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1. INTRODUCAO

H& vérias técnicas em biologia molecular usadas numa ampla variedade de
estudos tais como genética de populacBes, estudos sobre evolucdo ou
filogenia, mapeamento e expresséo génica. Fica dificil cobrir as técnicas exatas
em cada uma das areas de estudo mas estas técnicas se desenvolveram a
partir de métodos basicos. O objetivo desse curso € introduzir os alunos as
técnicas basicas como PCR e suas variagdes, como RAPD, e também RFLP,
discutindo que condicdes afetam essas técnicas, os cuidados, a forma de
avaliacdo dos resultados e as aplicagbes nos mais diversos campos do

conhecimento.
2. SEGURANCA NO LABORATORIO E DISPOSIQAO DE RESIDUOS
PERIGOSOS
Durante o trabalho experimental, trabalhar-se-4& com reagentes
potencialmente perigosos e equipamentos, sendo necessario adotar

procedimentos de seguranca no laboratorio.

Seguranca no laboratério

1. E proibido comer, beber, fumar, estocar alimentos e usar cosméticos no

laboratorio.

2. Devem ser usados sapatos adequados, fechados, e com sola nao

deslizante em todas as areas do laboratorio.

3. Cabelos longos devem estar presos.

4. Jalecos devem ser usados para a protecdo contra contaminacdo ou danos

as roupas. Eles devem ser removidos ao deixar as areas do laboratorio para



evitar transferéncia de contaminantes do laboratério para as éareas

normalmente limpas (como escritérios, copas, etc.)

5. As maos devem ser lavadas depois da retirada das luvas, antes de deixar o
laboratério, e a qualquer tempo depois do manuseio de materiais tidos
como suspeitos de contaminagao.

6. A protecdo da face e dos olhos (usando Oculos,visores ou outros
equipamentos de protecdo) deve ser feita, para evitar o impacto de objetos,

substancias prejudiciais, luz ultravioleta ou outras radiacdes.

7. Pipetar qualquer substancia com a boca é proibido.

Disposicao de residuos perigosos

Residuos bioldgicos perigosos
A definicdo de residuos bioldgicos perigosos (‘biohazard’) € ‘qualquer material

gue esta ou esteve em contato com carcacga de animais e/ou produtos animais’.
Isto inclui todos os residuos associados com procedimentos microbiolégicos
(bactérias e virus) e qualquer item que esteve em contato com enzimas e DNA
recombiante. Portanto, a maioria das ponteiras e tubos sdo perigosos
(‘biohazardous’). Todos os materiais liquidos e soélidos contaminados ou
infectados devem ser autoclavados por 40 minutos antes de serem dispostos

ou reutilizados.

Residuos orgénicos
Solventes organicos como fenol, cloroférmio e alcool isoamilico ndo devem ser

despejados na pia. A maioria dos materiais contaminados com solventes
organicos devem ser colocados num recipiente reforcado. Quando estes
recipientes estiverem cheios, devem ser encaminhados ao servigo de coleta

especializado.



Brometo de etidio
Os materiais contaminados com brometo de etidio (luvas, ponteiras, tubos e

géis) devem ser colocados num recipiente reforcado e dispostos como 0s
residuos organicos. A disposicdo de solucdo de brometo de etidio com
concentragao inferior a 0,5 pg/mL pode ser feita da seguinte maneira:

- acrescentar 1 g de carvao ativado por litro de solucao

- agitar por 1 hora a temperatura ambiente

- filtrar usando papel de filtro Whatman no. 1 e dispor como sélido

contaminado com luvas, ponteiras, etc.

Outras solucdes
Solugdes soluveis em agua, ndo perigosas, podem ser despejadas na pia.

3. INTRODUCAO A BIOLOGIA MOLECULAR E MARCADORES
MOLECULARES

Entre todas as propriedades dos organismos vivos, a capacidade de
auto-replicacdo € fundamental. Conter a informacdo genética significa nao
somente armazenar e transmitir ao longo das geragdes, mas expressar, ou
seja, servir de molde para a sintese de RNAs e alguns desses serem
traduzidos nas proteinas correspondentes. Com o desenvolvimento técnico,
varios avancos significativos tém sido obtidos através do isolamento, analise e
sintese de sequéncia de DNA e genes, e da introducdo desses DNAs
recombinantes em células vivas para o estudo da sua funcdo e dos
mecanismos que controlam sua expressdo. Atualmente, os esforcos estdo
voltados para o entendimento das relacdes entre 4cidos nucléicos e proteinas

gue resultam em, virtualmente, todos 0s eventos genéticos na célula.

Estrutura do DNA

O material genético de toda a vida neste planeta é formado por apenas

seis componentes. Esses componentes sdo: uma molécula de acucar



(desoxirribose), um grupamento no fosfato e quatro bases nitrogenadas
diferentes: adenina, guanina, citosina e timina. A unidade essencial que forma
a molécula do DNA €& chamada nucleotideo que mais precisamente,
desoxinucleotideo. Um desoxinucleotideo consiste em uma molécula de
desoxirribose com um fosfato ligado em uma posicdo e uma das quatro bases
nitrogenadas ligada a outra posicdo. Os atomos de carbono da porcéo acucar
desoxirribose de um nucleotideo sdo sempre numerados do mesmo modo. A
base esta sempre ligada ao carbono 1 e o grupamento fosfato esta sempre
ligado ao carbono 5 (Figura 1).

Na molécula do DNA, milhares ou milhdes destes nucleotideos estéo
agrupados em uma cadeia, pela unido do grupamento fosfatos, ligados ao
carbono numero 5 de uma molécula desoxirribose, com o carbono nimero 3 de
uma segunda molécula de desoxirribose (uma molécula de agua é liberada no
processo). As ligacBes formadas entre as moléculas de desoxirribose, através
do grupamento fosfato, sdo chamadas ligacbes fosfodiéster. Como o0s
nucleotideos séo unidos por ligacdes entre seus grupamentos acguUcar e fosfato,
freqientemente € dito que o DNA possui um esqueleto de acuUcar-fosfato
(Figura 2).

O esqueleto acucar-fosfato do DNA é um elemento estrutural importante,
mas toda a informacdo esta contida nas quatro bases nitrogenadas. A chave
para a transmissdo da informagcdo genética reside em uma caracteristica
dessas bases: adenina e timina juntas formam um par quimico estavel e
citosina e guanina formam um segundo par estavel. Os pares séo formados de
interacdes quimicas fracas, chamadas pontes de hidrogénio. Estes dois pares,
adenina-timina e citosina-guanina, sao chamadas pares de bases

complementares.
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Na molécula de DNA, dois esqueletos acucar-fosfato permanecem lado
a lado, uma fita disposta da extremidade 5" para a extremidade 3" e a outra
disposta da extremidade 3" para 5. As bases ligadas a uma fita estdo
pareadas com suas bases complementares, ligadas a fita oposta. Assim, a
sequéncia de bases especificas em uma fita € refletida perfeitamente na
sequéncia das bases complementares na outra fita. O conhecimento da
sequéncia de bases de uma fita nos permite deduzir a seqiéncia de bases na
fita complementar.

O DNA é geralmente representado como uma molécula plana, ja que
esta forma € mais facil tanto para representar quanto para analisar. Na
realidade, cada um dos dois esqueletos acucar-fosfato é enrolado ao redor do
outro, em uma conformacdo chamada dupla hélice. Os pares de bases ficam
voltados para a face interna da hélice, como os degraus de uma escada. Para
facilitar a representacéo e visualizacdo, o DNA pode ser apresentado por um
modelo no qual cada esqueleto é representado como uma fita delgada e os
pares de base sdo representados esquematicamente. Na verdade, como a
sequéncia de nucleotideos de uma fita, uma molécula de DNA ou uma regiao
de uma molécula é freqientemente representada pela sequéncia de apenas

uma fita, sempre escrita na direcdo de 5" para 3".

Funcé&o do DNA: replicacéo fiel

A estrutura do DNA sugere imediatamente como o DNA cumpre a
primeira funcdo critica do material genético: a replicacdo fiel. Vocé pode
observar que qualquer uma das duas fitas do DNA pode ser usada como um
molde, ou padrao, para reproduzir a fita oposta, por meio do uso das regras de
pareamento de bases complementares. Quando uma célula esta pronta para
replicar seu material genético, as duas fitas opostas sdo gradualmente
“desenroladas”, expondo as bases individualmente. Cada fita, entdo, € usada
como um molde para sintese de duas novas fitas. O resultado é duas

moléculas de DNA filhas, cada uma composta por uma fita original e uma fita



10

recém-sintetizada, e cada nova molécula de DNA é idéntica a molécula de DNA
original.

Como ocorre a replicacdo do DNA na célula? O DNA é duplicado por
enzimas, as proteinas que servem como cavalos de batalha das células.
Enzimas celulares especializadas trabalham juntas para desenrolar a dupla
hélice do DNA, capturar nucleotideos livres, parear os novos nucleotideos
corretos com a fita-molde e formar as novas ligacdes do esqueleto acucar-
fosfato em crescimento. O componente principal deste conjunto de proteinas é
chamado DNA polimerase. Esta é a enzima que, de fato, faz o correto
pareamento das bases e forma as novas ligacGes fosfodiéster. Finalmente,
algumas das enzimas de replicacdo do DNA “conferem” a nova fita de DNA,
chegando erros no pareamento de bases e corrigindo quaisquer erros que
tenham encontrado. Estas cuidadosas enzimas asseguram que muito poucos
erros ocorram durante a replicacdo do DNA, de modo que a informacao

genética seja transmitida corretamente (Figura 3).

Funcé&o do DNA: transmisséo da informacéo.

