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Ajustes para purificacdo pré-seqilienciamento de produtos de amplificacédo
de insertos de DNA de Paullinia cupana var. sorbilis utilizando
exonuclease e fosfatase alcalina

Christiane Lopes Oliveira" e Paula Cristina da Silva Angelo'.

“Bolsista Pibic/CNPq. “Embrapa Amazénia Ocidental, Rodovia AM 010, km 29, Zona Rural, Caixa Postal 319, 69010-970. Manaus -
AM. E-mail: paula@cpaa.embrapa.br

Resumo - O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) é uma planta da familia botanica das
Sapindaceae, cuja area de ocorréncia geografica abrange os Estados do Acre, Amazonas e Para,
chegando até o Rio Pindaré, no Estado do Maranhdo; a maior parte das Guianas; parte da
Venezuela; Bolivia; Colémbia e Loreto, no Peru. Na Amazdnia Brasileira, atualmente, é muito
dificil encontrar populacdes naturais da espécie. E, ainda, uma espécie de valor comercial pouco
explorada do ponto de vista da diversidade genética. Foi eleita como objeto de estudos do
primeiro projeto da Rede da Amazénia Legal de Pesquisas Genémicas - Realgene, do qual faz
parte a Embrapa. Para este primeiro projeto foram propostos o seqlienciamento de até 50 mil
ESTs ("expressed sequence tags”) de frutos e folhas de guaranazeiro e a geracao de bibliotecas
gendmicas enrigquecidas para foci microssatélite que deverdo ser seqlienciadas para permitir a
construcdo de "primers"” especificos para amplificar estes /oci. Neste trabalho estdo descritos
resultados da evidenciacdo do DNA clonado em plasmidio via PCR e da preparacdo para o
seqlienciamento automatico, via tratamento dos insertos amplificados com as enzimas
exonuclease | (EXQ) e fosfatase alcalina de camarao {SAP). Foi avaliado o nUmero de seqliéncias
com boa qualidade de leitura obtido apds o seqlienciamento automatico, utilizando condicdes
diferentes para as PCRs e quantidades diferentes das enzimas EXQO e SAP.

Termos para indexacao: guarana, ESTs, EXO/SAP.

Adjustment for purifying the amplification products from guanazeiro
(Paullinia cupana var. sorbilis) DNA inserts using exonuclease i and
shrimp alkaline phosphatase

Abstract - Guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) is a Sapindaceae, naturally found in the
Brazilian States of Acre, Amazonas, Para, and Maranh&o, in the region of River Pindaré most of
the Guyanas; part of Venezuela; Bolivia; Colombia and Loreto, in Peru. Actually in the Brazilian
Amazon region it is very difficult to find native populations of this species, which genetic
intraespecific diversity has not been properly explored for the improvement of commercially
valuable agricultural characteristics. It was elected as the first target for REALGENE Rede da
Amazénia Legal de Pesquisas Genémicas {The Genomic Research Group of the Brazilian Amazon
Region) that is prompted to sequence up to 50.000 ESTs (expressed sequence tags) from fruits
and leaves and to develop primers for guaranazeiro microssatelite /oci. In this work are described
and discussed the results attained by treating the products from amplification reactions of
guaranazeiro DNA inserts with exonuclease | {EXQ) and shrimp alkaline phosphatase (SAP) as a
pre-sequencing purification step. The number of automatic sequenced reads with good and
acceptable scores of quality counted after the application of different PCR conditions for
amplification and using different EXO/SAP concentrations per purification reaction was
evaluated.

