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Introducéo

A Taxonomia, ciéncia de classificacdo dos seres vivos, estabelece critérios para
classificar todos os animais e plantas em grupos de acordo com suas caracteristicas
fisioldgicas, evolutivas, anatdmicas e ecoldgicas. Carl Linnaeus formalizou a classificagéo
bioldgica com seu sistema de nomenclatura binomial que designa cada organismo a um
nome de género e espécie. A taxonomia de Linnaeus é considerada um sistema natural de
classificagao para organismos vivos uma vez que todos 0s seres vivos sdo descendentes de
um Unico ancestral comum e foram se diferenciando um do outro por meio de uma série de
eventos de especiacdo, num processo conhecido por evolucdo. Consequentemente, alguns
grupos de espécies sdo mais relacionados do que outros e podem ser classificados dentro do
mesmo género, familia, ordem, etc. O estudo das relagcdes evolutivas (ou seja, relacdes
filogenéticas) de um grupo de organismos é denominado filogenia.

Estima-se que a biodiversidade total da Terra seja de 10 milhGes de espécies. Desde
0 inicio da taxonomia, entretanto, apenas cerca de 15% da diversidade de espécies de
animais e vegetais foram descritas (Figura 1), constatacdo que ficou conhecida como
impedimento taxonémico (Solé-Cava, 2008). A identificacdo de espécies por meio desta
abordagem, para ser empregada como rotina, apresenta algumas limitagGes significativas:

1. Tanto a plasticidade fenotipica quanto a variabilidade genética nos caracteres
empregados para o reconhecimento de espécies podem levar a uma identificagdo incorreta
da espécie,

2. Omissdo de taxa cripticos morfologicamente, os quais sd0 comuns em VArios
grupos,

3. Chaves morfoldgicas freqlientemente séo eficientes somente para um estagio do
ciclo de vida e assim muitos individuos ndo podem ser identificados,

4. O uso de chaves de identificacdo muitas vezes demanda a necessidade de recorrer
a especialistas para ndo comprometer a identificagdo e

5. Falta de estimulos ao trabalho dos taxonomistas.

A limitacdo herdada no sistema de identificacdo baseada na morfologia e a escassez
de taxonomistas especializados resultaram na baixa taxa de identificacdo de espécies
animais e vegetais até 0 momento. Dessa maneira, o ritmo de descoberta e descrigdo de
espécies é lento diante da velocidade da taxa de extingdo. Portanto, € provavel que muitas

desaparecam sem terem sido conhecidas.



Known Biodiversity Estimated Biodiversity
Approximately 1.7 million named 10 million species
species of plants and animals
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Figura 1. Biodiversidade conhecida e estimada.

A fim de tentar resolver o problema do impedimento taxondmico, Hebert et al., em
2003, propuseram o programa Consortium for the Barcodes of Life (CBoL), que pretende
padronizar e automatizar a identificagdo e descricdo de toda biodiversidade apenas com
uma sequéncia de DNA, utilizada de forma semelhante aos cddigos de barras, sendo por
isso denominada de DNA barcode. Para identificar correta e rapidamente as espécies de
animais, foram selecionados cerca de 700 pares de bases (pb) do gene mitocondrial
citocromo c oxidase I, COIl, cuja sequéncia completa tem aproximadamente 1.545 pb
(Figura 2). Para plantas, os marcadores do cloroplasto, rbcL (rubisco large subunit) e

matK, tém sido delimitados como regifo padrdo para cddigo de barras.
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Figura 2. DNA mitocondrial, evidenciando a
regido do gene citocromo c oxidase I, COIl.



DNA barcode

O DNA barcode é uma sequéncia curta de DNA, facilmente identificada, e
caracteristica de cada espécie. A regido do gene que estd sendo usada por quase todos 0s
grupos de animais é de 648 pb do gene mitocondrial citocromo c oxidase I, COI (Figura
2), e esta se mostrando altamente eficaz na identificacdo de aves, insetos, peixes, e outros
grupos de animais. A vantagem de usar COI é que a regido é curta o suficiente para ser
sequenciada de forma répida e barata e ainda longa o suficiente para identificar variacbes
entre as espécies.

De acordo com o International Barcode of Life Project, iBOL
(http://ibol.org/about-us/what-is-dna-barcoding/), DNA barcodes foi criado para chamar a
atencdo da comunidade cientifica, quando em 2003 o grupo de pesquisa de Paul Hebert da
Universidade de Guelph publicou o artigo cientifico “Biological identifications through
DNA barcodes”. Neste artigo, eles propuseram um novo sistema de identificacdo e
descobrimento de espécies utilizando um pequeno trecho de DNA de uma regido
padronizada do genoma. Essa sequéncia de DNA pode ser usada para identificar diferentes
espécies, da mesma maneira que um scanner de supermercado usa as listras pretas do
cadigo de barras UPC (Universal Product Code) para identificar suas compras (Figura 3).
O codigo de barras emprega 10 niumeros alternados em 11 posigBes para gerar 100 bilhes
de identificadores Gnicos. No caso do DNA barcodes, pode haver até quatro possibilidades
de nucleotideos (adenina, timina, citosina e guanina) em cada posi¢cdo, mas com uma cadeia
de sitios muito mais longa que 11 posiges. Por exemplo, a combinagdo de apenas 15
dessas posicdes criaria um bilhdo de cdédigos Unicos, um niimero muito maior do que o de

espécies conhecidas (Hebert et al., 2003).
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Figura 3. Analogia entre 0 DNA barcodes e o codigo de
barras convencional.