Embora a estrutura do DNA sugira imediatamente como a molécula
pode, pela duplicagdo, transmitir fielmente a informagdo genética, ndo € tao
Obvio como uma molécula tdo simples pode determinar o desenvolvimento de
criaturas tdo complexas e variadas quanto uma baleia azul ou uma rosa. Para
entender como a estrutura do DNA elegantemente cumpre esta exigéncia, &
necessario pensar sobre o que faz uma baleia ser uma baleia ou uma rosa ser
uma rosa.

O que faz uma baleia ser uma baleia? A resposta é: suas proteinas.
Assim como as proteinas cumprem a complicada tarefa de duplicar o DNA da
baleia, outras proteinas cumprem praticamente todas as outras funcodes
necessarias para a sobrevivéncia da baleia. Proteinas estruturais formam os
tijolos e o cimento de sua pele, masculos, érgéos e tecidos; outras  proteinas
sintetizam componentes estruturais adicionais, como o0ssos e lipideos.

Proteinas transportadoras conduzem oxigénio, nutrientes, hormonios e outras
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moléculas importantes através de seu corpo e entre suas células. Receptores
protéicos embebidos nas superficies celulares, ligam com grande
especificidade, os horménios da baleia, permitindo que ela cresca e se
desenvolva adequadamente. Proteinas do sistema imunologico da baleia
defendem-na de infec¢cBes. Proteinas catalisadoras (enzimas) digerem seus
alimentos, sintetizam as gorduras que a baleia armazena, replicam seu DNA
para transmissdo aos filhotes e executam todas as outras tarefas metabdlicas
necessarias para a sobrevivéncia das células da baleia. Assim, as proteinas
fornecem a estrutura e desempenham as func¢des vitais da baleia. O mesmo é
verdadeiro para uma rosa, uma mosca-da-fruta, uma bactéria, um ser humano
e qualquer outra forma de vida na Terra.

N&o é simplesmente a natureza das proteinas de um organismo que lhe
da uma identidade particular. Afinal, as proteinas de diferentes animais podem
ser muito similares — proteinas musculares, hemoglobina, enzimas de
replicacdo do DNA e assim por diante. As proteinas de animais estreitamente
relacionados podem ser muito semelhantes. Mesmo organismos téo diferentes
guanto animais e plantas possuem alguns tipos de proteinas em comum.

Muito da diversidade na natureza deve-se a organizacdo das proteinas
dentro de um organismo, particularmente as proteinas estruturais e aquelas
envolvidas na sintese de componentes estruturais adicionais. De certa forma, a
organizacdo de proteinas similares dentro dos diferentes corpos € analoga ao
uso de uma pilha de tijolos em uma construcdo. Vocé pode usa-los para
construir o muro de um edificio, uma churrasqueira ou mesmo uma calcada.
Esta analogia €, obviamente, uma simplificacdo, j& que sdo as proteinas que
fazem os organismos diferentes, e quanto mais distantemente relacionados os
organismos, mais as proteinas diferem. A organizacéo da sintese de proteinas
durante o desenvolvimento de um organismo leva a sua forma singular, quer
seja uma baleia, uma rosa, um crisantemo ou um humano. Um organismo
executa determinadas atividades e possui determinada aparéncia em razao da
natureza de suas proteinas e da forma como elas sédo organizadas durante o

desenvolvimento.
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Voltando as questdes. O que determina a organizacdo da sintese de
proteinas durante o desenvolvimento de um organismo? Vocé pode imaginar a
resposta? Mais proteinas. Quando estas proteinas ndo funcionam
adequadamente, os resultados podem ser dramaticos, como nas moscas que
tém pernas no local onde deveriam ter antenas ou nas larvas de moscas com
duas regides posteriores e sem regido anterior. Mas o essencial é que, no final,
as proteinas organizam o corpo, compdem ou sintetizam seus componentes
estruturais e cumprem suas atividades metabdlicas.

Assim, para ditar o desenvolvimento dos organismos, a informacao do
DNA deve de algum modo ser convertida em proteinas, a “matéria-prima” do
organismo. Como esta conversao ocorre? Para responder esta questao,

devemos saber um pouco mais sobre as proteinas.

Proteinas

Entdo, o que exatamente é uma proteina? Uma proteina é uma cadeia
de aminoacidos. Aminoacidos sédo pequenas moléculas organicas, composta
principalmente de carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. As proteinas sao
formadas a partir de um conjunto de 20 aminoacidos diferentes, pela ligacédo de
poucos ou milhares desses aminoacidos em vaérias sequUéncias, formando
cadeias. Para uma analogia simples, pense na fabricacdo de um colar de
contas a partir de uma colecao de contas coloridas. Mas uma proteina € mais
que uma cadeia linear de contas. Vocé deve também imaginar que a cadeia
esta dobrada e enrolada dentro de uma estrutura tridimensional especifica.

O que torna uma proteina capaz de desempenhar sua funcdo? Uma
proteina pode desempenhar sua funcéo gracas a sua estrutura tridimensional
Gnica. Como exemplo, vamos considerar um unico receptor protéico encravado
na membrana externa de uma célula. Nosso receptor protéico imaginario
parece uma circunferéncia de forma irregular, com saliéncias e reentrancias. As
formas dessas saliéncias e reentrancias sdo absolutamente cruciais para a
funcdo da proteina: uma reentrancia na face externa da membrana celular € o

lugar onde um hormdnio do crescimento deve se encaixar perfeitamente, para
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transmitir a célula o sinal de crescimento. Outras saliéncias e reentrancias na
face interna da membrana celular sdo locais onde outras moléculas se
encaixam perfeitamente para comunicacdo com o restante da célula. Por meio
destas interacdes, 0 receptor protéico pode propagar a célula o sinal hormonal.

Nosso receptor imaginario ilustra um ponto crucial na funcdo das
proteinas. Uma proteina depende de sua habilidade de encaixar ou ligar-se a
outras moléculas (algumas vezes outras proteinas) para desempenhar suas
funcdes. Essa habilidade é determinada por sua estrutura tridimensional.

O que determina a estrutura tridimensional de uma proteina? Quando os
aminodacidos estdo unidos em uma cadeia protéica, essa cadeia imediatamente
se dobra sobre ela mesma para adquirir a conformacéo mais “confortavel” ou
energeticamente mais estavel. A conformacdo energeticamente mais estavel é
determinada pelas interac6es de todos aminoacidos que compdem a proteina.
Portanto, as caracteristicas dos aminoacidos que formam a proteina e a
sequUéncia na qual eles ocorrem na cadeia protéica determinam a estrutura
tridimensional final da proteina. A sequéncia dos aminoacidos na cadeia é, por
conseguinte, extremamente importante para a funcdo das proteinas. Como
vocé pode imaginar, as possibilidades para construcdo de cadeias protéicas
diferentes e Unicas sé@o quase ilimitadas. (Imagine quantas cadeias de contas
diferentes vocé poderia fazer usando 20 cores diferentes de contas). Esta
variedade é favoravel, considerando as muitas e variadas funcbes que as
proteinas devem desempenhar. Na verdade, as formas e funcdes das
proteinas sdo tdo importantes a biologia molecular.

Mas, por hora, voltemos a questdo de como o DNA controla o
desenvolvimento de um organismo. Vimos que um organismo € a soma de
suas proteinas. Vimos também que a funcdo das proteinas depende de sua
estrutura tridimensional. Alem disso, sua estrutura depende da sequéncia de
aminodacidos na cadeia de proteina. O DNA determina as caracteristicas de um
organismo porque ele determina a seqUéncia de aminoacidos de todas as
proteinas deste organismo.

Como o DNA determina sequiéncia de aminoacidos? O DNA contém um

cédigo genético para o0s aminoacidos, no qual cada aminoacidos é
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representado por uma sequéncia de trés bases do DNA. Estas trincas de bases
sdo chamadas cédons. A sequéncia dos codons em uma seqiiéncia de DNA é
refletida na sequéncia dos aminoacidos reunidos em uma cadeia protéica. O
trecho completo de DNA necesséario para determinar a sequéncia de uma
proteina € um gene, a unidade da hereditariedade definida pelos geneticistas
classicos. O conjunto completo dos genes de um organismo é chamado de

genoma.

Sintese de proteinas

O processo pelo qual proteinas séo sintetizadas a partir do codigo
genético tem diversas etapas. O DNA é , basicamente um deposito passivo de
informacé&o funcionando como um mapa. A acao da sintese de proteinas ocorre
em locais especiais da célula chamados ribossomos. Por isso, a primeira etapa
da sintese de proteinas é retransmitir a informacdo do DNA para o0s
ribossomos. Para efetuar esta etapa, enzimas celulares sintetizam uma coépia
funcional de um gene para levar seu codigo genético até os ribossomos . Essa
copia funcional é chamada RNA mensageiro. O mRNA transporta o codigo
genético de uma proteina até os ribossomos. Em uma segunda etapa da
sintese protéica, os codons do mRNA devem ser associados aos aminoacidos
corretos. Essa etapa é cumprida por um segundo RNA chamado transportador.
Finalmente, os aminoacidos devem ser ligados para formar uma cadeia
protéica. O ribossomo executa essa funcdo. Quando a cadeia proteica esta
completa, um sinal de terminagcéo genético informa ao ribossomo para liberar a

nova proteina na célula.
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RNA

A sintese de proteina, portanto, requer um segundo tipo de molécula de
acido nucléico: o RNA. Como o DNA, o RNA é formado por nucleotideos
compostos de acucar, fosfato e uma das quatro diferentes bases organicas.
Entretanto, existem trés diferencas importantes entre o0 DNA e o RNA, duas
delas quimicas e uma estrutural. As diferencas quimicas sdo: no lugar do
acUcar desoxirribose, o RNA contém o acUcar ribose, no lugar da base Timina,
o RNA tem a base Uracila. O esqueleto acucar- fosfato do RNA € unido da
mesma forma que o esqueleto do DNA. Suas bases também estdo ligadas ao
carbono numero 1 do acgucar, como no DNA. A diferenca estrutural importante
€ que apesar das bases do DNA também poderem formar pares
complementares, o RNA é geralmente formado por apenas uma fita de
esqueleto acucar-fosfato e bases. Ele ndo possui a estrutura em dupla hélice
com as bases pareadas como o DNA, embora seja capaz de parear com outras
fitas simples de DNA ou RNA.

