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INTRODUCAO

A Unidade Curricular (UC) de Virologia (BI012418L), é uma UC obrigatéria para a
Licenciatura em Biologia Humana, sendo oferecida como optativa aos cursos de
Biologia, Bioquimica e Biotecnologia.

Esta UC compreende, para além das aulas tedricas, uma componente tedrico-pratica e
uma componente de pratica-laboratorial, nas quais se pretende demonstrar os
conceitos abordados nas teodricas, utilizando ferramentas usadas rotineiramente em
virologia e aplicando os procedimentos praticos em material bioldgico de baixo risco de
contaminacdo para o operador e para o ambiente. Assim, os protocolos aqui descritos,
incluem as principais etapas realizadas num laboratdrio de virologia, desde a inoculagdo
viral, a purificacdo e identificagdo viral, com recurso a plantas e aos seus plantas. Uma
vez que os protocolos usados em virus de plantas sao transversais aos restantes virus,
os estudantes apreendem de forma segura e sem riscos, as principais metodologias
usadas rotineiramente num laboratdrio de virologia.

Este manual descreve os protocolos a realizar nas aulas praticas no ano letivo de
2024/25.

VIROLOGIA

Codigo: BIO12418L

6 ECTS

Area Cientifica: Ciéncias Bioldgicas

Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel




PROTOCOLO 1 - INOCULAGAO VIRAL

INTRODUCAO

O método de inoculagdo viral é geralmente usado: i) para diagnosticar um virus através
da inducdo de sintomas numa grande variedade de hospedeiros, incluindo plantas; ii)
para testar a infecciosidade dos virus; e iii) para propagar virus de interesse (Hull, 2014).

Este método consiste na introducdo do virus infecioso, ou do dcido nucleico viral, numa
planta, através de feridas realizadas na superficie das folhas. A indugdo de feridas é
essencial uma vez que os virus sao incapazes de penetrar por si sé nas células vegetais.

A preparagao viral é obtida através do uso da seiva de uma planta infetada, macerando
o extrato vegetal, na presenca de um abrasivo e de seguida friccionando-a numa ou mais
folhas de plantas indicadoras. As plantas indicadoras sao plantas suscetiveis a virus e
que manifestam sintomas facilmente observdveis. Para isso devem ser plantas jovens.
Nem todos os virus sdo transmitidos mecanicamente, muitos sao transmitidos apenas
durante a alimentacdo de vetores artropodes em plantas infetadas. Nestes casos, os
virus podem ser inoculados em plantas com o recurso aos vetores ou em alternativa
podem usados para clones infeciosos de DNA ou cDNA (no caso de virus de RNA) e de
seguida agroinfiltrados em plantas através de Agrobacterium tumefaciens.

Nesta aula pratica, pretende-se inocular mecanicamente o virus Olive mild mosaic virus
(OMMV) em plantas de Nicotiana benthamiana a partir de plantas infetadas
sintomaticas. A figura 1 mostra o resultado esperado apds a inoculagdo de OMMV.

L

Figura 1. Plantas de Nicotiana benthamiana; (1) planta saudavel; (2) folha saudavel (antes da inoculagdo
viral); (3) folha 12h apds inoculagdo com virus OMMV; e (4) folha 5 dias apds inoculagdo com virus OMMV.



MATERIAL, REAGENTES E EQUIPAMENTO:

e Carborundum (malha de 400 um, 40,0962 g/mol)

e Planta indicadora com 2 semanas p6s germinacao (Nicotiana benthamiana)
e Solucdo tampdo de fosfato de sodio*

e Material viral (extrato de plantas infetadas ou folhas secas de tabaco)

e Almofariz esterilizado

e Cotonete

e Esguicho com agua destilada
e Pipetas descartaveis

e Rétulos e lapis

*Preparacdo do tamp3ao para inoculacdo viral

Tampao fosfato de sédio 0,05 M pH 7,0:

A partir do 0,5 L de fosfato de sédio monobdsico acertar o pH a 7,0 com o fosfato de
sodio dibasico (Tabela 1).

