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1. INTRODUCXO

Os cereais fornecem a maior parte da energia da
dieta humana, assim como s#o fontes da maior parte das proteinas
consumida nos paises subdesenvolvidos (SHEWRY et alit, 1981;
TSAI, 1983; DOLL, 1984>. O milho contribui com 15,4% da produgdio
mundial de proteina vegetal, o que representa cerca de 42 milhdes
de toneladas; sendo superado somente pelo trigo CNATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1988).

Em geral, a maior parte das proteinas dos griios dos
cereals pertence ao grupo das prolaminas, proteinas solaveis em
alcool, ricas em prolina e glutamina, e deficientes em lisina e
triptofano. As outras fragles proteicas dos cereais sdo
quantitativamente insuficientes para suprir as necessidades do
homem e dos animais monogastricos (DOLL, 1984).

Entretanto, com a obtengiio das variedades QPM
(Milho de Qualidade Proteica), que associam alta qualidade
proteica com caracteristicas agronémicas adequadas, grande
perspectiva se abre para a utilizagio do milho como solugso do

problema de subnutrigéo nestes paises.

Concomitantemente ao processo de obtengiéo das



variedades QPM por um programa de melhoramento genetico classico,
observou-se um consideravel aumento nos estudos que buscavam
conhecer os mecanismos que produzem o aumento do conteudo
relativo de lisina e triptofano no endosperma do milho.

Analises eletroforéticas das proteinas do milho ja
sao utilizadas em rotina como ferramentas de auxilioc a selegio em
programas de melhoramento de milho de alto valor nutritivo, bem
como. em programas Jque visam obtencaco de resisténcia a insetos.
Por outro lado. tecnicas de identificagao, purificacao e
determinagao da sequencia de aminoacidos de algumas proteinas do
grac de milho geram informacgoes que possibilitam o isolamento das
sequencias de DNA que servem de cédigo para suas sinteses
(GERALGHTY et alii. 1981; HU & MESSING; 1982; WAN? & ESEN, 1986;
PAIVA, 1988).

Fragmentos de DNA estio sendo utilizados para uma
seprie de est,qdos . dentre eles: estudo de segregagao,
quantificagao de <copias de genes amplificados e mapeamento
cromosomico (BECKMANN & SOLLER, 1986: WHITE & LALOUEL, 1988).
Estudos a mivel de acidos nucleicos com alfa, beta e gama-zeinas
(prolaminas do milho? estao sendo realizados visando obter
informagoes quanto a0 numerce de protelnas que fazem parte destes
grupos. ¢ as diferengas a nivel de estrutura primaria entre
proteinas de um mesmo grupo.

Segundo PAIVA et alii 990> e WALLACE et alii
(1990>, para se ter um alto conteudo de lisina e triptofano,
associado com dureza do grac. o genétipo também tem que ter um

alto teor de gama-zeina.

O objetivo do presente estudo foli viabilizar o uso
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de um cDNA da protetina ‘gama-zeina, ~como sonda marcada com
biotina, em "Southern-blot" de genétipos de milho com diferentes

teores desta fracio proteica.



2. REFERENCIAL TEORICO

21. Proteinas do Milho e sua Caracterizagso

As proteinas do grao de milho podem ser
sequencialmente separadas, de acordo com sua solubilidade, em
quatro fragdes: albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas
COSBORNE & MENDEL, 1914>. A fracdo albumina é composta por
proteinas soliveis em Agua. Juntamente com as albuminas sao
extraidos os aminoacidos livres que estido presentes em pequenas
quantidades na maioria das espécies. As globulinas s&o proteinas
solaveis em solugdes salinas diluidas; apresentando uma
composigao polipeptidica afim as albuminas. Albuminas e
globulinas s&o proteinas metabdlicas, isto &, enzimas; sendo
sintetizadas no inicio do desenvolvimento do grio (MURPHY &
DALBY, 1971; MISRA et alii, 1975; TSAI, 1979; SHEWRY et alii,
1981>)., A terceira fragdo extraida ¢é composta por proteinas
solaveis em solugbes de 4alcool e 4gua, as prolaminas; e se
constitul na maior das quatro fragdes, em termos de quantidade. A
dltima fragdoc €& composta por proteinas soluveis somente na

presenga de solugido alcalina diluida ou na presenga de Acidos, as



glutelinas (WOLF et alii, 1967 e 1969).

O endosperma representa em torno de 85% do peso
seco de todo o grio de milho, na maturidade; e contém
aproximadamente 70% de toda a proteina do mesmo. As quatro
fragbes proteicas, albumina, globulina, preolamina e glutelina,
constituem em torno de 3%, 3%, 60X e 34%, respectivamente, das
proteinas do endosperma, quando o milho é cultivado sob adubagiio
nitrogenada adequada C(HANSEL et alii, 1973).

As prolaminas dos cereals s&o caracterizadas pelo
alto conteudo de prolina e glutamina, dai o nome prolamina; e um
baixo teor de aminoacidos essenciais, prinéipa.lmente lisina e
triptofano. O baixo conteudo destes dois aminoacidos essenciais ¢
basicamente o responsavel pela baixa qualidade proteica dos
cereais (SHEWRY et alii, 1981; LARKINS, 1988; SHOTWELL & LARKINS,
1989).

SHEWRY et alit (1981) consideram ser mais valido
classificar as proteinas do grido somente em dois grupos, tendo
como base as suas fungdes; estes dois grupos seriam as proteinas
de reserva e as proteinas que tém fungio estrutural e/ou
metabdlica.

As prolaminas s&o frequentemente citadas com um
nome comum que ¢ derivado do género do cereal de origem; no caso
do milho - Zea mays L. - as prolaminas sso designadas zeinas
CTSAI, 1983). As =zeinas fornecem aminoé&cidos, nitrogénio e
esqueletos carbénicos para o desenvolvimento das plantulas
(SHOTWELL & LARKINS, 1989).

KODRZYCKI et alii (1989> demonstraram que genes

codificando zeinas s#o regulados a nivel da transcrigio; nio



existindo evidéncias da transcrigéo de nenhum gene em tecidos
como foliar e de raiz.

A extragéo e purificagiio das zeinas tém sido
assunto de diversas investigagdes desde a sua descoberta por
Gorham em 1822. Esta fragido proteica é uma mistura de diversos
grupos de proteinas com comportamento similar quanto a
solubilidade (ESEN, 1986).

Somente na década de 70, com o desenvolvimento de
procedimentos mais eficientes para a separagéo e caracterizagso
de proteinas, é que a validade da clagsificagio proposta por
OSBORNE & MENDEL <1914)> foi questionada e buscou-se modifica-la.
Muitog procedimentos de extragio tém sido publicados, todos
baseados na solubilizagio das =zeinas com solventes orgénicos. De
uma maneira geral, estes procedimentos sofrem duas limitagbes.
Primeiro, a extragdo dos varios tipos de =zeinas é incompleta, de
forma que elas s#o extraidas em fragdes multiplas; e, segundo,
dependendo da presenga ou auséncia de agentes redutores, varias
proteinas podem ou nic vir a ser extraidas pelo mesmo solvente.
Como consequéncia, a nomenclatura é complexa e confusa (SHEWRY et
alit, 1981; PAIVA et alii, 1990; WALLACE et alii, 1990).

As prolaminas da maioria dos cereais sio misturas
complexas de proteinas, onde algumas podem estar ligadas entre si
por pontes dissulfidicas; formando complexos proteicos de alto
peso molecular. Diferengas na solubilidade e no potencial de
algumas proteinas de se ligar por pontes dissulfidicas ou de se
associar com outras proteinas, tém dificultado o isolamento e a
caracterizagé#o das prolaminas por métodos quimicos tradicionais.

Porém, a analise de clones de cDNA correspondentes a mRNA’s e



genes de prolaminas tém possibilitado a dedugio da estrutura
primaria destes polipeptideos (SHOTWELL & LARKINS, 1989).

Usando clones de DNA isolados de ‘“biblioteca de
genes” ou a partir de mRNA’s de =zeinas, PARK et alii <1980)
demonstraram que as zeinas podem ser classificadas em diversas
familias. Esta heterogeneidade genética das zeinas pode ser
explicada pelo fato das mesmas nio apresentarem atividades
cataliticas e, portanto, existir menos pressio de selecdo contra
este tipo de protetina.

Em ESEN (<1986 e 1987) s#o relatados estudos na
procura de um procedimento que possibint.ase a separagio das
Zeinas em fragdes compostas por polipeptideos unicos e distintos.
Embora os resu.lt.adbs mostrem que a extragio de zeinas,
sequencialmente com 4&lcool e 4alcool contendo um agente redutor,
niéo produz fragcées com composigiio polipeptidica distinta; ele
descreve um procedimento que separa as zeinas em trés fragoes de
solubilidade distinta e que sdo denominadas alfa, beta e
gama~-zeina (TABELA 1).

Para propor essa nomenclatura ESEN (1987) baseou-se
em evidéncias quanto a solubilidade, composigéo de aminoacidos,
tamanho, heterogeneidade de carga, estrutura primaria, ocorréncia
nos corpos proteicos, propriedades cromatograficas e relagdes
imunolégicas das trés fragdes descritas.

Outra nomenclatura que cabe salientar é a descrita
em LOPES (1989> e WALLACE et alit (1990), que divide as zeinas em
quatro fragdes distintas estruturalmente: alfa-zeina (PM 19 e 22
KD)>; beta-zeina (PM 14 KD); gama-zeina ((PM 16 o 27 KD>; e

delta~zeina (PM 10 KD). Embora com pesos moleculares diferentes,



TABELA 1 Classificagdo das =2einas quanto a solubilidade, segundo
procedimento proposto por ESEN <1987).

B T T —

Zeinas a IE] ¥

T T L pr—

% da zeina total 78-85 10-15 5-10

Peso Molecular dos

polipept.ideos 10, 21 e 25 17 e 18 27
Propanol 50-95%, v/v Sols

Propanol 30-85%, v/v Sol.
Propanol 90%, v/v Insss

Propanol 30%, v/v +

30mM NaOAc C(pH 6,00 Ins. Sol. Sol.
Propanol 0-80%, v/v +

agente redutor Sol.
T ————————

2 Soluvel/sz Insoluvel.



os materiais de PM 14, 16, 19 e 22 KD descritos por WALLACE et
alii (19903, sio os mesmos materiais de PM 17, 18, 21 e 25 KD
relatados por ESEN (1987), respectivamente.

Todas as trés fragbes, a, 3 e p-zeina, sio
extremamente heterogéneas quando separadas por focussao
isocelétrica C(IEF>. A fragio alfa-zeina apresenta acima de 25, a
beta apresenta acima de 20, e a gama em torno de 14 a 16
componentes de IEF ou variantes de carga. As sub-fragdes PM 19 e
22 KD, componentes da fragéo alfa-zeina, apresentaram 4 e 5
bandas principais, respectivamente (WILSON & LARKINS, 1984; WANG
& ESEN, 1986).

Ndo se sabe se cada um dos componentes de IEF
representa o produto de um gene estrutural separado. Desde que as
zeinas consistem de um grupo de proteinas hidrofébicas, ricas em
amida, fatores tais como: agregagio, desaminagéo, pontes
dissulfidicas e modificagbes pés-tradugéio podem contribuir para
heterogeneidade de cargas (TSAI, 1983).

| A analise da composiglio de aminoscidos das fragoes
a 1 (PM 17 KD> e y, revela um conteudo de prolina de 10, 8 e
25%, respectivamente. Do mesmo modo, o conteudo de glutamina ¢,
respectivamente, 20, 19 e 16%X. Todas ss0 essencialmente isentas
de lisina e triptofano. Embora todas as trés fracgtes sejam ricas
em prolina, glutamina e aminoacidos hidrofébicos; em geral, cada
uma tem uma composigdo unica que as distingue entre si. Por
exemplo, o alto teor de prolina (25%) e histidina ¢8%) da
gama-zeina; o alto. teor de metionina 10%) e tirosina 8% da
beta-zeina; e o alto teor de leucina C(20%) e fenilalanina (6%) da
alfa~zeina (ESEN, 1987).



Para a alfa-zeina, o tamanho das proteinas
processadas varia de 210 a 245 aminoacidos; sendo que todas elas
tém altos conteudos de glutamina (25%), leucina ¢20%), alanina
(15%> e prolina (11%), e nenhuma foi identificada que contenha
lisina. Uma caracteristica importante que distingue a alfa-zeina
é a presenga de uma sequéncia de 20 aminoacidos repetida em série
na regido central da protetna (GERALGHTY et alit, 1981; PEDERSEN
et alii, 1982>. MARKS et alii (1985) sugere que este evento de
duplicagéo explique uma possivel origem das PM 22 KD a partir de
um gene de PM 19 KD.

WILSON & LARKINS (1984) usaram clones de cDNA de
tréds classes de zeinas de alto peso molecular ¢(PM 15, 19 e 22 KD)
como sondas para quantificagso de locos em "Southern-blots" de
DNA genémico. O numero total de locos encontrado codificando para
PM 22, 19 e 15 KD, assumindo que nioc tenha ocorrido hibridag&o
cruzada e em condigées de baixa severidade, foi de 24, 54 e 2 a 3
locos, respectivamente.

