noite.

e Drenar o liquido de hibridagdo, este
podera ser recolhido para futura reutili-
zagdo, e acondicionado em tubos Falcon
de 50ml, o mesmo devera ser armazena-
do a -20°C, entretanto os tubos Falcon
deverdo permancer em frascos de vidro
para a possivel contengdo das radiagdes.
Caso contrario, esta solugdo de hibrida-
¢do devera ser tratada como residuo ra-
dioativo.

e Remover a membrana e imediatamente
submergi-la em solugdo SSC 2X con-

tendo 0,5% de SDS a temperatura am-



biente. Agitar suavemente € substituir
esta solugdo por nova solugdo SSC 2X,
porém contendo 0,1% de SDS. Incubar
durante 15 minutos, a temperatura am-
biente sob leve agitagdo. Decantar a so-
lugdo e repetir esta lavagem nas mes-
mas condiges.

e Descartar a solugdo utilizada para as
lavagens e adicionar solugdo SSC 0,1X
contendo 0,1% de SDS. Incubar a 60°C
durante 20 minutos sob leve agitagdo.
Repetir esta etapa.

Lavar brevemente a membrana com
solugdo SSC 1X a temperatura ambien-
te. Secar o filtro mantendo o mesmo so-
bre papel de filtro. Fixar a membrana em
um suporte (papel 3 MM ou papel car-
tdo) e acondiciona-la em filme PVC.
Membranas a serem reutilizadas nio de-
verdo ser secas e acondicionadas, Uimi-
das, em filme PVC, fixadas em suporte e
submetidas a exposi¢do de filme Raio X.
O tempo de exposigdo devera ser de-
terminado empiricamente. Genes de
copia simples geralmente podem ser
dectados apds 24 horas de exposi¢do a
-70°C, utilizando-se cassetes providos

de intensificadores de fluorescéncia.
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Solugdes:

Solucdes de Pré-hibridacio
SSC 6X; N-laurilsarcosinato de so-
dio 0,1 %; SDS 0,2%; BLOTTO

0,05X; Formamida 50%

SSC 20X 30,0 ml
N-laurilsarcosinato  de

sodio 20% 0,5 ml
SDS 10% 0,2 ml
BLOTTO 1X 5,0 ml
Formamida deionizada 50,0 ml
H,0 qsp 100,0 ml

BLOTTO 1X (Bovine Lacto

Transfer Technique Optimizer)

Leite em p6 desnatado (Molico) 5%
em agua (Johnson et al. 1984)

Leite em po desnatado 50g

Azida sodica 20 mg

H,0 gsp 100,0 ml
Armazenar a 4°C.

Formamida Desionizada

Adicionar a 200 ml de formamida,
5 g de Resina de troca idnica mixta,
AG 501-X8 (Bio Rad), ou Dowex-
XG8. Misturar lentamente com o
auxilio de um agitador magnético, a
temperatura ambiente durante 1
hora. Filtrar a formamida em papel

Whatman 3 MM para remover



temperatura ambiente durante 1
hora. Filtrar a formamida em papel
Whatman 3 MM para remover
completamente a resina. Armazenar

em frasco escuro a -20°C.

SSC 20X
Citrato de sodio 882¢g
NaCl 1753 g
H;O gsp 1.000 ml
Reutilizacao de membranas

Hybond-N

Membranas que ndo ficaram secas
durante todo o processo de hibridagdo
podem ser reutilizadas para hibridagio
com novas sondas ap0s a total remogdo da
primeira sonda radioativa.

e Incubar a membrana sob agitagdo a
45°C durante 30 minutos em NaOH
0,4 M.

e Transferir a membrana para uma solu-
¢do Tris-HCI pH 7,5 0,2 M, SSC 0,1X,
SDS 0,1%

e Incubar durante 30 minutos a 45°C.

¢ Lavar brevemente a membrana com uma
solugdo SSC 0,1X.

e Verificar a completa remog@o de sondas

marcadas, expondo a membrana envolta
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em filme de PVC ao filme de Raio X
Apbs a comprovagdo da remogdo da
sonda, a membrana podera ser seca €
entdo armazenada envolta em papel
aluminio em dessecador a temperatura

ambiente.

Reutiliza¢io de sondas

Normalmente somente uma pequena
fragdo da sonda € utilizada durante o pro-
cesso de hibridagdo, assim sendo, a mesma
sonda podera ser utilizada até sua deterio-
ra¢do ou o decaimento da atividade radi-
oativa. Para que possam ser reutilizadas,
as sondas de DNA devem ser redesnatura-
das. Para solu¢des aquosas, incubar a so-
lugdo em banho maria fervente durante 10
minutos. Enquanto que as solu¢des con-
tendo formamida desionizada devem ser
incubadas em banho-maria a 70°C, durante
30 minutos.

As solugdes assim tratadas podem
entdo ser adicionadas as membranas pré-
hibridadas conforme descrito anteriormen-

te.



Marcacido e Hibridacdao com Son-
das Nio Radioativas

Para a marcagdo de sondas nédo radi-
oativa foi utilizado o Kit DIG da Boehrin-
ger Mannhein.

A sonda de DNA ¢ obtida através da
incorporagio de dUTP marcado com di-
goxigenina, através de extensdo com o
fragmento Klenow da DNA Polimerase I,
utilizando-se iniciadores (primers) randd-
micos. Apos a hibridagio, os hibridos sdo
detectados através de imunoensaio enzi-
matico, utilizando-se um conjugado de
anti-digoxigenina conjugado a fosfatase
alcalina ("DIG DNA labeling and detection
Kit nonradioative” - Cat. n. 1093 657 Bo-
ehringer). A revelagdo da hibridagio ¢é
realizada com  substrato  5-bromo-
4-cloro-3-indolil-fosfato  (X-Fosfato) e
nitro-blue-tetrazolium (NBT). Os hibridos
sdo detectados através da formagido de
precipitado azul. O fabricante descreve
que o método € capaz de detectar 0,1 pg
de DNA homologo diluido em 50 ng de
DNA heterologo.

Alternativamente, a revelagdo pode
ser realizada com o substrato da fosfatase

AMPPD (Cat. n. 1357 328 - Boehringer),

um dioxetano quando desfosforilado, tor-
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na-se instavel, determinando a emissdo de
luz, sendo que, neste caso os hibridos sdo
detectados através da exposi¢do a filmes
radiograficos. Para revelagdo através de
quimioluminescéncia o fabricante descreve
uma sensibilidade cerca de 30 vezes maior
que a descrita para a revelagdo com subs-
trato colorido (detecgdo de 0,30 pg de
DNA homodlogo diluido em 50 ng de DNA

heterologo).

Reacido de marcacio

¢ Dissolver o DNA a ser marcado para
uma concentragdo entre 2-25 pg/ml em
H,0 ou Tris-HCI 10 mM pH 8,0, con-
tendo 1 mM de EDTA.

e Desnaturar a amostra de DNA (25-
50 ng de DNA em 20 upl) em banho-
maria fervente durante 5 minutos.

Transferir imediatamente para o gelo.

Reacao:
DNA desnaturado 15l
Mistura de hexanucleotideos 2l
Mistura de ANTPs 2
Klenow I

e Centrifugar momentaneamente e incubar
a reagio durante, no minimo, uma hora

(até 20 horas) a 37°C.

e Adicionar:



ver durante 30 minutos a 37°C em 50 pl

de TE.

Hibridacio

A hibridagdo € realizada conforme
descrito anteriormente para sondas radi-
oativas, utilizando-sé as solugdes de pré e

hibridagdo prescritas pelo distribuidor do
Kit.

Detecgiio

Todas as incubagdes devem ser rea-
lizadas a temperatura ambiente, exceto as
reagdes de coloragdo, e também devem ser

realizadas sob leve agitagdo em “shaker”.

e Lavar a membrana brevemente com
tampdo 1 (tampao malato).

e Incubar a membrana com 100 ml de
tampao 2 (solugdo bloqueadora).

e Diluir o conjugado anti-digoxigenina-
fosfatase alcalina 1:5.000 em tampio 2
(20 pl do conjugado em 100 ml de
tampao 2).

e Incubar a membrana durante 30 minu-
tos. O conjugado diluido pode ser recu-
perado e armazenado em geladeira, po-

dendo ser reutilizado por varias vezes.
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e Remover o excesso de conjugado atra-
vés de duas lavagens de 15 minutos com

100 ml de tampido 1.

¢ Equilibrar a membrana com tampd@o 3.

Reacido de revelagio com X-Fosfato

e Incubar a membrana no escuro com
10 ml de solugdo de coloragdo recente-
mente preparada, em um invélucro plas-
tico, a temperatura ambiente.

A precipitagdo deve iniciar-se em
poucos minutos € usualmente completa-se
ap6s um dia. N3o agitar durante o proces-

so de revelagio.

Reacio de revelacio por quimilumines-

céncia

o Diluir a solugdo estoque de AMPPD (10
mg/ml) 1:100 em tampdo 3 (200 ul de
AMPPD em 20 ml de tampio 3).

e Incubar a membrana em involucro plas-
tico contendo 10ml de solugdo de
AMPPD durante 5 minutos aproxima-
damente. O substrato diluido podera ser
reutilizado por varias vezes, quando ar-
mazenado a 4°C no escuro.

e Retirar o excesso de reagente e empaco-

tar em filme PVC.



reutilizado por varias vezes, quando ar-
mazenado a 4°C no escuro.

e Retirar o excesso de reagente € empaco-
tar em filme PVC.

e Incubar a membrana durante 5 a 15 mi-
nutos a 37°C.

e Expor a membraﬂa ao filme Raio X du-
rante 15 a 25 minutos, & temperatura
ambiente.

e Membranas que ndo foram secas duran-
te todo o processo poderdo ser hibrida-
das novamente apos serem lavadas com
uma solu¢do de NaOH 0,2 N contendo
0,1% de SDS, duas vezes durante 15
minutos, a 37°C, seguida por uma breve

lavagem com uma solugdo SSC 2X.
Solugdes:

Solucio de Hibridacao
SSC 6X; N-Laurilsarcosinato de
Sodio 0,1 %; SDS 0,2%; Agente

bloqueador 1%; Formamida 50%

SSC 20X 30,0 m!
N-laurilsarcosinato  de

sodio 20% 0,5 ml
SDS 10% 0,2 ml
Agente bloqueador 10% 20,0 ml
Formamida deionizada 50,0 ml
H0 qsp 100,0 ml
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Tampio 1 (Malato)
Acido Maléico 0,1 M, NaCl 0,15

Acido Maléico 116 g
NaCl 8,76 g
NaOH 70g
Titular para pH 7,5 com NaOH 2 N
H,0 qsp 1.000 ml

Solu¢io Estoque de Agente Blo-
queador 10%.