Sintese de mRNA

O primeiro passo na sintese de proteinas é sintetizar o mRNA. Esse
processo assemelha-se em muitos aspectos a replicacdo do DNA. Primeiro, a
dupla hélice do DNA deve ser desenrolada para revelar as bases, que contém
a informacédo. Entdo os nucleotideos complementares sdo pareados com as
bases expostas. Durante a sintese de RNA, a base Uracila substitui a Timina e
pareia com a Adenina. Ligacbes fosfodiéster sdo formadas entre os
nucleotideos, e 0 mMRNA recém-sintetizado possui uma sequéncia de bases
gue é exatamente complementar a fita-molde de DNA. O processo de usar um
molde de DNA para criar uma molécula de mMRNA complementar é chamado de
transcricdo. Moléculas de tRNA e de RNA ribossomal também sé&o codificadas
no DNA e sintetizadas por transcricdo, mas diferentemente do mRNA, elas nao

sdo traduzidas em proteina.
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Existem duas diferencas principais entre a transcri¢cao e a replicacao do
DNA. Na replicacdo do DNA, ambas as fitas sdo usadas como molde para a
geracdo de duas novas fitas para duas novas hélices. Na sintese de RNA,
apenas uma fita do DNA é usada como molde e apenas uma fita simples de
RNA é produzida. A segunda diferenca € que a nova molécula de mRNA é
liberada do molde de DNA a medida que é sintetizada. A dupla hélice de DNA
"enrola-se de volta® a medida que o mMRNA é liberado. O DNA recém
sintetizado permanece como parte da nova hélice de DNA, pareado com sua
fita original. Como o0 mRNA é sintetizado na célula? Por enzimas. A enzima que
sintetiza 0 RNA tem uma tarefa interessante. Ela ndo apenas deve selecionar
corretamente 0s nucleotideos complementares e liga-los, mas também deve
decidir onde um gene esta localizado. A hélice de DNA pode conter milhares ou
milhdes de pares de base. A RNA polimerase deve determinar exatamente
onde iniciar e terminar a sintese de RNA de modo a transcrever um gene
completo. Ela reconhece onde comecar a sintese através de sinais de
comandos genéticos especiais inseridos na sequéncia de bases do DNA. Um
sinalizador importante € o promotor. Um promotor é uma sequéncia especial de
bases de DNA que indica & RNA polimerase onde iniciar a sintese de RNA.
Outros sinais informam a RNA polimerase para parar a sintese de RNA e

liberar o molde de DNA, esses sinais sdo chamados terminadores.

Usando um mRNA para sintetizar uma proteina

Apés a transcricdo estar completa, 0 mRNA desloca-se até o ribossomo,
o local da sintese de proteina. O ribossomo reconhece o mRNA e o prende na
posicdo adequada para que seus codons sejam lidos corretamente.

As moléculas de tRNA sao dobradas sobre elas mesmas, parecendo-se
com as folhas de um trevo. Na extremidade de um dos I6bos, estd uma
sequéncia de trés bases chamada anticédon. Esse pareia exatamente com um
dos codons da fita simples de mRNA. NA outra extremidade da molécula de
tRNA esta um aminoacido. Cada tRNA diferente esta ligado ao aminoéacido

correto para seu anticodon. Cada célula contém um conjunto de enzimas
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extremamente especificas, cuja tarefa é reconhecer tRNAs individuais e liga-
los ao aminoacido correto, de modo que cada tipo de tRNA tenha um
aminodacido especifico ligado a ele. O resultado é que, quando o anticédon do
tRNA pareia com seu codon do mRNA, o aminoacido correto é trazido até o
ribossomo.

O ribossomo prende a molécula de mRNA para que entdo os tRNAs
pareiem com seus cédons complementares, um de cada vez, em ordem. A
medida que o tRNA traz o aminoacido correto, os ribossomos ligam os
aminoacidos em uma cadeia proteica crescente. Uma vez que um aminoacido
tenha sido ligado a cadeia, a molécula de tRNA €& separada e liberada do
complexo mRNA ribossomo. Esse processo, no qual a sequéncia de bases do
MRNA ¢é traduzida para uma sequéncia de aminoacidos de uma proteina, &
chamado traducéo.

As tecnologias de analise molecular da variabilidade do DNA permitem
determinar pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados
“marcadores moleculares”.

Por marcador molecular define-se todo e qualquer fen6tipo molecular
oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um
segmento especifico de DNA (correspondente a regides expressas ou nao do
genoma).

Diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje disponiveis para a
deteccdo de variabilidade genética ao nivel de sequéncia de DNA, ou seja,
para a detec¢do de polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a obtencao
de um namero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo
0 genoma do organismo. Tais marcadores podem ser utilizados para as mais
diversas aplicacoes.

O desenvolvimento tecnoldgico na area de marcadores moleculares tem
sido fascinante e extremamente rapido. A tecnologia de DNA recombinante e o
desenvolvimento da amplificacdo dos segmentos de DNA via PCR
(“Polymerase Chain Reaction”, ou a reacéo de polimerase em cadeia), abriram
o caminho para uma mudanca no paradigma genético basico: da inferéncia do

genotipo a partir do fenotipo, onde Mendel foi o pioneiro, para a analise
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genética direta da variacdo na sequéncia de DNA. Tecnologias de analise
molecular mais acessiveis e eficientes estdo constantemente sendo
aprimoradas. Métodos estatisticos acompanham este desenvolvimento, e tém

permitido a manipulacdo de enormes quantidades de dados.

Reacéo da polimerase em cadeia (PCR)

A tecnologia da reacdo de polimerase em cadeia (PCR) foi concebida
por Kary Mullis em meados da década de 80. Desde sua concepcéo, esta
tecnologia causou uma verdadeira revolucdo na biologia, tanto na pesquisa
visando o entendimento de processos bioldgicos fundamentais, como nas
areas aplicadas, envolvendo diagnosticos e melhoramento genético de plantas
e animais domésticos.

PCR é uma técnica poderosa, que envolve a sintese enzimética in vitro
de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA na presenca da
enzima DNA polimerase (Figura 4). A reacdo de PCR se baseia no anelamento
e extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos (pequenas moléculas de
DNA de fita simples) utilizados como iniciadores (primers), que delimitam a
sequéncia de DNA de fita dupla alvo da amplificacdo. Estes primers sdo
sintetizados artificialmente de maneira que suas sequéncias de nucleotideos
sejam complementares as sequéncias especificas que flanqueiam a regido alvo
(Figuras 4 e 5).

Um ciclo de PCR envolve 3 etapas: desnaturacdo, anelamento e
extensdo. A fita dupla do DNA alvo é desnaturada através da elevacéo da
temperatura para 92 a 95° C. Na etapa de anelamento, a temperatura é
rapidamente reduzida para 35 a 60° C, dependendo essencialmente do
tamanho e sequéncia do “primer” utilizado, permitindo a hibridizagdo DNA-DNA
de cada "primer” com as sequéncias complementares que flanqueiam a regiao
alvo. Em seguida, a temperatura € elevada para 72°C para que a enzima DNA
polimerase realize a extensdo a partir de cada terminal 3’ dos primers. Esta
extensdo envolve a adicdo de nucleotideos utilizando como molde a sequéncia

alvo, de maneira que uma copia desta sequéncia é feita no processo. Este ciclo
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€ repetido por algumas dezenas de vezes. Uma vez que a quantidade de DNA
da sequéncia alvo dobra a cada ciclo, a amplificacdo segue uma progressao
geométrica de maneira que, depois de apenas 20 ciclos, sdo produzidos mais
de um milh&o de vezes a quantidade inicial de sequéncia alvo.

Esta escala de amplificacdo permite, portanto, iniciar com quantidades
minimas de DNA (da ordem de alguns picogramas ou nhanogramas) e terminar
a reacdo com grandes quantidades de DNA de uma sequéncia especifica de
interesse.

A facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade da PCR, a torna
particularmente poderosa para estudos genético-moleculares envolvendo
grande numero de individuos de qualquer organismo vivo.

Um dos aspectos mais fundamentais da revolucdo causada pela PCR foi
a possibilidade de se gerar grandes quantidades de DNA de segmentos
especificos do genoma. DNA em grande quantidade pode ser
facilmente detectado a olho nu diretamente em gel de eletroforese através de
corantes especificos para DNA (exemplo é o brometo de etidio). Entretanto, a
técnica de PCR ainda apresentava uma limitacdo significativa na obtencao de
marcadores moleculares anénimos distribuidos pelo genoma. A construcéo de
primers para amplificagdo via PCR dependia essencialmente do conhecimento
prévio das sequéncias de nucleotideos que flanqueiam a sequéncia de DNA de
interesse.

Para se conhecer estas sequéncias é necessaria a clonagem e
sequenciamento da regido. Em vista disso, com excecao de alguns genes de
sequéncia conhecida, a PCR apresentou, de inicio, um uso limitado como
técnica para a obtencdo de marcadores moleculares.

Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD)

Muitos métodos tradicionais de clonagem, sequenciamento e anélise de

polimorfismo de DNA foram acelerados ou substituidos pelo uso das inUmeras

derivacdes da técnica de PCR. Uma destas variacfes é a tecnologia RAPD que
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envolve a amplificagdo simultdnea de varios locos anénimos no genoma
utilizando primers de sequéncia arbitréaria.

O grande avanco na area de marcadores moleculares baseados em
PCR ocorreu em 1990, com a idéia de se utilizar primers mais curtos e de
sequéncia arbitraria para dirigir a reacao de amplificacédo, eliminando assim a
necessidade do conhecimento prévio de sequéncia. Esta técnica foi
desenvolvida independentemente por dois grupos nos Estados Unidos.
WILLIAMS et al. (1990) patentearam a tecnologia com o nome mais
comumente utilizado, RAPD (“Random Amplified Polymorfic DNA”), DNA
polimorfico amplificado ao acaso.

WELSH & McCLELLAND (1990), por sua vez, propuseram a
denominacdo mais apropriada para a técnica, chamando-a de AP-PCR
(“Arbitrarily Primed-Polymerase Chain Reaction”), uma vez que 0S primers
possuem sequéncia arbitraria , mas a amplificacdo tecnicamente ndo ocorre
ao acaso e sim em lugares especificos no genoma. O experimento desse
grupo foi essencialmente a geracdo de “fingerprints” (impressfes digitais)
gendmicos simples e reproduziveis para a identificacao de linhagens, utilizando
géis de eletroforese em poliacrilamida de maior poder de resolucéo juntamente
com primers um pouco mais longos.

Independentemente do nome utilizado e das pequenas variacbes na
metodologia, a técnica de PCR utilizado e das pequenas variagcdes na
metodologia, a técnica de PCR utilizando primers de sequéncia arbitraria abriu
uma perspectiva inteiramente nova para a andlise genodmica de individuos e
populacdes. Além de facilitar e acelerar os estudos que ja ocorriam com as
espécies tradicionais, a tecnologia RAPD trouxe uma verdadeira
“democratizacdo” da analise de polimorfismo molecular, ao permitir a
realizacdo de estudos de analise genética em espécies anteriormente nao

contempladas.
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Protocolos laboratoriais para PCR e RAPD

1. Extracdo de DNA gendmico total de leveduras

Vérios procedimentos de extracdo de DNA de tecidos vegetais ou de
microrganismos tém sido descritos na literatura. O que se observa em geral é
gue protocolos padrdo sao utilizados com algumas modificacBes visando
resolver os problemas especificos da espécie em estudo. Os protocolos se
caracterizam por utilizar o detergente catibnico CTAB (‘cationic hexadecyl
trimethyl ammonium bromide’) no tampdo de extracdo e s&o, portanto,
comumente denominados de protocolos CTAB; ou fenol (Figura 6).

A maioria dos protocolos de extracdo de DNA envolvem em geral cinco
etapas basicas. Na primeira etapa, algum tipo de maceracdo mecéanica é
utiizada para romper as paredes e membranas celulares das células
microbianas, crescidas em meio liquido e separadas desse por filtracdo ou
centrifugagdo, normalmente feita na presenca de nitrogénio liquido. Na
segunda etapa, as células maceradas sao ressuspendidas em um tampéao de
extracdo, contendo algum detergente (SDS no caso da extracdo que utiliza
fenol), antioxidantes, EDTA e agente tamponante, visando a solubilizac&o de
membranas lipoproteicas e desnaturacdo de proteinas enquanto o DNA é
protegido da acédo de enzimas de degradacdo. Esta suspensao é submetida a
uma temperatura entre 50 e 65° C durante 15 a 60 minutos para facilitar a
solubilizagdo e homogeneizacdo da suspensdo. Na terceira etapa, esta
suspensdo € submetida a uma extracdo com um solvente orgéanico,
cloroféormio-alcool isoamilico. As fases organica e aquosa sdo separadas
através de centrifugacdo. Nesta extracdo, lipidios, proteinas e a maioria dos
polissacarideos séo retidos na fase organica inferior , enquanto que o DNA,
RNA e alguns polissacarideos séo retidos na fase superior (aquosa). Na quarta
etapa, um alcool (isopropanol ou etanol) e sal (NaCl) sdo adicionados a fase
aquosa. O DNA na presenca de sal e &lcool forma um precipitado
frequentemente visivel que pode ser “pescado” ou “peletizado” por

centrifugacdo. Apds lavagens do precipitado com alcool, na quinta e ultima
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etapa, este precipitado de DNA/RNA é ressuspendido em um tamp&o Tris-
EDTA contendo RNAse para degradar o RNA, restando apenas o DNA

gendmico desejado.
2. Quantificacdo de DNA em Gel de Agarose

ApGs finalizar os procedimentos de extragdo de acidos nucléicos deve-
se verificar a quantidade de DNA obtida. A quantidade de DNA pode ser
determinada por dois métodos: a espectrofotometria ou em gel de agarose, por
leitura da intensidade de fluorescéncia do brometo de etidio.

Neste curso, utilizaremos o método por leitura da fluorescéncia do
brometo de etidio sob luz UV, apos eletroforese do DNA em gel de agarose
0,8% (p/ vol). O brometo de etidio € um corante que se intercala has moléculas
dos acidos nucléicos sendo que a luz ultravioleta induz sua fluorescéncia. A
guantidade observada sob UV é proporcional & massa total de DNA da
amostra colocada no poco da eletroforese. Para quantifica-la, faz-se a foto em
camara polardide (utiizamos também camera digital) e compara-se a
fluorescéncia da amostra aquela de um padréo conhecido (Figura 7).

Os géis de agarose sao dissolvidos na presenca de tampao apropriado
até se obter uma solucédo clara e transparente. Apos a sua fusdo em alta
temperatura (ou em forno microondas) a solucdo ainda quente (50°C) é
colocada em um suporte ou molde em geral, de acrilico. Apés ocorrer a
solidificacdo da matriz, cuja densidade € determinada pela concentracdo da
agarose, as amostras podem ser aplicadas.

Quando o campo elétrico é aplicado através do gel, o DNA, que é
carregado negativamente em um pH neutro, migra para o anodo. A taxa de
migracdo é determinada por uma seérie de parametros dentre os quais podem
ser citados: concentracdo da agarose, peso molecular do DNA, conformacéo
do DNA, voltagem aplicada (para uma maxima resolucéo, a voltagem nao deve
ser maior que 5 V/cm — entenda-se pela medida em cm, a distancia entre os
eletrodos da cuba de eletroforese), direcdo do campo elétrico, composicédo do

tampdo, presenca de agentes intercalantes, etc...
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Procedimento

As linhagens de leveduras serdo incubadas durante 15 horas, a 30 °C,
em 50mL de meio YEPD. O material a seguir ser& centrifugado a 4.000 rpm por
5 minutos em tubos Falcon de 50mL e o sobrenadante descartado. A massa
celular obtida sera transferida para um almofariz previamente esterilizado e
congelado, onde serdo adicionados aproximadamente 30mL de nitrogénio
liquido, sendo o material macerado com o auxilio de um pistilo, também estéril
e congelado.

No préprio almofariz serdo adicionados 3mL de tampé&o Tris-HCI 0,1 M
pH 8. Aliquotas de 1.200 pL seréo transferidos para dois tubos eppendorf
de 1,7mL ( 600uL em cada) e adicionados de 75puL de solucdo SDS 10% mais
60uL de B-mercaptoetanol, sendo os tubos agitados lentamente até que a
solucao se torne viscosa.

Para executar a desproteinizacdo do material, serdo adicionados o
mesmo volume (635uL) de clorofane (Fenol-Cloroférmio-Alcool isoamilico na
proporcao 25:24:1 vol/vol, respectivamente) aos tubos, os quais serdo agitados
lentamente por inversédo durante 10 minutos e centrifugados a 12.000 rpm por
mais 10 minutos.

Apébs a centrifugacdo, a parte superior da solucdo sera transferida para
novo tubo eppendorf com o auxilio de uma micropipeta de 100uL, sendo a
parte inferior descartada. Este procedimento ser& repetido por 3 vezes sendo
gue na ultima vez, o clorofane sera substituido por cloroférmio-alcool isoamilico
na proporcao24:1 vol/vol, respectivamente.

Apés a desproteinizacdo, sera executada a precipitacdo dos &cidos
nucleicos adicionando-se 5% do volume de Acetato de sédio 3M e o dobro do
volume de Etanol absoluto resfriado a -20 °C. Os tubos seréo levados ao feezer
também a -20 °C onde permanecerao por 10 minutos, sendo entdo submetidos
a centrifugacado de 12.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante serd descartado
cuidadosamente evitando dispensar o pellet de acidos nucléicos formado no
fundo do tubo. Os tubos seréo invertidos e deixados em temperatura ambiente

para total evaporacao do etanol remanescente.
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O material sera entdo ressuspendido em 400uL de tampéo TE 1X. A
esse material serdo adicionados 15uL de solucdo de RNAse (10mg/mL)
incubando-se a 37 °C por 1 hora, para degradacao do RNA .

Sera adicionado aos tubos o dobro do volume da solugdo Cloroférmio-
Alcool isoamilico na proporgdo 24:1 vol/ivol, sendo os mesmos agitados
lentamente por inversdo durante 10 minutos. A por¢cao superior sera entao
transferida para novo tubo eppendorf com o auxilio de uma micropipeta de
100pL.

Para nova separacdo dos acidos nucléicos, repetir-se-4 o procedimento
citado anteriormente utilizando-se 5% do volume de Acetato de Sédio 3M e o
dobro do volume de etanol absoluto resfriado a -20 °C. Os tubos seréo levados
ao freezer também a -20 °C onde permanecerdo por 10 minutos, sendo entao
submetidos a centrifugacao de 12.000 rpm por 5 minutos e lavados com cerca
de 50uL de Etanol 70% e invertidos para a evaporacdo do etanol. O material
genético sera entdo ressuspendido em 50uL de tampéo TE 1X e congelados a
-20°C.