A fragdo gama-zeina esta distribuida na periferia
dos corpos proteicos (LUDELIV et alii, 1984). Esta fragho serve
come uma reserva de nutrientes, mas também deve ter uma fungso
estrutural nos corpos proteicos. WANG & ESEN (1986> langam como
hipétese a participagio da fragido gama-zeina como esqueleto ou
revestimento na superficie interna da membrana dos corpos
proteicos, onde ela forma uma rede por ligagdes dissulfidicas
consigo ou com outras proteinas ricas em cisteinas, facilitando o
empacotamento de proteinas dentro dos corpos proteicos.

Ao transferir banda de gama-zeina de um gel de IEF

para um filtro de nitrocelulose e reagir com um anticorpo
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especifico para j)-zeina, WANG & ESEN (1986) observaram que
ocorreu reagao com todas as variantes de carga. Acredita-se que
as variantes de carga s#o, pelo menos em parte, um aprtefato
resultante de iInteragdoc de y-zeina e reagentes quimicos
utilizados no processo, ou com ela prépria, dando agregados
devido ligagbes covalentes e n#o-covalentes.

A fragio gama-zeina é formada por uma unica banda
difusa nos géis de poliacrilamida. A presenga de duas bandas, com
polipeptideos de tamanho distintos, dentro da fragio gama-zeina ¢
evidente em alguns géis (ESEN, 1987).

PRAT et alii (1985) reconhe;:eu cinco regides
distintas e consecutivas na sequéncia de aminoacidos da fragéo
gama-zeina: um segmento NHz-terminal de 11 aminoacidos, uma
regido com um hexapeptideo "Pro Pro Pro Val His Leu" repetido
oito vezes em sequéncia, uma sequéncia alternante Pro-x entre os
residuos 70-91, uma regiso rica em cisteina entre os residuos 92
e 148, e um segmento COOH-terminal rico em Gin.

O sequenciamento da regisio NHz-terminal de um clone
de y-zeina, por ESEN <¢1985) e WANG & ESEN (19865, confirmou mais
uma vez a existéncia do hexapeptideo "Pro Pro Pro Val His Leu"
repetido oito vezes em sequéncia, além de um octapeptideo "Gln
Pro his Pro Cys Pro Cys Gin" repetido duas vezes.

Enquanto a fragio y-zefna é estruturalmente
distinta tando da a quanto da f-zeina; ela apresenta duas regisdes
internas homélogas ao PM 15 KD. Essas regides de homologia
provavelmente possibilitam uma pequena taxa de reagio cruzada
entre PM 15 KD e um anti-soro especifico para »-zeina (SHOTWELL &

LARKINS, 1989>. Além de possibilitar a ocorréncia de hibridagso
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cruzada em "Southern-blots"” sob condigées nio severas.
2.2. Melhoramento da Qualidade Nutritiva do Milho

Em decorréncia do alto teor de zeina no endosperma
do grao do milho, as variedades tradicionalmente plantadas sio de
baixa qualidade nutritiva. Isto fez' com que as 2zZeinas se
tornassem o centro de atengdo em programas de melhoramento da
qualidade nutritiva do milho.

A busca por variabilidade devido a mutagdes nos
locos estruturais foi um dos caminhos bropostos para o
melhorament.o da qualidade nutritiva do milho. Com isso,
iniciou~se uma procura por variedades comerciais, linhagens
exoticas e espécies relacionadas que apresentassem zeinas com
lisina (SHEWRY et alii, 1981). Hoje se sabe que este caminho nio
foi logrado devido ao fato de que genes codificando para zeinas
‘com lisina n3do sao comuns CLARKINS, 1988). Para utilizar
processos de melhoramento convencional, isto ¢, recombinagéo e
selegéio, seria necessario que todos o8 componentes codificados
por uma familia multigénica apresentassem algum teor de lisina
(SHEWRY et alii, 1981).

Outro caminho proposto foi o uso de mutagénese para
a produgdo de linhagens nas quais o aumento do teor de lisina
ressultasse de mutagbes nos genes que codificassem para =zeinas. O
fracasso deste caminho se deu devido & necessidade de se mutar
grande parte dos componentes de uma familia multigénica; visto
que a mudanga de um ou poucos componentes certamente teria o

aumento do conteludo de lisina diluido a um nivel que ndo
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permitiria sua detecgdo pelos procedimentos de selegdo (SHEWRY et
alii, 1981).

O primeiro resultado positivo na busca pelo aumento
da qualidade nutritiva do milho se deu com a identificagéo, por
MERTS, BATES & NELSON <1964), de um alelo mutante recessivo -
Opaco 2 (02> - que, quando em homozigose, a linhagem apresenta um
teor de lisina no endosperma duas vezes maior que o encontrado
nos materiais tradicionalmente plantados. Este alelo, como muitos
outros identificados desde ent&c, ¢ oriundo de mutagso espontanea
em loco que nido codifica para zeinas.

O aumento do conteudo de lisina & sempre seguido
por uma redugsdo do conteudo de prolaminas. Estas mudangas s#o
normalmente devido ao efeito de genes unicos; sendo que nenhum
destes genes mutantes tenha um efeito direto na sintese de lisina
ou outro aminoacido. Portanto, o aumento do valor nutricional &
devido a redugdo do conteudo de zeinas, com aumento percentual
das outras proteinas ricas em lisina. A maloria dos genes
mutantes selecionados s&o melhor denominados "mutantes de baixo
teor de prolamina" que "mutantes de alto teor de lisina" <DOLL,
1984).

Animados com a descoberta desse alelo, melhoristas
de milho de todas as partes do mundo comegaram a transferi-lo
para as variedades elites de milho comercialmente utilizadas.
Porém, os gridos desses milhos que haviam recebido o alelo opaco-2
apresentaram, ligado ao aumento da qualidade nutritiva, uma série
de caracteristicas agronémicas desfavoraveis, dentre elas:
produgdo de 8 a 15% menos que as variedades tradicionais, maior

suscetibilidade a doengas e pragas devido ao grio ser mole,
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menor tamanho e densidade do grio (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1988).

Porém, foi possivel modificar esses efeitos e
produzir os genétipos QPM, que associam altos teores de lisina e
triptofano com alta produtividade, aparéncia tradicional e dureza
do gr&do. Esse trabalho foi inicialmente desenvblvido pelo CIMMYT
(Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo), no
México; e baseou-se no uso combinado de dois sistemas genéticos
envolvendo o gene opaco-2 e modificadores genéticos deste gene
C(VASAL et alii, 1982; VASAL, 1984).

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante,
dois foram os novos caminhos propostos para aumentar a qualidade
nutritiva do milho: isolar genea de zeinas, modifica-los in vuvitro
e reinserir os mesmos no genoma; modificar a expressio dos genes
existentes para aumentar a sintese daquelas proteirlas com
composigdo aminoacidica dese javel.

O fato da fragiéo zeina ser a mais abundante no
endosperma do milho tem permitido o est.udo dos elementos
moleculares envolvidos neste sistema especifico de proteina (mRNA
e genes), bem como de varios passos de regulagdo na transcrigio e
tradugido de mRNA de zeinas (TSAI, 1983).

LARKINS (1987) estudou a possibilidade de inserir
trincas de nucleotideos que codificarido para lisina em
polipeptideos de a-zeina, sem afetar a sintese, mobilizagdo e
armazenament.o a nivel de corpos proteicos. Resultados
preliminares indicam que a adigdo de uma uUnica trinca ndo tem
afetado a dinamica desta proteina; porém, nidoc se sabe se um

numero maior afetara a mesma; o que ¢ de se esperar. A adigdo de
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uma ou mais trincas de nucleotideas depende basicamente do local
onde as mesmas irdo ser inseridas, isto ¢, se numa regido vital
ou nio para a proteina.

A modificagdo de um ou poucos genes de proteinas de
reserva podera nido ser suficiente para alterar significativamente
a composigdo de aminoacidos do gréo. Isto devido ao fato das
fragoes proteicas, que compdem as zeinas, serem codificadas em
sua mailoria por familias multigénicas. Portanto, para se ter um
impacto significativo na qualidade nutritiva, o gene modificado
tera que ser expressado a um nivel muito maior que qualquer outro
gene de proteina de reserva (SHEWRY et aliti, 1981).

Da mesma forma que os gendtipos 02, os QPM’s
apresentam baixos teores de alfa e beta-zeina em comparagio com
os milhos normais. &) gene mutante opaco-2 nao afeta
significativamente a expressido de genes de y-zeina ao nivel de
RNA. Existe uma alta correlagio entre o nivel de modificagio de
um QPM e a quantidade de y-zeina; quanto menos melhorado o QPM,
menos y-zeina o mesmo contém C(WALLACE et alii, 1990,

A quantidade de triptofano e lisina presente no
endosperma dos milhos QPM é, pelo menos, duas vezes malor que a
encontrada nos milhos normais; um tergo menos que a encontrada
nos mutantes opaco-2 e aproximadamente igual a encontrada nos
mutantes floury-2. O conteudo de y-zeina, medido por ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbant. Assay), nos milhos QPM é duas vezes
maior que nos gendtipos opaco-2 e floury-2. Isto leva a crer que
para ter um alto conteido de lisina e triptofano, associado com
endosperma duro, o genétipo deve também ter um alto teor de

r-zeina (PAIVA et alii, 1990; WALLACE et alii, 1990D.
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2.3. Sonda de DNA Marcada com Biotina

O wuso da tecnologia de sondas de DNA cresceu
vertiginosamente nos uUltimos anos. Este crescimento se deu
principalmente na area médica, onde esta tecnologia ja ¢
largamente utilizada a nivel de diagnose de doengas infecciosas,
genéticas e adquiridas; além de veiculo de avangados estudos
basicos a nivel da tecnologia de DNA recombinante. Na &rea
vegetal, o uso desta tecnologia ainda nao se fez sentir de uma
maneira tiso forte como na area medica; porém, muito tem sido
feito para o desenvolvimento de procedimentos de diagnose de
doencas de plantas, além de buscar aprofundamento cada vez maior
a mvel da tecnologia de DNA recombinante, visando capacitar o
melhoramento vegetal com ferramentas de apoio ao mesmo, tais
como: transferéncia génica & selegao via marcadores genéticos
(RFLP’s).

A marcagéo das sondas, utilizadas nos estudos com a
tecnologia de sondas de DNA, tem sido realizada na maioria dos
casos com 1isotopos radicatives. Quatro tipos de isétopos

radioativos s#&o0 frequentemente utilizados, sdo eles: 32?, 358,

1311 e 3H. Destes, o 32

P, que emite raios 3, & o mais utilizado.
A alta energia da particula especifica do isétopo <>‘108 cpmrugd
leva a uma sensibilidade de detecgdo extremamente alta (DYKES et
alii, 1986; SHELDON et alii, 1986; MALCOLM & FIGUEIREDO, 1988).

Porém, o uso do SZP apresenta uma série de
desvantagens: a> a limitada mela-vida apresentada por este

isotopo <(10-14 diasd, o que elimina a possibilidade de produzir

"kits" de sondas estaveis; b) a extrema precaugdo, quanto a
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seguranga que deve ser seguida para o manuseio do mesmo, chega a
ser incdmoda; ¢) a dificuldade de se dispor do material
remanescente em decorréncia do baixo, mas sempre presente risco
radioat.ivo;. d) o alto custo do material e a dificuldade de compra
do mesmo, visto que todo ele & importado; e> as limitagoes da
quantidade permitida para ut,ilizaf;éo; £> a necessidade de
equipamento especial; e g) a necessidade de 1-5 dias para o
adequado desenvolvimento do processo de detecgao (BECKMANN &
SOLLER, 1986; DYKES et alii, 1986; SHELDON et alii, 1986; MALCOLM
& FIGUEIREDO, 1988; MEDEIROS et aqalit. 1989; TAKAHASHI et alii,
1989).

Como contra-partida a todas essas limitagoes ao uso
de isétopos radiocativos, ¢ desenvolvimento de marcadores de sonda
nao radioativos tornou-se prioritario para a solugido destes
problemas e para que a tecnologia de sondas de DNA possa ser
aplicada rotineiramente em estudos a nivel de genética humana,
animal e vegetal. A biotina (vitamina H) apresenta uma série de
caracteristicas que a torna um candidato ideal para a marcagao
de sondas de DNA; tais como a especit“icidade e a persisténcia da
interagao biotina e avidina - uma glicoproteina do ovo com 68 KD
-, apresentadc uma das malores .cons't.antes de ligagséico conhecida
Kdm 10" %) (LANGER et alii, 1981 e 1982).

O uso de sondas marcadas com biotina foi
primeiramente descrito por Davidson e colaboradores (éHELDON et
alii, 19860 em aplicagoes que nao x'equerém a sensibilidade
necessaria para os atuais experimentos a nivel de

"Southern-blots". Neste trabalho eles ligaram quimicamente a

biotina ao RNA, via citocromo ¢ ou pontes poliaminicas, e usaram
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estes complexos RNA-biotina como sondas em hibridagéo 1in situ
CLANGER et alii, 1981). Embora este procedimento tenha sido
satisfatério para Davidson e colaboradores, um procedimento mais
simples e mais geral se fazia necessario. Foi tendo como base
este pressuposto, e acreditando que a biotina ligada diretamente
a um nucleotideo funcionaria mais adequadamente como um eficiente
substrato para polimerizagio de sondas de DNA marcadas, que
Langer e colaboradores iniciaram estudos visando a sintese
enzimatica de polinucleotideos marcados com biotina.