Index terms: guarana, ESTs, EXO/SAP.
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Introducao

O guarana (Paullinia cupana var. sorbilis) é
uma planta trepadeira que pode atingir até dez
metros de altura na mata. Quando cultivada
em dareas abertas, através de estacas, as
raizes sdo fasciculadas, sem sistema
pivotante, e as plantas crescem no maximo
até dois a trés metros. A inflorescéncia tem
forma de cacho, com cerca de 25 cm de
comprimento (Faria, 2000; Souza et al.,
1996). As flores sdo parcialmente
unissexuais e apresentam simetria irregular,
com cinco sépalas, quatro pétalas, oito
estames e trés carpelos fundidos. Flores
masculinas tém ovarios rudimentares, e flores
femininas apresentam estames com anteras
indeiscentes. O ovario é trilocular, com um
ovulo por léculo, podendo ser fecundados
um, dois ou os trés évulos. O estigma é trifido
{Escobar et al., 1984). Sao atribuidas ao
guarand, entre outras, as seguintes
propriedades: estimulante, afrodisiaco, acéo
ténica cardiovascular, desinfetante intestinal,
combate a cdlicas, nevralgias e enxaquecas.

Proposta de pesquisa aprovada pelo
Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPqg), em
dezembro de 2002, incluida em acéo induzida
para o desenvolvimento de Projetos Genoma
Regionais, previa a organizacdo de uma rede
de laboratérios na Regido Amazdnica, a
Realgene, que se dedica, numa primeira
instancia, ao seqlenciamento do genoma
funcional e a genética gendémica do
guaranazeiro. Deverdo ser seqlienciadas até
50 mil ESTs {"expressed sequences tags") de
frutos/sementes e folhas da planta e
desenvolvidos marcadores microssatélites
para utilizacdo no estudo da variabilidade

genética preservada no Banco de
Germoplasma da Embrapa Amazoénia
Ocidental.

Este trabalho teve como objetivo testar a
purificacdo, com as enzimas exonuclease | e
fosfatase alcalina, do DNA de guaranazeiro
clonado em plasmidios, depois de amplificado
por PCR, como preparacdo para as reacdes
de marcacdo com dideoxinucleotideos ligados
a grupos cromogénicos e para o processo de
seqlienciamento automatico. Estes
procedimentos, que se pretende sejam mais
rapidos e baratos e igualmente eficientes,

poderdo ser adotados como alternativa ao
cultivo de células bacterianas hospedeiras de
bibliotecas de c¢cDNA ou gendmicas e a
extracdo de plasmidios de cada clone antes da
marcacédo e do seqlienciamento automatico.

Material e Métodos
Primeira Etapa

O lisado de células bacterianas
hospedeiras das seqliéncias recombinantes
de DNA foi preparado com 2 ulL do estoque de
glicerol (30%) dos clones, previamente
organizado em placas "multiwell”
identificadas. Esta fracdo do estoque de cada
clone foi aquecida a 95 °C, por 10 minutos,
em 50 ulL de tampdo TTE (Triton X-100 1%;
20 mM de Tris-HCI, pH 8,5; e 2 mM de EDTA,
pH 8,0) e centrifugada, por 5 minutos, a
4.000 rpm (CYMMIT).

Foram utilizados 2 plL do lisado para
amplificar o DNA clonado em plasmidio e o
resultado foi analisado em gel de agarose a
1%. Para reacao de amplificacdo com volume
final de 25 pL foram utilizados o PAR DE
"PRIMERS" | {(b' GTAAAACGACGGCCAG
3'e b'- CAGGAAACAGCTATGAC-3'),ab
pmoles, cada; dNTPs a 0,25 mM; cloreto de
magnésio a 2,5 mM e 1,5 U de Tag DNA
polimerase. O termociclador (Perkin Elmer
2.400) foi programado para o ciclo I: pré-
ciclo: 95°C, por 2 minutos; 35 ciclos de: 94°C
por 40 segundos, 55°C por 1 minuto; 72°C por
2 minutos e pds-ciclo: 72°C por 10 minutos e
4°C por tempo indeterminado.

Apdés a evidenciacdo do DNA clonado
utilizando PCR, os produtos de amplificacédo
foram submetidos ao tratamento de
purificacdo com as enzimas EXOI/SAP
{exonuclease | e fosfatase alcalina de
camardo, Amersham) em duas concentracdes
{preparo dos mix, conforme a Tabela 1). A
concentracdo do cloreto de magnésio foi
ajustada para alcancar a concentracdo 6tima
de atividade para a fosfatase alcalina de
camardo (10 mM), depois da adicdo aos
produtos de amplificacdo por PCR.
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Tabela 1. Mix preparados para os testes de
purificacéo de produtos de amplificacédo de 24
insertos de DNA de guaranazeiro, como
preparacéo para o processo de marcacio com
dideoxinucleotideos e de seqililenciamento.
Embrapa Amazoénia Ocidental, Manaus/AM.
2003.