Tabela 1. Preparacgdo dos tampdes de fosfato de sddio; monobasico e dibdsico para a inoculagdo e
extragdo viral.

Composto Massa molar Volume a Concentragao Massa a
(g/mol) preparar (L) desejada (M) pesar (g)

Fosfato de sdédio
monobdsico 137,99 0,5 0,05 3,45
NaH2P04.H20

Fosfato de sédio 1
dibasico NazHP04.2H20 177,99 0,05 8,9

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

baseado protocolo descrito por Hull (2009)

O material viral (folhas) serd macerado num almofariz na presenga de uma solugdo
tampdo para inoculacdo viral* e de um abrasivo (carborundum) usado para produzir
microferimentos nas folhas e permitir a entrada do virus nas células vegetais. O tampao
€ importante para minimizar a degradacdo viral. Serd usado um controlo realizado nas
mesmas condi¢cdes, mas usando folhas saudaveis em vez de folhas infetadas. Este

10



controlo permitirda descartar eventuais necroses causadas por eventuais feridas
causadas no procedimento da inoculagao.

1. Selecionar as plantas saudaveis (planta indicadora) a serem inoculadas e rotular com
uma etiqueta de papel escrita a lapis. (Ndo esquecer colocar a data e o nome do

grupo).
2. Cortar e colocar o material vegetal infetado no almofariz.

3. Adicionar 1 ml de tampdo de inoculagdo, 100mg de tecido vegetal (aproximadamente
1 folha infetada) e adicionar aproximadamente 2-3 mg de carborundum ao almofariz.
(Em alternativa, o material infetado pode ser congelado com azoto liquido e reduzido
a po6 antes de adicionar o tamp3o).

4. Macerar o material vegetal até obter uma mistura homogénea.

5. Espalhar e friccionar a mistura obtida em folhas da planta indicadora com a ajuda de
um cotonete.

6. Lavar as folhas inoculadas com o esguicho de agua destilada (para retirar residuos
gue poderdo dificultar a visualizacdo dos sintomas).

7. Colocar as plantas na camara de crescimento com fotoperiodo de 12h, temperatura
de 23 £ 2 °C, e humidade relativa de 80%.

Observagao dos resultados:

Os sintomas devem ser registados por cada grupo no caderno de laboratoério e os
registos devem, sempre que possivel, ser acompanhados de fotografias.

1. Registar os sintomas dois a trés dias apds a inoculagdo (horario a combinar com o
docente).

2. Registar os sintomas semanalmente no inicio de cada aula pratica.

Resultados esperados:

2 a 3 dias apods a inoculagdo devem comecar a aparecer sintomas locais nas plantas
indicadoras, como pequenas lesdes clordticas nos pontos de entrada do virus na planta.
Duas a trés semanas ap6s a inoculacdo devem aparecer sintomas sistémicos como
alteracdo no tamanho da planta, mosaicos, e amarelecimentos.

11



N\, ! 7
Q| Dicas
v’ Para otimizar a inoculacdo devemos cortar os locais das folhas das plantas onde

existem lesGes, excluindo aquelas que n3do existem.

v/ N3o é necessario pesar o carburundum, basta polvilhar uma vez dentro do
almofariz.

v" Ainoculagdo na planta com o cotonete deve ser feita de forma suave para evitar
destruicdo total do tecido.

REFERENCIAS:

Hull, R. (2014) Plant Virology. 5th Edition, Academic Press, London, 854 p.
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PROTOCOLO 2 - ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO VIRAL

2.1. ISOLAMENTO VIRAL
INTRODUCAO

Este protocolo permite a purificacdo das particulas virais, ou seja, a separacdao das
particulas virais dos componentes do hospedeiro. O virus purificado pode depois ser
usado em inumeras aplicagdes, desde a observagao ao microscopio eletrénico, a
produgdo de anticorpos, a extragao do RNA viral, purificagdo das proteinas e do acido
nucleico, entre outras.

Os métodos de isolamento de virus diferem de acordo com o tipo de virus, ndo existindo
um protocolo universal. No caso das plantas, a purificacdo de virus envolve varios passos
(Figura 2).