Dos trabalhos de LANGER et alii (1981 e 1982)
obteve-se a sintese de analogos de dUTP e UTP, que contém uma
molécula de biotina ligada covalentemente a posgigdc c-5 da
pirimidina por uma cadeia de atomos de cgrbono de tamanho
variavel. Estes nucleotideos s#&0 eficientes substratos para
polimerizagao de DNA ou RNA in vitro. Além do mais,
polinucleotideos polimerizados com nucleotideos marcados com
biotina mostraram caracteristicas de desnaturagio e reassociagio
que foram compativeis com o uso dos polinucleotideos como sondas.
O que sugere que estes possam ser utilizados, em conjunto com
reagentes apropriados de imuno-fluorescéncia, de afinidade ou de
imuno-histoquimica, para det.eét.ar ou localizar sequéncias
especificas em cromosomas, células, cortes citolégicos e "blots".

O fato da avidina se ligar aleatoriamente aoc DNA e
a cromatina, levou ao desenvolvimento de um sistema de detecgéo
alternativo. Este sistema utiliza a estreptavidina, um analogo da
avidina, que ¢ isolado a partir da Streptomyces avidini, e que
exibe ligagiio especifica a biotina no nucleotideo marcado sem se

ligar aleatoriamente ao DNA e a cromatina. A estreptavidina é uma
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proteina de 60 KD, com quatro sitios de ligagdo para a biotina e
similar constante de ligagiao, quando comparada com a avidina
CLANGER et alii, 1982; UPDYKE & NICOLSON, 1985).

Embora o uso de polinucleotideos marcados com
biotina apresentasse uma série de vantagens quando comparado com
a marcagao com isétopos radiocativos; isto 6, consideravel
diminuicdo do tempo requerido para determinar os sitios de
hibridagédo, estabilidade quimica das sondas marcadas por mais de
dois anos e meior a 40(:, resultados reproduziveis mesmo apés
longo tempo de armazenamento das sondas marcadas, e menor
coloragao nao-especifica; a grande desvantagém dessas sondas
marcadas com biotina era a falta de sensibilidade necessaria para
a detecgao de genes de copia unica com menos de 2 Kb. Porém, os
metodos até entao utilizados eram protétipos, o que possibilitou
© estudo buscando alternativas, tanto a nivel do processc de
marcagao, quanto a nivel do processo de detecgio, lque elevassem o
grau de sensibilidade de ate entao (LANGER et .alit, 1982; LEARY
et alii, 1983; MANUELIDIS, 1985; DYKES et alii, 1986).

O uso de sondas de fita simples especifica, obtidas
por polimerizagdo da fita sense do DNA do bacteriéfago Mi3, tem
se mostrado como um mecanismo béstahte eficiente no aumento da
eficiéncia de hibridagdc, quande comparado com sondas advindas de
"Nick-translation”. A construgio deste tipo de sonda se torna
possivel pela existéncia de uma sequéncia unica que sev posiciona
no lado 5’ do sitio mialtiplo de clonagem; esta sequéncia &
utilizada como um ‘primer"” que orienta a sintese da fita
complementar sem que o inserto seja copiado (HU & MESSING, 1982;

MEDEIROS et alii, 1988 e 1989; MACEDO et alii, 1989).
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As razdes teéricas do aumento da sensibilidade
devido ao uso de sondas especificas clonadas em Mi3 sdo descritas
por HU & MESSING (1982) e SHELDON et alii (1986>. Dentre outras,
cabe salientar que, devido ao fato da regilio de hibridagido das
sondas clonadas em Mi3 serem de fita simples, elas podem hibridar
com o DNA alvo mais ef‘icient.emonte._ Somente uma fita da sequéncia
especifica est4 presente na sonda, impossibilitando a hibridagio
entre os segmentos de fita simples da sonda e evitando a
concorréncia com a hibridagdo a nivel de DNA alvoe. A fita sense
do DNA M13 tem em torno de 7 Kb de comprimento, enquanto as
sondas oriundas de “Nick-translation"” geralmente tém menos de 1
Kb, o que torna o sistema que utiliza o Mi3 teoricamente possivel
de acomodar um numero maior de nucleotideos marcados com biotina
(HU & MESSING, 1982; SHELDON et alii, 1986).

Por causa do genoma do bacteriéfago Mi13 ndo ser
inserido dentro de uma estrutura pré-determinada, nido existe um
limite rigoroso para o tamanho do DNA de fit,a simples que sera
envolto pela capa proteica. O tamanho da capa proteica, que
envolve o ssDNA Mi3, varia de acordo com a quantidade de DNA que
ela contém (MANIATIS et alii, 1989).

O bacteriéfago Mis gera grande quantidade de
moléculas de DNA que carrega a sequéncia de uma das fitas do
fragmento de DNA inserido. Este DNA de fita simples e circular
serve como molde para gerar sondas de DNA marcadas com biotina em
uma das fitas (HU & MESSING, 1982; MEDEIROS et alii, 1988 e 1989;
MACEDO et alii, 1989; MANIATIS et alii, 1989).

A Unica limitagdo do sistema de produgio de sonda

utilizando o Mi3 é que o DNA alvo ni#o deve conter a fita <-> do
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gene lacZ. A razao desta limitagiio ¢ o fato da fita <¢+> do gehe
lacZ, que fica préxima a regido onde foi inserido o inserto,
também n#o ter sido duplicada CHU & MESSING, 1982).

TAKAHASHI et alii (1989 descreve um sistema
alternativo de marcagido de DNA usapdo biotina. Este sistema tem
como base o uso de hexanucleotideqs’ aleatdrios que sio utilizados
como "primer’s” na sintese de DNA marcado; segundo os autores foi
obtido um limite de sensibilidade abaixo de 20x10-183.‘

Buscando o aumento da sensibilidade da te‘cnolosia
de sondas de DNA marcadas com biotina, muitos autores buscaram
desenvolver métodos colorimétricos que possibilitassem uma
visualizagdo com resolugdo e sensibilidade superior & encontrada
nos métodos de detecgdo via autorradiografia. A utilizagdo da
alta constante de ligagio da estreptavidina com a biotina,
conjuntamente com técnicas padroes de colbraqéo baseadas nos uso
da fosfatase alcalina ou peroxidase, mostrou ser um importante
sistema que possibilita a detecgio da sonda marcada com biotina,
apés a hibridagéo com o DNA alvo. A maneira pela qual esta reagéo
de detecgiio deveria proceder, para que fosse obtido um alto grau
de resolugsio, foli a preocupagiio seguinte. Dos processos estudados
o que utiliza o conjugado -Est.rept.avidina-l:‘osfatase alcalina
apresenta uma sensibilidade em torno de 50 vezes superior a
sensibilidade obtida com os reagentes iImunolégicos ou de
afinidade previamente utilizados. Este sistema Ja tem
possibilitado a visualizagio de sequéncias presentes ao nivel de
uma cépia por célula (LANGER et alii, 1982; LEARY et alii, 1983;
SEYFERT, 1985; DYKES et alii, 1986; SHELDON et alii, 1986;

MALCOLM & FIGUEIREDO, 1988; MEDEIROS et alii, 1988 e 1989; MACEDO
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ot alii, 1989; TAKAHASHI et alii, 1989).

Embora alguns sistemas de “marcagio-a~frio",
utilizando biotina, e alguns dos sistemas de detecgdo da mesma ja
possibilitem uma visualizagdo com sensibilidade e resolugio igual
ou superior as autorradiografias; estudos tém continuado visando
obter sistemas ainda mais vantajosos. WHITEHEAD et alii (1983
descreve o uso de Bio-luminescéncia catalizada pela HRP
C(Horseradish Peroxidase); este sistema pode ser detectado tanto
por autorradiografia quanto pelo uso de um ‘luminometro”, além de
ter um tempo de detecgilio de minutos e uma sensibilidade comparada

32

com P. Recentemente, FOSTER et alii (1985) desenvolveram a

fotobiotina, a qual apresenta a vantagem de n#o requerer nenhuma

enzima para detecgéo.

2.4. Isolamento e Purificagido de DNA Genémico

O DNA alvo, seja qual for a fonte, deve preencher
um requerimento essencial, isto ¢, deve ser de alto peso
molecular. O isolamento de DNA de alto peso molecular que seja
adequado para a digestdo com endonucleases de restrigio pode ser
um sério obstaculo ao progresso de estudos a nivel molecular em
muitas espécies (KAISER & MURRAY, 1985; DOYLE et alii, 1990).

E inevitavel que se proceda certo grau de quebra
durante o isolamento do DNA genémico das células, isto devido a
choque mecanico durante o ©processo e a agdo de enzimas
degradativas liberadas durante a ruptura das células. Estas
enzimas degradativas se encontram principalmente no citoplasma e,

de uma maneira geral, os procedimentos descritos na literatura

22



.W.%’m.? N . - 4

niAo0 se preocupam erﬁ separar inicialmente o nucleo do restante da
célula, exceto em um dos procedimentos descritos por DAVIS et
alii <1986).

Uma fonte comum de quebra mecanica é o excesso de
mistura das solugdes de DNA viscosas; especialmente quando os
protocolos demandam diversos ciclos de extragio com fenol ou
outros solventes orgéanicos (KAISER & MURRAY, 1985). O uso destes
solventes organicos se faz necessario quando da inativagdo e
remogéoc de enzimas que sao usadas em um dos diversos passos de
purificagdo do DNA. Porém, medidas adicionals s#o0 necesséarias
quando o DNA ¢ purificado de misturas comp;lexas de moléculas,
isto é, de células lisadas. Neste caso ¢ comum remover a maioria
das protetnas por digestio com enzimas proteoliticas, como
pronase e proteinase K; que sdo ativas contra um amplo espectro
de proteinas nativas, as quais sidoc posteriormente extraidas com
solventes organicos C(MANIATIS et alii, 1982).

O uso de detergentes fortes como agentes de lise
nio somente liberam o DNA, mas, simultaneamente, age como um
inibidor de atividade de DNAses endégenas. Apés a lise, a solugdo
torna-se viscosa devido a presenca de DNA de alto peso molecular.
A partir deste estado avangado, é essencial que a quebra mecanica
seja levada a um minimo, isto e, processos como misturas,
homogeneizagdo, expulsio através de plpetas e agulhas de
seringas, devem ser evitados ao maximo C(KAISER & MURRAY, 1985).

Os vegetais s#o particularmente notérios - pela
dificuldade de se trabalhar com eles em alguns procedimentos de
isolamento de DNA, principalmente pelas caracteristicas inerentes

a parede celular que envolve o protoplasto vegetal. Além do mais,
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um procedimento que trabalha com um grupo de plantas pode nio ser
satisfatério com outro, isto devido a diversidade encontrada
entre as plantas e seus compostos secundarios (DOYLE et alif,
1990>

DOYLE et alii (1990 também citam que métodos que
requerem grandes quantidades de tecido, devido a baixa produgdo
de DNA, s#o desvantajosos quando necessita isolar de um grande
numero de individuos. Os métodos que utilizam gradiente de CsCl
(Cloreto de Césiod consomem tempo e sido caros.

Desde SAGHAI-MAROOF et alit (1984), alguns autores
tém salient.ado uso de procedimentos com CTAB
(Hexadocyltrimethylammonium bromided, os quais se caracterizam
por serem relativamente baratos e por apresentarem alta produgso
de DNA a partir de pequena quantidade de tecido CHOISINGTON et
alii, 1988; UMC RFLP Manual, 1989; DOYLE et alii, 1990).

25. O pUC8 e o Ciclo Bilolégico do Bacteriéfago Mi3

O plasmideo pUC8 & um elemento extracromosomal
circular, de fita dupla, apresentando 2655 pares de bases e dois
genes marcadores. principais: o séne lac e o Ampr. O gene lac ou
gene da B—galéctosidase permite, quando presente e funcional, a
formagao de colénias azuis em placas contendo X-Gal
(5-Bromo-4-Chloro-3-Idolyl-3-p-Galactosidase) e IPTG
(Isopropylthiogalactoside). O gene Ampr é o gene que confere
resisténcia a ampicilina. O gene lac apresenta um sitio mualtiplo
de clonagem onde foi inserido o fragmento »ZM5 (Figura 1).