Para preparar 200 ml de solugdo
estoque, deve-se pesar 20 g de bloqueador
em erlenmeyer de 500 ml, adicionar
150 ml de tamp@o 1 e finalmente pesar o
erlenmeyer. Dissolver com o auxilio de um
forno de microondas, agitando suavemen-
te, até a completa dissolugdo. Reconstituir
o peso total do erlenmeyer adicionando
H,0 e completar o volume para 200 ml

com tampao 1.

Tampao 2
Estoque de solugdo bloqueadora di-

luida 1:10 em tampao 1.

Tampdo 3

Tris-HCI 10 mM  pH 9,5; NaCl

0,1M; MgCl, 10 mM
Tris-HCI IM pH 9,5 10 ml
NaCl 598
MgCl, 2 M 5ml



Reacdoes de sequenciamento de

plasmideos dupla fita

Desnaturaciao do DNA

O DNA a ser utilizado no sequenci-
amento pode ser obtido através de mini-
preparagdes de plasxﬁideos.
¢ Quantificar o DNA e diluir em H,O para

uma concentragdo de 250 pg/ml.

e Em uma aliquota de 40 pl da amostra de
DNA adicionar 40 pl de tamp@o de des-
naturagdo 2X. Incubar exatamente por 5
minutos a temperatura ambiente.

¢ Interromper a desnaturagdo com adigdo
simultinea de 8 pl de acetato de amdnio
2 M pH 4,5 e 176 pl de etanol gelado.
Misturar imediatamente.

e Manter a temperatura de -20°C durante
1 hora ou 15 minutos a -70°C.

e Centrifugar por 15 minutos.

e Lavar o sedimento com 0,5 ml de etanol
gelado 70%. Centrifugar durante
15 minutos.

e Dissolver o sedimento em 20 pl de

agua. Manter a amostra em gelo até o

momento do uso.

Reacdes de sequenciamento
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e Para cada DNA a ser sequenciado, mar-
car tubos Eppendorf com A, C, Te G
para as reagdes direta e reversa.

¢ Dispensar a mistura de sequenciamento
nos tubos correspondentes.

Tubo A = A Mix- Short ou Long 2,5ul
Tubo C = C Mix- Short ou Long 2,5ul

Tubo T = T Mix- Short ou Long 2,5l
Tubo G = G Mix- Short ou Long 2,5ul

e Manter os tubos em gelo.
Reacido de Anelamento.

e Marcar dois tubos Eppendorf: um para a

reagio direta e um para a reagio rever-

sa.
DNA desnaturado 10 ul
Primer direto ou reverso 2
Tampio de anclamento 2ul

e Misturar e incubar durante 20 minutos a
37°C.
¢ Manter a temperatura ambiente durante,

no minimo, 10 minutos.

Preparacao do Pré-Mix.

Numero de Reagdes 1 2 8 n
H:0 Iyl 2ul 8ul  npl
Labelling Mix (1) 3ul 6 24l npl
T7 DNA Polimerase
diluida (2) 2ul 4pl 16pl 2npl
dNTP radioativo (3) lpul 2 8ul npl

Volume total 7ul 14pl 56ul Tnul



(1) - Utilizar o Labelling mix A ou C conforme 0
dNTP Radioativo.

(2) - T7 DNA Polimerase diluida para 1,5 U/ul
utilizando-se 0 Tampido de Diluicio da enzima
gelado. Geralmente a enzima ¢ fornecida com
concentragio de 7,5 U/ul.

(3) - [’SJdATPaS (Amersham - SJ 1304) ou
[**S}dCTPaS, 10uCi/ul, >1.000 Ci/mmol.

e Misturar gentilmente e manter sempre
em gelo.

As proximas etapas estdo descritas
para a realizagdo de quatro reagdes simul-
tineas. Por exemplo, as reagOes diretas e
reversas de dois plasmideos.
¢ Colocar os tubos contendo as misturas

de sequenciamento das quatro reagdes
em banho maria a 37°C.

o Adicionar 6 pl de pré-mix aos tubos
contendo as reagdes de anelamento com
intervalos de um minuto. Misturar
gentilmente e centrifugar momentanea-
mente. Incubar a temperatura ambiente
durante, exatamente, 5 minutos.

e Transferir 4,5 pl da primeira reag@o para
os respectivos tubos contendo as mistu-
ras de sequenciamento. Incubar a 37°C,

durante, exatamente, S minutos.
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e Repetir 0 mesmo procedimento para as
outras reagdes com intervalos de um
minuto.

e Apods os 5 minutos de incubagdo, adici-
onar 5 pl de stop solution para cada
tubo da primeira reagdo. Transferir os
tubos para o gelo. Repetir o procedi-
mento para as outras reagdes com inter-
valos de um minuto.

e Centrifugar momentaneamente € arma-
zenar a -20°C.

o Antes de “carregar” as amostras em gel
de sequenciamento, incuba-las durante
2 minutos a uma temperatura entre 75°C
e 80°C, transferi-las para o gelo e colo-
ca-las, imediatamente no gel de sequen-

ciamento.

Preparacio do Gel de Sequenciamento

Tratamento das Placas de Vidro

e Lavagem das Placas. Manter a placa
durante a noite submersa em solugdo
NaOH 0,4 N.

e Retirar 0 gel com o auxilio de uma es-
ponja.

e Lavar com agua e detergente e finalmen-
te com uma solugdo SDS 2%.

¢ Enxaguar muito bem com agua.



Desengorduramento das Placas de
Vidro
Limpar as placas com papel absorvente
embebido em alcool, seguido de papel

absorvente embebido em acetona.

Tratamento das Placas de Vidro

Os tratamentos devem ser realizados em
capela.

Placa Menor - Tratamento para reter o
gel

Em um tubo de polipropileno contendo
5 ml de etanol PA, adicionar 175 pl de
acido acético. Misturar bem e adicionar
17 ul de "Bind-Silane” (Pharmacia -
Cod. n. 80 1129.41) Verter a solugio
sobre a superficie desengordurada da
placa e, imediatamente, espalhar com
papel absorvente, através de movimen-
tos circulares. Esperar secar e verter so-
bre a placa 5 ml de etanol PA, espalhar
novamente com movimentos circulares e
deixar secar ainda no interior da capela.
Placa Maior - Tratamento para repelir o
gel.

Verter sobre a superficie desengordura-
da da placa 5 ml de "Repel-Silane”
(Pharmacia Cod. n. 80 1129. 42), e
imediatamente espalhar com papel ab-

sorvente, através de movimentos circu-

52

lares. Esperar secar e retirar o excesso
do reagente espalhando alguns mililitros
de agua com papel em movimentos cir-

culares (ndo esfregar).

Preparagio do Gel

Em duas provetas de 100 ml, adicionar:

Gel 5% 6%
Uréia 252¢g 252¢g
Acrilamida 40% 7,5 ml 9,0 ml
TBE 5X 12 ml 12 ml
H,0 qspSOml

Dissolver em banho maria a 60°C.
Completar o volume para 60 ml.

Filtrar em membrana de 0,45 um.
Adicionar 480 ul de persulfato de amo-
nio 100 mg/ml em H,O (recentemente
preparado).

Adicionar 30 ul de TEMED.

Verter imediatamente nas respectivas

placas.

Solugdes

Tampio de Desnaturagio
NaOH 2 N
EDTA 0,5 M pH 8,0
H,O

8 ul

2 mi

8 mi



Acetato de Amonio 2 M pH 4,5

Acetato de amonio 154 g
H;O0 50 ml
Titular para pH 4,5 com Acido Acético
Glacial
H,0 qsp 100 mi

Solucio de Acrilamida 40%

Em uma proveta de 100ml, colocar
38 g de acrilamida, 2 g de n-n-metileno-
bisacrilamida em agua (Milli-Q) para
80 ml. Misturar bem e dissolver em banho-
maria a 40°C. Adicionar 1 g de Resina
AG 501-X8. Manter sob agitagdo no mi-
nimo durante uma hora. Conservar em

frasco escuro na geladeira.

TBE 55X
Tris-Base 60,5g
Acido Bérico 25,7g
H,0 800 ml

Verificar o pH ~ 8,3
H,0 qsp 1.000 m!

Dele¢do Unidirecional com Exo-
nuclease I11

Este método foi descrito por He-
nikoff (1987). A técnica baseia-se em uma
série de tratamentos enzimaticos em um
fragmento de DNA clonado em um vetor

apropriado. O segmento de interesse deve
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estar clonado em sitio de policlonagem, de
forma que permanegam pelo menos dois
sitios unicos entre o inserto e o sitio de
ligagdo do primer de sequenciamento. A
enzima de restri¢do que corta proximo (ou
no interior) da regido do inserto de inte-
resse, a partir da qual deverdo ser realiza-
das as dele¢des, deve deixar uma extremi-
dade 5’ protuberante ou abrupta, enquanto
que, a digestdo da outra extremidade, deve
deixar uma extremidade contendo uma
protuberancia 3’ de 4 bases.

A Exonuclease III ndo ataca uma
extremidade 3’ protuberante contendo 4
bases, assim sendo, a enzima digere uni-
formemente a fita de DNA a partir da ou-
tra extremidade 3°. A fita remanescente de
DNA ¢ entdo removida através de digestdo
com S1 Nuclease, na presenga de cations
Zn em pH acido. Apos a inativag@o térmi-
ca, adiciona-se polimerase Klenow para
reparar as extremidades. Finalmente os
fragmentos sdo recircularizados através da
ligagdo das extremidades abruptas.

Para obter-se 25 delegdes sequenci-
ais, inicia-se o experimento com 5-10 pg
de DNA. Visto que, a Exonuclease III
pode iniciar a digestdo a partir de “nicks”,
determinando degradagdes indesejaveis,

recomenda-se a utilizagdo de DNAs pu-



rificados em cloreto de césio, bem como a
minimizagdo dos tempos de tratamento
com as duas enzimas de restrigo.

e Digerir o DNA do plasmideo completa-
mente com duas enzimas de restrigio. A
extremidade a partir da qual devem ser
realizadas as delegdes devera apresentar
protuberancia 5° ou ainda extremidade
abrupta. Enquanto que a outra extremi-
dade deve apresentar uma protuberancia
3’ de 4 pares de bases.

e Apos as digestdes, extrair a reagio uma
vez com fenol-cloroformio e uma vez
com cloroformio. Apos a centrifugagio
transferir a fase aquosa para um tubo
Eppendorf e adicionar 0,1 volumes de
NaCl 2 M e dois volumes de etanol ge-
lado. Centrifugar e lavar o sedimento
com etanol 70% gelado.