Reagentes Protocolo 1 {pL}) Protocolo 2 {pL})
EXO | [diluida 9,9

para 1U/plL] 3,0 9,9

SAP [1 U/pLl 3,0 3,6
MgCl, [600 mM] 3,6 q.s.p.
AGUA g.s.p.

Volume total 30,0 60,0

do mix

Tratamento 15" a 37°Ce 15" a 80°C 30"a37°Ce 15" a 80°C

térmico

Para o pré-tratamento com EXQ/SAP,
foram adicionados a 6 puL dos produtos de
cada reacdo de amplificacdo dos insertos, 1
uL do mix preparado para o protocolo 1, ou, a
5 ulL dos produtos de cada reacdo de
amplificacdo, 2 uL do mix preparado para o
protocolo 2 e as reacdes foram submetidas
aos tratamentos térmicos indicados na Tabela
1. As concentracdes finais das enzimas
EXO/SAP nas reacoes de purificacdo, de
volume final igual a 7 L, realizadas conforme
o protocolo | foram O, 1 unidade de cada uma
e, nhas reacOes realizadas conforme o
protocolo ll, foram 3,3 unidades de cada uma.

Prosseguiu-se com as reacdes de
marcacao com dideoxinucleotideos: tomou-
se b uL de cada reacéo de purificacdo descrita
acima para 3 uL de solucdo Big Dye
{Amersham) e 5 pmol de "primer”, sendo o
volume final de 10 uL. O termociclador foi
programado para as temperaturas descritas
no ciclo I. As reacdes de marcacdo foram
precipitadas {1/10 volume de acetato de
amoénia e 2 volumes de etanol absoluto),
ressuspendidas para 10 uL, e parte delas foi
injetada no seqlUenciador automatico
MegaBACE (Amersham).

Segunda Etapa

Para a segunda etapa foi utilizado o PAR
DE "PRIMERS"™ 11: 5"
CGTGACTGGGAAAACCCTGC - 3" e - b' -
TCACACAGGAAACAGCTATGAC - 3.
Foram testados dois ciclos de amplificacdo: o
ciclo I, descrito para a primeira etapa e o ciclo

ll: pré-ciclo: 95°C, por 2 minutos; 35 ciclos de:
94°C por 40 segundos, 60°C por 1 minuto,
72°C por 2 minutos; pds-ciclo: 72°C por 10
minutos e 4°C por tempo indeterminado.

Resultados e Discussao

Para sequenciar um fragmento de DNA
amplificado por PCR & necessario "purificar” o
produto da amplificacdo, eliminando o
excedente de nucleotideos e "primers" antes
de executar a reacdo de marcacdo com
dideoxinucleotideos vinculados a grupos
cromogénicos e injecdo no seqUenciador
automatico.

O presente trabalho propés, como
alternativa para diminuir gastos, mao-de-obra
e tempo para a obtencdo de seqUéncias
marcadas, a evidenciacdo do DNA por PCR e
utilizacdo de protocolos desenvolvidos para a
purificacdo pré-seqlienciamento com as
enzimas exonuclease | e fosfatase alcalina de
camardo. O procedimento pré-
seqlenciamento utilizado atualmente nos
laboratérios da Realgene é a cultura das
células bacterianas, obtencdo do DNA
plasmidial através de lise alcalina em
minipreps para, sé entéo, realizar a marcacéo
com os dideoxinucleotideos vinculados a
grupos cromogénicos e injetar no
seqlienciador automatico.