A figura 2 mostra, em termos gerais, o ciclo
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FIGURA 1. Plasmideoc plUCS8 mot.rando dois genes marcadores
principais, Ampr (resisténcia ao antibiético

ampicilina) e lac (3~galactosidased. O gene da
-galactosidase apresenta um sitio de clonagem, onde

sdo realizadas as insergdes neste plasmideo.
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FIGURA 2. Ciclo Biolégico do Bacteriéfago Mi13. A introdugso do
DNA na bactéria hospedeira ¢ feita via infecgdo ou
transformagdo. Uma vez introduzido o DNA M13 CFR)
parental ¢ formado, e, a partir dele, é produzida a
progénie de FR; até 22200 cépias, quando passa a
produzir somente ssDNA (+>. O ssDNA (4> recebe a capa

proteica na altura do espago periplasmatico e, através

de um mecanismo nio litico, é expulso da bactéria.
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biolégico do bacteriéfago Mi3. As duas mais importantes vias de
introdugéio do DNA do bacteriéfago Mi3, recombinante ou nido, nas
células da bactéria hospedeira sido: a infecgéio, processo que
exige que o bacteriéfago tenha DNA de fita simples e que se
encontre envolto pela capa proteica; e a transformagéo,
procedimento em que tanto o DNA de fita simples sem capa
proteica, quanto o DNA de fita dupla - forma replicativa (FRY -
pode ser usado para transformar as células da bactéria
hogpedeira. A transformagido utilizando DNA Mi3 CFRY> ¢ mais
eficiente que a utilizando ssDNA M13 C(MESSING, 1981),

Uma vez dentro da célula da bactéria hospedeira, a
fita nonsense do Mi3mpi8, com ou sem inserto, serve como molde
para a sintese da fita sense complementar; formando assim, a
forma replicativa parental do DNA viral. Esta forma replicativa
do DNA viral ¢ entido amplificada até atingir em torno de 200
coplas por célula, quando entio somente a fita nonsense continua
a ser sintetizada. Com isso, a fita nonsense se associa com a
capa proteica na altura do espago periplasmatico e, através de um

mecanismo ndo litico, ¢ expulsa da bactéria hospedeira (MESSING,
1981; MANIATIS et alii, 1989).

2.6. Marcagiio via "Nick-traslation"

A reagio de marcagio via “Nick-translation"” é
utilizada par# a introdugéo de nucleotideos, radicativos ou
marcados com biotina, em fragmentos de DNA a serem utilizados
como sondas. Esta reagio de marcagiio ¢ dependente de duas

enzimas: DNAse I e DNA Polymerase 1.



A DNAse I ¢ uma endonuclease que hidrolisa DNA de
fita simples ou fita dupla, produzindo uma complexa mistura de
oligonucleotideos com extremidade 5’ livre. Na presenga de Mc*z a
DNAse 1 ataca cada fita de DNA independente e aleatoriamente. A
quantidade de cortes realizados na fita de DNA a ser marcada é um
fator que interfere diretamente na eficiéncia da marcagdo, de
forma que poucos cortes levam a uma incorporagido ineficiente de
nucleotideos marcados, enquanto o numero elevado de cortes leva a
um DNA bastante hidrolisado e de pequeno tamanho para a maioria
dos experimentos. A DNA Polymerase I atua no processo com trés
atividades enzimaticas distintas; primeirameni.e ela atua como
exonuclease no sentido 3’4 5%, pretirando os nucleotideocs com
radical OH lvre, que foram gerados pelo corte com DNAse 1.
Posteriormente, a DNA Polymerase I atua como polimerase no
sentido 5’ 3’, introduzindo um nucleotideo no local gerado pela
agiio de sua atividade de exonuclease 3’4 5’ concomitantemente, a
atividade de exonuclease 5’+ 3° da DNA Polymerase I retira o
nucleotideo com extremidade fosfato livre gerado pela agdo da
DNAse 1.

As atividades de exonuclease 5’ 3’ e polimerase
5’ 3’ continuam enquanto a reagio nio for interrompida, e se tem

uma fita molde (SCHLEIF & WENSINK, 1981; MANIATIS et alti, 1982;
DAVIS et alii, 1986).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivares

Como fonte de DNA genémico foram utilizados oito
materiais obtidos no Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo
C(CNPMS/EMBRAPA), Sete Lagoas, Minas Gerais. A tabela 2 apresenta
uma caracterizagiao dos oito materiais utilizados. A distribuigéo
em trés grupos - QPM, normal e mutante - foi feita de acordo com
© padrdo proteico da fragio zeina apresentado em eletroforese
C(Figura 3D.

O grupo QPM caracterizou-se por apresentar o maior
teor de y-zeina dos trés grupos, e foi composto por CMS 450, CMS
451, CMS 453 e CMS 454. O grupo normal caracterizou-se por
apresentar teor intermediario de y-zeina quando comparado com os
demais grupos, e fol composto por BR 106 e BR 201. O grupo
mutante apresentou o menor teor de y-zeina dos trés grupos, e foi
composto por um mutante 0z C(IAC 02 IV) e um mutante Flz (Dent.ado
Composto Fl2).

Plantas, com trinta dias da semeadura, foram

lofilizadas (Continuous Freeze Dryer, New Brunswick Scient.ific
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TABELA 2. Relagiio e Caracterizagao dos Materiais de Milho
Utilizados Neste Estudo.

Material Endosperma Origem Grupo
Cor Tipo

m-n-..---------n-----------------------“.------um.-

CMS 450 Branco Dent.ado Pop. 63-Blanco QPM

C{variedade) Dentado 1 QPM

CMS 451 Branco Dentado Pop. 64-Blanco QPM

Cvariedade) Dentado 2 QPM

CMS 453 Amarelo Flint Pop. 65-Yellow QPM

(variedade) Flint. QPM

CMS 454 Amarelo Dentado Pop. 66-Yellow QPM

(variedadeo) Dent.ado QPM

BR 106 Amarelo Dentado Tuxpefio 1 X Normal

(variedade) Tuxpefios Brasileiros

BR 201 Amarelo Semi-Dent. Normal

Chibrido)

IAC 1 02 1V Branco Amilaceo Mutante

C(variedade)

Dentado Branco Amilaceo Mutante

Composto Fl2 '

(variedade)
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FIGURA 3.

SDS-PAGE da fragac =zeina dos materiais utilizados neste

estudo. BR 106 <CA>; BR 201 (B); CMS 450 dC); CMS 451

<D>; CMS 453 (E)>; CMS 454 (F); Dentado Composto Flz

(G@>; IAC 02 IV (H>. Gama-zeina <Q7KD), Alfa-zeinas (22

e 19KD>.
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C.O., Inc/ Edison, N. J.,, USA> e imediatamente moidas em moinho
com malha 0,5mm. Cada amostra foi composta do material de uma
anica planta, e estocada a =-20°C ate o isolamento do DNA

genémico. Foram preparadas e armazenadas 50 plantas de cada uma

das oito cultivares.
3.2. Obtengdo do Fragmento »ZM5 Marcade com Biotina

O fragmento de DNA »ZM5 utilizado como sonda ¢ um
dsDNA de y-zeina, com aproximadamente 900 pares de bases,
descrito por ESEN et alit (1982) e WANG & ESEN <¢1986>. O
fragmento foi obtido no laboratério do Dr. Brian A. Larkins da
Universidade do Arizona/USA, na forma de uma colénia de bactéria
E. coli, cepa DHSx, transformada com o plasmideo pUC8, que trazia
inserido no seu sitio multiplo de clonagem o fragmento »ZMS.

Visando obter o DNA plasmidial hibrido pUC8-yZM5 em
quantidade e elevado grau de pureza, celulas de DHSa
transformadas foram multiplicadas em 2% Lennox L Broth Base com
Sug/ml de ampicilina, por uma noitg a 37°C sob agitagao. O
isolamento e a purificagdo do plasmideo hibrido se deu pelo
metodo "Plasmid Mini Preps" (UMC RFLP Manual, 19893, que consiste
da lise das células da bacteria com 25mM Tris-Cl <{pH 8,0>, 10mM
EDTA <pH 8,05, 50mM de glucose e 5mg/ml de lisozima. Para a
liberagdo do DNA e precipitagaoc da membrana plasmatica tratou-se
com 0,2M NaOH + 1% SDS (Sodium Dodecyl Sulfated e com 3M KOAc CpH
5,5); a degradagao do RNA se deu por agao da RNAse A 10mg/mb>
por 20’ a 37°¢c. Purificou-se com fenolicloroférmio <1:11); e a

precipitagao se deu com adigao de NH«OAc para concentragéo final
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de 1,5M e de 1,5X volume de ETOH 95% (-20°C>, incubando-se por
30° a -80°C e centrifugando a 15.600 rpm/iS’/‘IOC. O excesso de
sal foi retirado com lavagens sucessivas com ETOH 80%; e o
precipitado foi ressuspenso, apos ter sido seco a vacuo, em TE-pH
8,0.

A separagao do I ragmento pZM5 foi Tfeita por
digestao do plasmideo hibrido pUC8-,ZM5 com as endonucleases de
restrigaoc Eco R1 e Sal 1 (WANG & ESEN, 1986>. Estes dois sitios
de restrigao encontram-se somente. e em uma uUnica coépia cada no
sitio multiplo de clonagem do pUC8 (Figura ).

A digestao do pUC8-yZM5 com endonucleases de
restrigao foi seguida de eletroforese em minigel de 1% agarose
(Horizontal Gel Eletrophoresis System - Model H6 - BRL), que, a
30V716mA/10Watts durante trés horas, permitiu separar os dois
fragmentos de DNA de fita dupla - yZM5 e pUC8 - de acordo com o
t.amanho.

A recuperagaoc do fragmento »ZM5 do minigel de
agarose fol feita conforme o protocolo descrito pela IBI para o
modelo UEA (Unidirecional Electroelutor, Analytical). A
eletroeluigao unidirecional se deu em tampio 20mM Tris-Cl <pH
8,00 + 0,2mM EDTA + 5mM NaCl, paré tampao de alta salinidade C(10M
NH4OAc + 0,img/mi de Azul de Bromofenol), a 125 Volts por 30’. O
DNA foi precipitado em 2,5X volume de ETOH 95% (-ZOOC)
incubando-se a -80°C por 380’ e centrifugando a  15.600
ppm/15’/4°(:. A lavagem do excesso de¢ sal foi feita pela adigio de
ETOH 80% ¢-20°C) e centrifugacao a 15.600 rpm/15’/4°C. Apés as

lavagens, o DNA foi ressuspenso em TE-pH 7,5 e armazenado a

-20°¢.
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FIGURA 4. Sitio maltiplo de clonagem do plasmideo pUCs
apresentando uma unica cépia de sitio de restrigio
para Eco R1 e para Sal 1; as quals s#o utilizadas
para que este plasmideco possa receber o fragmento
YZMs.
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A marcagdo do fragmento yZM5 se deu em solugsdo de
marcagao com 20uM de dNTP’s <(conforme nucleotideo marcado
utilizado), 1ug do fragmento »ZM5, 20 uM de nucleotideo marcado
com biotina, 2 unidades de DNA Polymerase I e 100 pg de DNAse 1,
para um volume final de 50ul; por 90’°/15°C (BIUGENE Manual,
1989>. A reagio de marcagio foi interrompida por adigio de EDTA
(pH 8,00 e SDS para uma concentragido final de 30mM e 0,1%,
respectivamente.

A separagdo do yZM5 dos nucleotideos lvres na
solugéo de marcagido se faz necessaria, antes do uso da sonda
biolégica no processo de hibridagido, para que esses nucleotideos
nio incorporados ndo viessem a se ligar com o DNA alvo,
dificultando o© reconhecimento, por parte da sonda, da sequéncia
complementar & mesma no DNA alvo.

A filtragem em gel de Sephadex G50 <(coarse)
possibilita um processo rapido e quantitativamente eficiente de
recuperagio da sonda biolégica C(BluGENE Manual, 1989). (o)
protocolo de purificagio utilizado no presente trabalho é uma
variagdo do "Spun-Column Procedure" descrito por MANIATIS et alii
(19825, e consistiu em filtrar a solugdo de marcagdo em uma
coluna de Sephadex G50 (coarse) equilibrado em TE-pH 8,0 e
empacotado em seringa descartavel de iml. A filtragem se deu por
centrifugagao da coluna por 1500rpm/5’/temp. ambiente; sendo

aproveitados os dois primeiros picos.

3.3. Obtengsdo do M13mpi18-y2ZM5 Marcado com Biotina

Objetivando a insergio do fragmento yZM5, fez-se
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uma preparagae inicial do DNA do bacteriéfage Mi3mpi8 (FRD. Esta
preparagao, que visa gerar extremidades coesivas do fragmento a
ser inserido, procedeu pela digestao do DNA Mi3mp18 <FR)> com
endonucleases de restrigac. As endonucleases de restrigido
utilizadas foram Eco R1 e Sal 1, as quais apresentavam sitios de
restrigao unicos no satio mn.ltiplp de clonagem do Mi3mpi8
(Figuras 5 e 6).

A insergao do fragmento yZM5 do DNA Mi3mpi18 (FR)
linear procedeu conforme DAVIS et alil <1986, onde ambos
fragmentos sao ligados em solugao contendo T4 DNA Ligase.

A bacteria E. coli, cepa JM 103, foi selecionada em
meio M9-Glicose (DAVIS et alii, 1986) e as bactérias se tornaram
competentes crescendo em 2% Lennox L Broth Base a 37°C, sob
agitagao, até atingir uma densidade 4tica de 0,3 a 600nm e sendo
posteriormente tratadas em 30mM CaCl2 (MESSING, 1981: DAVIS' et
alit, 1986).

A transformagao das celulas de JM 103 competentes
foi feita por choque teérmico da solugdo contendo as células
competentes e o DNA Mi3mpi18-y2ZMS5 (FR); obtido incubando a mesma
por 40’ no gelo/agua e por 5 a 37°C (DAVIS et alii, 1986).