Para estimativa da presenca, quantidade e integridade do DNA o
material serd submetido ao processo de eletroforese em gel de agarose 0,8%

junto ao marcador molecular A/Hindlll.

3. Reacédo PCR

Componentes dareacdo de PCR

1. Agua: a qualidade da agua do laboratério pode influenciar na reacéo, de
preferéncia, use &gua filtrada em aparelno Milli Q e esterilize por

autoclavagem, renovando os frascos semanalmente.

2. Tampdo: o tampédo da reacdo de PCR é fornecido juntamente com a Taq
polimerase e vem 10x concentrado: faca uma leitura do folheto que
acompanha a enzima para conhecer a composi¢cado do tampao de reacdo. A

composicao de tampéo de reacdo da enzima fornecida pela Pharmacia, por
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exemplo, € 100 mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCI e 15 mM MgCl,. O mais
importante é observar quanto o tampao contém de Magnésio, o qual é

fundamental para o funcionamento da Tag.

3. dNTP: os dNTPs podem vir na forma de um mix, em uma concentracao de
20 mM cada. Este estoque deve ser mantido no freezer. Os estoques para
uso diario podem ser preparados em volumes de 800 pl, por exemplo em 8
tubos. Para preparar este estoque de uso, pipete 100 pl de dNTP 20 mM e
adicione 700 ul de agua. Mantenha as aliquotas no freezer, use conforme
necessidade e, renove sempre estes estoques (2,5 mM).

Além disso, os dNTPs podem vir separadamente, em concentracdes por

exemplo, de 100 mM. Para preparar o mix misture partes iguais de tal forma a

reduzir a concentracdo de cada nucleotideo para 25 mM e depois prepare 0s

estoques de uso diario, diluindo 10X, e portanto tendo-se uma concentracao de

2,5 mM. As concentracdes finais de dNTP na reagao variam de um laboratoério

para outro. Na formulacdo original proposta por Williams et al, 1990, a

concentracao é 100 puM.

4. Primers: os primers vém na forma de pellets liofilizados. Os de sequéncia
arbitraria sdo comercializados pela Operon Technologies, CA, USA, e
custam cerca de US$ 150,00 sendo fornecidos em Kits contendo 20
oligonucleotideos. Cada Kit € designado por uma letra do alfabeto, A, B, C,
D etc. e os respectivos primers, por algarismos: OPA-1, OPA-2, OPA-3 etc.

Para célculo do volume de TE a ser adicionado nos pellets, verifique no folheto

gue acompanha o Kit, o peso molecular de cada um deles. Prepare estoques

de 50 uM, seguindo o raciocinio do exemplo abaixo.

As informacdes dadas pelo fornecedor sdo as seguintes:



31

OP-3: 5 CCTGATCACC 3 — Peso Molecular 2939 — Pellet com 17 ug
2939 pg/pl =1 Molar

2939 pg /1x10 3yl = 1mM

2939 ug/1x10%pul = 1puM

2939 ug/2x10%ul =50 pM

Se o frasco contém 17 pg, para obter uma solucdo 50 uM, entdo deve-se

adicionar 116 ul sobre o pellet.

Os estoques de 50 uM devem ser mantidos no freezer. Para a obtengéo dos
estoques de trabalho diario dilua-o de tal forma a obter uma concentracéo de
2,5 uM, ou seja 1/20. Ao adicionar 2,5 pl da solucdo de primer (2,5 uM) na
reacdo de RAPD de 25 ul, a concentracao final de primer serda de 250 nM.

Concentragdes entre 200 a 400 nM sdo as mais usuais.

5. Mg ++: O magnésio € um cofator da Taqg polimerase. A concentracao deste
cofator na reacéo pode variar, em geral, desde 1,0 até 4,0 mM. Convém
otimizar para cada enzima e material biolégico, a concentracdo mais
adequada.

O Magnésio vem na forma de MgCL,, acompanhando o tubo de enzima, em

uma concentracdo de 50 mM. E conveniente reduzir a concentracio deste para

10 mM, por exemplo, uma vez que ocorre precipitacdo deste em pH alcalino (o

tampdo da reacdo tem pH em torno de 8,0) e em baixa temperatura. Verifique

também, se o tampao da Taq ja contém MgCl,. No caso afirmativo, acrescente

somente o0 volume necessario para obter a concentracao final desejada.

6. Taq DNA polimerase: este € o componente mais caro da reagéo, variando
de 30 até 60 centavos de dolar americano a unidade de enzima,
dependendo do fabricante. A tag vem em tampdo contendo glicerol, em
concentracdes de 5 unidades/ pl. S&o usuais concentracdes de 1, 1,5 e 2

unidades por reacéo.
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7. DNA molde: os DNAs devem ser extraidos, quantificados em gel de
agarose, observando-se se ha degradacéo ou ndo. Esporadicamente, deve-
se verificar no gel, a integridade dos DNAs mantidos no freezer ou em
geladeira. As diluicbes de uso (5ng/ul) sao feitas em H,O ou em 10 mM
Tris-HCI.

As concentracdes de DNA gendmico necessérias a reacdo de amplificacdo na

presenca de primers arbitrarios (RAPD), varia em funcdo da espécie. Para a

maioria das espécies a concentracao ideal estd em torno de 25 ng.

Procedimento

A regido ITS (Internal transcribed spacer) do DNA ribossomal incluindo o
gene 5,8S sera amplificada através da reacdo PCR. Utilizar-se-8o os primers
ITS-1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS-4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC).

A reacdo PCR sera feita num volume de 100 uL, contendo 100 ng de
DNA genémico, 1 uM de cada primer, 1,25 U Taq DNA polimerase, 350 uM de
cada dNTP, 2,25 mM de cloreto de magnésio, tampédo 1X e agua mili-Q (Tabela
1).

O termociclador utilizado para a amplificacdo da regido ITS com os
primers acima sera programado para um ciclo inicial de 94°C por 3 minutos,
seguido de 45 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 68°C por 1
minuto, seguidos de 1 ciclo final de 68°C por 10 minutos.

Os produtos PCR serdo revelados por eletroforese em agarose 1,5%
(p/vol) em TAE 1X, a 65 volts, 90 miliamperes, por 2 horas, usando o marcador
de peso molecular 100 bp. Utilizar-se-a brometo de etidio 0,5 mg/mL e a
visualizacdo do DNA sera feita em transiluminador de UV, sendo as imagens
fotografadas em camera digital.

Na Tabela 1, ha um quadro com os componentes da reacdo. Faca um
exercicio calculando as concentracfes finais com base nas concentracdes

estoque que serdo utilizadas nesse protocolo.
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Tabela 1. Reacgéo de amplificacdo de DNA (PCR)

Componentes Estoque comercid | Estoque do|Volume para 1|Concentrac® final
laboratorio reacd (M)
Agua -
Tampéo 10X
DNTP 100mM ceda
Primer ITS-1 100 PM
Primer ITS-4 100 PM
Magnésio 50 mM
Taq polimerase 5U/ YL
DNA molde -
100 ML

2. Reacdo RAPD

Na Figura 8, ha um esquema do protocolo para RAPD.

Para obtencdo de polimorfismos, sera utilizado o primer OPA-11
(CAATCGCCGT), onde os tubos de reacdo com 20 uL contendo o primer e 0s
demais reagentes (5 pL primer 30 pM, 2 pyL de tampéo de reacdo 10X, 0,25
mM de cada um dos dNTPs, 0,4 uL de enzima Taq DNA polimerase 5 U/uL, 2
puL MgCl, 25 mM, 5-20 ng de DNA gendmico e agua mili-Q para completar o
volume da reacao), foram submetidos & 45 ciclos de 92°C por 1 minuto, 37°C
por 1 minuto, 72°C por 3 minutos, seguidos de um ciclo final de extens&o por 3
minutos.

Os produtos RAPD serédo revelados por eletroforese em agarose 1,5%
(p/vol) em TAE 1X, a 65 volts, 90 miliamperes, por 3 horas, usando o marcador
de peso molecular 1kb. Utilizar-se-4 brometo de etidio 0,5 mg/mL e a
visualizacdo do DNA sera feita em transiluminador de UV, sendo as imagens
fotografadas em camera digital.
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Na Tabela 2, ha um quadro com os componentes da reacdo. Faca um

exercicio calculando as concentracdes finais com base nas concentracfes

estoque que serdo utilizadas nesse protocolo.

A Figura 9 traz fotos de géis de agarose gerados por PCR e RAPD.

Tabela 1. Reagéo de amplificacdo de DNA (RAPD)

Componentes Estoque comercid | Estoque do|Volume para 1| Concentrac® final
laboratorio reacd (M)

Agua -

Tampéo 10X

DNTP 100mM cada

Primer OPA-11 [ 100 pm

Magnésio 50 mM

Taq polimerase 5U/ YL

DNA molde -

20 UL
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Figura 9. Géis de agarose gerages por PCR & RAPD. A. Fragmentos do gene do cilmcromo b
amplificado pals PCR. © padr3o a esguerda ¢ um DNA dx174 cofado com Haghl,
A5 colunas 1 e 2 530 reagbes de conbtole posiivos usands DNA humano,
demonstranda amplificagic de um produly de 366 pares de bases, e tubo
experimental contende fragmenly de ditocrorno b ampificado de NHA de
Ambystona, 1espaclivamente. B, Marcadores RAPD de vanos individuos (pl, P2, 1
a 11) mostrande bandas pofimérficas (A, B.C & M), uu seja, bandas presentes em
alquns indiiducs & ausentes em oetres. A coluna 11 contém fragmentos de DNA
de tamanhos conhacdos.
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Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP)

Por RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”) entende-se, em
uma traducao livre do termo, o polimorfismo no comprimento de fragmentos
obtidos por corte da fita dupla de DNA. Tal polimorfismo é evidenciado pela
fragmentacdo do DNA através do uso de enzimas de restricdo e observado
por hibridizacdo destes fragmentos com sequéncias homdlogas de DNA
marcadas com radioatividade ou compostos que desencadeiam uma reagao de
luminescéncia. Para que polimorfismo seja detectado, € necesséario que as
sequéncias de nucleotideos nas fitas de DNA de dois ou mais individuos
comparados sejam distintas. Como a diferengca em sequéncias de nucleotideos
ao longo da fita de DNA de individuos distintos & potencialmente enorme, a
deteccdo destas diferencas abre perspectivas relevantes ao estudo do
genoma, naturalmente com implicacdes em diversas areas de genética (Figura
10).