Durante a primeira etapa deste trabalho,
observou-se um pequeno numero de
seqliéncias {5,26%) com qualidade boa e
aceitavel de leitura, geradas pelo protocolo 1
(Tabela 1) para EXO /SAP (0,1 U de cada
enzima). Utilizando-se o protocolo 2 {3,3 U de
cada enzima, Tabela 1) houve um aumento no
numero de seqlUéncias com qualidade boa e
aceitavel (88,89%) geradas pelo MegaBACE
{Figura 2), o que superou inclusive a
quantidade de seqliéncias com a mesma
qualidade obtida pelo cultivo de células
bacterianas, extracdo plasmidial, marcacéao
com dideoxinucleotideos e sé entdo injecdo
no sequenciador automatico MegaBACE

25
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Figura 1. Imagem negativa do gel de eletroforese
(agarose 1%) para a resolucdo de produtos de
amplificacdo de insertos de DNA de guaranazeiro (clone
BRS-Amazonas) contido no lisado de células
bacterianas, utilizando o par de “primers” | e o ciclo | de
amplificacdo. Observar que, para a maioria dos clones,
foi gerado apenas um fragmento, o que significa que os
"primers” anelaram em sitios especificos dos plasmidios
e que s6é havia um plasmidio recombinante em cada
reacdo de amplificacdo. Embrapa Amazé6nia Ocidental,
Manaus/AM, 2003.

No entanto, a quantidade de enzimas para a
purificacdo utilizadas no protocolo | (0,1
unidade de cada enzima por reacdao de
purificacao) deveria ser mais do que o suficiente
para a eliminacdo dos grupamentos fosfato em
nucleotideos e para a eliminacdo de moléculas
de "primers" ndo utilizadas durante a
amplificacdo, o que tem o objetivo de impedir o
desequilibrio dos componentes da reacao
subsequente, que é de marcacdo com
dideoxinucleotideos mais grupos cromogénicos
reacdo de Sanger realizada antes da injecdo no
seqlienciador automatico. Segundo o catalogo
do fornecedor, uma unidade da exonuclease |
{Amersham, cdédigo de catdlogo E70073)
catalisa a liberacdo de 10 nmol de nucleotideos
a partir de DNA fita simples, em reacdes de 30
minutos a 37°C, sob condicées padrdo. Uma
unidade de fosfatase alcalina de camaréo
{Amersham, cdédigo de catalogo E70092) é
suficiente para hidrolisar 1 umol de p-nitrofenil-
fosfato por minuto, em pH 10,4, a 37°C. Esta
dltima enzima é fornecida com o tampéo de
reacdo em pH 8,0 e as reacfes foram realizadas
a pH nesta faixa de 8,0. Portanto, os motivos
pelos quais um pequeno nimero de seqiéncias
com boa qualidade de leitura foi obtido na
primeira etapa quando utilizou-se o protocolo |
poderiam ndo estar resumidos a quantidade de

enzimas utilizadas para as reacdes de
purificacéo.

0,1 unidade 3,3 unidades extragdo plasmidial
e MegaBACE Sequencing ScoreCard ||
molecular dynamics
Plate D) EXOSAPTeste 131103 Run 10 Runo1 Run Date] 1113031101 08 AM |
Run Time (min) 277 ) injection fime (sec)| 50 ET Termir ——1

Cimarron 1.53 Siim

Injection Vi hmm\ﬂl 3 Phredify

Run Yoltage (kV) ©

Comment Machine ID| CAMOS |
1 2 3 a | 5 0 ' 7 | ) 3 10 1 12
A 166/84 17562 36084 0183
B 332088 268/84 27585
c 301789 21958 25684 10081 182/90 25384 32587 31789
0 100584 39988 2221 10383 264185 15485
E 17582 Nes7 32383 35082
F 20808 232188 22785 10082 19787
G 169/84 148185
H 240086 36788 25987 3828
| MOy Index
i e Stotistic | Vawe | Count | % |
ol MD Average 153 96 100
i | g 30 MD Success Avg 459 9 9
| | & 2 [MD > 0 Avg 184 80 83
1 201300 - M i ; 516
| 204-400 ‘; | = 0 IMD Tot bpiplate| 14681
2 o