A selegao da JM 103 transformada foi feita por
processos de colorggcao das colénias (DAVIS et alii, 1986). Os
vectores da série Mi8mp carregam um pequeno segmento de DNA de E.
coli, na sua maior regido intergénica, que contém as sequéncias
regulatérias e as informagoes para os primeiros 146 aminoacidos
do gene da g3-galactosidase (lacZ), além de um sitio multiplo de
clonagem inserido neste segmento.

Para que a bactéria hospedeira possa ser infectada
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FIGURA 5. Representagio esquematica do DNA vector Mi3mp18 (FRD
apresentando um gene marcador principal, o lac2

(A~galactosidase), o qual comporta um sitio multiplo de
clonagem.
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FIGURA 6. Sitio multiplo de clonagem do bacteriéfago Mi3mp18,
apresentando uma cépia de sitio de restrigio para Eco
Ri e Sal 1; as quais sio utilizadas para preparar o

local de insergdo do fragmento ¥ZMS.
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pelo bacteriéfago M13, é necessario que a mesma carregue o
plasmideo F’; este plasmideo carrega um gene da [I-galactosidase
com defeito que codifica para um polipeptideo enzimaticamente
inativo. Quando o fragmento amino-terminal da proteina
-galactosidase, produzindo em todas as células com um vector
Mi3mp, associa-se com o polipeptideo defeituoso, forma-se uma
proteina enzimaticamente ativa. A essa associagiio é dado o nome
de a-complementagdo. As colénias das bactérias onde se processa a
oa-complementagido, quando plaqueadas em meio contendo IPTG
(Isopropylthio-3-p~galact.osidase) e X-Gal <S-bromo-4-chloro-3-
indolyl-3-p-galactosidase), apresentam coloragéo azul.

A presenga do sitio multiplo de clonagem, inserido
no gene da f-galactosidase presente no DNA dos vectores Mi3mp,
nido compromete a a-complementagéo; porém, insergdes adicionais de
DNA neste sitio destréi a a-complementagio e gera recombinantes
que produzem colénias brancas de crescimento retardado, quando
plaqueados em meio com IPTG e X-Gal C(MESSING, 1981; DAVIS et
alii, 1986; M13 CLONING/DIDEOXY SEQUENCING INSTRUCTION Manual,
1988; MANIATIS et alii, 1989).

Apés o choque térmico, a solugiéio onde fol realizada
a transformagido foli misturada a 3ml de Top-Agar (2% Lennox L
Broth Base <+ 0,8% Agar-Agar) com 10ul de 10% X-Gal (em
Dimetilformamida - DMF) e 10ul de 0,IM IPTG e incubada a 37°C por
24 horas (DAVIS et alii, 1986).

Colénias individuais de JM 103 transformadas foram
coletadas e transferidas para 2ml de meio de cultura (2% Lennox L
Broth Base) e incubadas a 37°C por 6-7 horas, sob agitagéo. Apoés

este periodo, foram transferidos 1,2Zml da cultura para um
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microtubo de 1,5ml e centrifugados a 8.000 rpm por 5’ para
separar as células de JM 103 do ssDNA Mi3mpi8-yZM5. O
sobrenadante foi misturado com 200ul de 27% PEG-6000 em 3,3M
NaCl, incubado por 1 hora a 4°c e centrifugado a 15.600 rpm por
5’. O sobrenadante foli descartado e o precipitado ressuspenso em
650ul de "Low Tris Buffer" (100mM Tris-Cl (pH 8,0> e O0,1M EDTA
(pH 8,07). Adicionou-se entido 40ul de 40% PEG-6000 e 5SM NadCl,
incubando-se por 30" a temp. ambiente. Apés nova centrifugagio,
descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu o precipitado em ‘“Low
Tris Buffer', tratou-se com RNAse A e purificou-se o DNA com
fenol, fenol:cloroférmio 111> e cloroférmioioctanol  (24:1). &
DNA fol precipitado adicionando-se NaOAc para 0,3M, 2,5X volume
com ETOH 95% (-20°C), incubando a -80°C por 30’ e centrifugando a
15.600 rpm/iS'/4°C. O ssDNA Mi3mpi8-yZM5 foi ressuspenso em TE-pH
8,0 ¢ armazenado a -20°¢c.

A marcagiéo da sonda y2ZM5, clonada no bacteriéfago
Mi3mpi8, com nucleotideos ligados a biotina, fol feita por
adaptagio de uma estratégia de marcagio originalmente descrita
por HU & MESSING (1982). Esta adaptagido descrita por MEDEIROS et
alii (1988 e 1989) e MACEDO et aqlit <1989, é baseada no
anelamento do 17-base probe pri:ﬁer (8’-TCATGGTCATAGCTGTT-3’, BRL)>
com a regido 5 do sitic miltiplo de clonagem da fita molde
nonsense do DNA Mi3mpi8-y2ZM5; gerando, desta forma, um terminal
OH lvre, que ¢ condigio prioritaria para a agido de polimerizagdo
da fita sense pela enzima Klenow Fragment DNA Polymerase 1. Com
esta adaptagio foi obtida uma sonda constituida de um inserto nio
marcado e de fita simples, ligado a uma longa cadeia de fita

dupla marcada com biotina (Figura 7).
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FIGURA 7. DNA Mi3mp18-yZM5 apresentando uma regiadao especifica com
fita simples (yZM5) e uma regiio com fita dupla. A fita

(-2 apresenta nucleotideos marcados com biotina.
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Para o anelamento tratou-se a solugdo contendo o
seDNA M13mp18-y2M5 (3ugd> + 17-base probe primer <10ng> + 1X
Polymerase Reaction Buffer <(BRL)> por 5’ em agua fervente, e
deixando-se esfriar em banho por aproximadamente 40’ até atingir
a temperatura ambiente.

A polimerizagédo da fita sense do DNA Mi13mp18-)»2ZM5
foi feita adicionando 10mM DTT, 10 unidades de Klenow Fragment
DNA Polymerase I, 40ug de Biotina-11-dUTP, dCTP e d4TP, e 4uM
dATP; e incubou-se a 15°C por 90’. Quando o nucleotideo marcado
com biotina era analogo de dATP, isto &, Biotina-7-dATP ou
Biotina-14-dATP, usou-se 40uM de todos os nucleotideos.

A marcagiio foi interrompida por adigdo de EDTA (pH
8,00 e SDS para uma concentragio final de 30mM e 0,1%,

respectivamente; filtrada em coluna de Sephadex G50 <(coarse) e

armazenada a 4°C.

3.4. Avaliagédo dos Nucleotideos Marcados

Buscando avaliar se o tipo de nucleotideo marcado
com biotina, influenciava ou nio no grau de resolugioc do sistema;
realizou-se um ''Southern-blot” tendo como DNA alvo o fragmento
rZM5 em 16 concentragoes distintas. Como sonda fol utilizado o
mesmo fragmento marcado com um dos trés nucleotideos ligados a
biotina existentes no mercado, Biotina-7-dATP, Biotina-14-dATP e
Biotina-11-dUTP. O sistema de detecgio utilizado fol o baseado no
conjugado SA-AP (Estreptavidina-Fosfatase alcalina).

Os nucleotideos Biotina-7-dATP e Biotina-14-dATP

s80 analogos de dATP e apresentam uma molécula de biotina ligada
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a posigdo 6 da purina por uma cadeia carbénica de 7 e 14 aAtomos,
respectivamente. O nucleotideo Biotina-11-dUTP & analogo de dTTP
€ apresenta uma molécula de biotina ligada a posigio 5 da
pirimidina por uma cadeia carbénica de 11 atomos.

O fragmento yZM5 foi utilizado como DNA alvo em 16
concentragbes distintas, variando’ de 25 nanogramas a 0,7
picogramas, numa diluigdo em série. O suporte sélido utilizado
foi membrana de nylon Nytran 045y - Schleider & Schuell). O
fragmento YZMms, utilizado como sonda fol marcado via

"Nick-translation”; e as lavagens pés—-hibridacio foram feitas a

temperatura ambiente.
3.5. Isolamento, Purificagido e Quantificagio de DNA

Todas as metodologias de isolamento de 4Acido
desoxirribonucleico de alto peso molecular testadas, isolam tanto
o material genético cromosomal quanto o material genético
extracromosomal, e é a este grupo de DNA que convencionou-se
chamar, no presente trabalho, de DNA genédmico ou DNA alvo.

O uso da trituragéio do tecido em nitrogénio liquido
CMANIATIS et alii, 1982; HOISINGTON et alii, 1988; DOYLE et alid,
1990 exige que o material seja recém-colhido, além do isolamento
ter que ser processado logo apédés a trituragédo; impossibilitando a
armazenagem do mesmo. Cabe salientar que num processo de
aplicagédo da técﬁica de fragmentos polimérficos de DNA, como
ferramenta de auxilio ao melhoramento vegetal, serio observadas
oportunidades em que o numero de materiais a serem avaliados

superara as possibilidades de isolamento e purificagéio de DNA em
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laboratérios de estrutura similar ao Laboratério de Biotecnologia
do CNPMS/EMBRAPA. Com isso, optou-se por um pré-tratamento
composto de liofilizagdo e moagem do  tecido foliar, com
consequente armazenamento a -ZOOC, até que se possa proceder ao
isolamento e purificagao do DNA.

Visando identificar um procedimento de isolamento e
purificagédo de DNA que melhor se adaptasse as condigées do citado
laboratoério, buscou-se neste trabalho avaliar diversos protocolos
propostos na Hteratura, ao mesmo tempo que tentava-se
desenvolver um protocole mais eficaz que os demais.

Pelo método de HOISINGTON et alii 1988>, o DNA
genémico foi extraido incubando 400mg de tecido lofilizado e
moido em 9ml de tampao de extragao CTAB [0,iM Tris-Cl <(pH 7,5,
0,5M Nadl, 0,1M EDTA (pH 8,00, 0,14M 3-mercaptoetanol, 1%
CioHezNBr (CTAB - PM 364,5g>]1 a 60°c90’. A purificagao se deu
por sucessivas misturas com cloroférmio:octanol 24:1> o
centrifugagbées a 3.000 rpms/10’/temp. ambiente. Apés o tratamento
com 500ug de RNAse A por 30’, o DNA fol precipitado em &6ml de
isopropanol (-200(]), lavado em 76% ETOH + 0,2M NaOAc por 20’ e em
76% ETOH + 10mM NH<«OAc por 10’’; e ressuspenso em TE-pH 7,5.

O método descrito no UMC RFLP Manual <(1989) segue o
protoceolo acima descrito; porém, apés a precipitacdo do DNA, o
mesmo foi ressuspenso em TE-pH 7,5 por uma noite. Seguindo-se
novo processo de purificagdo por mistura com igual volume de
fenol e centrifugagdo a 3.000 rpm-/10’, e por mistura com igual
volume de cloroférmioc:octancl (24:1> e nova centrifugagao. O DNA
foi novamente precipitado adicionando 50ul de B5M NaCl e 2,5ml de

ETOH 95% ¢-20°0). Ap6és a segunda precipitagdo, segue-se as
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lavagens ja& descritas em HOISINGTON et alii (1988).

Seguindo protocolo de DOYLE et alii (19905, o DNA
gendmico foi extraido incubando-se 400mg de tecido lofilizado e
moido em tampio de isolamento CTAB (100mM Tris-Cl <(pH 7,55, 20mM
EDTA <pH 8,0). 2% CTAB, 1,4M NaCl, 0,028M -mercaptoetanoll a
65°c.30°. A purificagio se .deu por mistura com
cloroférmio:octanol (24:1> e centrifugagico a 3.000 rpm/10’/temp.
ambiente. Os acidos nucleicos foram precipitados adicionando 6ml
de isopropanol ¢-20°C> e incubados em ETOH 76% + 10mM NH4OAc por
pelo menos 20’, seguindo-se entdo o tratamento com RNAse A (1ul
de 10m¢/ml)/30'/37°c. O DNA foi entdéo precipit.'ado adicionando~se
2X wvolume com TE-pH 7,5 ou dH20, NH4OAc <pH 7,70 para
concentragiio final de 2,5M, e 2,5X volume de ETOH 95% ¢-20°C)>.

Dois protocolos forem adaptados: no protocolo A,
400mg de tecido lofilizado e moido foram incubados em 10ml de
0,5M EDTA <(pH 8,00 + 0,5% N-Lauroylsarcosine + 1img proteinase K,
por 15’/658°C e por 12 horas/37oc, sob agitagiio d150rpmd). A
purificagéio se deu com cloroférmio-alcool isoamilico <(24:1> e
centrifugagéio a 3.000 rpm/10’/temp. ambiente. Os acidos nucleicos
foram precipitados adicionando 1710 do volume de 3M NaOAc, 2X
volume de Agua destilada e 20ml de ETOH 95% (-20°C); e lavados em
76X ETOH + 10mM NH4OAc por pelo menos 20’. Apés a lavagem, os
&cidos nucleicos foram secos A vacuo por 15’ e ressuspensos em
4,5ml de TE-pH 7,5. O RNA foi degradado utilizando-se 10ug/ml de
RNAse A durante 30°'37°C, e nova puriﬁca;ﬁo se deu adicionando
NaOAc para 0,3M e igual volume de cloroférmiocialcool isocamtlico
C24:1>. O DNA foi precipitado adicionando-se 6m1 de ETOH 95%

(-20°C); seguindo~se as lavagens descritas em HOISINGTON et alit
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€1988).