O primeiro passo da purificacdo é a destruicao das células vegetais e extracao da seiva
das plantas.

Segue-se a clarificagdo, que consiste na remoc¢ao dos materiais macromoleculares do
hospedeiro, enquanto o virus fica em suspensdo; tal pode ser realizado com recurso a
solventes organicos, alta temperatura ou tampao fosfato, dependendo do virus em
questdo. Centrifugacbes a baixa velocidade removem facilmente os cloroplastos,
mitocondrias e componentes da parede celular. As proteinas das plantas e os
ribossomas sdo os constituintes vegetais mais dificeis de eliminar durante a purificacdo
viral (Hull, 2014).

Apds a clarificacdo, segue-se a concentragdo do virus, que pode ser feita por
centrifugacdes de elevada velocidade, precipitagio com polietilenoglicol (PEG),
precipitagdao com sal ou precipitagao no ponto isoelétrico. O ultimo passo é a purificagao
viral propriamente dita e que consiste na elimina¢do dos contaminantes do hospedeiro
de baixo peso molecular ainda remanescentes. Tal é realizado com o recurso a
centrifugacao diferencial (ciclos de centrifuga¢des altas e baixas), centrifugagdo por
gradientes de densidade, entre outras técnicas (Bhat & Gao, 2020).

A pureza da purificagdo pode ser determinada por exemplo por microscopia eletrdnica,
espetrofotometria e eletroforese. Uma vez purificados, os virus podem ser preservados
e armazenados em glicerol ou congelados a -209C.

Nesta aula sera realizado o isolamento das particulas virais de OMMV propagadas na
aula anterior.
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Propagacao do Virus em N. benthamiana

A 4

Lise dos tecidos

4

Extragdo usando tampao e aditivos

A 4

Clarificagdo por aquecimento ou por
adicao de solventes organicos

A 4

Centrifugacgao de baixa rotagao

$

Recolha do sobrenadante

) 4

Centrifugagdes diferenciais alternando
ciclos de alta e baixa rotagao

¥

Purificagcao adicional através de
gradiente de densidade de sacarose
continuo e descontinuo

A 4

Recolha da banda de virus - dispersao de luz

A 4

Dialise e peletizagdo do virus
purificado através de centrifugacio de
alta velocidade

7

J

J/

Figura 2. Diagrama representativo dos varios passos da purificagdo viral, adaptado de Bhat & Rao
(2020).

MATERIAL, REAGENTES E EQUIPAMENTO:

e Copos de 500 ml (2)

e Parafilme

e Provetas graduadas (2)
e Seringa e agulha

e Tecido vegetal (100 gr)
e Tubos de centrifuga Corex de baixa rotagao
e Tubos de ultracentrifuga de 30 mL



e Tubos de gradiente de polietileno
e Gaze humedecida com agua destilada

e 1% de ascorbato de sédio

e Butanol

e Cloroférmio

e Sacarose

e Tampado fosfato de sédio 0,1 M pH 6,0 (1:3) (p/v)*
e Tampado fosfato de sédio 0,02 M pH 6,0 (1:3) (p/v)*

e Centrifuga de baixa rotacdo
e Centrifuga de alta rotacao
e Centrifuga de bancada

e Liquidificador

e Espetrofotometro

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

Isolamento do Alphanecrovirus Olive mild mosaic virus

Adaptado de Bhat & Rao (2020)

I - Homogeneizagao
1. Colocar o material vegetal num liquidificador.

2. Num copo, dissolver, 3 gr de ascorbato de sédio em 300 ml de tampdo fosfato de
s6dio 0,1 M pH 6,0.

3. Apds a dissolucdo do ascorbato de sédio no tampao, juntar esta solu¢do ao material
vegetal que estd no liquidificador e homogeneizar durante 2 min a uma velocidade
alta.

4. Colocar a gaze humedecida sobre o copo e verter o homogeneizado, espremer o
homogeneizado que fica na gaze até deixar de sair liquido.