Para armazenar essa enorme quantidade de sequéncias do DNA barcodes para todas
as espécies existentes, foi criado o BOLD, The DNA Barcode of Life Data System
(http://www.boldsystems.org/). Nesse banco de dados, estdo incluidas outras informacdes
além da sequéncia do DNA barcodes, como: fotos do espécime (voucher), local de coleta,
dados taxondmicos e informagdes moleculares (eletroferogramas e primers utilizados).

A identificacdo das espécies, no BOLD, é realizada por meio de comparacdes de
uma sequéncia de interesse com sequéncias previamente depositadas no banco. Essa
comparacdo é feita por métodos de distancia genética, segundo o modelo padrdo de
substituicdo molecular Kimura-2-parametros, K2P (Kimura, 1980), sugerido por Hebert
et al. (2003), uma vez que essa medida de distancia é a mais eficaz quando distancias
genéticas sdo baixas. Em seguida, uma arvore neighbor-joining (NJ) é construida com as
100 sequéncias mais similares a sequéncia de interesse. O procedimento NJ foi considerado
como método padrdo de inferéncias filogenéticas nos estudos de DNA barcodes (Hebert et
al., 2003) devido sua alta eficiéncia e rapidez em andlises de espécies em larga escala
(Kumar e Gadagkar, 2000). Finalmente, a espécie é atribuida aquela cuja sequéncia
barcodes se mostrou mais similar. De acordo com dados publicados, a identificacdo de
espécies de insetos, aves e mamiferos apenas pode ser aceita se houver similaridade com
alguma sequéncia armazenada no BOLD maior do que 97%, 98% e 98%, respectivamente.
Em outras palavras, caso a diferenca seja maior que 3% ou 2%, ndo é possivel identificar a
amostra e seria necessario realizar analises mais detalhadas (Rubinoff, 2006).

Um critério adotado pelo BOLD para a delimitacdo de espécies se baseia em
valores limites para as divergéncias nucleotidicas intra e interespecificas. Um dos
limites é de 3% (valor estabelecido para insetos), em que valores de divergéncia intra-
especifica abaixo deste limite determinam uma Unica espécie e valores de divergéncia
interespecificas acima, apontam para diferentes espécies. O outro limite, que surge como
uma atualizacdo do primeiro, sugere que a média da divergéncia nucleotidica entre espécies
pertencentes a0 mesmo género deve ser 10 vezes superior & média da divergéncia intra-
especifica encontrada para as mesmas espécies. A observacdo destes critérios permite,

assim, determinar se estamos perante a mesma espécie ou espécies diferentes

Caracteristicas da regido barcodes:
— Flanqueada por sequéncias nucleotidicas semelhantes em todas as espécies,

— Fécil isolamento e seqlienciamento,



— Baixa variabilidade intra-especifica (todos os individuos de uma espécie
apresentam sequéncias idénticas/ semelhantes de DNA),
— Elevados niveis de variagdo ENTRE espécies,

— Pequena o suficiente para ser seqlienciada rapida e economicamente.

Aplicagdes do DNA barcodes
— Ferramenta para identificagdo de espécies:
= vetores de doengas, pestes agricolas, espécies invasoras (organismos
perigoso)
» indicadores ambientais, espécies protegidas (espécies ameacadas)
= usando exemplares pequenos, danificados, conteldos estomacais, amostras

fecais (identificacdo de espécie derivada de amostras ndo-reconheciveis)

— Ferramenta para complementar estudos filogenéticos:

» Identificagfo taxondmica em nivel de espécies

— Ferramenta para melhorar a taxonomia em nivel especifico:
» associagdo de todos os estagios da historia de vida, géneros (determinacéo da
espécie que deu origem a alguma larva especifica; inclusdo ou ndo de
espécimes similares morfologicamente em uma mesma especie;

identificacdo de organismos dimarficos)

— Ferramenta de triagem para sinalizar potenciais novas especies:
= espécies cripticas

= espécies ainda ndo descritas

— Ferramenta para conservagéo, biosseguranga e biopirataria:
= preservacdo da biodiversidade global
» identificacdo de espécies invasoras ou introduzidas

= deteccdo de fraudes alimentares

LimitacOes/ Desvantagens do DNA barcodes

Apesar de ser uma abordagem que promete identificar rapida e eficientemente todas
as especies, 0 DNA barcodes apresenta algumas limitacfes que devem ser consideradas. A
primeira delas baseia-se no fato de ser uma metodologia que utiliza apenas um marcador

molecular para classificar e identificar os organismos, deixando de lado a taxonomia



tradicional. Alguns pesquisadores alertam para o fato de que o gene COI pode nédo ser
informativo o suficiente para descrever toda a diversidade bioldgica. 1sso ocorre porque 0
DNA mitocondrial apresenta algumas caracteristicas que restringem a possibilidade de
realizar inferéncias sobre o limite entre as espécies, como a heranga materna, retencao de
polimorfismo ancestral (subestimagdo do numero de espécies), heterolpasmia e copias
nucleares do gene COI (superestimacéo do nimero de espécies). Em alguns casos, portanto,
seria necessario incluir o estudo de um marcador nuclear.

Outra limitagéo da técnica recai em alguns grupos animais que apresentam baixa
diversidade na sequéncia de DNA, ou seja, mais de uma espécie compartilha a mesma
sequéncia nucleotidica, provavelmente devido a divergéncia entre as espécies ter ocorrido a
relativamente pouco tempo. No entanto, diversos estudos realizados sugeriram que o
barcodes é capaz de identificar inequivocamente a maioria das espécies animais. Apenas
aproximadamente 2-5% das espécies reconhecidas apresentam sequéncias barcodes
compartilhadas ou sobrepostas com outras espécies proximamente relacionadas.