O protocolo B foi uma adaptagido do protocolo A,
onde se utilizou a solugiio de extragido descrita em HOISINGTON et
alit (1988).

A quantificagido do DNA genémico é necessaria para
viabilizar © uso adequado das em.:lonucleases de restrigido, bem
como para padronizar DNA dos diversos materiais a serem
estudados.

Dois foram os procedimentos avaliados para a
quantificagdo do DNA gendémico: espectrofotometria e uso de
padroes de DNA de alto peso molecular. No primeiro procedimento
utilizou-se de uma caracteristica que ¢é inerente aos 4acidos
nucleicos, isto e, de absorver luz ultravioleta t&o
eficientemente que a absorbancia Jdptica na faixa ultravioleta de
260nm pode ser usada como uma medida rapida, precisa e ndo
destrutiva de quantificagido (SCHLEIF & WENSINK, 1981; MANIATIS et
alit, 1982)>. O segundo procedimento utiliza padrdes de DNA de
alto peso molecular (DNA do fago A> com concentragsées conhecidas
para, através de comparagdo visual de intensidade de bandas em
géis de agarose, processar a quantificagio.

Para quantifica§éo via espectrofotometria,
adicionou-se 10ul de DNA ressuspenso em TE-pH 7,5 em 990ul de
agua destilada e foli feita a leitura da absorbancia a 260nm. Para

calculo da concentragio utilizou-se a seguinte equagdo C(MANIATIS

et alii, 1982).

Conc.Cug/ul>=e__A260 x 100 x S0+€
1000411
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3.6. "Southern-blot"

O objetivo da digestdo com endonucleases de
restrigido foli gerar uma gama de fragmentos de DNA, de tamanhos
diferentes, e em quantidade suficiente para viabilizar a detecgéo
da sonda marcada com biotina utilizada na h.ibridaqé'o.' A
quant.idade do fragmento que tem que se posicionar na mesma regido
do gel de agarose apés a eletroforese, a qual possibilitara a
detecgéo da sonda ¢ maior quanto menor for a resolugiio obtida com
a sonda e com o sistema de detecgao utilizados.

De uma maneira geral, buscou-se utilizar as
endonucleases de restrigdo que nido apresentavam sitios de
restrigao no fragmento yZ2MS5, o qual tinha a sua sequéncia de
bases conhecida. As reagoes de digestido com endonucleases de
restrigédo seguiram orientagado descrita por HOISINGTON et alit
(1988>. A solugdo de digestido consistiu de 1X tampio de digestdo
#3 (BRL), 10ug de DNA gendmico (MANIATIS et alii, 1982> e 30-50
unidades de Eco R1 (BRL> num colume de 300ul. A digestio se deu a
37°¢ por 24 horas; parando-se a reagido com NaCl suficiente para
uma concentragao final de 0,25M. A precipitagéo se deu
adicionando 2,5X o volume com ETOH 952 (-20°C>, incubando por 30’
a -80°C e centrifugando por 15.600 rpm-15’/4°C. O excesso de sal
fol retirado com lavagem do precipitado em ETOH 80%; apés a
lavagem, o mesmo foi seco a vacuo e ressuspenso em TE-pH 7,5.

Visando padronizagao dos trabalhos buscou-se
trabalhar com gel de agarose 0,6%, tampido de corrida TBE 1X
CMANIATIS et alii, 1982), e 30Volts/16mA/10Watts. O yempo de

corrida variou de acordo com o objetivo da eletroforese, sendo de
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3 horas para as eletroforeses que tinham como objetivo separar
poucos fragmentos de tamanho distintos (pUC8 e rZMS), quantificar
DNA de alto peso molecular e avaliar taxa de contaminagdo com
RNA. As eletroforeses com objetivo de separar fragmentos de
restrigdo, gerados pela digestdo do DNA genémico, processavam-se
por 20 horas.

Apds as eletroforeses, os géis eram coloridos em
500ml de agua destilada + 50ul de Brometo de etidio <(10mg/mi>/20’
para que os DNA’s pudessem ser visualizac_los com luz ultravioleta
254nm.

Os fragmentos de DNA separados bor eletroforese em
gel de agarose foram desnaturados em 1,5M NaCl + 0,5M NaOH por
30’ e o gel foi neutralizado em 1,5M NaCl + 1M Tris~Cl pH 7,9
por 30’. Os fragmentos foram entdo transferidos para o suporte
solido - "Southern-transfer" - (SOUTHERN, 1975), utilizando~se da
capilaridade, em 20X SSC MANIATIS et alii, 1982> durante 18
horas, e imobilizados a 80°C/thora a vacuo. As posigbes relativas
dos fragmentos de DNA no gel sé&o preservados durante a
transferéncia (MANIATIS et alii, 1982). _

A existéncia de uma variedade de sitios niio )
especificos de ligagdo nos suportes soélidos utilizados C(membrana
de nitrocelulose e’ de nylon), onde se ligam ndo somente a sonda,
mas também alguns reagentes utilizados durante o processo de
detecgido, determina a necessidade de um bloqueio destes sitios.

Utilizou-se a solugdio de bloqueio proposta por
DYKES et alii (1986 - 1% Caseina hidrolizada enzimaticamente, 3%
Calf Skin Gelatin (Sigma>, 0,005% Tween 20, O0,5M NaCl e 0,IM

Tris~Cl (pH 7,50 - em dois momentos, apés a imobilizagio do DNA

48



no suporte sodélido (por 6 horas a 50°C> e apés as lavagens
pos-hibridagdo (por 1 hora a temp. ambiente).

Embora a cinética de hibridagdc de sondas marcadas
com biotina seja, virtualmente, idéntica a de sondas marcadas com
radioisétopos; a modificagaoc de alguns pontos na condigdo padréo
utilizada baseou-se em DYKES et qlii (1986> e MEDEIROS et alit
(1988 e 1989) e foi composta por 45% formamida, 105 Dextran
Sulfate (Sigmad, 85X SSC, 0,1% SDS, 20mM fosfato de sédio
monobasico <(pH 7,00, 0,02% PVP-40, 0,2% ficoll-400 e 0,02% Calf
Skin Gelatin (Sigma). A hibridagio se deu a 42% por 24 horas.

Seguindo a hibridagao, as membranas foram lavadas
por 2x5’ a temp. ambiente com 2X SSC + 0,1% SDS, 2x5’ a t.emp.
ambiente com 1X SSC + 0,1% SDS, 2x30° a 60°C em 0,1X SsC + 0,1%
SDS e 1x30” a temp. ambiente em 2X SSC. A ligagédo do conjugado
SA-AP/BRL a biotina marcando a sonda se deu incubando as
membranas em solugdo de 1:1000 de SA-AP: "Complex Dilution
Buffer'" (0,i1M Tris-Cl (pH 7,55 + 5% Tween 20] por uma hora. Antes
das membranas serem colocadas no t.ampio de coloragido <0,IM Tris,
0,iM NaCl, SmM MgClz - pH 9,1 contendo 200ug/ml de BCIP e
S0ug/ml de NBT, as mesmas foram lavadas por 4x10’ em 0,IM Tris-Cl
(pH 7,55 + 0,5M NaCl e por 2xi5’ no tampido de coloragdo sem BCIP
nem NBT.

A coloragdo se processou por 3 horas a temp.
ambiente e no escuro. a reagdoc de coloragio foi interrompida

lavando-se as membranas com agua destilada e secando a vacuo por

20’ a 80°c.
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3.7. DNA de Rhizobium sp. e o Fragmento PCQ 15

Tendo em vista a doagdo, por parte da Prof 2 Nad ja
M2 H. de sa Carneiro do Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Minas Gerais, de DNA gendémico de estirpes de Rhizobium
sp. com alto grau de pureza e com taxa minima de degradagio, além
do fragmento de DNA de fita dupla PCQ1S <4Kb); decidiu-se,
concomitantemente aos trabalhos com DNA gendmico de milho, testar
o uso deste fragmento como sonda marcada via ‘'Nick-translation’.
Para tanto os DNA’s genfmicos de estirpes de Rhizobium sp. foram
digeridos com a endonuclease de restrigio Eco Ri; e o PCQ15
marcado com Biotina-14-dATP ou Biotina-11~dUTP nas mesmas

condigoes descritas anteriormente para o fragmento »ZM5.
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4. RESULTADOS E DISCUSSZXO

As amostras de tecido foliar preparadas, mesmo apés
um ano de armazenagem, apresentaram-se aptas ‘para o isolamento e
a purificagido do DNA genémico. O tempo de armazenagem nic pareceu
influenciar na qualidade do DNA gendmico isolado; porém, o t.empo
maximo que o material podera ficar armazenado nido foi
determinado.

Como pode ser observado na figura 3, o grupo QPM
apresenta um teor de y-zeina (27KD> superior aos demais, sendo
seguido pelo grupo normal, e por ultimo, o grupo mutante. £
visivel também o menor teor de alfa-zeinas dos QPM’s e do mutante
Dentado Composto Flz quando comparados com o grupoc normal.

O protocolo utilizado para a selegdo de E. coli
(DHSa> transformada com pUC8-yZM5, se mostrou eficiente; nio
apresentando nenhum problema de contaminagdo nas diversas vezes
em que o mesmo fol utilizado. Os protocolos de clonagem,
isolamento e purificagdo do plasmideo hibrido pUC8-yZMS5 foram, no
seu conjunto, eficientes. Os mesmos possibilitaram a obtengédo de
concentragoes sempre em torno de 1ug/ul, quando ressuspensos em

50l de TE-pH 8,0; além de alto grau de pureza, mesmo quanto a
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RNA, visto que s6 foi utilizada a RNAse A.

A obtengiéo do fragmento »ZM5 a partir do plasmideo
hibrido pUCB-yZM5 mostrou-se eficiente quanto a digestio com as
endonucleases de restrigiéio Eco R1 e Sal 1, e a separagac em gel
de agarose Porém, o processo de eletroeluigio unidirecional
utilizado para remover o DNA do fragmento yZM5 do gel de agarose
mostrou-se pouco eficaz; recuperando-se cerca de S50% do fragmento
presente no gel.

O protocolo de marcagdo via “Nick-translation"
utilizado <(BIUGENE Manual, 1989), mostrou-se simples, rapido e
eficiente para a incorporagido de nucleotideos marcados com
biotina. Quanto a purificagio do fragmento ZM5 marcado com
biotina, observou-se que a coluna de Sephadex G50 <(coarse) deve
ser equilibrada no mesmo dia da utilizagéio; nio devendo ser
armazenada apés o equilibrio.

Quando o sistema foi testado como um todo, desde o
isolamento e purificagtio do DNA genémico até a hibridago e
detecgio; isolou-se os DNA’s gendmicos dos oito materiais de
milho citados na tabela 2, seguindo o protocolo de HOISINGTON et
alit (1988) e utilizou-se como sonda o fragmento »ZM5 marcado via
"Nick-translation” com o nucleotideco Biotina~7-dATP; e como
controle correu-se, paralelamente aos DNA’s genomicos digeridos,
amostras do fragmento yZM5, para que o mesmo também servisse de
DNA alvo. Em todas as tentativas somente o controle mostrou
resposta positiva, levando inicialmente a supogigéio de que o
unico fator limitante era a resolugdo obtida com este tipo de
sonda. Com isso, ou aumentava~-se a quantidade de DNA gendmico

utilizado a wum nivel compativel com a resolugio obtida, ou
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buscava-se alternativas de melhoria da resolugido obtida até
entio.

O uso de altas concentragtes de DNA genémico
pareceu ilnicialmente ¢ caminho mais sensato a seguir; porém, o
uso de altas concentragbes de DNA resultou numa série de
Umitagées quantoc ao procedimento utilizado no laborat.ério,
inviabilizando esta alternativa. Dentre as mitagbes podem ser
citadas a digestdo em volume superior ao padrédo indicado por
HOISINGTON et alii <1988); o uso de tubos maiores do que o
microtubo de 1,5ml que ¢é padrio para microcentrifugas, com isso
diminuiu-se a eficiéncia de precipitagdo dos ‘'fragmentos apés a
digestéo; e a necessidade de ressuspender os fragmentos de
restrigido em volumes superiores aos orificlos dos géis de
agarose; etc.

Um teste dos nucleotideos marcados com biotina
existentes no mercado, feito para observar se os mesmos
influenciavam ou n#o no grau de resolugdo, foi o passo seguinte.
Como pode ser visto na figura 8, o nucleotideo Biotina~-7-dATP
conferiu ao sistema um grau de resolugéio que permitiu a
visualizagéc de 100 picogramas do fragmento yZM5; este foli o
menos eficiente dos trés nucleotideos marcados utilizados. Os
nucleotideos Biotina~14-dATP e Biotina-11~-dUTP permitiram a
visualizagéo de 12 e 6 picogramas, respectivamente CFiguras 9 e
10>. Cabe salientar que a taxa de ligagoes ndo-especificas obtida

neste experimento nido foi a ideal, chegando a dificultar a
visualizagdo das bandas de menor intensidade.