5. Quantificar o volume liquido com o auxilio de uma proveta. Registar o volume obtido.

Il - Clarificagdo

1. Num banho de gelo, adicionar 10% de butanol-cloroférmio (1:1) (v/v) a solucdo
homogeneizada obtida no ponto anterior.

2. Agitar a mistura durante 30 min.

15



3.
4.

Centrifugar a 10410 g durante 20 min.

Retirar o sobrenadante e quantificar o volume obtido com uma proveta graduada.
Nao esquecer de registar o volume obtido no caderno de laboratério.

Ill — Precipitagdo das particulas virais

1.

10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.

Distribuir todo o volume obtido no passo anterior por tubos de centrifuga de baixa
rotagao.

Centrifugar a 10400 g durante 10min a 42°C.
Recolher o sobrenadante para um copo e distribuir por tubos de ultracentrifuga.

Centrifugar a 124000 g durante 2 horas a 42C (guardar os tubos em excesso a 4 2C
até centrifugar).

Descartar o sobrenadante e secar ligeiramente o pellet invertendo os tubos sobre o
papel absorvente.

Ressuspender o pellet em 150 pL de tampao fosfato 0,02 M, pH 6,0.
Juntar todas as ressuspensdes num tubo de centrifuga de baixa rotacao.

Recolher o sobrenadante para um tubo de ultracentrifuga e perfazer o volume
maximo do tubo com tampao fosfato 0,02 M, pH 6,0.

Centrifugar a 124000 g durante 2 horas a 4 °C.
Ressuspender o pellet resultante em 300 pL de tampao 0,02 M, pH 6,0.

Guardar no frio até aplicar 200 uL da amostra viral em cada gradiente de sacarose*
preparado no dia anterior.

Ultracentrifugar a 150000 g, durante 40 min, a 4 ¢C.

Identificar a banda viral através de uma luz incidente no topo do tubo e retirar a
banda (fragdo que contém virus) com uma seringa esterilizada por perfuragao lateral
para o tubo de ultracentrifuga.

Centrifugar a suspensdo viral a 186000 g durante 4h a 49C.

Ressuspender o pellet, constituido pelo virus purificado, em 100-200uL de tampao
fosfato de sédio 0,02 M pH 6,0, num eppendorf. O virus purificado pode ser mantido
a 4 °C por 90 dias.

Determinar a concentragao viral através de espetrofotometria.

16



+ . ~ ~ .
B Determinagao da concentragao viral

A absorvancia a 260 nm (1mg/mL) de TNV é de 5,5 e a relacdo 260/280 é de 1,5
(Babos & Kassanis, 1963).

Ex. Leitura 260 nm = 0,9 DO (densidade 6tica):
1 mg/mL ----- 5,5 DO
X - 0,9D0

X=0,16 mg/mL de virus

*Preparacao do gradiente de sacarose:

1. Em tubos de polietileno colocar camadas sucessivas de solugdes de sacarose em
tampao fosfato de sdédio 0,02 M pH 6,0:

e 1,2mL de solugdo 40%,
e 1mL de solugdo 30%,
e 1mL de solucdo 20%,
e 1mlL de solugdo 10%.

2. Colocar no frio durante 18 h até a aplicacdo das amostras, de modo a formar um

gradiente continuo (figura 3).

il AY A .

40% 30% 20% 10%

10%
40%
20% 20%

30% 30% 30%

' 40% 40% 40% 40%

Overnight 4 °C

Figura 3. Preparacdo de um gradiente de sacarose continuo, adaptado de Bhat & Gao (2020).
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*Preparacao dos tampoes de isolamento:

1.

Preparacdo da solucdo de 500 mL de fosfato monobasico 0,1M (NaH.PQa4.H;O,
M=137,99g/mol):

Num copo de vidro de capacidade de 1 L, colocar 450 mL de agua destilada, adicionar
6,9 g de fosfato monobasico e de seguida perfazer até 500 mL de volume.

. Preparacdo da solucdo de 1 L de fosfato dibasico 0,1 M (Na;HPO4.2H,0, M=177,99

g/mol):

Num copo de vidro colocar 950 mL de dgua destilada, adicionar 17,8 g de fosfato
dibasico e de seguida perfazer até 1 L de volume.