¢ Dissolver o sedimento em 60 pl de tam-
pao de exonuclease.

e Em 25 Eppendorfs de 0,5 ml marcados
sequencialmente, adicionar 7,5 ul da
Mistura de S1 Nuclease. Manter em
gelo.

e Aquecer o DNA em banho-maria a
37°C. Adicionar 500 U (até um 1/5 do
volume) de Exonuclease III. Misturar o

mais rapidamente possivel. Continuar a
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incubagdo a 37°C. Existe um lag de 20 a
30 segundos para o inicio da reag@o.
Para delegdes de 175-200 pb, remover
aliquotas de 2,5 pl em intervalos de
30 segundos. Colocar as aliquotas nos
Eppendorfs contendo a mistura de
S1 Nuclease.

Observagio - A velocidade da digestdo
com a Exonuclease III pode ser contro-
lada através da temperatura. Mantendo-
se a concentragio de enzima (250-
500 U/ug de DNA) a velocidade da rea-
¢do segue aproximadamente o padrdo

descrito na tabela abaixo.

22°C 75 bases/minuto
25°C 110 bases/minuto
30°C 200 bases/minuto
35°C 400 bases/minuto
37°C 500 bases/minuto
39°C 600 bases/minuto

Apos a retirada de todas as aliquotas,
incubar as amostras a temperatura ambi-
ente.

Adicionar 1pl de tampio stop de S1
Nuclease e incubar a 70°C durante
10 minutos. Remover as aliquotas de
2 pl para analise em eletroforese em gel

de agarose.



e Adicionar 1ul da Mistura de Klenow.
Adicionar 1ul da mistura de nucleoti-
deos 0,4 mM. Incubar durante 10 minu-
tos a 37°C.

e Remover as amostras para temperatura
ambiente e adicionar 40ul da mistura de
Ligase. Incubar dﬁrante 2 horas a 16°C.

o Utilizar aliquotas de 2-10 pl para trans-
formagdo de células competentes.

e Isolar colbnias individuais para analise

de restrigdo.

Solugoes:
Tampio da S1 Nuclease 10X

Acetato de Potassio 0,3 M;
NaCl 2,5 M; ZnSO, 100 mM; Glice-

rol 50 % (v/v)
Acetato de Potassio 3 M pH 4,6 1,1 mi
NaCl5M 5,0 mi
Glicerol 5,0 ml
ZnSO; 30 mg
Tampao da Ligase 5X

Tris-HCl 0,25 M pH 7,6; MgCl,
25mM, DTT 5 mM; ATP 5 mM,;
PEG-600 25 % (m/v)

Tris-HCI IM pH 7,6 250 pl
MgCl, 1M 25 ul
OTTIM 5l
ATP 100 mM 50 ut
PEG 600 250 mg

H;O qsp 1,0 ml
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Tampio de Exonuclease
Tris-HCl 66 mM pH 8,0; MgCl,
0,66 mM

Tris-HCI IM pH 8,0 66 pl
MgCl,0,1 M 66 pl
H0 qsp 1 ml

Mistura de S1 Nuclease suficiente

para 25 reagdes.

Tampdo S1 nuclease 10X 27l
S1 Nuclease 60U
H,O 172 pl

Tampio Stop da S1 Nuclease
Trizma-Base 0,3 M; EDTA 50 mM

Trizma-Base 363 mg
EDTA 0,5 M pH 8,0 1 ml
H,O gsp 10 ml

Mistura de Klenow
Tris-HCl 10 mM pH 8,0, MgCI2
20 mM; Klenow 3 U

Tris-HC1 0,1 M pH 8,0 3ul
MgCl, IM 6 pl
H,O 20 pl
Klenow 3U

Mistura de Nucleotideos

dCTP 100mM pH 7,5 4pl
dATP 100mM pH 7,5 4ul
dGTP 100mM pH 7,5 4p
dTTP 100mM pH 7,5 4pl
H,0 984 pl



Estavel durante varias semanas se

armazenado a -20°C.

Mistura de Ligase

Tampdo de Ligase 5X 0,8 ml
H,O 0,2 ml
5U

T4 DNA ligase

Metodologia Basica

Metodologias basicas de rotina, tais
como: 1) Clonagem em plasmideos, 2)
Transformagio de Escherichia coli, 3)
Plaqueamento de bacteriofago lambda,
foram realizadas de acordo com o manual
de Biologia Molecular “Molecular Cloning
- A laboratory Manual” (Sambrook ef al.,
1989). |

Digestdes com enzimas de restrigao
foram realizadas de acordo com as condi-

¢Oes descritas pelos fornecedores.

Solugdes Estoques

Acetato de Sodio 3M pH 5,2 ou

pH 7,0

Dissolver 40,81 g de acetato de so-
dio. 3H,0 ou 24,6 g de acetato de Sédio
Anidro em 80 ml de H;O. Ajustar o pH
para 5,2 ou para 7,0 com acido acético
glacial. Ajustar o volume final para 100 ml

com H20. Esterilizar por autoclavagem.
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Acetato de Amonio 10 M

Dissolver 77 g de acetato de amdnio
em 80 ml de H20. Ajustar o volume para
100 ml. Esterilizar por filtrag@o.

ATP 0,IM (Trifosfato de Adeno-

sina)

Dissolver 60 mg de ATP em 0,8 ml
de H20. Com ajuda de fitas indicadoras de
pH, ajustar o pH para 7,0 com NaOH
0,1 N. Completar o volume para 1 ml com
H20. Distribuir em aliquotas de 200 ul e

armazena-las a -70°C.

Brometo de Etidio 10 mg/ml

Adicionar 1 g de brometo de etidio a
100 ml de H20. Misturar com o auxilio de
agitador magnético durante varias horas,
até o corante dissolver-se completamente.
Armazenar em frasco escuro ou envolto
em papel aluminio e guarda-lo em geladei-

ra.

Cloreto de Sédio SM
Dissolver 73 g de NaCl em Hz20 para

um volume final de 250 ml. Esterilizar por

autoclavagem.

Cloreto de Magnésio 1 M
Dissolver 20,33 g de MgCl2.6H20
em H20 para um volume final de 100 ml.

Esterilizar por autoclavagem.



EDTA 0,5 M pH 8,0

Adicionar 46,5 g de etilenodiamino-
tetracetato dissodico.2H20 em 150 ml de
H20. Agitar vigorosamente com o auxilio
de agitador magnético. Ajustar o pH para
8,0 com NaOH, adicionar 3 g de NaOH
seguido de NaOH 0,2 N. Completar o
volume para 250 ml de H20. Esterilizar

por autoclavagem.

Pronase 20 mg/ml (Protease iso-

lada de Streptomyces griseus)

Dissolver 200 mg de Pronase em
10ml de Tris-HCI 10 mM pH 7,5 contendo
10 mM de NaCl e incubar a 37°C durante
uma hora. Distribuir em aliquotas de 1 ml
em tubos Eppendorf e armé.zené-los a

-20°C.

Proteinase K (Protease isolada de

Tritirachium album)

Dissolver 200 mg de Proteinase K
em 10 ml de H20. Distribuir em aliquotas

de 200 pl e armazena-las a -20°C.

RNAse A 10 mg/ml

Dissolver 200 mg de RNAse (Sigma
R4875) em 20 ml de Tns-HCl pH 7,5
contendo 15 mM de NaCl. Incubar duran-
te 15 minutos em banho-maria fervente e

resfriar lentamente a temperatura ambien-
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te. Distribuir em aliquotas de 1ml em tubos

Eppendorf e armazena-los a -20°C.

N-Laurilsarcosinato de Sédio 20%
Dissolver 20 g de N-laurilsar-
cosinatato de Sodio em 80 ml de H20 es-
téril em banho-maria 68°C. Ajustar o vo-

lume para 100 ml com H20 estéril.

SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sé6-

dio, Lauril Sulfato de Sodio).

Dissolver 20 g de SDS em 150 ml de
H20 estéril em banho-maria 68°C. Ajustar
o pH para 7,2 com algumas gotas de HCI
Ajustar o volume para

concentrado.

200 ml com H20 estéril.

TAE 50X

Dissolver 242 g de trizma-base e
18,6 g de EDTA dissodico em 600 ml de
H20. Adicionar 57,1 ml de acido acético
glacial. Ajustar o pH para 7,4 com NaOH
2 N. Completar o volume para 1.000 ml.

Tampio de Amostra para Géis de

Agarose

Em um tubo Eppendorf, preparar
uma solug¢do saturada de bromofenol blue,
adicionando algumas miligramas do mes-
mo em 1 ml de H20. Misturar em vortex e
centrifugar durante 5 minutos. Dissolver

4 g de sacarose livre de RNAse e DNAse



em um volume final de 10 ml de TAE 1X.
Adicionar solugdo saturada de bromofenol
blue até atingir a cor azul intensa. Distribu-
ir em aliquotas de 1 ml em tubos Eppen-

dorf e armazenar em geladeira.

TBE 5X _

Dissolver 30,9 g de Acido Bérico,
121,1 g de Trizma-Base e 3,73 g de
EDTA dissédico em 600 ml de H20.
Completar o volume para 1.000ml.

Tris 1M

Dissolver 121,1 g de Trizma-Base
em 800 ml de H20. Ajustar o pH para o
valor desejado, adicionando-se acido clo-

ridrico concentrado:

pH HCI

7.4 70 ml
7,6 60 ml
8,0 42 ml

Deixar a solug@o esfriar e proceder o
ajuste final do pH. Completar o volume
para 1.000 ml. Esterilizar por autoclava-

gem.

Preparaciao de Fenol Equilibrado

com Tris

Liquefazer o fenol bidestilado em
banho-maria 68°C. Adicionar
volume de Tris-HCI 0,5 M pH 8,0. Mistu-

um igual
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rar com o auxilio de agitador magnético
durante 15 minutos & temperatura ambien-
te. Paralisar a agitagdo e manter a solugéo
imovel até a separagdio das duas fases
(geralmente durante a noite). Retirar a fase
aquosa (superior) por aspiragdo com uma
seringa.

Adicionar um volume igual de Tris-
HC1 0,1 M pH 8,0. Misturar durante 15
minutos. Esperar a separagdo das fases e
remover a fase aquosa. Repetir as extra-
¢Oes com tampio até que o pH da fase
fenolica, medida com papel indicador, seja
superior a 7,8.

Quando as fases encontrarem-se
equilibradas, remover a fase aquosa e adi-
cionar 0,1 volumes de Tris. HCI1 0,1 M pH
8,0, contendo 0,2% de BME. O fenol de-
vera ser armazenado em frasco envolto em

papel aluminio. Manter em geladeira.

Meios de Cultura

Meio LB (Meio Luria-Bertani)

Bacto Tryptone 10g
Bacto Yeast Extract 5g
NaCl ' 10g
H20 800m!

Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 2N.

H20 qsp 1.000 ml

Esterilizar por autoclavagem durante 20 minutos.



Meio LBM (Meio LB contendo

10 mM de Mg*?)

Adicionar a 1.000 ml de meio LB
2,46 g de MgS04.7H20. Esterilizar por

autoclavagem durante 20 minutos.