O polimorfismo observado na técnica de RFLP ocorre porque o DNA de
individuos geneticamente distintos difere na sequéncia de nucleotideos ao
longo da fita. A presenca ou auséncia de sequéncias especificas de 4 a 8 pares
de bases, reconhecidas e clivadas pelas enzimas de restricdo, pode variar
entre diferentes individuos, gerando polimorfismo. Diferencas na sequéncia de
DNA dos individuospodem também resultar de insercdes, delecdes ou outros
rearranjos (translocacgdes, inversdes) que alterem a distancia entre pares de
sitios de restricdo. Ao ser submetido a clivagem com uma enzima de restricéo,
o DNA de individuos geneticamente distintos é cortado nos sitios de restricéo,
gerando frangmentos de diferentes tamanhos. A base genética do polimorfismo
observado resulta assim de mutac¢des nos sitios de restricdes ou de insercdes,
delecdes e rearranjosentre estes sitios.

Resumidamente, a idéia da técnica de RFLP pode ser apreendida de
um exemplo simples. Tome-se dois individuos distintos que tém o DNA
extraido e submetido a clivagem por enzima de restricdo. O uso da técnica de
RFLP visa detectar diferencas na seqiéncia de DNA dos dois individuos. Uma

maneira de se fazer isto € sequenciar o DNA dos dois individuos e comparar as
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sequéncias obtidas. Uma estratégia simples e relativamente rapida de se
amostrar diferencas nas sequéncias de DNA destes individuos € fazer o uso da
técnica de RFLP. ApOs a extracdo, o DNA dos individuos é tratado com
enzimas de restricdo, que o corta em um grande numero de pontos (sitios de
restricdo), gerando uma enorme quantidade de fragmentos (da ordem de 10* a
10" , dependendo do tamanho do genoma). As diferencas na sequéncia de
DNA dos individuos resulta na clivagem de fragmentos de tamanhos distintos,
gue sdo separados através de eletroforese em gel de agarose. As diferencas
nos tamanhos dos fragmentos ndo podem ser visualizadas diretamente no gel,
uma vez que os inumeros fragmentos que resultam do tratamento com enzimas
de restricdo ao serem separados pela eletrolise produzem o efeito de um
arraste continuo no gel. Para efetuar a deteccdo dos marcadores RFLP, os
fragmentos separados no gel de agarose pela eletroforese sao transferidos
para uma membrana de nylon (ou nitrocelulose) por capilaridade ou vacuo
através de um processo denominado “Southern Blot”. Como a membrana de
nylon €& colocada sobre o gel, a ordem dos fragmentos separados por
eletroforese € mantida na transferéncia.

A seguir, os fragmentos séo fixados covalentemente na membrana
através de alta temperatura em forno a vacuo ou com luz ultra-violeta, o que
permite a reutilizacdo da membrana algumas vezes. Esta reutilizacdo é
importante pois facilita o trabalho de geracdo de dados e quando maximizada,
diminui significativamente o custo da técnica. Por fim, a visualizagdo de
fragmentos polimérficos entre os inumeros fragmentos transferidos para a
membrana é feita através da hibridizacdo de pequenos fragmentos clonados de
DNA denominados “sondas”, com seqUéncias homologas do DNA imobilizado
na membrana. Assim, somente os fragmentos fixados na membrana que séao
homodlogos ao DNA da sonda serdo visualizados entre os milhares de
fragmentos resultantes do corte com enzima de restricdo. Esta etapa da técnica
pode se comparada a capacidade de se encontrar uma agulha no palheiro,
visto que entre os milhdes de fragmentos resultantes da clivagem do DNA,
somente uns poucos fragmentos homélogos a sonda séo identificados. O

detalhe é que isso é feito com sucesso através da hibridizacdo da sonda (que
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pode ou ndo ter uma sequéncia conhecida) com fragmentos homélogos na
membrana. Para a preparacdo das sondas incorporam-se nucleotideos
contendo moléculas de fésforo radioativo ou nucleotideos modificados nos
fragmentos clonados do DNA.

Apo6s a hibridizagdo com as sondas, a membrana é exposta a filme de
raio X em um processo chamado autoradiografia, revelando bandas que
constituem os marcadores RFLP. Estas bandas sao produzidas como resultado
da sensibilizacao do filme pela emissao de particulas beta do fésforo radioativo,
ou fotons de luz. Se os dois individuos diferem entre si em relagdo a posicao
do sitio de restricdo enzimética na fita de DNA, gerando fragmentos de
tamanho distinto, a banda sera observada em posi¢cdes diferentes na
autoradiografia. Se caracterizada a segregacdo Mendeliana de tais bandas,
conclui-se que elas representam um loco RFLP e, portanto, podem ser
utiizadas como marcador genético. Segregacdo Mendeliana €, em geral,
evidenciada através da utilizacdo de populacbes segregantes (F2,

retrocruzamento, etc).

Obtencdo de sondas para detec¢gdo dos marcadores RFLP

Os clones a serem utilizados como sondas podem ser obtidos de diferentes

formas, as mais comuns sao:

(1) através da transcricdo reserva de mRNA do organismo em estudo,
produzindo-se uma biblioteca de moléculas de DNA complementar
(“cDNA library”);

(2) através de fragmentos de DNA gendmico clonados ao acaso (“genomic
library”™);

(3) através da amplificacédo via PCR de sequéncias conhecidas utilizando
primers especificos;

(4) através de bandas RAPD selecionadas e obtidas de gel de eletroforese,

e ampliadas via PCR.
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Uma vez obtida uma colecdo (“biblioteca”) de clones um passo
importante no processo de analise de RFLP é a selecdo daqueles clones que
serdo utilizados como sondas. Neste processo objetiva-se selecionar os clones
gue possuam copia Unica, ou seja, que ndo contenham seqiéncias de DNA
repetitivo. Clones contendo DNA repetitivo hibridizam com vérios fragmentos
na membrana o que resulta em borrbes néo interpretaveis na autoradiografia
ou em padrdes de bandas mdltiplas dificeis de acompanhar do ponto de vista
de distincdo dos locos, alelos e segregacdo Mendeliana. Por outro lado, sondas
contendo sequéncias moderadamente repetidas no genoma tornam-se muito
Gteis quando o objetivo for a obtencdo de uma impressao digital genética
(“genetic fingerprint”), especifica para cada individuo. Populacdes de cDNAs
sdo intrinsicamente constituidas por uma grande maioria de clones de coOpia
Gnica. Por outro lado, bibliotecas genbémicas ndo sdo, mas podem ser
constituidas utilizando-se procedimentos especiais que favorecem o
enriquecimento com clones de cépia Unica. Em geral, cada sonda detecta um

loco, ocasionalmente mais do que um.

Procedimento

Digestdo do DNA
1. Descongelar as amostrar de DNA e colocar no gelo a Enzima EcoRI e 0

tampdo da enzima.
2. Ligar banho-maria a 37°C.

3. Para cada reacéao adicionar:

_ DNA (HG) cevvvriiiiiiieeeeeieeeeeeee e 4 uL
_ Enzima EcoRI (20U/pL)................... luL
_ 10X tamp&o EcoRl......................2 UL
__agua milli Q estéril.........cc.ceeeeeennn. 13 uL

_ Volume final = 20 pL
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OBS. Preparar o mix utilizando somente a agua, a enzima e o tampao.

Aligiotar o DNA separadamente em tubos de 0,5 mL devidamente

identificados. Distribuir o mix em cada um.

4.

Deixar os tubos ‘over night’ a 37°C

Preparo do gel e eletroforese

1.
2.

Preparar um gel de agarose 0,8% em TBE 0,5% para uma cuba grande.
Pulsar as amostras digeridas, retirar 10 pyL e adicionar 2 pL do tampéao
de carregamento.

Carregar o gel com as amostras (12 pL).

Utilizar marcador ‘ladder’l kb (0,5 pL marcador + 9,5 uL agua mili-Q + 2
uL tampao de carregamento.

Deixar 18 horas em eletroforese (30 V e 30 A).

Transferéncia do DNA para membrana

1. Transferir para solucédo de brometo de etidio (5 pg/mL) por 10 min.

1. Lavar em agua mili-Q, e retirar a agua (5 X com agua).

2. Desnaturar DNA com solucao de desnaturacao por 30 min a 24 rpm.

3. Drenar.

4. Neutralizar com solucéo de neutralizacdo por 15 min a 24 rpm.

5. Repetir operacéo 3.

6. Fazer a transferéncia do DNA para a membrana (por capilaridade) e

deixar ‘over night'.