. Preparacdo do tampdo fosfato de sédio 0,1 M pH 6,0:

No copo de vidro contendo os 500 mL de fosfato monobasico, adicionar fosfato
dibasico preparado no volume suficiente até atingir o pH 6,0.

Preparagao do tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 6,0:

No copo de vidro contendo os 500 mL de fosfato monobasico, adicionar fosfato
dibasico preparado no volume suficiente até atingir o pH 6,0.

. Preparacdo do tampdo fosfato de sédio 0,02 M pH 6,0:

Diluir 5x a solu¢do 0,1 M para 0,5 L 0,02 M pH 6,0 (100 mL 0,1 M e perfazer até 500
mL).

Resultados esperados:

Espera-se observar uma banda Unica correspondente a acumulagdo das particulas virais

nos gradientes de sacarose.

A purificacdo de particulas virais de OMMYV com o procedimento descrito permite a
obtencgdo de cerca de 0,3 mg de virus por cada 100 g de planta infetada.

@L\j Dicas

v’ Nas centrifugacdes deve-se sempre colocar tubos com 0os mesmos pesos para
manter o equilibrio no rotor. Quando os tubos s3ao em nimero impar, deve-se
colocar outro a equilibra com o mesmo peso em agua.

REFERENCIAS:

Babos, P., Kassanis, B. (1963) The behaviour of some tobacco necrosis virus strains in
plants. Virology 20: 3, 498-506.
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2.2. CARACTERIZACAO VIRAL

INTRODUCAO

O peso molecular das subunidades que constituem a capside proteica € um dos critérios

para a identificacdo da espécie viral. Para determinar o peso molecular da capside

proteica viral é essencial desnaturar as subunidades de proteina na presenca de SDS

(sodium dodecyl sulphate) e temperatura elevada. As proteinas desnaturadas sdo de

seguida sujeitas a eletroforese (Laemmli, 1970) com gel de poliacrilamida e SDS (SDS-

PAGE). O peso molecular da proteina viral é depois estimado através da comparacdo da

sua mobilidade em gel, com a de outras proteinas de peso molecular conhecido (Bhat &
Rao, 2020).

Nesta aula sera realizada a caracterizagdo viral das proteinas de OMMYV, a partir da

purificagdo viral obtida na aula anterior.

MATERIAL, REAGENTES E EQUIPAMENTO:

1.

Solugdes tampdo e reagentes:
0,5 M Tris pH 6,8
Solucdo de 40% de acrilamida (29 acrilamida:1 bisacrilamida)

Tris pH 8,8

. Tampao do reservatorio

24,8 mM Tris
192 mM glicina
0,1% (p/v) SDS

Nota: Neste tampao ndo se acerta o pH

. Tampao das amostras 4X

5% de mercaptoetanol (2 mL)

2% de SDS (0,92 g)

0,0625 M Tris pH 6,8 (2,5 ml de 0,5 M Tris pH 6,8)

10% de glicerol (4 ml)

0,001% Bromofenol blue (apenas uma pitada, s6 para dar cor)
Perfazer para 10 ml

Distribuir em eppendorfs e congelar
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4. Solugdo corante (1 litro)
400 ml de metanol
0,25 gr de Comassie blue R-250
70 ml de acido acético
Perfazer com H,0
5. Solugao descorante (2 litros)
140 ml de acido acético
400 ml de metanol
Perfazer com H20
6. Solucao de persulfato de amoénio 10% (preparada imediatamente antes do gel)
0,1 g de persulfato de amodnio
colocar num eppendorf de 1,5 ml
adicionar 1 ml de H,0 destilada
agitar no vortex até o po estar dissolvido.
7. Reagentes do gel de poliacrilamida
SDS 10%
TEMED (Tetrametiletilenodiamina)
Butanol saturado com agua

Marcador de proteinas de baixo peso molecular (Marcadores Sigmamarker Low
range - SIGMA):

66 kDa - albumina de bovino;

45 kDa - albumina de ovo;

36 kDa - gliceraldeido-3-fosfato deshidrogenase;
29 kDa - anidrase carbdnica;