Segundo GRIERSON & COVEY <1984> uma célula hapléide

de milho apresenta aproximadamente 6,2 picogramas de DNA nuclear

53



DILUICOES

ABCDEFGHIJLMNOD PO

PP
1 s

2 1

2
FIGURA 8. Grau de resolugido obtido com o uso do fragmento PZM5
marcado com Biotina-7-dATP wvia “Nick-translation" 1);
e com o uso do Mi3mpi8-yZM5 marcado com Biotina-7-dATP

via polimerizagido da fita sense (2>. A a Q representam

concentragoes de yZM5 variando de 250ng até 0,75pg,

obtidas por diluigdo em série.
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FIGURA 9. Grau de resolugio obtido com o uso do fragmento vems

marcado com Biotina-14-dATP via "Nick-translation" C1);
e com o uso do Mi3mpi18-yZM5 marcado com Biotina-14~-dATP
via polimerizagido da fita sense (2. A a Q representam

concentragbes de y2ZM5 variando de 250ng até 0,75pg,
obtidas por diluigio em série.
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FIGURA 10. Grau de resolugiao obtido com o uso do fragmento ZM5
marcado com Biotina-11-dUTP via "Nick-translation"
1>, e com o uso do Mi83mp18-»ZM5 marcado com
Biotina-11-dUTP via polimerizacdo da fita sense (2. A
a Q representam concentragées de y2ZM5 variando de 250ng

até 0,75pg, obtidas por diluigao em série.
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e que uma picograma de DNA representa aproximadamente 109 pares
de bases; isto leva a algo em torno de 2,48x101° nucleotideos por
nucleo dipléide de milho. Considerando que o fragmento »ZMS
apresenta em torno de 900 pares de bases (WANG & ESEN, 1986);
buscava-se observar algo em torno de 3600 nucleotideos, o que
equivale a 2 coépias de cada uma das fitas do fragmento »ZM5 por
célula dipléide de milho, isto é; 18x10-?p1cogramas. Como foli
obtida uma resolugiioc que permite visualizar 6 picogramas deste
fragmento em '"Southern-blot"; necessitaria ter DNA nuclear de
aproximadament.e 3,3x106 células de milho, isto é, 41,3
microgramas de DNA nuclear devidamente digerido e imobilizado no
suporte sélido, para que fosse possivel identificar cépilas unicas
de yZM5 nos genomas dos milhos estudados. Isto deu a certeza que
a simples mudanga do nucleotideo marcado era insuficiente para
obter uma resolugdo capaz de possibilitar a identificagiio de
coépia uUnica complementar ao yZM5 em 10ug de DNA gendmico.

Assim, o uso do M13mp18-y2ZM5 foi proposto pelo Dr.
Sérgio Danilo J. Pena do laboratério de genética bioquimica do
departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), com objetivo de melhorar a sensibilidade do
sistema explorando a possibilidade teérica do M13 acomodar um
namero maior de nucleotideos marcados com biotina. Isto Ja vinha
sendo confirmado com a alta resolugdo obtida em trabalhos que tém
sido realizados no citado laboratério com outros insertos no
Mi3mp18 (MACEDO et alii, 1989).

A taxa de transformagio da JM 103 com o DNA
Mi3mp18-y2ZM5 (FR> fol baixa, nas trés vezes em que este processo

foi utilizado. Essa ineficiéncia pode ter sido devido a
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recircularizagdo do DNA Mi3mpi8 (FR> n#o recombinante. Como a
digestdo do DNA Mi3mpi18 (FR)> com as endonucleases de restrigao
Eco R1 e Sal 1 gera dois fragmentos de DNA, o DNA Mi3mpi18 J<FRD
linear e um pequeno fragmento composto dos nucleotideos que
estavam entre os dois sitios de restrigido, e , como esses n#o
foram separados, os dois fragmentos podem ter voltado a se ligar
durante o processo de insergao d.o ryZM5, restabelecendo o DNA
Mi3mp18 <(FR)> niio recombinante.

Embora em quantidade bem menor que a esperada, e
talvez devido a alta taxa de recircularizagdo, fol ainda possivel
obter colénias de JM 103 transformadas com DNA M13mp18-)yZM5; as
quais foram utilizadas para clonagem e isolamento do ssDNA
Mi3mp18-yZM5.

A metodologia de clonagem, isolamento e purificagio
fita nonsense do DNA Mi3mp18-»ZM5 & um processo de obtengdoc em
escala reduzida. Isto foi confirmado ao obter 20ng/ul em meédia,
quando o ssDNA Mi13mpi8-yZM5 foi ressuspenso em 50ul de TE-pH 8,0.
Nio foram observados quaisquer tipo de contaminagédo do DNA quando
utilizou-se estes processos de isolamento e purificagéo.

Os resultados das figuras 8, ¢ 10 e 11 s#&o
exemplos que mostram que a incorporagio dos nucleotideos marcados
com biotina, via polimerizagido da fita sense do DNA M13mp18-y2ZMS
se deu conforme o esperado e independentemente do nucleotideo
utilizado; isto ¢, as condigées descritas realmente produzem uma
sonda constituida de um inserto nido marcado e de fita simples,
ligado a uma longa cadeia de fita dupla marcada com biotina. Se
isto n#éo fosse verdade, niio teria ocorridc a hibridagso

observada.
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FIGURA 11. Fragmentos de DNA de fago A, digerido com Hind III e
marcados com biotina (1>. DNA genémico de uma planta
BR 201 (2> apresentando uma banda para M13mp18-y2ZM5
entre os fragmentos 6,5 e 9,4 Kb C(A>, uma banda difusa
abaixo de 2 Kb (B>, e DNA genémico de milho digerido
com Eco R1 sem apresentar banda para M13mpi8-yZM5 (3 e

4D,
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Buscando avaliar o grau de resolugso obtido com o
uso do Mi3mpi18-y2ZM5 como sonda marcada com biotina, realizou-se
um "Southern-blot" tendo como DNA alvo o fragmento »ZMS nas 16
concentragdes anteriormente descritas. Para a marcagido da sonda
com biotina foram utilizados os trés nucleotideos marcados com
biotina, separadamente. Como o observado na ocasido em que o
sistema de marcagao utilizado fc;i o de "Nick-translation", o
Biotina-11-dUTP forneceu a maior resolugéo, seguido pelo
Biotina-14-dATP e Biotina-7-dATP, respectivamente. Porém, a
resolugdo obtida com este sistema de marcacsio foi inferior a
resolugdo obtida com o sistema de marcagio via “Nick-translation"
para os nucleotideos Biotina-7-dATP (3ng> e para Biotina-14-dATP
(400pg); e igual para Biotina-11-dUTP (6pg> (Figuras 8, 9 e 10D.

Com esses resultados niao fol possivel afirmar que
somente o nucleotideo marcado tenha tornado distinta a resolugéo
no sistema Mi13. Acredita-se que as quantidades de Biotina-7-dATP
e Biotina-14~dATP ut.ilizadas nao tenham levado a uma
polimerizacgao t&o otimizada quant.o quando utilizou-se
Biotina-11-dUTP. Este ponto tem fundamento em MACEDO et alii
(1989>, que indica que tanto a temperatura para polimerizagéo
quanto a quantidade de dATP si#io determinantes da eficiéncia de
polimerizagédo da fita sense do Mi3.

Mesmec com esses resultados, continuou-se os estudos
com o Mi3mp18-yZ2M5 como sonda biolégica, tendo como referencial
o8 resultados obtidos por Pena e colaboradores <(MACEDO et alii,
1989; MEDEIROS et alii, 1988 e 1989). A figura 11 mostra uma
membrana de nitroceluloge trazendo duas bandas de 10ug de DNA

gendmico do BR 201 digerido com Eco Ri. Uma banda, bem definida,
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num fragmento de restrigdo de tamanho entre 6,5 e 9,4 Kb; e,
portanto, podendo apresentar mais de uma cépia do yZ2M5. A outra
banda, embora seja uma banda difusa, apresenta-se em fragmento de
restrigéio de tamanho inferior a 2 Kb. Esta membrana foi obtida
utilizando, como sonda biolégica, o DNA hibrido M13mp18-yZM5 com
fita sense contendo nucleotideos marcados com Biotina-11-dUTP. A
temperatura de lavagem pés-hibrid%éo foi de 6000; isto &, sob
condigoes bastante severas, onde n&o deve ter ocorrido hibridacgéo
cruzada com sequéncias de DNA que codificam para ~Zeina CISKD) e
que apresentam duas regides de homologia com a gama-zeina (27KD>
_CSHOTWELL & LARKINS, 1989). Para se ter certéza que a banda no
fragmento de restrigéo de tamanho entre 6,5 e 9,4 Kb apresenta
somente uma cépia homéloga ac fragmento »2ZM5, e né&o duas ou mais
copias homélogas em série, seria necessario que o DNA se_géqpiqg do
BR 201 fosse digerido com outras enzimas de restrigio com sitios
especificos ine:dspgqt-es no yZM5. Esta d:lgeet.éo teria como
cbjetivo diminuir o tamanho do fragmento de rgqg_t,ri;;{&q que deu
origem a banda para algo em torno de 1,5 Kb, onde & seria
possivel ter uma unica sequéncia altamente homsloga ac fragmento
yZM5. A intensidade da banda pode der uma idéia da existéncia de
uma ou mais cépias.

A memprana de nitrocelulose apresentada na figura
11 trouxe, além do resultado positivo para o DNA genémgq do BR
201, disepidd com Eco R1, dois outros mat.eriais 1399@99%@
isolados pelo protocolo descrito por HOISINGTON et qglit (1988) e
que n#o apresentaram nenhuma banda para rZ:l‘i'-:} Esta membrana,
Juntamente com outros testes de Qigostﬁg pea#;ngs no

laboratorio de Genética Bioquimica da UFMG, sob orientaqéo da
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Pesquisadora Andréa M. Macedo <(em doutoramento ypelo Departamento
de Bioquimica da UFM@), levaram a acreditar que o DNA genémico
isolado pelo protocolo citade n#oc era suficientemente puro; o que
levava, na mailoria dos casos, a uma digestso parcial do DNA
gendmico. Esta digestdo parcial poderia estar impossibilitando
que fosse gerada a quantidade minima necessaria do fragmento de
restrigido que trazia a sequéncia h;:méloga ao fragmento yZM5. Dai
08 outros materiais n#io terem apresentado bandas para yZM5.

Foram avaliados quatro outros protocolos: UMC RFLP
Manual (1989>, DOYLE et alii (1990), protocolo A e protocolo B.
Os protocolos A e B sao modificagbes dos protocolos existentes,
sendo que o primeiro utiliza o detergente N-Lauroylsarcosine como
agente de lise e a proteinase K como enzima proteolitica, e o
segundo utiliza o detergente CTAB como agente de lise.

Quanto a quantidade de DNA de alto peso molecular,
todos os quatro protocolos geraram acima de S0ug a partir de 400
mg de tecido foliar liofilizado. Conforme pode ser visto nas
figuras 12 e 13, os protocolos UMC RFLP Manual <1989>, DOYLE et
alit (1990> e protocolo B, resultaram na obtengio de altas taxas
de DNA fragmentado; além de alta téxa de contaminagido com RNA,
quando comparados com DNA isolado de Rhizobium sp. e com o DNA
obtido pelo protocolo A. Embora o uso de detergentes fortes venha
a inibir a atividade de DNAses endégenas liberadas com a lise
CKAISER & MURRAY, 1985), os resultados levam a crér que sb6 este
fator ndo ¢ capaz de evitar a alta taxa de fragmentagéo;
requerendo que a purificagdo seja acompanhada da adigido de
enzimas proteoliticas de amplo espectro - proteinase K - e

quelantes - EDTA -.
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FIGURA 12. Padroes de DNA genémico isolados. DNA de Rhizobium sp.
- estirpe CENA - (A), DNA’s de milho isolados pelo
protocolo HOISINGTON et alit 1988> (B>, pelo
protocolo A (<G>, pelo protocolo B (D>, pelo protocolo

DOYLE et alii (1990> (E> e pelo protocolo UMC RFLP

Manual 989> FD.
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FIGURA

13

Padroes de DNA gendémico isolados, com repetigoes.
DNA's de milho isolados pelo protocolo UMC RFLP Manual
(1989> (1>, pelo protocolo DOYLE et alii <1990 2>,
pelo protocolo A (8> e DNA’s de Rhizobium sp. -
estirpe CENA - (4> A figura salienta a repetitividade

dos protocolos,
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Todos os protocolos testados foram rapidos e
simples. O protocolo A apresentou uma alta eficiéncia de agéo da
RNAse A, mesmo sendo usada em baixa concentragio, se comparado
aos protocolos HOISINGTON et alit (1988 e UMC RFLP Manual
(1989>. O alto custo da proteinase K, visto que cada amostra
exige 1mg desta enzima, apresentou-se como uUnico fator limitante
ao uso deste protocolo.

Um outro ponto que convém salientar quanto ao
material isolado pelo protocolo A, ¢ a nio degradagdo do DNA com
o tempo; isto ¢, foi observado que todos os outros protocolos
levaram a um aumento da quantidade de DNA degradado durante o
armazenamento a 4°C, O que nao aconteceu com o material isolado
pelo protocolo A. Este aumento da quantidade de DNA degradado
deve-se provavelmente as impurezas na solugédo com DNA,
principalmente quanto as DNAses enddgenas e seus cofatores.