O principal pressuposto para a efetividade do DNA barcodes é de que as
divergéncias intra-especificas sempre sejam menores que as interespecificas, o que se
chama de barcoding gap. Existem casos, no entanto, em que pode ocorrer sobreposi¢do nos
niveis de variagdo intra e interespecificos de alguns tdxons, o que atrapalha a identificacdo

de um organismo pertencente a esse grupo (Figura 4).
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Figura 4. Esquema do barcoding gap. A distribuicdo da variacdo intra-especifica €
mostrada em vermelho e da interespecifica, em amarelo. (A) Mundo ideal para DNA
barcodes, com distribui¢Ges discretas e sem sobreposi¢do. (B) Uma versdo alternativa com
significante sobreposicao, sem gap. (Fonte: Meyer e Paulay, 2005).



DNA barcoding compreende uma regido pequena e altamente variavel do genoma
mitocondrial, denominada de COI ou citocromo ¢ oxidase I. Com milhares de cdpias por
célula, essa sequéncia mitocondrial pode ser rapidamente amplificada por PCR
(Polymerase Chain Reaction, Reacdo em Cadeia da Polimerase) até mesmo de espécimes
muito pequenos ou degradados. Primeiramente, uma amostra do tecido animal deve ser
coletada, tomando o cuidado para preservar o espécime sempre que possivel e anotando a
localizacdo geogréafica do local de sua coleta. Um inseto inteiro ou uma amostra de musculo
sdo fontes adequadas. Em seguida, 0 DNA é extraido da amostra de tecido do animal, e a
porcdo barcodes do gene COI é amplificada por PCR com primers especificos. A sequéncia
amplificada é entdo sequenciada em sequenciador automatico em uma ou em ambas as
direcBes. As sequéncias resultantes sdo utilizadas em busca em bancos de dados de DNA.
Uma estreita correspondéncia entre duas sequéncias identifica rapidamente uma espécie

que ja esta representada no banco de dados (Figura 5).
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Figura 5. Procedimentos de anélise do DNA barcodes.

A seguir, serdo apresentados os métodos e protocolos utilizados laboratorialmente

na obtencdo e analise de sequéncias barcodes.



Metodologia experimental

1.

o bk~ w D

10.
11.

12.
13.
14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.

Extracdo de DNA de insetos (Bombyx mori)

Identificar no tubo a espécie/raca e sua humeragéao.
Macerar a mariposa em nitrogénio liquido (marca de 250 pL — tubos de 2 mL);
Adicionar de 500 pL a 750 uL de tamp&o de extracao;
Centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm a 4°C;
Transferir o sobrenadante (~ 750 uL) para novos tubos;
Adicionar ao sobrenadante 750 uL de tampdo para proteinase K ¢ 1,5 uL de
proteinase K;
Incubar as amostras a 37°C por 3 horas ou a 60°C por 1 hora (com agitacgéo);
Separar as amostras em dois tubos;
Acrescentar a cada tubo 750 pL de cloroférmio (ou 0 mesmo volume);
Centrifugar por 30 minutos a 14.000 rpm a 4°C;
Transferir o sobrenadante para novo tubo e adicionar 350 puL de fenol e 350uL de
cloroférmio (1 fenol:1 cloroférmio);
Centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm a 4°C;
Transferir o sobrenadante para novo tubo (1,5 mL) para precipitacdo;
Para precipitar: usar NaCl 5 M ( [final] = 0,2 M) e etanol 100% (2x volume) ou
isopropanol (0,7x volume).
Obs: Nesta fase, se tiver pouco sobrenadante, usar etanol no dobro do volume. Se tiver
mais que 500 pL de sobrenadante, usar isopropanol
Fechar os tubos presos em um barbante e mergulha-los em nitrogénio liquido durante 30
segundos;
Centrifugar por 30 minutos a 14.000 rpm a 4°C;
Descartar o0 sobrenadante;
Lavar o pellet com etanol 70% ou 80% (= 70 a 100 pL);
Colocar os tubos para secar;
Ressuspender o pellet em TE 1X + RNAse;

Purificacdo do DNA

Obs: completar o volume com TE para 200 pL antes de iniciar a purificagéo.



21.
22.
23.

24.
25.

26.
27.
28.
29.
30.
3L

Adicionar 1 fenol :1 cloroférmio: 100 pL de fenol e 100 pL de cloroférmio;

Centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm a 4°C;

Transferir o sobrenadante para novo tubo e adicionar cloroférmio no mesmo volume
(200 pL);

Centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm a 4°C;

Transferir o sobrenadante para novo tubo e precipitar com NaCl 5 M (14 uL) e etanol
100% (2x volume) ou ISOPROPANOL (0,7x volume);

Mergulhar as amostras em nitrogénio liquido durante 30 segundos;

Centrifugar por 30 minutos a 14.000 rpm a 4°C;

Descartar o sobrenadante;

Lavar com etanol 70% e deixar secar;

Ressuspender o pellet com TE 1X (autoclavado 2x de 45’ e filtrado);

Manter as amostras em freezer.