Solucédo 10 X SSC: 500ml
Solucédo 2 X SSC: 200ml

a — vidro da ponte
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b — papel 3 M imido em 10X SSC (tirar ar)
c — gel (tirar bolha)

d — membrana imida 2 X SSC (tirar bolha)
f— papel 3M 2 X SSC (raio X, nos 4 lados)

f — colocar 1° papel toalha, depois os papeis

7. Tirar a membrana e corta-la no canto para verificacdo do lado.

8. Deixar o DNA para cima sobre o papel 3M e colocar os grampos.

9. Secar a 10 mim a 68°C com o DNA por cima, invertendo o lado que
estava no gel

10.Fazer o ‘Cross link’ (30 seg em luz UV)

Pré- Hibridizacao

1. Colocar 2 tubos falcon com solucéo de pré-hibridizacéo, a 68°C.

2. Adicionar 20 ml 6 X SSC ( 6ml de 20X SSC adicionado de 14 ml de agua
MilliQ)

3.Colocar a membrana no tubo maior, com o DNA para dentro

4 Mexer manualmente por 2 minutos.

5.Drenar.

6.Colocar solucéo de pré-hibridizagdo (10 mL).

7.Incubar a 68°C por 1 hora em circulagdo média.

Preparo da sonda
1. Colocar 200 pL &gua mili-Q + 18 L ‘probe’ (pot 2, marcado na tampa).

2. Desnaturar sonda por 5 minutos em agua fervendo.

3. Colocar no gelo por 5 a 8 minutos e pulsar.

Hibridizacdo (‘Ne-Blot ® Phototope kit' — Biolabs)

1. Drenar a solucéo do tubo com a membrana.

2. Colocar ‘probe’ na solucéo de hibridizacéo e deixar ‘overnight’.

3. Drenar a solucéo do tubo com a membrana.



4. Colocar a solucéo 0,1 X SSC, 0,1% SDS a 68°C para ser utilizada no dia
seguinte.

5. Retirar a membrana do tubo e lavar com 2X SSC, 0,1% SDS por 12
minutos em bandeja, com agitacao.

6. Drenar e repetir a lavagem, enrolar a membrana com o DNA para dentro
com a membrana ainda na solucao.

7. Colocar a membrana no tubo, que estava no balango 0,1 X SSC, 0,1%
SDS por 15 minutos a 68°C.

8. Drenar e repetir.

8. Colocar ‘wash I’ para preservar 2-3 dias no escuro

9. Retirar ‘wash’.

10.Senéo, colocar a membrana em novo saquinho.

11.Colar o plastico deixando uma ponta para escoamento (fazer solugdes)

12. Colocar 9 ml ‘blocking’ dentro do novo saquinho.

13. Mexer manuamente por 4 minutos.

14. Drenar (bastdo).

Deteccdo (‘Phototope® - Star Detection Kit'— Biolabs)

1.Preparar stretovadina (9ml ‘blocking’ e 9uL de stretovadina)
2.Colocar no saquinho.
3. Mexer manualmente por 4 minutos, nos 4 lados.
4.Drenar (bastéao).
5.Colocar ‘wash I' (10% ‘blocking’), 200 mL.
6.Mexer mecanicamente por 5 minutos.
7.Drenar e repetir mais duas vezes a operacdo anterior, mudando os lados.
8.Drenar (bastéo).
9.Preparar ‘alcaline phosphate’ (9 mL ‘blocking’ e 9uL ‘alkaline phosphate’).
10.Colocar o ‘phosphate’ e mexer por 4 minutos manualmente.
11.Drenar.
12.Colocar ‘wash II' 200 mL por 4 minutos, mexer mecanicamente.
13.Repetir mais duas vezes a operagao anterior.

14.Drenar (bastdo).
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15. Preparar CDP (9 uL CDP e 9 ml CDP ‘buffer’ 1X)
16.Mexer 4 minutos manualmente, mudando o lado.
17.Drenar completamente.

18.Fechar o saco plastico.

19.Levar para fotografia e revelacao.

9. ANALISE DOS RESULTADOS

Abordagem metodolégicas utilizadas no tratamento de dados gerados por
RAPD

A principio, marcadores de RAPD podem ser tratados como alelos
mendelianos. O fato desse marcador ser do tipo dominante faz com que a
analise das relacfes de parentesco, entre organismos dipléides, ndo possa ser
conduzida a partir do célculo das frequéncias alélicas. Os dados de RAPD séo
de natureza bindria (presenca ou auséncia da banda) e requerem tratamento
estatistico apropriado. Matrizes binarias sé@o geradas, e a partir delas calculam-
se coeficientes de similaridade.

Existem véarias medidas de similaridade. Os coeficientes de coincidéncia
simples e de Jaccard tém sido amplamente usados em andlises de dados
gerados via RAPD. Esses coeficientes de similaridade medem o grau de
concordancia entre duas unidades. O coeficiente de similaridade de
coincidencia simples é dado pela formula Ssgvy = a + d/a + b +c + d, enquanto
o coinficiente de Jaccard pela formulacéo, Sy =ala + b + c.

O valor de a corresponde ao numero de bandas presentes na unidade J
e na unidade K; b é o numero de bandas presentes na unidade K mas
ausentes na unidade J; ¢ € o numero de bandas presentes na unidade J mas
ausentes em K; d € o numero de bandas ausentes em K e J. Portanto, a e d
representam o numero de concordancias positivas e negativas,
respectivamente, enquanto b e ¢ representam as discordancias. E necessario

observar que o coeficiente de coincidéncia mede o grau de concordancia entre
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as unidades, levando-se em conta as concordancias negativas e positivas e
positivas, enquanto o coeficiente de Jaccard desconsidera as concordancias
negativas.

O processo de agrupamento envolve basicamente duas etapas: a
primeira relaciona-se com a estimacdo de uma medida de similaridade (ou
dissimilaridade) entre as unidades taxonémicas, e a segunda, com a adocéao de
uma técnica de agrupamento, a formacao do grupo (Figura 11).

Para facilitar o calculo dos coeficientes de similaridade deve-se construir
uma matriz de dados, atribuindo-se valor 1 para a presenca de banda a valor
zero para a auséncia de banda.

Quando o numero de estimativas de medidas de similaridade € grande,
torna-se dificil o reconhecimento de grupos homogéneos pela simples
observacdo visual dessas estimativas. Os métodos de agrupamentos
hierarquicos permitem que as unidades sejam agrupadas por um processo que
se repete em varios niveis, até que seja estabelecido um dendrograma.
Existem varios métodos de agrupamentos disponiveis, e cabe ao pesquisador
decidir qual o mais apropriado ao seu trabalho, uma vez que os diferentes
métodos podem levar aos diferentes padrdes de agrupamentos.

No caso de andlise de dados de RAPD aplicados a problemas
taxonémicos, o método denominado UPGMA (Unweighted pair-group method
with arithmetical averages) tem sido bastante utilizado.

Dependendo do numero de unidades e variaveis (bandas), torna-se
dificil a analise de agrupamento sem o uso da informatica. Existem varios
programas de computador que realizam esse tipo de analise. Um desses
programas € o "Numerical taxonomy system of multivariate programs’ (NTSYS),

desenvolvido para auxiliar pesquisas em taxonomia numeérica.
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avaliacio de polimarfsmo molecular. Os dados obidos s30 uilizados ny
geracio de uma mainz de valores binanos, consthiida de acordn com &
presenga ou ausancia de bandas de diferentes acessos. Procede-se entio
a analise estatistice desses dades. © calculo de distancie genélice enbre
0% ACes50% podo sor reatizade através de diversos midtodos. Tais métodas
vanam entre 5 prncipalments no que tange ads mogelos estatisticos que
assunem. A interpretacée flogenédica destas snalkes pode: sor austiiada
par diversas técnicas, incluinde analise grafica. A construgdo de
dendrogramas pade sSerf felta com o awiio do programa NTSYS.
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11.PREPARO DE SOLUCOES

Solucdes para extracdo de DNA

Solucao estoque de Tris-HCI 1M

A solucdo foi preparada dissolvendo-se 121,10g de Trizma base (Tris
[hidroximetil] amino metano) (Sigma: T-1503) em aproximadamente 800mL de
agua bidestilada (Milli-Q). O pH foi ajustado para 8,0 ( ou 7,5, quando
necessario), com HCI concentrado (aproximadamente 40mL) e o volume final
completado para 1000mL com agua bidestilada. A solucao foi distribuida em
frascos (100mL por frasco), os quais foram esterilizados e estocados a

temperatura ambiente.

Solucado estoque de NaCl 5M

A solucéo foi preparada dissolvendo-se 292,249 de NaCl em 1000mL de agua
bidestilada (g.s.p.). A solugao foi distribuida em frascos (100 mL por frasco), os

guais foram esterilizados e estocados a temperatura ambiente.

Solucéo estoque de EDTA 0,5 M (pH 7,5 ou 8,0)
A solucéao foi preparada dissolvendo-se 186,109 de EDTA (Sigma: E-5134) em

800mL de agua bidestilada, sendo a mesma titulada com NaOH sdlido
(aproximadamente 20,00g) até atingir o pH desejado (7,5 ou 8,0). Apés a
dissolucdo completa do EDTA, o volume foi completado para 1000mL com
agua bidestilada. A solucao foi distribuida em frascos (100mL por frasco), os

guais foram esterilizados e estocados a temperatura ambiente.

SDS 10% (detergente)

A solucédo foi preparada dissolvendo-se 10g de SDS em aproximadamente

80mL de &gua bidestilada aquecida. Apés a dissolucdo completa do SDS, a

solucao foi resfriada e o volume completado para 100mL com agua bidestilada.
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A solucdo foi estocada a temperatura ambiente, ndo sendo necessaria a

esterilizacdo. ( O SDS precipita ao ser colocado em refrigerador).