Meio SOB
Bacto Tryptone 20¢g
Bacto Yeast Extract 5g
NaCl 0.585¢g
KCl 0,186 g
H20 800 ml

Ajustar o pH para 7,0 com KOH 1 N

H20 qsp 1.000 ml

Adicionar 10 ml de uma Solugfo estéril contendo
1 M de MgCl2 e 1 M de MgSOa4.

Solugio de Mg*?
MgCl2.6H20 203 g
MgS04.7H20 26 g
H20 q sp 100 ml

Esterilizar por filtragdo em filtro 0,22 pm.
Armazenar a -20°C.

Meio SOC

Adicionar ao meio SOB glicose su-
ficiente para obter-se uma concentragiao
final de 20 mM de glicose. Para 1.000 ml
de meio SOB adicionar 10 ml de glicose

2 M estéril.
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Glicose 2M

Glicose 36g
H20 qsp 100 mi
Esterilizar por filtragdo.
Armazenar em geladeira.
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RESULTADOS

Avaliacdo de Ocorréncia de Poli-
morfismo de Restri¢io entre o So-
maclone S1587 e a Linhagem Cat-
100-6 '

Com a finalidade de observar a ocor-
réncia de alteragbes moleculares no soma-
clone S1587, decidiu-se por comparar o
padrio dos fragmentos de restrigio dos
genes de a-zeinas de 22 KDa na linhagem
original (Cat-100-6) e geragdo R1 do so-
maclone S1587.

Neste experimento, amostras de
10 ug de DNA da linhagem original ¢ DNA
extraido de um pool de 200 progénies da
geragdo R1 do somaclone foram digeridas
com as enzimas de restricdio Eco RI e
Hind III. Também foram digeridas com
Eco RI amostras de DNA do plasmideo
recombinante pZ22.3, contendo quantida-
des equivalentes a 2, 5, 10 e 20 copias do
gene a-zeina de 22 KDa. Para o calculo do
nimero equivalente de copias, foi utilizado
o valor de 5,5 x 10° Kb para o tamanho do
genoma haploide do milho (Laune & Ben-
nett, 1985; Lara & Leite, 1995).

Os fragmentos obtidos foram entdo
submetidos a eletroforese em gel de agarose
0,8%, € em seguida transferidos para mem-
brana de nylon (Hybond-N, Amersham),
conforme descrito em Materiais e Métodos.
Posteriormente a membrana foi submetida a
hibridagdo com uma sonda radioativa pre-
parada a partir do inserto Pst I do plasmi-
deo pZ22.3 (Fig. 5A).

Apos a revelagdo da autoradiografia,
a membrana foi lavada para retirada da son-
da, e a mesma foi submetida a hibridagio
com uma segunda sonda radioativa, neste
caso especifica para o gene Adh-1 de milho,
obtida através da digestio do plasmideo
pZML793 com a enzima de restri¢do Pst I.

A hibrida¢do com a sonda de Adh-/
foi realizada com a finalidade de titular as
quantidades de DNAs das diferentes amos-
tras. O gene Adh-1 esta representado por
uma uUnica copia no genoma haploide de
milho, e a digestdo com Hind III resulta em
um fragmento de 2,3 Kb (Fig. 4). A hibn-
dagdo com esta sonda resultou em bandas
de 2,3 Kb, quando os DNAs foram digeri-
dos com Pst I, de mesma intensidade para

as amostras de DNA da linhagem original e



do somaclone (Fig. 5B). Indicando portanto
a utilizagio de amostras contendo a mesma
quantidade de DNA. As bandas obtidas nas
amostras digeridas com Eco Rl indicam a
presenga de dois alelos diferentes no soma-
clone. A linhagem original apresentou uma
unica banda de hibridagdo, enquanto que o
somaclone apresentou duas bandas diferen-
tes, e com intensidade reduzida aproxima-
damente pela metade.

A autoradiografia resultante da hibri-
dagdo com a sonda especifica de a—zeina
de 22 KDa apresenta um padrdo de multi-
plas bandas com diferentes intensidades.
Este resultado, aliado ao conhecimento
prévio da auséncia de sitios de restrigdo
Eco RI e Hind III neste gene, comprovam o
carater multigénico da a—zeina de 22 KDa,
também no somaclone.

Os diferentes padrdoes de tamanhos
das bandas apresentados pelas duas amos-
tras indicam polimorfismo génico, enquanto
que as diferentes intensidades apresentadas
pelas bandas comuns as duas linhagens in-
dicam, possivelmente, a presenga de dife-
rente niumero de copias repetidas de forma

reiterada.
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Sele¢do de Plantas Adh-0

O grande nimero de mutagdes obser-
vado nas progénies de varias geragdes do
somaclone S1587, aliado ao carater insta-
vel, e & presenga de fenétipo variegado em
algumas mutagdes, como por exemplo em
folhas e sementes (Fig. 2), nos levou a su-
por tratar-se de uma agdo de um elemento
de transposi¢do, possivelmente ativado du-
rante o cultivo celular. Com a finalidade de
testar esta hipotese decidimos isolar a ver-
sdo mutada do gene Adh-1 com o intuito de
podermos identificar a origem da variabili-
dade observada no somaclone.

A selecdo de plantas adh-0 (Fig. 6)
foi realizada conforme descrito em Materi-
ais e Métodos. A Figura 7 mostra um
exemplo de resultado de analise de ativida-
de ADH em sementes da geragio R4.

A Figura 8 apresenta um exemplo ti-
pico de analise de atividade de ADH em
graos de polen de plantas, classificadas ge-
notipicamente como: Adh/Adh, Adl/adh-0
e adh-0/adh-0.

A Tabela I apresenta os resultados
obtidos na analise de grdos de poélen de
plantas individuais, pertencentes & geragdo
RS.
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EcoRI Hindlll EcoRl Hindlll
20 0 5 2 0 § 0 S 0 § 0 S

Figura 5: Analise, através de “Southern blot”, dos DNAs genomicos extraidos da
linhagem original Cat-100-6 (O) e do somaclone S1587 (S). Amostras de
10 ug de DNA foram digeridas com as enzimas de restricgdo Eco RI e
Hind III. A) Hibridagdo com o inserto Pst I do clone de cDNA de a-zeina de
22 KDa, pZ22.3 (Marks et al, 1985). Os nimeros 20, 10, 5 e 2 indicam as
amostras de do plasmidio pZ22.3 digerido com a enzima de restrigio Eco R,
contendo quantidades equivalentes de copias do gene a-zeina de 22 KDa em
10 pg de DNA gendmico. B) O mesmo filtro hibridado com uma sonda
preparada a partir do inserto Pst I do clone de cDNA de Adh-/F de milho
pZML793 (Dennis et al., 1984).
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Figura 6: Espigas obtidas a partir da autopolinizagdo de progénies R2 do Somaclone
S1587. A primeira espiga, a esquerda, foi polinizada com gréos de polen sem
qualquer tratamento, enquanto que as demais resultam de polinizacdo com

grios de polen previamente tratados com alcool alilico, conforme descrito em

Materiais € Métodos.
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Figura 7: Exemplo de “Dot blot” utilizado no monitoramento para a atividade de ADH
em sementes de plantas da geragdo R4, através de reagdo com cloreto de
p-nitro-blue-tetrazolium. As diferentes colunas (A até M) representam
amostras de escutelos, obtidos a partir de sementes R4, provenientes de uma
unica progénie R3. As linhas de 1 a 20 representam amostras de diferentes

sementes de uma mesma espiga.
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Figura 8: Resultado de uma analise de atividade de ADH, através de reagao com p-nitro-
blue-tetrazolium, em amostras de graos de polen de plantas da geragdo RS do
Somaclone S1587, as quais foram obtidas a partir da sele¢do de plantas
ADH-0. A) planta homozigota Adh/Adh, B) planta heterozigota Adh/adh-0,
C) planta homozigota adh-0/adh-0.
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GRAOS DE POLEN GERACAO
LINHA PLANTA COM ATIVIDADE ANTERIOR
DE ADH (%)
60 G 0% P3.7
61 A 100% P3.5
62 X 48% P3.1
62 A 0% P3.1
62 T 0% P3.1
62 M 0% P3.1
62 N 0% P3.1
62 P 0% P3.1
63 U 46% P33
63 T 100% P33
63 S 46% P3.3
63 R 0% P3.3
63 P 40% P33
63 A 0% P3.3
63 C 32% P3.3
64 D 37% P3.6
64 I 0% P36
65 S 100% P34
65 D 100% P3.4
66 A 44% P38
67 P 52% P32
67 H 53% P3.2

Tabela I: Resultados da analise da atividade de ADH em graos de poélen de plantas

individuais, pertencentes a geragao R5.



Anailise Molecular da Segregacio
do Alelo adh-0 Através de
“Southern Blot”

Baseados na avaliagdo da atividade de
ADH dos grios de poélen, foram preparados
DNAs de plantas das linhas 65, 67 e 62,
representativos dos genétipos Adh/Adh,
AdWadh-0, e adh-0/adh-0, respectivamen-
te. Os DNAs foram extraidos de plantas
individuais, a partir de espiguetas, conforme
descrito em Materiais e Métodos.

Amostras de 10 ug de DNA foram
digeridas com a enzima de restrigio Eco RI
e Hind III, e em seguida os fragmentos fo-
ram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,8%. Os fragmentos de DNA fo-
ram transferidos para uma membrana de
nylon.

Como controle positivo para posteri-
or hibridagdo, foi adicionada ao gel de aga-
rose uma amostra do plasmideo pZML793,
linearizado com a enzima de restrigdo
EcoRI.

O plasmideo pZML793 corresponde a
um clone de cDNA do gene Adh-1F, obtido
por Denis ef al.,, (1984). A quantidade de
DNA de pZML793 submetida a eletrofore-
se (26 pg) foi equivalente a duas copias do
gene Adh-1.
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As membranas resultantes das transfe-
réncias foram submetidas a hibridagdo com
uma sonda preparada a partir dos dois
fragmentos resultantes da digestdo do
plasmideo pZML793 com a enzima de res-
trigdo Pst I.

A Figura 9 apresenta o resultado da
hibridagio dos fragmentos de Eco RI. O
resultado demonstra a presenca de bandas
Unicas de aproximadamente 10 e 12 Kb nas
amostras de DNA das linhas 65 e 62, res-
pectivamente (Fig. 9, canaletas 2, 3). Sa-
bendo-se que as linhas 65 e 62 apresenta-
ram homozigose, respectivamente para os
alelos Adh e adh-0, podemos associar a
presenga da banda de 10 Kb ao alelo Adh, e
a banda de 12 Kb ao alelo adh-0. Este fato
foi comprovado através da presen¢a das
duas bandas na amostra de DNA da linha
67 (Fig. 9, canaleta 4), classificada segundo
o teste de atividade de ADH em grios de
polen com o genotipo heterozigoto.