24 kDa - tripsinogénio;

20,1 kDa - inibidor de tripsina;

14,2 kDa - a-lactalbumina

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

| - Preparacao do gel de poliacrilamida:

1. Limpar bem os vidros com alcool e montar os vidros nos suportes.
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2. Preparar o Gel Separador: Num copo de vidro de 50 ml (Copo 1) fazer o gel
separador com 12,5% de poliacrilamida:

e 3,1 mlde solucdo 40% de poliacrilamida

e 3,1 mlde H;0 destilada

e 2,5mlde1,5M Tris (pH 8,8)

e 100 pl de 10% SDS

e 100 pl de 10% de persulfato de amoénio

e 10 ul de TEMED
Nota: Deve homogeneizar-se bem, com movimentos circulares, entre cada
adicao.

3. Com uma pipeta Pasteur transferir RAPIDAMENTE o gel separador para o suporte de
placas de vidro.

4. Imediatamente apds a colocagdo do gel separador adicionar aproximadamente 1 ml
de butanol saturado com agua.

5. Deixar solidificar o gel de poliacrilamida e iniciar a preparacdo do Gel Concentrador:
Copo 2 (para fazer o gel concentrador com 4% de poliacrilamida):

e 0,4 mlde solugao 40% de poliacrilamida

e 7,0 mlde H,O destilada

e 2,5mlde0,5M Tris (pH 6,8)

e 100 ul de 10% SDS (ndo se adicionam os restantes componentes até as

placas que ja tém o gel separador estarem preparadas).
6. O gel separador esta polimerizado quando o que restou (que ficou dentro da pipeta)

estiver solido. Neta fase, retirar o butanol vertendo a placa de vidro e lavar muito
bem com agua destilada.

7. Secar com um triangulo de papel de filtro.
8. Finalizagao da preparagao do gel concentrador (copo 2):

e 100 pl de 10% de persulfato de amoénio
e 1% de TEMED (10 pl)
9. Com uma pipeta Pasteur transferir RAPIDAMENTE para cima do gel separador ja
polimerizado e colocar o pente.

Il - Preparacao das amostras para colocar no gel:

1. Marcar os eppendorfs (um eppendorf por cada amostra e um para o marcador).
2. Em cada eppendorf de amostra colocar:

e 5l detampdo da amostra
e 15 ul de preparagao viral
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e Duas pedrinhas de agucar
3. No eppendorf do marcador colocar:

e 5 ulde marcador
4. Colocar os eppendorfs com a amostra num banho a 1002 C durante 5 min para
permitir a separagao das subunidades proteicas.

5. Em seguida, colocar os eppendorfs em gelo durante 5 minutos para evitar a agregagao
das subunidades proteicas.

6. Colocar as amostras no gel com pontas de bico fino e registar a ordem de colocacao.
7. Ligar a tina a fonte de alimentacdo, durante 10 min a 80 V seguidos de 1h a 120V.

8. Com o auxilio de um bisturi, retirar o gel dos vidros para uma caixa de plastico e
mergulhar o gel na solugdo corante durante 30 minutos.

9. Retirar o corante e substituir pela solucdo descorante.

10. Observar as bandas. Ao fim de 10-15 minutos as bandas tornam-se visiveis, podera
ser necessario substituir a solucdo descorante.

11. Determinar o peso molecular das subunidades proteicas por compara¢do com o
marcador.

Resultados esperados:

No gel de proteinas realizado, espera-se a observacdo de uma banda Unica de 39 kDa
correspondente a acumulagdo das subunidades proteicas das particulas de OMMYV cujo
peso descrito é de 39 kDa.

-|Q_| Dicas
v No ponto 9 deve encostar a ponta da pipeta a parte interna do vidro para

diminuir a quantidade de bolhas, evitando-se assim uma jungdo irregular entre
os dois géis.

REFERENCIAS:

Bhat, A.l., Rao, G.P. (2020) Purification of Plant Viruses. In: Characterization of Plant
Viruses. Springer Protocols Handbooks. Humana, New York, NY.