+ 00
#1200
301- 400
401 500
018w

=
2
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s
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Figura 2. Imagem do score card gerado pelo software vinculado ao seqlienciador automatico MegaBACE, indicando a
qualidade das seqlGiéncias de DNA. A qualidade é indicada pelas cores: vermelho = seqliéncia de ma qualidade
(interferéncia na leitura ndo permitiu boa resolugdo dos dideoxinucleotideos marcados com grupamentos
cromogénicos); amarelo = seqliéncia com qualidade aceitavel e verde = seqliéncia com boa qualidade. Em destaque,
na elipse, estdo as seqiiéncias produzidas na primeira etapa dos experimentos: colunas 1, 2 e 3 seqliéncias produzidas
apés pré-tratamento com 0,1 unidade das enzimas EXO/SAP e colunas 4, 5 e 6 - seqliéncias produzidas apds pré-
tratamento com 3,3 unidades das enzimas EXO/SAP. Os scores nas colunas restantes pertencem a seqliéncias
geradas apds o cultivo das células bacterianas e a extragdo de plasmidios por lise alcalina. Universidade Federal do
Amazonas, Manaus/AM, 2003.
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A fim de verificar se o problema fora
causado por baixas concentracées de DNA
resultante das amplificacdes ineficazes
{Figura 1) ou concentrara-se realmente na
atividade enzimatica pouco eficiente durante
a purificacdo, para a segunda etapa do
experimento adotaram-se "primers"
redesenhados com objetivo de aumentar a
quantidade de DNA obtido por PCR. No
entanto, estes "primers" utilizados para a
segunda etapa geraram fragmentos
"secundarios” em quase todas as reacdes de
amplificacdo (Figura 3), quando foi utilizado o
ciclo| para otermociclador. Entdo, um ciclo
diferente para as PCR - ciclo Il - foi utilizado

para reamplificar os fragmentos gerados
utilizando o ciclo |. Nas reacdes de
reamplificacdo (Figura 4) verificou-se o

surgimento de um numero ainda maior de
fragmentos "secundarios”, e concluiu-se que
as reacOes estavam contaminadas e que o
reamplificado

DNA contaminante fora

também.

bl R R

Figura 3. Imagem negativa do gel de eletroforese
(agarose 1%) para a resolucdo de produtos de
amplificacdo de insertos de DNA de guaranazeiro (clone
BRS-Amazonas) contidos em lisado de células
bacterianas, utilizando o ciclo | do termociclador e o par
de "primers” Il. Observar que, para a maioria dos clones,
foi gerado mais de um fragmento (setas indicando
fragmentos "secundérios”), o que indica que os
"primers” utilizados para essas reacdes ndo anelaram
em sitios Unicos de um unico plasmidio. Embrapa
Amazdénia Ocidental, Manaus/AM, 2004.

Figura 4. Imagem negativa do gel de eletroforese
(agarose 1%) para a resolucdo dos fragmentos gerados
por reamplificacdo dos produtos de PCR mostrados na
Figura 3. Foram utilizados o ciclo Il do termociclador e o
par de "primers” Il. Observar o aumento, inesperado, do
nimero de fragmentos amplificados na maioria das
reagcbes (exemplo indicado pela seta branca). Embrapa
Amazdénia Ocidental, Manaus/AM, 2004.

Para minimizar o problema gerado pela
contaminacdo, mais experimentos foram
realizados tomando novas aligquotas,
diretamente do lisado de células bacterianas,
para amplificacées segundo o ciclo Il do
termociclador utilizando o par de "primers” Il.
Fragmentos "secundarios” continuaram a ser
percebidos, mas em numero menor de
reacoes (Figura 5).