Resultado semelhante foi obtido com
as mesmas amostras digeridas com a enzima
de restri¢do Hind III (Figura 10). Os geno-
tipos das linhaS 65 e 62, além de apresenta-
rem as bandas de 2,3 e 3,8 Kb, apresenta-
ram também bandas distintas de tamanhos
aproximados de 6,6 ¢ 7,9 Kb, respectiva-
mente (Fig. 10, canaletas 2 e 3). A linha 67
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Kb
12,0 -

Figura 9: “Southern blot” de amostras de 10 ug de DNA de plantas das linhas 65
(Adh/Adh), 62 (adh-0/adh-0), e 67 (Adh/adh-0), digeridas com a enzima de
restrido Eco RI, respectivamente nas canaletas 2, 3 e 4. A canaleta 1 contém
26 pg de DNA de pZML793 linearizado com a enzima de restri¢do Eco RI,
correspondendo a uma quantidade equivalente a duas copias do gene Adh-1.
A hibridagdo foi realizada com uma sonda preparada com o inserto Pst I do
clone de cDNA de Adh-1F de milho pZML793 (Dennis et al., 1984).
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Figura 10: “Southern blot” de amostras de 10 pg de DNA de plantas das linhas 65
(Adh/Adh), 62 (adh-0/adh-0), e 67 (Adhadh-0), digeridas com a enzima de
restrigio Hind III, respectivamente nas canaletas 2, 3 e 4. A canaleta 1 contém
26 pg de DNA de pZML793 linearizado com a enzima de restrigdo Eco RI,
correspondendo a uma quantidade equivalente a duas copias do gene Adh-1.
A hibridagio foi realizada com uma sonda preparada com o inserto Pst I do

clone de cDNA de Adh-1F de milho pZML793 (Dennis et al., 1984).



apresentou o padrio esperado para o geno-
tipo heterozigoto, isto €, apresentou além
das bandas de 2,3 e 3,8 Kb, as duas bandas
correspondentes aos alelos individuais (Fig.
10, canaleta 4).

As diferentes intensidades de hibrida-
¢ao deve-se ao fato de que estes fragmentos
apresentam extensdes variaveis de similari-
dade em relagio ao cDNA de Adh-IF, o
qual foi utilizado como sonda. O fragmento
de 2,3 Kb (Fig. 2, fragmento 2) que apre-
sentou maior intensidade de hibridagdo,
compreende a maioria dos “exons”, enquan-
to que o fragmento de 3,8 Kb (Fig. 12,
fragmento 1), inclui apenas o primeiro

“exon”, o qual apresenta menor extensio.

Isolamento do Alelo adh-0

O isolamento do alelo adh-0 foi reali-
zado através da selegdo de clones recombi-
nantes do gene de Adh-1, a partir de uma
biblioteca gendmica preparada com DNA
isolado da linha 62, homozigota para este
alelo.

A biblioteca genomica foi construida
em bacteriéfago ADASH, conforme descri-
to anteriormente em Materiais € Métodos.

A qualidade da biblioteca foi inicial-

mente avaliada através da infecgdo das
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bactérias hospedeiras SRB e SRB(P2)
(Apéndice I).

A infeccdo das hospedeiras SRB e
SRB(P2) com uma determinada aliquota da
biblioteca resultaram, respectivamente, em
388 e 352 placas de lise. Este resultado
indicou portanto, que aproximadamente
91% do fagos testados poderiam ser consi-
derados recombinantes.

A selegdo de recombinantes apresen-
tando sequéncias homologas ao gene de
Adh-1 foi realizada em 25 placas de Petri de
135 mm, contendo cada uma aproximada-
mente 30.000 fagos. Foram utilizados como
sonda os fragmentos Pst I do plasmideo
pZML793, marcados radioativamente.

A autoradiografia das membranas
submetidas a hibridag@o revelou a presencga
de 20 possiveis recombinantes homodlogos
ao gene Adh-1. Dezoito destes clones fo-
ram posteriormente submetidos a uma se-
gunda etapa de selegdo, que resultou na
confirmagdo de apenas dois dos clones ana-
lisados. Estes dois clones recombinantes
foram ainda confirmados em um terceiro
ciclo de hibri'dacﬁo e receberam os nomes
de Adhl-5.1 e Adh1-7.2.

As Figuras 11A e 12A mostram as
analises de restrigdo dos dois clones. Apos

a transferéncia para filtros de nylon as



amostras foram submetidas a hibridagio
contra uma sonda preparada, a partir do
inserto Pst I do clone de cDNA de Adh-IF
de milho, pZML793 (Dennis et al., 1984).

As Figuras 11B e 12B mostram os re-
sultados obtidos na hibridagio. Estas anali-
ses demonstraram que os dois clones isola-
dos apresentam diferentes padrdes de res-
tricdo e hibridagdo.

Caracterizag¢io do Clone Adh1-5.1

A digestdo do clone Adhl-5.1 com a
enzima de restri¢do Eco RI (Fig. 11A, cana-
leta 3) resultou em 5 bandas, sendo que as
bandas de 9 e 20 Kb, correspondem aos
bragos do fago A DASH (Apéndice II),
enquanto que as 3 bandas restantes de
aproximadamente 2,2, 2,5 e 7,5 Kb, com-
preendem o inserto clonado. A partir deste
resultado, podemos concluir que este clo-
ne apresenta uma inser¢ao de aproximada-
mente 12 Kb. Dentre as bandas descritas, a
Unica que apresentou capacidade de hibri-
dar com a sonda do gene Adh-1F foi a ban-
da de 7,5 Kb (Fig. 11B, canaleta 3).

A digestdo do clone Adhl-5.1 com
Hind III resultou em 6 bandas (Fig.11A,
canaleta 6), das quais 3 hibridaram com a
sonda de Adh-1F banda A de ~11 Kb, ban-
da C de ~3,8 Kb, e banda D de 2,3 Kb (Fig.

71

11B, canaleta 6). As bandas C e D foram
posteriormente subclonadas em pBluescript
KS®, sendo que os subclones receberam,
respectivamente, os nomes de 5.1HC e
5.1HD.

Os insertos foram parcialmente se-
quenciados conforme descrito em Materiais
e Métodos. As sequéncias obtidas apresen-
taram homologia com a sequéncia descrita
para o gene Adh-IF (Bennetzen et al,
1984). A Figura 12 apresenta a localizag3o
destes clones em relagio a sequéncia descri-
ta para o gene Adh-1F.

Conforme mostra a Figura 12, a partir
dos subclones obtidos com Hind III, foram
preparados os subclones S.1HP2, 5.1P, e
5.1P, os quais encontram-se também parcial
ou totalmente sequenciados. Para cobrir a
regido 3’ ndo codificadora do gene Adh-1,
foi preparado o subclone 5.1HP1, posteri-
ormente totalmente sequenciado.

As sequéncias obtidas de todos os

clones apresentaram identidade total com o
gene de Adh-1F.

Caracteriza¢io do Clone Adh1-7.2

A digestao do clone Adhl-7.2 com a
enzima de restrigio Eco RI, conforme
mostra a Figura 13 (canaleta 2), resultou

aparentemente em trés bandas de tamanhos
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Figura 11: Anlise de restri¢do do clone gendmico Adhl-5.1. (A) Eletroforese em gel de
agarose 0,6% de amostras de 3 g de DNA do clone gendmico, digeridas com
as enzimas de restrigdo Eco RI (3), Bam HI (4), Xba I (5), Hind III (6), Xho1
(7), Pst I (8), Eco RI/Bam HI (9), Eco RI/Xho 1 (10), Eco RI/Pst I (11),
Eco RI/Hind III (12), Bam HI/Xho I (13). As canaletas 1 e 2 correspondem,
respectivamente, aos padrdes de tamanhos Ladder (BRL), e fago A EMBLA4
digerido com Eco RI. (B) Apods a transferéncia para membrana de nylon, as
amostras foram hibridadas com sonda ndo radioativa preparada, a partir do
inserto Pst I do clone de cDNA de Adh-IF de milho pZML793 (Dennis et al.,

1984). O tempo de exposi¢ao da membrana foi de 1 hora.
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Figura 12: Mapas de restrigdo dos clones gendmicos de Adh-1F e Adhl-5.1. As areas
hachuradas, na representagdo esquematica do gene Adh-1F, representam os
“exons” presentes no gene. O clone gendmico Adhl-5.1 esta representado
pelo inserto de aproximadamente 12,5 kb, obtido pela digestdo do fago com a
enzima de restrigio Eco RI. Estdo indicados os subclones, 5.1HC (1, ~3,8
kb), 5.1HD (2, 2,3 kb), 5.1HP1 (3, 957 pb), 5.1P2 (4, ~1,5kb), 5.1P (§, 2,1
kb), 5.1PH (6, 641 pb). Os subclones indicados por setas continuas
encontram-se integralmente sequenciados, enquanto que os subclones

representados por setas descontinuas, foram parcialmente sequenciados.



9, 12 e 3,2 Kb. As bandas de 9 e 12 Kb,
correspondem aos bragos do fago A DASH
(Apéndice IT). Apenas a presenga da banda
de 3,2 Kb no inserto do clone Adhl-7.2
seria incapaz de permitir o empacotamento
do fago. A substitui¢do das regides red e
gam do vetor A DASH produz particulas
fagicas viaveis somente quando os insertos
apresentam tamanhos variando de 9 a
23 Kb (Apéndice II). Podemos portanto,
inferir a existéncia de um quarto fragmento
resultante da digestdo com Eco Rl, porém
de tamanho similar ao brago do fago de
9 Kb.

Talvez, devido a grande similaridade
dos tamanhos, géis contendo concentragdes
menores de agarose foram incapazes de
separar o restante do inserto do brago do
fago. Portanto, podemos assumir que o
clone Adhl-7.2 apresenta um inserto de
tamanho aproximadamente de 12 Kb.

Dentre os fragmentos obtidos apos a
digestdo com Eco RI, o unico que hibridou
com a sonda de Adh-1F foi o fragmento de
3,2 Kb (Figura 13B, canaleta 2). Indicando,
portanto, ser a Unica regido do inserto clo-
nado a incluir sequéncias similares a da
sonda.

O fragmento Eco RI de 3,2 Kb foi

subclonado em pBluescript KS® (clone
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pBE7.2E), que foi parcialmente sequencia-
do, com ajuda de sucessivas subclonagens,
e também através de dele¢des unidirecionais
com Exonuclease III, conforme descrito em
Materiais ¢ Métodos. Através destes expe-
dientes foram sequenciados 2.100 pb a par-
tir de uma das extremidades, e 309 pb a
partir da extremidade oposta (Fig. 14).