Laemmli, U.K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227:680-685
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PROTOCOLO 3 — EXTRAGAO E ELETROFORESE DE RNA

INTRODUCAO:

O genoma viral pode ser constituido por DNA ou RNA, podendo este ultimo ser de cadeia
simples ou dupla. 0 OMMV, como cerca de 90% dos virus de plantas, € um virus de RNA
de cadeia simples, envolvido por uma capside proteica consistindo em muitas cépias de
subunidades proteicas. O primeiro passo do isolamento do acido nucleico a partir de
virus purificado envolve a eliminagcdo da capside proteica da particula viral seguida da
precipitacdo do acido nucleico em etanol. A quantidade do acido nucleico extraido pode
ser quantificada por espetrofotometria e a qualidade através de eletroforese, tal como
descrito no protocolo anterior.

A extragdo do acido nucleico viral permite a sua identificagdo, caracterizagao molecular
e desenvolvimento de métodos de diagndstico sensiveis. O genoma pode ser clonado,
sequenciado, expresso e usado para transformacgao de plantas para, por exemplo, obter
plantas transgénicas resistentes a virus (Bhat & Gao, 2020).

MATERIAL, REAGENTES E EQUIPAMENTO:
e Virus purificado (OMMV extraido na aula anterior)
e Kit de extragdo de RNA (RNeasy plant mini kit)

e ‘Greensafe’ (NZYTech)

e Agarose

e Orange G 6x

e Centrifuga de bancada
e Espetrofotometro

e Micropipetas

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:
| - Extragdao de RNA do virus purificado (QIAGEN)

Nota: Durante todo o protocolo, deve utilizar-se material tratado com DEPC e
autoclavado de modo a evitar a degradacdo do RNA por RNases. O RPE deve ser
previamente diluido em 4 volumes de etanol 96-100%.
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Num eppendorf de 1,5 mL, adicionar 460 pL de tampao de lise RLT (contendo 10 plL
de B-mercaptoetanol/mL).

No mesmo eppendorf, adicionar 100 puL de amostra de virus purificado.
Adicionar 460uL de etanol 70% e fazer vortex.

Aplicar no maximo 700 pL numa coluna cor-de-rosa do kit, centrifugar 15 seg a 10000
rpm e descartar o que fica no tubo coletor.

Aplicar o volume restante na mesma coluna, centrifugar 15 seg a 10000 rpm e
descartar o que fica no tubo coletor.

Lavar a coluna com 700 uL de tampdao RW1.

Centrifugar 15 seg a 10000 rpm.

Descartar o tubo coletor e o seu conteudo.

Transferir a coluna para um novo tubo coletor de 2 mL.

Aplicar 500 pL de tampdo RPE (previamente diluido).

Centrifugar durante 15 seg a 10000 prm e descartar o que fica no tubo coletor.
Aplicar 500 pL de tamp3do RPE na coluna.

Centrifugar durante 2 min a velocidade maxima para secar a membrana da coluna e
descartar o que fica no tubo coletor.

- Eluicdo do RNA

Transferir a coluna para um novo tubo coletor (eppendorf que vem com o kit e ao
qual se corta a tampa).

Aplicar 50 pL de agua RNase free e fechar o tubo

Centrifugar 1 min a 10000 rpm

Nota: Guardar o tubo coletor e a coluna para fazer nova elui¢cdo caso a quantidade de

RNA seja inferior a 20 pug (fazer esta nova eluigdo com o préprio RNA obtido

anteriormente para ndo diminuir a concentracao).

lll - Eletroforese de RNA (Visualizagao e quantificagao)

Preparagdo das amostras: colocar 12 pL de amostra + 2 uL de corante OrangeG 6X
em tubo eppendorf.

Preparacdo do gel: colocar 1% de agarose (1 grama) em 100 mL de TBE (0,5x) nm
copo erlenmeyer.
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Num micro-ondas derreter a agarose (poténcia maxima) durante aproximadamente
2 minutos.

Apds a agarose estar derretida, deve ser arrefecida colocando o copo erlenmeyer
durante 3 min sobre bancada a temperatura ambiente.