A. Tampd&o de extragao

Solugdes [inicial] [final]
200 pL de Tris-HCI pH 7,5 1M 10 mM
240 pL de NaCl 5M 60mM
400 uL de EDTA pH 8,0 05M 10 mM
6.250 pL de sacarose 16% 5%
24 uL de espermidina 125mM 0,15mM
60 uL de espermina 50mM 0,15mM

Completar volume com &gua mili-Q para 20 mL

B. Tampé&o para proteinase K

Solugdes [inicial] [final]
4.000 pL de Tris-HCI pH 9,0 1M 02 M
1.200 uL de EDTA pH 8,0 05M 30 mM
2.000 puL de SDS 20% 2%
6.250 pL de sacarose 16% 5%

Completar volume com &gua mili-Q para 20 mL




2. Amplificagdo do DNA gendmico por PCR (Reacdo em cadeia da

polimerase)

Introducéo

Em 1985, foi descrita a metodologia da reagdo em cadeia da polimerase (PCR, de
polymerase chain reaction). Seu idealizador, Kary Mullis, recebeu, por isso, o Prémio
Nobel de Medicina e Fisiologia em 1993. A PCR permite a producdo de grandes
quantidades de um determinado segmento de DNA in vitro a partir de uma pequena
quantidade de DNA-molde, evitando assim a necessidade de introdugdo (clonagem) do

DNA de interesse em bactérias.

Objetivo: amplificar a regido barcodes do gene mitocondrial COI, por meio de PCR.

Material:
* Oligonucleotideos (primers) especificos (5 mM)
* DNA-molde (DNA de Bombyx mori) contendo o alvo
» dNTPs (desoxirribonucleotideos): dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (1 mM)
» Tampéo para Tag DNA-polimerase (10X)
» Taqg DNA-polimerase (1 U/ul)
* MgCl; (50 mM)

Os iniciadores ou primers sdo oligonucleotideos complementares a sequéncias do
DNA. Nesse caso, serdo utilizados primers descritos por Hebert et al. (2004) que
flanqueiam a regido padréo do barcodes (Figura 1). O segmento de DNA amplificado inclui

a sequiéncia nucleotidica situada entre dois primers de aproximadamente 650 pb.

LepF1: 5'-ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3'
LepR1: 5-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3'

A temperatura de anelamento dos iniciadores ao DNA-molde na PCR é definida
com base na Tm. Geralmente, ela deve ser de cerca de 20 a 25°C abaixo da Tm dos

iniciadores.



Estimativa da Tm de iniciadores

A seguinte formula pode ser utilizada para estimar a temperatura média de fusdo (Tm) de
um iniciador: Tm (°C) =4 x(G+C)+2x (A+T)

Procedimentos:

1. Pipetar as seguintes solu¢des em um tubo de centrifuga de 0,5 mL:

Quantidades para uma reag&o:

Agua miliQ 8,25 uL
Tampéo (10X)* 1,5 uL
dNTPs (1 mM) 0,5 uL
Primer LepF1 (5 mM) 0,5 uL
Primer LepR1 (5 mM) 0,5 uL
MgCl, (50 mM) 0,75 uL
Taq DNA-polimerase (1 U/ul) 1,5uL
DNA molde (60 ng/ul) 1,5 uL
Volume final 15 uL

*20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerol, estabilizantes, da
marca Invitrogen.

Nota: Uma unidade enzimatica da DNA-polimerase é definida como a quantidade de

enzima necesséria para catalisar a incorporagdo de 10 nmol de dNTP durante 30 min a

74°C.

2. Colocar a reacdo em um termociclador com a seguinte programacgdo de ciclos de

temperatura:
Passo | Temperatura Tempo

1 94°C 1 min Temperatura Inicial/Denaturacdo do DNA
2 94°C 40 seg Denaturagéo
3 60°C 40 seg Temperatura de Anelamento dos primers
4 72°C 1 min Extenséo ou Amplificagdo do DNA
) Voltar para o passo 2 - 35 X
6 72°C 30 min Extenséo Final
7 4°C indefinidamente | Armazenamento




3. Preparar 5 pL do produto da reagdo de PCR para eletroforese em gel de agarose.

4. Submeter as amostra a eletroforese em gel de agarose 1,5% .

3. Eletroforese em gel de agarose

Objetivo: preparar gel de agarose para analise de &cidos nucléicos previamente

amplificados por PCR.

Materiais:

» TBE 5X (Composicao para 1 litro)
54 g de tris-HCI

27,5 g de &cido borico

20 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0

* Gel de agarose 1,5%, 100 mL
100 mL de TBE 1X

1,5 g agarose

* Brometo de etideo (1 mg/ml)

Usar 1uL para cada 10 mL de gel.

Cuidado! O brometo de etideo é mutagénico e cancerigeno. N&o tocar nos géis corados com
brometo de etideo sem a devida protegdo. Use sempre luvas para manusear o frasco e o gel

com brometo de etideo.

* Transiluminador ultravioleta e mascaras de protecao

Procedimentos

» Preparacdo do gel:

Preparar a solucdo de agarose em frasco de Erlenmeyer e aquecé-la (até a fervura) em forno
de microondas até a sua completa solubilizacdo. O frasco deve ser agitado freqiientemente

para homogeneizacdo e para evitar transbordamento.



Apos a solubilizagdo, a solugdo de agarose deve ser resfriada por alguns minutos e a ela
devem ser adicionados solugdo de brometo de etidio (1 mg/ml). Depois disso, agitar a
solucdo e verté-la sobre uma placa-molde de gel com o pente ja montado. Aguardar a

polimerizacdo a temperatura ambiente.

 Preparacdo das amostras:

Em parafilme misturar 5 pl de cada amostra amplificada de DNA mais 3 pl de loading
buffer 6X.

* Eletroforese:
1. Colocar o gel de agarose na cuba de eletroforese e submergi-lo em TBE 1X.

2. Aplicar as amostras no gel com uma micropipeta

4. Submeter as amostras a eletroforese a uma voltagem de 100V, por aproximadamente 60
min.

5. Visualizar as amostras de DNA resolvidas eletroforeticamente colocando o gel sobre

transluminador com iluminagdo ultravioleta (Cuidado! O ultravioleta pode causar

queimaduras e é mutagénico. Nao visualizar os géis sem as devidas precaucbes de

seguranca).