Conforme representado na Figura 14
a regido central do clone pBE7.2 apresen-
tou identidade com os dois ultimos exons e
com a regido 3’ ndo codificadora do gene
Adh-1F. Porém, a regido contendo sequén-
cias similares ao penultimo exon (exon 9)
foi interrompida com sequéncias dissimila-
res em relagdo ao gene Adh-1F.

A sequéncia dissimilar encontrada in-
terrompendo o exon 9 foi utilizada em uma
busca de sequéncias similares no banco de
dados GENBANK. Varias sequéncias simi-
lares foram encontradas, porém apenas duas
apresentaram similaridade superior a 50%.
A de maior similaridade (81,8%) corres-
pondente a regido distal da sequéncia 5’
nao codificadora do gene ZMPMS2 KDa
(EMBL X58700), que codifica um poli-
peptidio da familia das a-zeinas de 19 KDa,
e o de menor similaridade (58,4%), corres-
pondente a regido distal da sequéncia 5’
ndo codificadora do gene MZEALPTUB
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Figura 13: Analise de restrigdo do clone genémico Adhl-7.2. (A) Eletroforese em gel de
agarose 0,6% de amostras de 3 pug de DNA do clone gendmico, digeridas com
as enzimas de restricdo Eco RI (2), Xba I (3), Bam HI (4), Hind III (5), Xho I
(6), Pst 1 (7), EcoRI/Bam HI (8), Eco RI/Hind III (9), Eco RI/Pst I (10),
Eco RI/Xho I (11), Bam HI/Xho I (12). As canaletas 1 e 13 correspondem,
respectivamente, aos padrdes de tamanhos Ladder (BRL), e fago A EMBLA4
digerido com Eco RI. (B) Apos a transferéncia para membrana de nylon, as
amostras foram hibridadas com uma sonda n3o radioativa preparada a partir
do inserto Pst I do clone de cDNA de Adh-I1F de milho pZML793 (Dennis e?

al., 1984). O tempo de exposigao da membrana foi de 1 hora.
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Figura 14: Representagdo esquematica do subclone pBE7.2E obtido da clonagem do
inserto Eco RI de aproximadamente 3,2 kb no plasmideo pBluescript KS*. A
area indicada pelo retangulo maior representa a regido sequenciada, sendo que
a area hachurada representa a regido que apresentou indentidade com a
sequéncia do Exon 9 do gene Adh-1F. A sequéncia descreve o limite da

regido que apresenta identidade com a sequéncia do gene Adh-1F.
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(EMBL X15704), que codifica a1-tubulina
de milho.

As Figuras 15 e 16 apresentam os ali-
nhamentos da sequéncia responsavel pela
interrupgdo com os genes ZMPMS2 e
MZEALPTUB, respectivamente.

Com relagio ao clone Adhl-7.2 foi
subclonado também o unico fragmento
produzido pela digestdo com Pst I, conten-
do aproximadamente 6,0 Kb, com capaci-
dade de hibridar com a sonda de Adh-1F
(Fig. 13A e 13B). O sequenciamento parcial
deste subclone denominado de pBE7.2P,
demonstrou que este subclone contém parte
da regido representada pelo subclone

pBE7.2E.
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PBE7.2E TGGCTAGC-CACCGG--ACGATCCAGTGCTCCCAGACTCAGCAGATTCTTGGCTGCTCGA
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MZEPMS AGCCTGGCACACCGGACACAGTCGGGTGCACCCAGACAGAGCTGACT-TTGGCTGAACAA
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PBE7.2E CCATAAAACAATGTACTAAGTCTGAGAAACATACCTTTATCCTTGATTTGTACATTGTCC
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MZEPMS CACTAAAACAATGTACTAAGTCTGAGAAACATACCTTTATACTTGATTTGTACTTTGTCC
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Figura 15: Alinhamento das sequéncias pBE7.2E e regido distal da sequéncia 5° ndo
codificadora do gene ZMPMS2 (EMBL X58700), que codifica a-zeina de

19KDa. O alinhamento das sequéncias resultou em 81,8% de identidade.
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Figura 16: Alinhamento das sequéncias pBE7.2E e regido distal da sequenéncia 5’ ndo
codificadora do gene MZEALPTUB (EMBL X15704), que codifica

al-tubulina de milho. O alinhamento das sequéncias resultou em 58,4% de

identidade.
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DISCUSSAO

A observagio do extenso numero de
mutagdes nas progénies, derivadas de uma
unica planta regenerada (S1587), sugere
que, durante o periodo de cultura de teci-
do ocorreram multiplas mutag¢des, carac-
terizadas, devido ao seu carater heredita-
rio, como variagdo somaclonal.

A ocorréncia de alterages molecula-
res foi pesquisada através da anilise do
padrio de restrigdo dos genes de o—zeinas
de 22 KDa. As a-zeinas, correspondem a
uma das classes de proteinas de reserva
mais abundantes no endospemia de milho.
As oa-zeinas de 22 KDa sdo codificadas
por uma familia multigénica de aproxima-
damente 100 genes (Hagen & Rubenstein,
1981), localizados nos cromossomos 4 € 7
(Soave & Salamini, 1984). Assim sendo, o
carater multigénico deste gene nos permite
analisar possiveis alteragdes em uma maior
extensdo do genoma.

A anilise dos padrdes de restrigdo
do genes de a-zeinas da linhagem original
e do somaclone S1587 demonstra a ocor-
réncia de um grande niumero de alteragdes

moleculares (Fig. 5).

O conhecimento prévio da auséncia
de sitios para a enzima de restrigio EcoRI
em regides estruturais dos genes de a-
prolaminas (Larkin, 1981), nos permite
deduzir a partir da comparagdo dos pa-
drdes de restrigio com esta enzima, que 0O
genoma do somaclone acumulou um gran-
de nimero de mutagdes nas regides cor-
respondentes ou proximas aos genes de a-
zeinas.

O padrio de restrigio do DNA do
somaclone mostra tanto o desaparecimen-
to de bandas presentes na linhagem origi-
nal, quanto o surgimento de novas bandas.
Tais fatos podem ser explicados através de
mutagdes que determinam a modificagdo, a
elimina¢do ou o surgimento dos sitios al-
vos das enzimas de restrigio, ou ainda
através da completa delegido dos genes.

Devido ao fato de cada uma das
bandas representar multiplas copias do
gene, conforme atesta o experimento de
reconstrugio (Fig. 5), os padrdes observa-
dos aparentemente resultam de mutagdes
seguidas de homogeneizagdo através de

conversio génica, ou ainda através de



“crossing-over” desigual durante proces-
sos de recombinagdes mitoticas.

A conversio génica tem sido descri-
ta como um dos principais mecanismos
moleculares atuantes na homogeneizagao
de genes “tamden”

(Kourilsky, 1986).

repetidos em

“Crossing over” mitotico tem sido
descrito como responsavel pela obtengdo
de mutantes recessivos homozigotos em
plantas regeneradas em varias espécies
(Smith, 1976; Evans, 1989).

A anilise de restricdo dos genes de
a-zeinas indica também a ocorréncia de
alteracdo no niumero de copias dos genes.
Algumas bandas presentes no somaclone
apresentam intensidade maiores que as
bandas correspondentes na linhagem origi-
nal (Fig. 5), indicando portanto a ocor-
réncia de amplificagdo génica durante o
periodo de cultivo. Este fenémeno tem
sido observado em plantas regeneradas de
culturas de tecidos de outras espécies
(Evans, 1989).

Na maioria das progénies do soma-
clone S1587, as mutagdes apresentaram
segregagdo caracteristica de genes recessi-
vos ou dominantes, enquanto que, algumas
poucas progénies apresentaram um grande

desvio na segregagdo, sugerindo instabili-
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dade. Tal observagdo indica a possibilidade
de haver ocorrido ativagdo de sistemas de
transposido durante o cultivo celular.
Corroborando com esta hipotese, foram
também observados fenotipos variegados
caracteristicos da atuagdo de transposons,
tanto em sementes quanto em folhas
(Fig. 2).

Para testar a hipotese da ativagio de
sistemas de transposi¢do, durante o cultivo
celular, realizamos a selegdo de um gene
alvo, possivelmente silenciado pelo supos-
to transposon.

A escolha do gene Adh-1 deve-se a
uma série de fatores, entre os quais cita-
mos, a facilidade de selegdo de plantas
deficientes na atividade de ADH, a possi-
bilidade do reconhecimento genotipico,
através da analise da atividade em gréos de
polen, e o fato do gene Adh-1 representar
um dos genes de plantas melhor caracteri-
zado.

Além disso, uma analise prévia de
restricdo de DNA de um pool de progénies
da geragdo R1 do somaclone com a enzi-
ma de restrigdo Eco RI, indicou polimor-
fismo deste Jocus em relagdo a linhagem
original (Fig. 5B). Na linhagem original a
hibridagdo com a sonda de cDNA de

Adh-1F de milho resultou em uma unica



banda, enquanto que o pool de progénies
do somaclone apresentou duas bandas.

Plantas deficientes na atividade de
alcool desidrogenase (ADH-0) foram obti-
das através da polinizagio de progénies R2
do somaclone S1587, com podlen da mes-
ma progénie, tradado com alcool alilico.
Conforme descrito em Materiais ¢ Méto-
dos, o tratamento com alcool alilico devi-
do a citoxicidade da acroleina (Fig. 1),
produzida pela atividade da ADH, possi-
bilita a eliminag3o dos griaos de polen que
apresentam atividade enzimatica de ADH,
permitindo portanto, a sele¢do do poélen
deficiente naquela atividade (Fig. 6).

O teste para atividade da enzima
ADH, através de “dot blot” (Fig.7) reali-
zado na geragdo R4 permitiu a identifica-
¢do de plantas homozigotas e heterozigo-
tas.

As plantas homozigotas obtidas para
o alelo adh-0 da geragio R4 e que nio
apresentaram atividlade ADH foram plan-
tadas, autopolinizadas, e tiveram o seu
polen analisado quanto a atividade de
ADH.

Assim, foi possivel selecionar plantas
homozigotas na geragdo RS.

A analise da atividade de ADH dos

griaos de polen, devido ao conteudo ha-
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ploide de seu genoma, permite a identifi-
cagdo genotipica das plantas (Fig. 8).
Desta maneira, foi possivel identificarmos,
dentre as plantas da geragdo RS, varias
plantas heterozigotas Adh/adh-0, e homo-
zigotas Adh/Adh e adh-0/adh-0 (Tabela I).
Baseados neste estudo optamos por reali-
zar uma analise molecular da segregagio
do alelo adh-0 em plantas das linhas 65, 67
e 62,
AdiWAdh, Adwadh-0 e adh-0/adh-0, res-

representativas dos genotipos
pectivamente.