Dos dois métodos de quantificagao de DNA testados,
espectrofotometria e DNA de alto peso molecular com concentragio
conhecida, este ultimo apresentou-se como procedimento mais
completo; tendo em vista que, além da quantificagido do DNA de
alto peso molecular, o mesmo possibilita ter acesso a informagoes
quanto ao DNA fragmentado e ao RNA.

O uso da espectrofotometria exige, para uma precisa
quantificagdo do DNA de alto peso molecular, que a solugdo esteja
Pura; isto ¢, sem significante quantidade de contaminantes, tais
como: proteinas, fenol, agarose, CTAB, fragmentos de DNA de fita
simples e RNA. Como a espectrofotometria mede a quantidade de
radiagao ultravioleta absorvida pela base nitrogenada

constituinte do nucleotideo C(MANIATIS et alii, 1982), a mesma
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leva a quantificagido superestimada; visto que, além do DNA de
alto peso molecular, que ¢é o unico util ao processo, ela
quantifica os nucleotideos livres, os fragmentos de DNA de fita
simples, os fragmentos de DNA de fita dupla gerados durante o
isolamento e a purificagido, e o RNA que por ventura estejam na
amostra.

A quantificagao via comparagido com padrces de DNA
de alto peso molecular com concentragoes conhecidas, embora seja
bastante dependente da observagao pessoal, possibilita considerar
exclusivamente o DNA de alto peso molecular.

A figura 14 apresenta o exemplo de um gel de
agarose com oito padroes de DNA de alto peso molecular, com
concentragdes conhecidas de DNA, e utilizadas para quantificar
oito materiais com volume conhecido. Por exemplo, o DNA gendmico
do CMS 450 mostra intensidade préxima da banda padrao
correspondente a 175ng; como o volume da solugdo com este DNA
gendmico foi de 3ul, a concentragao do CMS 450 - isolado pelo
protocolo A - & aproximadamente 60ng/ul.

Se por um lado a espectrofotometria superestima a
quantificagao quando o DNA gendémico tem alta taxa de degradagao
e/ou contaminagac com RNA; por outro lado, observou-se que ela
pode subestimar a quantificagao quando a amostra tem somente DNA
de alto peso molecular. Para tanto, tem-se como exemplo, © mesmo
DNA gendmico do CMS 450 da figura 14, que apresentou uma
concentragao de 3%5ng/ul pela espectrofotometria. Isto também foi
observado com outros materiais do referido gel.

A digestao do DNA gendémico ¢ dependente do grau de

pureza do DNA e da solugao que o contém. Se a amostra for de alta
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FIGURA 14. Padroes de DNA de alto peso molecular utilizados para
quantificagao de DNA genémico por comparagéo visual.
No alto, da direita para a esquerda, padrdes de DNA de
fago A com 250ng, 200ng, 175ng, 150ng, 100ng, 50ng,
25ng e 12,5ng, respectivamente. No centro, da direita
para a esquerda, DNA de CMS 450, CMS 451, Dentado
Composto Flz, CMS 453, CMS 454, DNA de Rhizobium SPp.

estirpes CIAT, SEMIA e CENA.
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pureza, a digestaoc conforme protocolo descrito por HOISINGTON et
alii (1988) se mostra eficaz. Nio necessitando que a mesma seja
prolongada por 24 horas; isto &, somente 12 horas foi suficiente
para uma digestao total de 10ug de DNA genémico.

A manutengido das posigoes relativas dos fragmentos
de restrigao, por ocasiico da transferéncia dos mesmos do gel de
agarose para a membrana de nitroce;lulose, pode ser visualizada na
figura 15. Nela observou-se que as linhas onde se encontram o DNA
gendmico digerido mantiveram as distancias entre si; além das
bandas apresentadas se mostrarem retilineas e bem definidas.

Decidiu~se, concomitantemente -’ aos estudos
procurando obter um melhor protocolo de isolamento e purificagao
de DNA genémico de milho, utilizar os DNA’s de estirpes de
Rhizobium sp. e o fragmento de DNA de fita dupla PCQ 15 como DNA
alvo e DNA sonda, respectivamente, para avaliar pontos como
membranas, o bloqueio dos sitios ndo especificos, as condigoes
para hibridagdo e lavagens pdés-hibridagdo, e o sistema de
detecgao proposto.

A figura 15 mostra uma membrana de nitrocelulose
apresentando os padrdes pés-detecgéio de seis DNA’s de estirpes de
Rhizobium sp. digeridos com Eco R1 e hibridados com o fragmento
PCQ 15 marcado com Biotina-14-dATP via “Nick-translation'.
Observa-se a diminuta taxa de ligagdes néo especificas, o que
confirma a eficiéncia da solugéoc de bloqueio proposta por DYKES
et alii (1986>. A linha 2 mostra uma mancha representativa de
material parcialmente digerido; a disposigio aleatéria dos
fragmentos contendo sequéncias homdélogas aoc PCQ 15, gera este

tipo de ligagao nao especifica. As linhas 3, 4, 5 e 6 mostram
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FIGURA 15. Membrana de nitrocelulose mostrandos padrdes de
pos-detecgdo de DNA de estirpes de Rhizobium sp.,

digeridos com Eco R1 e hibridados com PCQ15 marcado

com Biotina-14-dATP via "Nick-translation'.
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bandas perfeitas dentre elas encontramos bandas de igual
intensidade e de intensidades diferentes, o que, levando-se em
conta o tamanho do fragmento de restrigdo no qual a mesma se
encontra, pode dar uma idéia da existéncia ou nao de sequéncias
de um mesmo fragmento de DNA repetidas em série dentro de um

mesmo fragmento de restrigao.

O resultado mostrado na figura 11 confirma a
eficiéncia do uso da sonda M18mp18-y2ZM5 marcada com
Biotina-11-dUTP para detecgao de cépia unica do gene que codifica
para y-zelna e que tem menos de 2 Kb. Porém, antes de continuar
estudo com o Mi13, a sugestao seria continuar este trabalho,
testando a resolugao de fragmentos menores de 2 Kb gerados a
partir da digestao do PCQ 15 com endonucleases de restriciao, e
marcados com Biotina-14-dATP ou Biotina-11-dUTP via
"Nick-translation” Para tanto poderia utilizar o PCQ 15, com 4
Kb, como padrao.

A tecnologia de sondas de DNA podera permitir, nos
moldes descritcs neste trabalho, uma precisa quantificagdo das
cépias altamente homdélogas ao fragmento p2ZMS, desde que sejam
resolvidos os problemas inerentes ao isolamento e purificagao do
DNA genédmico do milho.

Foi condigao prioritaria para gerar o DNA alvo a
ser utilizado neste estudo e nas futuras aplicagbes da técnica de
fragmentos polimérficos de DNA no melhoramento de milho no
CNPMS/EMBRAPA, que o protocolo de isolamento e purificagao de DNA
gendmico partisse de uma unica planta, sem o sacrificio da mesma,
€ gerasse uma grande quantidade de DNA de alto peso molecular,

com baixa taxa de degradacao e alto grau de pureza. Além de ser



um protocolo rapido, simples e de baixo custo.

Em alguns momentos, como por exemplo na selegao
massal em populagoes de inilho, um unico individuo ¢ representante
de um material a ser selecionado em um processo de melhoramento,
isto leva a necessidade de um protocolo de isolamento e
purificagédo que nao exi ja o sacrificio do individuo, nem
comprometa substancialmente a obter;qéio da progénie do mesmo. Além
disso, a praticidade da coleta do material de onde sera retirado
© DNA deve ser considerada; visto que, em alguns momentos a
selegao se da em um '"stand" bastante numeroso, dependendo da
cultura. Estes fatores definiram a escolha do tecido foliar como

fonte de material para o isolamento e a purificagio do DNA

gendmico.
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5. CONCLUSUES

A marcagao de DNA via "Nick-translation' utilizando
tanto o Biotina-11-dUTP quanto o Biotix';a-14-dATP, confere
resolugao suficiente para a detecgdo de <cépia unica de
fragmentos, com tamanho igual ou superior a 4Kb.

O Mi3mpi8-yZM5 marcado com Biotina-11-dUTP se
mostrou eficiente para a detecgdo de coépia unica do fragmento
¥Z2M5 no DNA gendémico de milho.

O isolamento e a purificagio de DNA de alto peso
molecular de milho, com qualidade para ser digerido
eficientemente om quantidadee suporiores a 10ug, @e moetrou acomo

o principal problema para que a parte laboratorial da tecnologia

de sondas de DNA de milho marcadas com biotina se torne rotina. O
protocolo A foi, dos avaliados, o0 que mais se aproximou do
protocolo considerado ideal, tanto a nivel das caracteristicas
inerentes ao préprio protocolo, quanto a nivel das
caracteristicas inerentes ao DNA obtido. Porém, a alta demanda
por proteinase K e o alto custo de obtengido da mesma, se mantém
como pontos Himitantes. Modificagoes que diminuam

significativamente a demanda por proteinase K, sem perda da



eficiéncia de isolamento e purificagao, se fazem necessarias.

Mesmo dependendo de observacgao pessoal, a
quantificagac usando padrdes de DNA de alto peso molecular, com
concentragoes conhecidas, possibilita ter uma nogao mais precisa
da concentragao e da qualidade do DNA isolado; se comparado com a
quantificagao via espectrofotometria,

O BR 201 apresentou, para uma uUnica planta, duas
bandas para o fragmento y2ZM5. Embora este resultado naio possa ser
generalizado para as demails plantas de BR 201, fortalece a
hipétemse de ocorrencia de amplificagaoc do gene que codifica para
o polinucleotideo que deu origem ao fragmento y.;'?.MS.

A metodologia, utilizada no presente trabalho,
satisfaz as exigencias de laboratério para a aplicagido da
tecnologia de sondas de DNA marcadas com biotina como ferramenta
de apcio ao melhoramento de milho; porém, ainda continua
dependente de um protocolo de purificagdo de DNA gendmico de
milho com baixa taxa de fragmentagao e alto grau de pureza.

Os resultados obtidos com a utilizagao de DNA de
Rhizobium sp. como DNA alvo, e do fragmento PCQ 15 como sonda
biolégica, sido as evidéncias mais fortes do potencial da técnica

e da eficiéncia do material e métodos utilizado.
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6. RESUMO

Buscou-se viabilizar o uso do fragmento YZM5, um
dsDNA de 2900pb obtido a partir do mRNA dé gama-zeina (27KD),
como sonda marcada com biotina na caracterizagiéo de genétipos de
milho que apresentavam distintos teores desta proteina. Para
tanto avaliou-se a utilizagao de dois tipos de marcagao,
"Nick-translation” e Polimerizagio da fita sense do bacteriéfago
Mi3mp18 trazendoe o »ZM5 inserido; além de trés tipos de
nucleotideos marcados: Biotina-7-dATP, Biotina~14-dATP e
Biotina-11-dUTP. Tendo em vista a necessidade de utilizagio de um
protocolo de isolamento e purificagdo de DNA genémico de milho
que fosse simples, rapido, barato, e que produzisse DNA de alto
peso molecular em quantidade e com alto grau de pureza, foram
avalilados 5 protocolos de isclamento. Procedeu-se teambém a
realizagao de "Southern-blot” com DNA de estirpes de Rhizobium
sp. sendo utilizados como DNA alvo, e o fragmento de DNA PCQ15
(4Kb> marcado via "Nick-translation'. Observou-se que a
utilizagiéo de fragmentos com 4Kb ou mais, marcados com
Biotina-14-dATP ou Biotina-11-dUTP via "Nick-translation"”,

permitia, seguindo o material e métodos descrito, detectar coépias
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Unicas de fragmentoa no DNA gondmico doe materiaia. Fregmentos,
com 1Kb ou menos, sé permitia detecgdo de cépia uUnica quando
inserido no bacteriéfago M183 e marcado com Biotina-11-dUTP. A
maior limitagdo do presente trabalho foi obter um protocolo de

isolamento e purificagiao que viesse a satisfazer todas as

caracteristicas inicialmente dese jadas.
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7. SUMMARY

The possibility was investigated of using the yZM5
DNA fragment, a 900pb cDNA obtained from | a gamma-zein mRNA
(@Q7KD>, as a biotinylated probe in the characteriz;ntion of corn
genotypes. Two ways of marking were tried, “Nick-translation" and
sense strand DNA Mi3mp18-yZ2M5 bacteriophage polymerization, and
three biotinylated nucleotides were studied (Biotin-7~dATP,
Blotin-14-dATP and Biotin-11-dUTP)>. In an effort to find a fast,
simple and inexpensive procedure to isolate and purify high
molecular weight corn DNA, five different. ones were studied. A
"Southern-blot” was performed using Rhizobium sp. as target DNA
and PCQ15S DNA fragment (4Kb) as a "Nick-translation' biotinylated
probe It was possible t.q detect. single coples of genes when the
probes used were biotinylated with Biotin~-14-dATP and
Biotin-11-dUTP by 'Nick-translation”, and 4Kb long or more.
Probes with 1Kb long or less only detected single copies genes
when inserted in M13 bacteriophage and marked with
Biotin-11-dUTP. It was not possible to obtain a praocedure to

isolate and purify protocol with all the features desired.
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