0 Preparar gel de agarose semi-sélido com cubas para amostras de DNA.

Pente B=") Derramar agarose derretida
na superficie da placa com

o pente na posigao.
2 PO Gel de agarose Renks

( U = os5mm
= | |

Placa de vidro

@ Remover o pente apos solidificagéo
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® Colocar as solugoes de
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4. Clonagem e transformacéao

Introducéo

A clonagem molecular € o processo de construcdo de moléculas de DNA
recombinantes e da sua propagagdo em hospedeiros apropriados que possibilitam a sele¢éo
do DNA recombinante. A clonagem molecular permite isolar e amplificar uma sequéncia
particular de DNA a partir de uma mistura complexa de fragmentos, porque se formam
moléculas de DNA recombinante independentes que replicam numerosas vezes no

hospedeiro.

Objetivo: aumentar a quantidade de DNA amplificado por PCR, no caso uma regido do

gene COlI, para posterior seqlienciamento.

Materiais:
» Meio LB sélido, 500 mL:

5 g NaCl;

2,5 g Extrato de levedura;

5 g Triptona-bacto;

7,5 g Agar Select.
Diluir em 400mL de &gua destilada com agitador em um becker. Completar volume para
500mL com &gua destilada.

* Meio LB liquido, 250mL:

2,5 g NaCl;
1,25 g Extrato de levedura;
2,5 g Triptona-bacto.

» Meio SEC:

1 mL de meio LB liquido
10 uL de MgCl, 1M

10 uL de MgS0O4 1M

100 pL de glicose 1M

* Meio LB solido para placa:

40 mL de meio LB solido
400 pL de ampicilina 5 mg/mL
80 uL de X-gal 20 mg/mL
20 pL de IPTG 20 mg/mL
Verter 20 mL em duas placas de Petri autoclavadas.



Procedimentos:
1. Ligagéo do produto de PCR ao vetor de clonagem pGEM:

* Kit: pPGEM®-T Easy Vector Systems, Promega.
5 uL de tampdo*

1 pL de ligase™

1 pL de vetor pPGEM*
2uL do produto PCR
1pL de agua miliQ

2. Transformagc&o por choque térmico

- Descongelar bactérias competentes no gelo por 10 minutos;

- Colocar em um tubo 5pL da ligagdo em 50pL das bactérias. Misturar 2x com o pipetador;

- Manter no gelo por 30 minutos (nesse tempo fazer o meio SEC)

- Efetuar choque térmico: 2 minutos a 42°C e em seguida 2 minutos no gelo;

- Adicionar 450puL de meio SEC;

- Incubar durante 1 hora a 37°C sob leve agitacdo (70 rpm) (Nesse tempo derreter o LB
solido e preparar o meio solido para placa);

- Plaguear em placa de Petri contendo meio solido e incubar a 37°C durante
aproximadamente 16 horas. Colocar 100 pL de cultura em cada placa contendo 20mL de
meio solido;

- Coletar col6nias brancas e transferi-las para tubos individuais contendo 5 mL de LB
liquido e 50 pL de ampicilina;

- Incubar a 37°C por 70 rpm durante aproximadamente 16 horas.

3. Preparacéo do DNA plasmidial por STET e CTAB
- Fazer conserva e estocar no freezer -80°C
Conserva: 850 uL da cultura + 150 pL de glicerol
- Centrifugar 1,5 mL da cultura por 2 min a 8.000 rpm. Descartar o sobrenadante. Repetir o
processo adicionando mais 1,5 mL da cultura no mesmo tubo;
- Ressuspender em 300 pL de STET no vortex;
- Adicionar 6 pL de lisozima (50 mg/mL) e incubar por 5 min a temperatura ambiente;
- Manter as amostras por 1 ¥2 min em 100°C;
- Centrifugar 10 min a 14.000 rpm;

- Transferir o sobrenadante para novo tubo;



- Adicionar 4 pL de CTAB 5%. Misturar gentilmente até que a solugdo fique turva. Obs:
deixar o CTAB 5% no banho-maria a 37°C por aproximadamente 10 min para eliminar os
cristais;

- Centrifugar 5 min a 14.000 rpm;

- Descartar o sobrenadante e deixar secar

- Ressuspender em 300 pL de NaCl 1,2M no vortex e aguecer a 37°C por 1 min;

- Precipitar o DNA com 750 pL de etanol absoluto;

- Centrifugar por 10 min a 14.000 rpm e descartar o sobrenadante;

- Lavar com 100 pL de etanol 70% gelado;

- Secar em temperatura ambiente

- Ressuspender em 100 pL de TE com RNase;

- Deixar por no minimo 1 hora ou no maximo 2 horas;

- Aplicar as amostras em gel de agarose 0,7%.

5. Amplificagdo do DNA clonado por PCR

Procedimentos:
1. Amplificagdo por PCR:

Quantidades para uma reag&o:

Agua miliQ 17,65 pL
Tampéo (10X)* 2,5 uL
dNTPs (1 mM) 0,8 uL
Primer M13F (10 mM) 0,8 uL
Primer M13R (10 mM) 0,8 uL
MgCl, (50 mM) 1,25 uL
Taq DNA-polimerase (1 U/ul) 0,2 uL
DNA molde (60 ng/ul) 10 ul

Volume final 25 uL



2. Termociclador:

Passo | Temperatura Tempo
1 94°C 4 min
2 94°C 30 seg
3 55°C 30 seg
4 72°C 1 min
) Voltar para o passo 2 - 25 X
6 72°C 10 min
7 4°C indefinidamente

6. Purificacdo do produto de PCR por PEG (Polietilenoglicol)

Objetivo: retirar impurezas, como excesso de primers e dNTPs, da reagdo de PCR para

posterior uso em sequenciamento de DNA.