Fenol Saturado

Foram dissolvidos 50,009 de fenol cristalizado (Synth) em banho- maria a 65°C
durante 5 a 6 horas e adicionando um volume de tampéo Tris HCI 0,5 M pH
8,0. A solucéo foi submetida a agitacdo durante 30 minutos, a fim de equilibrar
o pH. A fase aquosa foi retirada e o procedimento repetido com Tris HCI 0,1 M

pH. A fase aquosa foi retirada e o procedimento repetido com Tris HCI 0,1 M

pH 8,0. Em seguida, foi adicionado 1/10 do volume final de tampé&o Tris HCI 0,1

M pH 8,0 e estocado em frasco escuro a 4 °C.

1- Remover o fenol do freezer. Esperar atingir a temperatura ambiente.
Derreté-lo (50g) em banho-maria (65°C) dentro de um béquer. Manter o
frasco com a tampa levemente fechada.

2- Ao fenol liquefeito, adicionar o volume igual de Tris HCI 0,5 M pH 8,0.
Colocar em erlenmeyer.

3- Agitar a solucdo em agitador magnetico por 30 minutos para equilibrar o pH.
Cobrir o frasco todo com papel aluminio para evitar a oxidacao do fenol.
Apés 30 minutos, desligar o agitador e transferir o fenol para uma proveta.
Quando as duas fases se separarem, aspirar a fase aquosa superior (Tris-
HCI 0,5 M) e descarta-la.

4- Repetir o procedimento com Tris-HCI 0,1 M pH 8,0. Ap0Os a separacédo a fase
aquosa ficou em cima e a fenolica embaixo.

5 Repetir o procedimento até a fase fendélica apresentar pH> que 7,8. Utilizar o
papel medidor de pH.

6- Remover a fase aquosa final. Adicionar 1/10 volume de Tris-HCI 0,1 M pH
8,0 e hidroxiquinolina a 0,1% do volume de fenol. Estocar a 4 °C em frasco

escuro.

TRIS HCI 0,5 M Ph 8,0 - Diluiu-se a solucédo de TRIS-HCI 1M pH 8,0 em agua

bidestilada na proporcéo de 1:1.
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TRIS HCI 0,1 M pH 8.0 - Diluiu-se a solucédo de TRIS-HCI 1M pH 8,0 em agua
bidestilada na proporcéo de 1:10.

CLOROFANE
Este foi obtido a partir da mistura de um volume de fenol a aproximadamente

um volume de cloroférmio e alcool isoamilico (25:24:1).

ETANOL 70%
AlCOOl ElICO......veueevieeerieceeeeeceee e, 342mL
Agua destilada.............ccoovevieiieveeieieeeee e 58mL

TAMPAO TRIS-EDTA (TE)

TRIS-HCIIM PH 7,5 10mL

EDTAOLSMpPH 8,0....ccoviiiiiiicii e 2mL

O volume foi completado para 1000 mL com &gua bidestilada e a solucdo
esterilizada.

RNase

A RNase pancreatica (RNase A) foi preparada na concentracdo de 10mg/mL,
em 10mM de Tris-HCI (pH 7,5) e 15 mM de NacCl. A solucéo foi aguecida em

banho-maria a 98 °C por 15 minutos e estocada a -20 °C.

Tris-HCIl 10mM=Tris-HCI 0,01M
Tris-HCI 1MO Tris-HCI 0,01 M
O (diluir 100x) = O 1mL de Tris-HCI 1 M + 99mL de &gua

bidestilada

NaCl 15 mM = NaCl 0,015 M
NaCliM 0O 58,459
NaCl 0,015 O 0,877g em 1000,00 mL
0,00877g de NaCl em 10,00mL de Tris-HCI 0,01M
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0 0,01g de RNase em 1,0mL de solucéo Tris-HCI/NaCl

Solucdes para eletroforese

Solucéo Estoque de brometo de Etidio - 10mg/mL

Foi dissolvido 1% (p/v) de brometo de etidio em &4gua destilada, agitado
durante 1 hora e estocado a temperatura ambiente ou refrigerador em um
frasco ambar. No momento do uso, 3uL desta solu¢do foram adicionados a
100mL de tampéo TEB 1X.

Brometo de etidio: 1% = 1g em 100,00mL de &agua destilada = 0,01g/mL =
10mg/mL
Em 1,0mL de agua destilada, teremos 0,01g ou 10mg

de brometo de etidio

TAMPAO TRIS-BORATO-EDTA (TBE) - 10X - Tamp&o de Corrida

Trisma base........ccooovvii i 108g
ACIHO BONICO......cveieeeveeeieeeeeieeeeeee e, 55¢
EDTA 0,5M (PH 8,0)..ccceeiiiiiiiiiieiiiiiiiciieeens 40mL

O volume foi acertado para 1000mL com agua destilada, deionizada e filtrada
em filtro Milli-Q (dgua Milli-Q). o tampéao foi autoclavado e mantido a 4°C. No
momento do uso, o mesmo foi diluido com agua Milli-Q para a obtencdo da

concentracao desejada.(0,5X ou 1,0X).

TEB 1X O Diluir o tampé&o TEB 10X na proporc¢édo de 1:10 em agua Milli-Q.
1lvolume de tampédo TEB 10X : 9 volumes de agua Milli-Q.
100mL de tampéo TEB 10X : 900mL de agua Milli-Q.
200mL de tampédo TEB 10X : 1800mL de agua Milli-Q.
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TAMPAO DE AMOSTRA

Este tampao foi preparado a partir de uma solucdo de glicerol 30% em agua

destilada, a qual adicionou-se azul de bromofenol (0,25%), sendo a solucédo
final estocada sob refrigeracéo.

No momento de uso, um volume deste tampéo ( equivalente a 10% do volume
da amostra a ser aplicada no gel de agarose) é colocado sobre papel parafilm,
e a esse adicionado o volume correspondente a amostra. Ambos sao
homogeneizados e aplicados na canaleta do gel de agarose com uma
micropipeta.

Exemplo: amostra a ser aplicada no gel de agarose - 20,0uL

tampéo de amostra - 2,0uL

GEL DE AGAROSE 0,8% (para verificar a inteqridade do DNA)

Pesar a agarose em um Erlenmeyer e dilui-la em tamp&o TEB 1X. Ferver no
microondas durante aproximadamente 3 minutos (ou mais) na poténcia média,
pausando a cada 30 segundos, agitando levemente o frasco, a fim de
homogeneizar a agarose.

OBS: Medir o peso antes e ap0s a fervura. Corrigir o peso, completando com
agua Milli-Q.

OBS: A agarose dissolvida (ap06s a fervura) deve ser resfriada até 50-60 °C, e a
seguir, vertida sobre a placa de eletroforese. Deixar a agarose se polimerizar a

temperatura ambiente durante aproximadamente 30 minutos.
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Solucdes para hibridizacdo

Tampdao de Desnaturacao (0,5 N NaOH; 1,5 M NaCl), para 1 Litro:

20,0 g NaOH
87,66 g NaCl

Dissolver em 800 mL de H,O MilliQ e completar o volume p/ 1 Litro.

Tampdo de Neutralizagdo (1 M Tris-ClI; 1,5 M NacCl), para 1 Litro:

121,14 g Tris-Cl, pH 7,5 (Tris-base)
87,66 g NaCl
Dissolver em 800 mL de H,O MilliQ, ajustar pH 7,5 com HCl e completar

o volume para 1 Litro.

20X SSC (3 M NacCl; 0,3 M Citrato de sodio), para 1 Litro:

175,3 g NaCl
88,2 g Citrato de Sodio
Dissolver em 800 mL de H,O MilliQ, ajustar pH 7,0 com HCI, completar o

volume para 1 Litro e autoclavar.

Washing Buffer | (10% de Blocking Solution), p/ 1 Litro:

100 mL Blocking Solution
900 mL de H,0 MilliQ

10X Washing Buffer Il (100 mM Tris-Cl; 100 mM NaCl; 10 mM MgCly),
p/ 1 Litro:

12,1 g Tris-Cl (Tris base)
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5,8 g NaCl

2,0 g MgCl,

Dissolver em 800 mL de H,O MilliQ, ajustar pH 9,5 com HCI, completar o
volume para 1 Litro.

Estocar 4° C.

6- Blocking Solution (5% SDS; Phosphate, pH 7,2{17 mM Na;HPO,, 8

\‘

8-

O-

mM NaH,PO,4};125 mM NacCl), para 1 Litro:

7,3 g NaCl

2,4 g Na;HPO, (dib4sico)

1,0 g NaH,PO,4 ( monobasico)
50 g SDS

Dissolver em 800 mL de H;O e ajustar o volume para 1 Litro.

- 0,1 X SSC, 0,1 % SDS, p/ 1 Litro:

10 ml SDS 10 %
5ml 20 X SSC
Completar para 1 Litro com H,O MilliQ.

2 X SSC, 0,1% SDS, p/ 1 Litro:

100 ml 20 X SSC
10 ml SDS 10 %
Completar para 1 Litro com H,O MilliQ.

0,4 N NaOH, 0,1% SDS, p/ 1 Litro:

16 g NaOH
1 g SDS (ou 10 mL da solugédo SDS 10%)

Completar o volume para 1 Litro com H,O MilliQ.
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10- 0,2 M Tris-HCI, 0,1X SSC, p/ 1 litro:

e 200 mL Tris-HCI, pH 7,5 (tris base)
e 5mL 20X SSC

* Completar o volume para 1 Litro com H,O MilliQ.
11- 4 M LiClI (Cloreto de litio), p/ 100 mL:
» 17 g Cloreto de litio

» Dissolver em 80 mL de H,O MilliQ, completar o volume p/ 100 mL.

« Autoclavar e guardar na geladeira (4° C).