A presenca de mais de um fragmento
amplificado em uma reacdo de
segqlienciamento certamente prejudica a
qualidade da leitura pelo seqlenciador
automatico. Ainda assim, os experimentos
foram conduzidos até a fase de
seqlienciamento e os testes de purificacédo
foram realizados com 0,1; 1,5 e 3,3 U de
enzimas por reacéo (Figura 6). O niumero de
seqliéncias com boa qualidade e qualidade
aceitavel, verificado entre reacdes preparadas
utilizando 0,1 U de enzimas (26,67%), foi
superior ao verificado na primeira etapa
{5,26%, Figura 2). O numero de seqiiéncias
com boa qualidade ou qualidade aceitavel
verificado para reacdes preparadas utilizando
1,5 U de enzima foi 66,67 % do total, superior
a que foi alcancada pela preparacdo para
seqlenciamento via cultivo de células e

27
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extracdo de plasmidios, na primeira etapa
(65,12%, Figura 2), segundo os scores
fornecidos pelo software associado ao
MegaBACE. Reacdes com qualidade boa e
aceitavel produzidas pelo pré-tratamento com
3,3 unidades de enzima atingiram, na
segunda etapa, apenas 75% das seqliéncias
gue foram lidas (Figura 6).

Uma vez que a maior diferenca entre as
reacoes tratadas com EXQO/SAP na primeira
etapa (Figura 1, amplificacdo pouco eficiente
e especifica) e na segunda etapa (Figura 5,
amplificacéo eficiente mas pouco especifica)
do trabalho foi a quantidade e a qualidade dos
fragmentos amplificados submetidos a
purificacdo, e jd que houve tanto melhora
{para reacdées com 0,1 U de enzima, 5,26%
na primeira etapa e 26,67% na segunda
etapa) quanto piora {para reacdes com 3,3 U
de enzima, 88,89% na primeira etapa e
75,00% das reactes, na segunda etapa) nos
resultados da segunda etapa com relacédo aos
resultados alcancados na primeira etapa,
sugere-se que o processo de purificacdo por
tratamento com EXO/SAP seja testado
novamente, quando todos os outros passos
do seqlienciamento - qualidade e quantidade
de inserto amplificado por PCR - estiverem
estabilizados.

Figura 5. Imagem negativa do gel de eletroforese
(agarose 1%) para a resolucdo de produtos de
amplificacdo de insertos de DNA de guaranazeiro (clone
BRS-Amazonas) contidos no lisado de células
bacterianas, utilizando o ciclo Il do termociclador e o par
de "primers™ Il. Observar, por comparacdo com a Figura
3, o desaparecimento (seta preta) dos fragmentos
"secundarios™ em algumas das reagdes e a persisténcia
(seta branca) desses fragmentos em outras reacodes.
Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus/AM, 2004.

0,1 unidade

17887 Jroes

10385 | 350085
| 1o

1,5 unidade

2785 11582

24382

3,3 unidades

o .

129178
15180

]

12680

10104
12387

11381

Figura 6. Imagem do score card gerado pelo software vinculado ao seqlienciador automatico MegaBACE, indicando a
qualidade das seqlGiéncias de DNA. A qualidade é indicada pelas cores: vermelho = seqliéncia de ma qualidade

(interferéncia na leitura ndo permitiu boa

resolugdo dos dideoxinucleotideos marcados com grupamentos

cromogénicos); amarelo = seqliéncia com qualidade aceitavel e verde = seqliéncia com boa qualidade. Os fragmentos
foram amplificados utilizando o ciclo I, par de "primers™ Il e o nimero de unidades de enzimas EXO/SAP indicadas
acima dos scores. Universidade Federal do Amazonas, Manaus/AM, 2004.
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Conclusdes

#* A qualidade dos produtos de amplificacédo
para evidenciacdo do DNA clonado influiu
diretamente no sucesso das reacbes de
purificacdo com EXQ/SAP;

#*0s resultados indicaram que a utilizacdo de
1,5 unidade de exonuclease e fosfatase
alcalina por reacdo de purificacdo pré-
seqUenciamento foi suficiente para atingir
nimero semelhante de seqliéncias com
qualidade boa e aceitavel aquele que é
atingido utilizando o cultivo das células
bacterianas transformadas e a extracdo de
plasmidios, quando as reacdes de PCR para
evidenciacdo dos insertos que foram
seqlienciados eram relativamente boas;

#0s testes com quantidades menores que
1,5 unidade das enzimas podem apresentar
melhores resultados do que os que foram
aqui descritos, quando as reacdes de PCR
para evidenciacdo dos insertos que seréo
seqglienciados estiverem aprimoradas.
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