Materiais:
* PEG, 50 mL:
- 10 g de polietilenoglicol 8.000 (MW=6.000 a 8.000) (20% PEG)
- 7,3 gde NaCl (NaCl 2,5 M)
- Agua Milli-Q para 45 mL
Misturar e deixar o PEG entrar na solucdo.PEG leva 20 min para entrar na solugéo.
Apo6s 0s 20 min, complete com &gua para 50 mL.

Filtrar com filtros 0,2 um

* Etanol 80% (Merck)

Procedimentos:

(Obs: considerando um volume de 25 pL de produto de PCR)

1. Verifique a qualidade do produto de PCR em gel de agarose;

2. Adicione 25 pL de solugdo de PEG (PEG 20% NaCl 2,5 M) em um tubo de

microcentrifuga de 1,5 mL;



3. Transfira o produto de PCR para os tubos contendo PEG e misture muito bem com o

pipetador;

4. Incube a 37°C por 15 minutos.

5. Centrifugue a 12.000 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. Coloque os tubos
fechados com a alga da tampa voltada para a parte externa do rotor (assim vocé saberé onde
sedimentara o pellet ja que ndo serd possivel vé-10) ;

6. Retire o sobrenadante SUAVEMENTE com o auxilio de um micropipetador P200 e
descarte-o;

7. Adicione 40 pL de etanol (Merck) 80% gelado. Centrifugue por 2 minutos a 12.000 rpm;
8. Retire 0 sobrenadante SUAVEMENTE com o auxilio de um micropipetador P200 e
descarte-o;

9. Repita 0s passos 7 e 8.

10. Deixe evaporar o etanol residual utilizando o banho seco, estufa ou deixe sobre a
bancada. N&o deve existir nenhum traco (visivel ou cheiro) de etanol;

11. Ressuspenda o pellet entre 5 e 15 pl* de 4gua Milli-Q. Pipete varias vezes!!!

*0 volume de 4gua dependera da concentragéo inicial do PCR;

12. Quantifique o produto purificado em gel de agarose (1-2pl da amostra).

7. Sequenciamento

Introducéo

Seqlienciamento de fragmentos de genes permite a avaliacdo direta de
polimorfismos de DNA, fornecendo o melhor tipo de dado para inferéncias filogenéticas e
determinagdo de relagBes de parentesco entre individuos e populagdes. Basicamente, dois
métodos tém sido utilizados para determinar a seqliéncia de nucleotideos de DNA: 1) o
método de degradacdo quimica de DNA, desenvolvido por Maxam e Gilbert e 2) o método
enzimético de Sanger ou de terminacdo da cadeia com didesoxirribonucleosideo trifosfato.
Embora o primeiro método tenha tido ampla aplicagdo inicialmente, o segundo tem sido o
mais utilizado atualmente.

Ambos os procedimentos de sequenciamento de DNA dependem da produgéo de

uma populacéo de fragmentos de DNA que tenham uma ponta em comum (todos comegam



exatamente no mesmo nucleotideo) e terminem em todas as posi¢cdes possiveis (cada
nucleotideo consecutivo) na outra ponta. Esses fragmentos sdo entdo separados com base
no tamanho por eletroforese em gel. Nos dois casos, quatro reacdes bioquimicas separadas
séo feitas simultaneamente, cada uma gerando um conjunto de fragmentos que terminam

em uma das quatro bases (A, G, C ou T) no DNA.
Método de Maxam e Gilbert ou Método Quimico

Criado por Allan Maxam e Walter Gilbert, esse método envolve a degradacio
quimica do DNA, marcado em uma extremidade, de forma que uma populacdo de
fragmentos é gerada e analisada em gel de poliacrilamida.

As pontas 5° do DNA séo marcadas com *2P, o DNA é clivado, os fragmentos s&o
isolados pelo tamanho, e entdo o duplex de DNA é separado, com um filamento especifico
sendo descartado, para produzir uma populagdo de filamentos idénticos marcados em uma
ponta. A mistura é entdo dividida em quatro amostras, sendo cada uma delas submetida a
um reagente quimico diferente que destr6i uma ou duas bases especificas. Os quatro
reagentes destroem (1) s6 G, (2) Ae G, (3) T e C, ou (4) apenas C. A perda de uma base
torna a sequéncia agucar-fosfato da cadeia de DNA mais sensivel a quebrar nesse ponto. As
condicBes dos tratamentos quimicos para modificagdes das bases e clivagem sdo feitos das
seguintes formas:

(1) Para G, um tratamento com dimetil sulfato metila o nitrogénio 7 da guanina, que
se abre entre os carbonos 8 e 9. Um tratamento com piperidina remove a base modificada;

(2) Para G+A, um tratamento com 4&cido férmico enfraquece as ligacOes
glicosidicas. Protonando os nitrogénios dos anéis de purina. Esses sdo, entdo, removidos
com piperidina;

(3) Para T+C, um tratamento om hidrazina cliva os anéis de timina e citosina. Um
tratamento com pipeidina remove as bases modificadas;

(4) Para C, hidrazina, na presenca de NaCl, faz com que s6 a citosina seja
modificada e possa ser deslocada por tratamento com piperidina

A concentracdo do reagente é ajustada, de modo que apenas cerca de 1 em 50 bases-
alvo sdo destruidas. Isso significa que dentro de uma determinada amostra em alguns
filamentos apenas um nucleotideo serd destruido. Para tais filamentos, os comprimetos dos
fragmentos serdo determinados pela distancia da ponta 5’ marcada até o nucleotideo em

particular que foi perdido na sequéncia. Como este é um evento aleatdrio em cada um dos



agentes destruidores de base, cada ocorréncia dessa base em particular ird produzir um
fragmento marcado de tamanho distinto. Quando esses pedagos sdo separados em colunas
diferentes de um gel de poliacrilamida, de acordo com o tipo de reagente no qual estavam,
eles sdo dispostos por ordem de comprimento, e a base destruida em cada sitio pode ser
determinada notando-se em que coluna(s) a banda aparece. Portanto, a sequéncia de bases

no filamento pode ser lida com facilidade pelo padrdo de bandas no gel (Figura 1).
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Figura 1. Sequenciamento pelo método de Maxam-Gilbert.