A andlise molecular, através de
“Southern blot” demonstrou a associagao
dos fragmentos Eco RI de 12 Kb, e
Hind III de 7,9 Kb, com a presenga do
alelo adh-0 nas amostras de DNA das
plantas heterozigota (linha 67) e homozi-
gota (linha 65) (Fig. 9 e Fig.10). Visto que
a sonda utilizada na hibridagdo correspon-
de ao clone de cDNA de Adh-1F de milho,
as bandas associadas ao alelo adh-0, re-
presentam obrigatoriamente regides alte-
radas do gene Adh-1, ou muito proximas
deste gene. Tais alteragbes podem ser
explicadas atfavés de mutagGes represen-
tadas por uma inser¢io, ou modifica¢bes
de bases que determinaram alteragdes nos

sitios alvos das enzimas de restri¢do.



Com a finalidade de esclarecer a ori-
gem destas alteragGes, foi construida uma
biblioteca genémica a partir de amostras
de DNA de uma planta da linha 62. A par-
tir desta biblioteca foram selecionados dois
clones recombinantes, Adhl-5.1 e Adhl-
7.2, contendo sequéncias homodlogas ao
gene Adh-1F.

O clone recombinante Adhl-5.1
quando digerido com a enzima de restrigéo
Eco RI resultou em uma banda de aproxi-
madamente 12 Kb, capaz de hibridar com
a sonda de Adh-1F (Fig. 11A e 11B).
Apesar deste inserto apresentar 0 mesmo
tamanho da banda associada ao alelo
adh-0, ndao podemos descartar a possibili-
dade de que os sitios de Eco RI deste
fragmento sejam originarios do vetor
ADASH (Apéndice II). Aproximadamente
3.000 pb deste clone foram sequenciados
(Fig. 12), e as sequéncias obtidas apresen-
taram completa identidade com o gene
Adh-1F.

O clone recombinante Adhl-7.2,
quando digerido com a enzima de restrigdo
Eco RI, resultou em uma unica banda ca-
paz de hibridar com a sonda de Adh-IF,
contendo 3,2 Kb (Fig 13A e 13B). Esta
banda foi subclonada (subclone pBE7.2E),

e posteriormente parcialmente sequencia-
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da. A regido central do subclone apresen-
tou identidade com os dois ultimos exons e
com a regido 3’ ndo codificadora do gene
Adh-1F. No entanto, a regido contendo
sequéncias similares ao penuiltimo exon
(exon 9) foi interrompida com sequéncias
dissimilares (Fig. 14). Uma busca de se-
quéncias similares a encontrada interrom-
pendo o exon de Adh-1F no banco de da-
dos GENBANK, resultou em duas se-
quéncias que apresentaram similaridade
superior a 50%. As duas sequéncias cor-
respondem a regides distais 5’ ndo codifi-
cadoras dos genes que codificam a-zeinas
de 19 KDa (81,8% de similaridade), e al-
tubulina de milho (58,4% de similaridade).
A posigdo distal das sequéncias em
relagdo as regides estruturais dos genes,
aliada ao alto conteido de AT (superior a
60%), indicam tratar-se de sequéncias cor-
respondentes a regides intergénicas.
Apesar do inserto do clone Adh1-7.2
apresentar um inserto de aproximadamente
12 Kb, apenas a regido compreendida pelo
subclone pBE7.2E apresentou similaridade
com a sequéncia do gene Adh-1F. A au-
séncia de sequéncias similares a regido 5’
do gene Adh-1F, ndo nos permitiu identifi-
car a sequéncia interruptora do exon 9,

como responsavel pela alteragdo do gene



no alelo adh-0 identificado nas plantas da
linha 62.

O carater homozigoto apresentado
pela linha 62 (Tabela I, Fig. 9 e Fig. 10)
somado a auséncia de uma banda de
3,2 Kb, apresentando similaridade com o
gene Adh-1F, entre os produtos da diges-
tdo do DNA gendmico de plantas da linha
62 com a enzima de restrigdo Eco RI (Fig.
9), indica que o clone Adhl-7.2, muito
provavelmente, apresenta-se como sendo
um artefato de clonagem.

Este artefato poderia ter sido origi-
nado, durante o processo de clonagem,
através da ligagdo do fragmento contendo
a regido do gene Adh com um fragmento
qualquer de DNA, resultando em um
fragmento de DNA com um tamanho mi-
nimo necessario para permitir 0 empaco-
tamento no bacteriofago.

Corrobora também com esta hipote-
se o fato da regido que interrompe o gene
constituir-se, provavelmente de uma se-
quéncia repetitiva, e portanto, mais abun-
dante na mistura de fragmentos. O carater
repetitivo desta sequéncia interruptora €
evidenciado pelo fato de se encontrar pre-
sente na regido distal 5’ ndo codificadora

de pelo menos dois genes depositados em
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bancos de dados de sequéncias (Fig. 14 e
Fig. 15).

Os resultados obtidos indicam por-
tanto que o clone Adhl-5.1 representa o
alelo adh-0. Apesar de ndo ter sido identi-
ficado, podemos presumir, que a alteragio
que determina a auséncia de atividade de
ADH, encontra-se nas regides ndo se-
quenciadas do clone em questdo. Este clo-
ne apresenta um mapa de restrigdo similar
ao descrito para o gene Adh-1F, o que
determina a exclusdo de possiveis inser-
¢des como responsaveis pela alteragdo do
gene. Esta constatagdo elimina, portanto a
hipotese de silenciamento do gene Adh-1,
através da agdo de transposons. Assim
sendo, a alteragdo poderia estar represen-
tada por uma pequena mutagdo capaz de
alterar a fase de leitura do RNA mensagei-
ro, capaz de determinar a inativagio enzi-
matica. Ou ainda estar representada por
mutagdes capazes de produzir modifica-
¢des no sitio ativo da enzima que determi-

nassem sua inativagao.
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CONCLUSOES

A anilise dos padrdes de restri-
¢do do Somaclone S1587 demonstrou
um extenso polimorfismo para os genes
de a-prolaminas. Esta mesma analise in-
dicou ainda a presenga de dois diferentes

alelos para o gene Adh-1.

Foram isolados dois clones re-
combinantes (Adhl-5.1 e Adhl-7.2) a
partir de uma biblioteca gendmica, prepa-
rada com DNA de uma linha homozigota

para o alelo adh-0 (Linha 62).

O clone Adhl-7.2 apresentou
uma interrupgdo do gene Adh-1, através
de uma inserg¢do no “exon” 9. Entretanto
os resultados de hibridagdo dos DNAs do
clone e genémico da Linha 62 com uma
sonda de cDNA de Adh-1F, indicam que
este clone possivelmente tenha sido re-
sultado de um artefato durante o proces-

so de clonagem.

O clone Adh1-5.1 foi parcialmen-
te sequenciado, ndo sendo encontradas
inser¢des. As hibridagdes com DNA do

clone Adhl-5.1, bem como seu sequenci-

amento parcial demonstraram auséncia
de inser¢des no gene Adh-1. Eliminando
definitivamente a hipotese de silencia-
mento do gene Adh-1, através da agdo de

Sistemas de Transposig@o.

Desta forma podemos presumir
que a alteragdo responsavel pelo proces-
so de silenciamento do gene Adh-1 po-
deria estar representada por mutagdes
pontuais, presentes em regides ndo co-
bertas pelo sequenciamento, capazes de
alterar a fase de leitura do mRNA ou
ainda produzir modificagdes no sitio ati-

vo da enzima.
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SUMARIO

Entre as possiveis causas para a
ocorréncia da Variagdio Somaclonal, en-
contram-se: alteragdes do numero e da
morfologia dos cromossomos, rearranjos
cromossdmicos, tais como, recombina-
¢d0 mitotica, e cabe-nos destacar ainda a
ativagdo de elementos de transposigdo,
durante a cultura in vitro.

A partir destes dados, e com a
ocorréncia de um variante somaclonal de
milho (Zea mays L.) no Laboratério de
Plantas do Centro de Biologia Molecular
e Engenharia Genética, da UNICAMP,
optamos pela identificagio e caracteriza-
¢do de um mutante para o gene Adh-/
identificado neste mesmo variante soma-
clonal.

Este variante somaclonal, de-
nominado Somaclone (S1587), o qual foi
obtido a partir de calos embriogénicos da
Linhagem Cat-100-6 de milho, destacou-
se das demais plantas por seu vigor,
perfilhamento e alta prolificidade. So-
mando-se a estas caracteristicas, a analise

posterior de suas progénies revelou um

grande nimero de mutagdes em sementes
e plantulas.

Paralelamente a observagdo des-
tas mutagdes, a ocorréncia de alteragdes
moleculares foi analisada para o padrdo
de restricdo de a-zeinas de 22 KDa, as
quais sdo codificadas por uma familia
multigénica de aproximadamente 100
genes localizados nos cromossomos 4 e
7.

Uma vez que a enzima de re-
stricdo Eco RI n3o contém sitios na
regido estrutural dos genes de
a-prolaminas,a comparagdo de padrdes
de restricio do somaclone com a lin-
hagem original Cat-100-6 mostrou que o
mesmo acumulou um grande nimero de
mutagdes nas regides correspondentes ou
proximas aos genes de ot-zeinas.

A constatagdo de alteragbes
moleculares, e a presenga de mutagdes de
natureza instavel em progénies deste
somaclone, nos permitiram propor como
resposta a tais alteragbes uma possivel

agdo de sistemas de transposi¢do. Esta



hipétese foi testada através do estudo do
gene Adh-1.

A escolha do gene Adh-1 deve-se
ao fato deste consistir de um dos genes
de plantas melhor caracterizado, € so-
mando-se a esse fato, a grande facilidade
de selecio de plantas deficientes na
atividade de ADH. Desta forma, estes
fatos possibilitaram o seu reconheci-
mento geotipico, através testes de
atividade de ADH em grios de polen.

Foram avaliadas plantas derivadas
do somaclone S1587 até a geragdo R5, e
somente entdo obtivemos plantas het-
erozigotas Adh/adh-0, e homozigotas
Adh/Adh e adh-0/adh-0.

Através de experimentos de
“Southern blot”, utilizando o clone de
cDNA de Adh-1F (pZML 793) como
sonda para hibridagdo, observou-se a
associa¢gao de fragmentos Eco RI de
12Kb e Hind III de 7,9 Kb com a pre-
senca do alelo adh-0 nas amostras de
DNA das plantas homozigota e hetero-
zigota, representando-se desta forma,
possiveis regides alteradas do gene
Adh-1, ou regides muito proximas a este
gene.

A partir da constatagdo de tais

alteragdes, foi construida uma Biblioteca
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Genémica, onde foram selecionados dois
clones denominados Adhl-5.1 e Adhl-
7.2.

Estes clones, quando digeridos
com a enzima de restrigio Eco RI apre-
sentaram como resultados, uma banda de
aproximadamente 12 Kb para o clone
Adhl-5.1, e uma banda de aproximada-
mente 3,2 Kb para o clone Adh1-7.2

Apbs os experimentos de clona-
gem e posterior sequenciamento, as se-
quéncias obtidas do clone Adhl-5.1
apresentaram completa identidade com o
gene Adh-1F.