Método de Sanger ou Método Enzimatico

O método de sequienciamento mais usado hoje em dia foi desenvolvido por Fred
Sanger, e utiliza a sintese de DNA in vitro na presenca de nucleotideos radioativos e

finalizadores especificos de cadeia para gerar quatro populacbes de fragmentos marcados



radioativamente que terminam em As, Gs, Cs e Ts. Os finalizadores de cadeia mais
frequentemente  usados no  procedimento de  seqilienciamento  sdo  ©0S
didesoxirribonucleosideo trifosfatos (ddATP, ddGTP, ddCTP e ddTTP). Os
didesoxirribonucleosideo trifosfatos ndo apresentam a hidroxila no carbono 3’ (Fig. 4). Os
respectivos trifosfatos de nucleotideos de didesoxi (ddNTPs) podem ser incorporados a
uma cadeia em crescimento, mas terminam a sintese, pois nao tem a 3’-hidroxila necessaria
para se ligar ao trifosfato do nucleotideo seguinte. Lembre-se que as DNA polimerases
necessitam de uma ponta 3’-OH livre para fazer o elongamento da nova fita de DNA. Se
um didesoxirribonucleotideo é adicionado a extremidade de uma cadeia, ele ird bloquear a
extensdo desta cadeia devido a falta de 3’-OH. Usando ddATP, ddGTP, ddCTP e ddTTP
como finalizadores de cadeia em quatro reacOes separadas de sintese de DNA, podem ser
geradas quatro populagdes de fragmentos, e cada populacdo conterd cadeias que terminam
na mesma base (A, G, Cou T)

Em uma reacdo, a proporcdao de dNTP:ddNTP é mantida em aproximadamente
100:1. Em qualquer um dos tubos, serdo produzidos varios comprimentos de cadeia, cada
um correspondendo ao ponto no qual o ddNTP respectivo do tubo foi incorporado,
terminando o crescimento da cadeia.

O DNA a ser sequenciado é hibridizado com um primer. A fita complementar é
sintetizada na presenca dos quatro desoxirribonucleosideos normais (dATP, dGTP, dCTP e
dTTP), mais um Unico tipo de didesoxirribonucleosideo (ddATP, ddGTP, ddCTP ou
ddTTP), o qual ndo possui a 3’-hidroxila, e de DNA polimerase. A nova fita de DNA
sintetizada é marcada radioativamente ou por marcacdo da extremidade do primer ou por
incorporagdo de um desoxirribonucleosideo marcado durante a sintese. Quatro reacdes
separadas sdo feitas, uma para cada didesoxirribonucleosideo trifosfato.

Apos os fragmentos de DNA gerados nas quatro reacOes paralelas serem liberados
dos filamentos-molde por desnaturacdo na presenca de formamida, eles podem ser
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida e suas posi¢des no gel podem ser
detectadas por auto-radiografia. Lendo a escada produzida pela auto-radiografia dos géis de
poliacrilamida, pode-se determinar a seqliéncia completa de nucleotideos de uma cadeia de
DNA (Figura 2).
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Sequenciamento automatico

Hoje em dia, todo sequenciamento de DNA em larga escala é feito por maquinas de
seqiienciamento automatizado de DNA que usam o procedimento de finalizacdo de cadeia
didesoxi descrito anteriormente, mas com algumas modificagcdes: (1) uso de corantes
fluorescentes no lugar de isétopos radioativos para detectar cadeias de DNA; (2) a
separagdo dos produtos de todas as quatro reagdes didesoxi de finalizagdo de cadeia por
eletroforese em um unico gel ou tubo capilar; (3) uso de fotocélulas para detectar a
fluorescéncia dos corantes & medida que eles passam através do gel ou do tubo capilar; e (4)
a transferéncia direta da saida da fotocélula para um computador, que analisa
automaticamente, registra e imprime os resultados.

Os sequenciadores de DNA analisam automaticamente as fitas de DNA que séo
marcadas com qualquer um dos quatro didesoxirribonucleosideos terminadores (ddATP,
ddCTP, ddGTP, ddTTP) marcados com compostos fluorescentes, que sdo usados para
identificar cada uma das posicbes dos diferentes nucleotideos na cadeia. Utilizando-se
terminadores marcados, uma Unica reacdo é realizada e aplicada em um gel (placa ou
capilar). Os fragmentos de DNA marcados séo separados em gel de acordo com o tamanho.
Um feixe de laser rastreia o gel, excitando os marcadores, que emitem luz em um
comprimento de onda especifico, de acordo com o corante utilizado. A luz é coletada e o
padrdo de espectro analisado com ajuda de programas que permitem gerar as sequéncias de
DNA.

Um corante fluorescente diferente é usado para marcar os produtos de cada uma das
quatro reagdes de seqlienciamento com término de cadeia por didesoxi. Como resultado os
produtos das quatro reagBes podem ser distinguidos por sua fluorescéncia & medida que
passam por um gel ou por um tubo capilar. Os corantes fluorescentes podem ser acoplados

aos primers ou diretamente aos didesoxirribonucleosideos trifosfatos.