Quanto ao clone Adhl-7.2, a
regiio central deste clone apresentou
identidade com os dois tltimos exons € a
regiio 3* ndo codificadora do gene
Adh-1F. Porém a regido com sequéncias
similares ao exon 9 foi interrompida com
sequéncias que apresentam similaridade
com regides distais da sequéncia 5’ ndo
codificadora dos genes ZMPMS2, o qual
codifica um polipeptideo da familia das
a-zeinas de 19 KDa e MZEALPTUB, o
qual codifica a-tubulina de mitho.

Somando-se a estes resultados, a
auséncia de sequéncias similares a regido
5 do gene Adh-1F , como também a

auséncia do fragmento Eco RI de 3,2 Kb,



apresentando similaridade com o gene
Adh-1F, acreditamos que o clone Adhl-
7.2, trata-se de um artefato de clonagem.

Finalizando os trabalhos, po-
demos presumir que o clone Adhl-5.1
trata-se do alelo adh-0, uma vez que este
apresenta ainda um mapa de restrigdo
similar ao descrito para o gene Adh-1,
somando-se ainda o fato de que ndo fo-
ram detectadas inser¢des neste mesmo
gene, estes fatos seriam suficientes para
eliminar a hipotese de silenciamento do
gene Adh-1, através de sistemas de
transposigao.

Desta forma podemos ainda pre-
sumir que a alteragdo responsavel pelo
processo do silenciamento do gene
Adh-1 poderia estar representada por
mutag¢des pontuais, presentes em regides
ndo cobertas pelo sequenciamento, ca-
pazes de alterar a fase de leitura do
mRNA ou ainda produzir modificagdes

no sitio ativo da enzima.
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SUMMARY

Among the possible several forms
for occurrence of somaclonal vanation,
we can mention alterations in the number
and morphology of chromosomes,
mitotic recombination and transposable
elements activation during the process of
“in vitro” culture.

Based on the above informations
and on the existence of a Somaclonal
Variant identified in the Plant Molecular
Biology Laboratory, UNICAMP, we
decided to identifie a mutant of adh-1
locus in the maize somaclonal varnant
(S1587).

This somaclonal variant (S1587)
was obtained from embryogenic callus of
the maize imbred line Cat-100-6 and
presented vigor, tillering and high
proliferative capacity.

Besides these characteristics,
further analisys of progenies showed a
large number of mutations in the seeds
and seedlings.

Among the observed mutations
analised are those that occurred in the

22 KDa a-zeins, that are coded by a

multigenic family with 100 genes, located
on maize chromosomes 4 and 7.

Since the restriction enzyme
Eco RI does not have any site in the
structural region of the a-prolamin
genes, the comparison of the restriction
pattern of the somaclone with the one of
Cat-100-6 showed that a greated number
of mutations accumulated in the a-zein
genes or in the regions next to them.

Molecular alterations as well as
the presence of unstable mutations in the
somaclones progenies suggested the
possible existence of a transposon. This
hypothesis was tested by the study of a
Adh-1 mutant.

We have chosed the Adh-1 gene
because it is one of the best characterized
plants genes, and it is easy to select
plants deficient for the ADH activity.
This make the genotipic characterization
easy by analysing polen grains.

Plants originated from the
Somaclone S1587, R1 to R5 generation
were tested. And only after the RS

generation plants heterozygous



Adh/adh-0, and homozygous Adh/Adh,
adh-0/adh-0 were select to study.

After molecular analysis using
hybridization experiments and the cDNA,
Adh-1F as a probe, we obtained Eco RI
and Hind III fragments, 12 Kb and
7,9 Kb, respectively, that were associated
with the presence of the adh-0 allele in
the DNA samples of homozigous and
heterozigous plants. This indicated that
regions in the Adh-1 gene or near this
gene were altered.

After the observation of those
alterations, a genomic library was
constructed and two clones denominated
Adhl-5.1 and Adhl-7.2 were selected
for further study.

When digested with Eco RI the
clone Adhl-5.1 presented a 12 Kb band
the clone Adhl-7.2 presented a 3,2 Kb
band.

After sequencing experiments, the
Adh1-5.1 clone showed a sequence that
was identical to the Adh-1F gene.

However,the region with
sequences similar to exon 9 was
interrupted with sequences that presented
similarity with distal regions of the 5’ no
coding sequence of genes ZMPMS2 with
encodes a polypeptide from the 19 KDa
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o-zeins family and MZEALPTUB, with
encodes a maize a-tubulins.

In addition the absence of
sequences similar to the 5' region of the
Adh-1 gene and the absence of the
3,2 Kb band that presented similarity to
the Adh-1F gene, made us to believe that
the Adhl-7.2 clone is the product of a
cloning artfact.

We can presume that clone
Adh1-5.1 is the adh-0 allele, because this
clone has a restriction map similar to the
one described for the Adh-1 gene.

Because no insertions were
detected in this gene we can eliminate the
hypotesis of the Adh-1 gene being
inativated by a transposon.

We can presume that the
alterations  responsable  for  the
inactivation of the Adh-1 gene could be
point mutations in the regions of the gene
that were not sequenced.

Those mutations could have
induced alterations in the reading frame
of the mRNA or they could have induced

modifications in the active site of the

enzyme.
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APENDICE 1

Linhagens de Bactérias

DHS5a

Genétipo relevante: F supE44
A(lacZYA -argF)U169 (¢80 lacZAM1S)
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
(Hanahan, 1983).

Linhagem supressora de mutagdo
ambar (supE44), defectiva em recombina-
¢30 (recAl), deficiente em restrigdo e pro-
ficiente em metilagdo no sistema Eco K
(hsdR17).

A delegdo dos genes do operon lac
(4lacU169), e a presenga do fragmento
lacZAM1S5 inserido no profago ¢80 permi-
te sua utilizagdo em testes de
a-complementagdo na selegdo de recombi-
nantes.

A auséncia de superprodugio do re-
pressor lacl’, nesta linhagem, possibilita a
realizagdo do teste de a-complementagio
na auséncia de IPTG (Hanahan, 1983).

Esta linhagem apresenta ainda as
marcas cromossdmicas para resisténcia ao
acido nalidixico (gyr496), e requerimento
de suplementagio de meio minimo com

tiamina, devido a mutag@o no gene thi.

A mutag@o no gene end (endA1) que
codifica para Endonuclease I, aumenta o
rendimento ¢ a qualidade do DNA plas-
midial preparado através de técnicas de
minipreparagao.

Esta linhagem foi empregada na pre-
paragdo de células competentes, utilizadas
nos experimentos de transformagé@o duran-

te as subclonagens.

SRB ¢ SRB(P2)

Gendtipo relevante: sbcC recJ, uvrC
umuC::Tn5(Kan') supE44 lac gyrA96
reldl thi-1 endAl mcrA A(mcrBC
hsdRMS mrr)171 [F° proAB lacF?
lacZAM15].

A linhagem SRB(P2) representa a li-
nhagem SRB lisogénica para o bacteri6fa-
go P2.

Linhagens supressoras de mutagdo
ambar (supE44). A presenga do gene recJ,
mutante do gene rec, elimina a atividade
de Exonuclease V, que juntamente com o
gene mutante sbcC, agem diminuindo a
perda de fagos recombinantes que apresen-
tam sequéncias repetitivas.

A mutagdo de delegdo dos genes do

sistema mcr (mcrA e mcrB(C), evitam a



restricdo de DNAs contendo metilcitosinas
5’-G"CGC-3’ e

5°-AG™CT-3’, favorecendo a construgido

nas  sequéncias

de bibliotecas genOmicas, a partir de
DNAs de plantas, ricos em sequéncias
contendo metilcitosinas.

Estas linhagens apresentam marcas
genOmicas de resiténcia a kanamicina
(TnS5), e acido nalidixico (gyr496), reque-
rimento de suplementagdo de meio minimo
com tiamina, devido a mutagdo no gene thi
(thi-1).

Linhagens Jac, que apresentam a
regido lacZAM15 incluida no plasmido F,
possibilitam sua utilizagdo em testes de a-
complementagdo. A presenga do gene
lacl? torna indispensavel a utilizagdo de
IPTG nos testes de a-complementag@o.

A hospedeira SRB(P2), lisogénica
para o bacteri6fago P2, responsavel pelo
fenétipo Spi, que impede o desenvolvi-
mento, e portanto a formagdo de placas de
lise, de fagos que apresentem as regides
red e gam.

Nos fagos recombinantes, os frag-
mentos de DNA clonados substituem estas
regides. Assim sendo a hospedeira
SRB(P2) apresenta a capacidade de dis-

criminar fagos recombinantes de nZo re-
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combinantes, 0 mesmo ndo acontecendo
com a hospedeira SRB.

Estas linhagens foram utilizadas na
avaliagdo do numero de fagos recombinan-
tes, obtidos durante a construgdo do banco

genomico de milho.

DL538

Genotipo relevante: hsdR mcrA
mcrB recD sbcC (Whittaker et al., 1988).

Linhagem Lac” que apresenta carac-
teristicas semelhantes as descritas para
SRB, com exce¢do da marca de resisténcia
a kanamicina.

Esta linhagem foi utilizada como
hospedeira na construgio do banco ge-
nomico de milho, durante a fase de selegdo
dos recombinantes. A preferéncia para a
utilizagdo desta linhagem em relagdo a
linhagem SRB, deve-se ao fato da bactéria
DL538 produzir placas de lise ligeiramente
maiores do que as obtidas com a linhagem
SRB.
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APENDICE 11

Vetores

A DASH

O vetor A DASH (Stratagene) ¢ um
vetor fagico de substituigdo, no qual o
fragmento de 14 Kb, contendo os genes
red e gam pode ser substituido por frag-
mentos entre 9 e 23 Kb. Os fagos recom-
binantes defectivos nas fungdes Red e

Gam podem ser selecionados em linhagens

Lambda DASH® Vector

41,900 bp

Lo mia v

Rec” lisogénicas para o fago P2 (fenétipo
Spi).

O vetor apresenta um sitio de poli-
clonagem que possibilita a inser¢do de
fragmentos provenientes de digestdo com
varias enzimas de restrig3o.

A regido de clonagem ¢ flanqueada
pelos promotores dos fagos T3 e T7, o
que permite a transcrigdo “in vitro” do

fragmento clonado (Fig. 17).

2 833 © haﬁgg’ o
' 383 RR® e
g8 23888008 coear 5359885 3anss
B2 3 EEeiosxulff 3o PEEoa3338
Tz x8w§1c§552333=x§¢§:§|§3§=fff
§8 3233 v ZERE

> 4~ Bgl110.42

N

Right End 41.90

Figura 17: Mapa de restri¢do do bacteriofago A DASH.
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