Objetivo: determinar a sequéncia de DNA da regido barcode por meio de seqlenciador

automatico.

Procedimentos:

1. Preparar reacdo de seqlienciamento:
4 uL do mix (DYEnamic ET Dye Terminator, MegaBace, GE Healthcare)
1 uL do primer M13F ou M13R



5 uL do produto de PCR (DNA) purificado com PEG

2. Colocar os tubos contendo as amostras em termociclador programado para a seguinte

ciclagem:
Passo Temperatura Tempo
1 95°C 30 seg
2 55°C 15 seg
3 60°C 1 min
4 Voltar para o passo 1 — 25 X
5 4°C indeterminado

8. Purificacdo da reacdo de sequenciamento

Objetivo: purificar as reacdes de seqiienciamento, de modo a ficarem livres de primers e

dNTPs, para serem lidas em sequenciador automatico

Procedimento:
1. Em um tubo de microcentrifuga (1,5 mL) adicionar:
- 10 pL da amostra de DNA amplificada para o sequenciamento,
- 10 uL de &gua Milli-Q
- 2 uL de acetato de amonio 7,5 M
- 55 uL de etanol 100% (Merck; gelado)
. Misturar por inverséo 15X ;
. Deixar em repouso por 15 minutos em temperatura ambiente e no escuro;
. Centrifugar a 12.000 RPM por 20 minutos a 4°C.
. Descartar sobrenadante VAGAROSAMENTE em papel;
. Adicionar 150 pL de etanol 70% (gelado);
. Centrifugar a 12.000 RPM por 10 minutos a 4°C;

. Descartar sobrenadante;
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. Repetir os passos 6, 7 e 8;

10. Secar em temperatura ambiente no escuro;



11. Adicionar 10 uL de agua Milli-Q;
12. Transferir o DNA para placa de sequenciamento;
13. Guardar em freezer -20°C até o momento do seqiienciamento.

14. Sequenciar em sequenciador automatico MegaBace

9. Analise das sequéncias nucleotidicas e bioinformatica

Introducéo
O sequenciamento nos fornece a sequéncia de bases nucleotidicas de uma
determinada regido do genoma que estd sendo estudada. No entanto, para manipular e

analisar estas sequéncias faz-se necessério o uso de ferramentas da bioinformatica.

Procedimentos:

1. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

BLAST é provavelmente a ferramenta computacional mais utilizada em biologia
molecular e bioinformética. Tem a funcéo de buscar sequéncias armazenadas nos bancos de
dados pela similaridade entre a estrutura priméria da sequéncia query e as seqléncias
armazenadas no banco.

E uma ferramenta online, disponibilizada no site http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/. Para
nucleotideos, a opcéo “nucleotide blast” (blastn) busca uma sequéncia nucleotidica no
banco de dados com base na seqiéncia query, O programa libera resultados com
representacdo gréafica dos alinhamentos, sumério com uma descrigdo em uma linha de cada

hit bem como os alinhamentos com seus respectivos pardmetros calculados.

2. Edicao das sequéncias nucleotidicas

Nem sempre o sequencimento fornece sequéncias com 100% de confianga. Para
reparar erros advindos do seqiienciamento, recomenda-se fazer a edi¢do dessas sequéncias,
0 que compreende verificar o cromatograma gerado pelo sequenciador, buscando por picos
duvidosos e com erros (N). O programa BioEdit € um editor de sequéncias que roda em

ambiente Windows e que pode ser utilizado para editar, alinhar e manipular sequéncias.



Pode ser obtido gratuitamente em http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml. Devido

sua interface gréfica, facilita a edi¢do manual das seqliéncias.

3. Alinhamento de multiplas sequéncias
O alinhamento de trés ou mais sequiéncias nucleotidicas pode ser realizado por meio
do programa ClustalW, disponivel online em http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/.

E utilizado para identificar regies conservadas e sitios polimérficos ao longo da sequéncia.

4. Andlises de distancia genética

Quando as sequéncias alinhadas sdo comparadas baseadas em modelos que reflitam
sua semelhanca, é possivel quantificar as diferengas entre elas por meio de valores
numéricos. Baseado nesse principio, a distancia genética entre pares de sequéncias pode ser
estimada a fim de identificar as espécies, utilizando o modelo de evolugdo de Kimura-2-
parametros e o algoritmo de Neighbor-Joining.

Foi padronizado para estudos de DNA barcodes o emprego do modelo de
substituicdo molecular Kimura-2-parémetros, K2P (Kimura, 1980). K2P é o melhor
modelo a ser adotado quando as distancias genéticas dos organismos em estudo séo baixas.
Nesse modelo é considerada a razdo de transi¢cdes e transversdes, levando em conta o

desvio na direcdo das substituicdes mais comuns, as transi¢oes.

5. Construcéo da arvore filogenética

O procedimento Neighbor-Joining, NJ, foi considerado como método padrdo de
inferéncias filogenéticas nos estudos de DNA barcodes (Hebert et al., 2003) devido sua alta
eficiéncia e rapidez em andlises de espécies em larga escala (Kumar e Gadagkar, 2000). A
vantagem desse algoritmo é ndo assumir que a taxa de evolugéo entre as sequéncias que
compdem o conjunto de dados seja constante.

Tanto para a obtengdo dos valores de distancia genética quanto para a construcéo da
arvore filogenética Neighbor-Joining, utiliza-se o programa MEGA (Molecular

Evolutionary Genetics Analysis), o qual pode ser obtido em http://www.megasoftware.net/.
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