Pipetar 1,0 uL do corante de acido nucleico ‘Greensafe’ (NZYTech) e agitar
suavemente para homogeneizar.

Colocar o TBE com a agarose e o ‘Greensafe’ no berco ja com um pente para
solidificar.

Apds solidificar o gel, retirar o pente para expor os pogos de aplicagao das amostras,
colocar o gel na tina de eletroforese, aplicar a amostra e o marcador no gel e ligar
durante 1 hora a 80V.

A quantificacdo do RNA serd também realizada por espetrofotometria através da
determinagdo da densidade dtica a 260 nm. Para tal deve se aplicado 1 uL de RNA total.
A pureza do RNA é determinada através da razdo 260/280. Valores de 1,8 a 2 indicam
preparacdes sem contaminacdo, ao passo que valores inferiores mostram contaminacao
de proteinas ou fendis (Bhat & Gao, 2020).

8 Determinag¢ao da quantidade de RNA viral
Uma DO (densidade 6tica) de 1 a A260 nm equivale a 40 ug/mL de RNA.
Ex. Leitura 260 nm = 0,5 DO (densidade dtica):
40 pg/mL ----- 1 DO
X - 0,5DO0
X=20 pg/mL de RNA

Resultados esperados:

Esperam-se valores entre 1,8 e 2 da razdo 260/280, que correspondem a preparagdes
sem contaminantes, indicando que a extracdao do RNA total das particulas virais foi bem
realizada.
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Dicas

O equipamento de espectrofotometria usado nas aulas calcula
automaticamente a concentracdao de RNA total na amostra, bem como a
qualidade. Assim, quando usamos este equipamento nao é necessario usar
as formulas anteriormente descritas para calcular concentragdo de RNA
total.

A agarose deve ser derretida lentamente no micro-ondas. Para tal, deve ir
retirando o copo erlenmeyer do micro-ondas durante o processo e deve
observar-se o contetido do copo contra a luz, até que ndo se visualize
agarose por dissolver. Assim garantimos que a agarose esta toda dissolvida
e nao interfere na migragao da amostra.

A adigdo dos 10 pL de -mercaptoetanol/mL ao tampdo RLT sé deve ser
feita imediatamente antes de iniciar o protocolo.

REFERENCIAS:

Bhat, A.l., Rao, G.P. (2020) Purification of Plant Viruses. In: Characterization of Plant
Viruses. Springer Protocols Handbooks. Humana, New York, NY.
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PROTOCOLO 4 — DIAGNOSTICO VIRAL: TRANSCRICAO REVERSA E REACAO
DA POLIMERASE EM CADEIA (RT-PCR)

INTRODUCAO

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR) é a técnica mais usada na detecdo de virus.
Permite amplificar um segmento de DNA que esteja entre duas sequéncias conhecidas,
podendo fazer milhGes de cdpias de uma sequéncia em poucas horas. Uma reagdo de
PCR apresenta trés etapas caracterizadas por diferentes temperaturas: (1) desnaturacao
(9095 ¢ C), que separa as duas cadeias de DNA, (2) hibridacdo de primers especificos
(45—-60 ¢ C), que permite o emparelhamento dos primers as suas bases complementares
do novo DNA de cadeia simples e (3) extensdo do primer usando uma polimerase de
DNA que vai fazer uma cépia do DNA alvo a 72 2 C (Figura 4).

Existem diferentes variantes e adaptacdes da técnica de PCR. Por exemplo o RT-PCR
(transcricdo reversa e reacao da polimerase em cadeia), permite que o PCR seja
precedido pela transcricdo reversa, ou seja, conversdo do RNA em DNA complementar
usando a enzima transcriptase reversa. Como a maioria dos virus de plantas, e muitos
virus que afetam animais e seres humanos, possui genoma de RNA, esta variante
permite a amplificacdo destes genomas (Martelli et al., 1996; Varanda et al., 2010).

’ 7 3’ ’
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Figura 4. Representac¢do esquematica do processo de amplificacdo de DNA por PCR, adaptado de Bhat &
Rao (2020).
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Nesta aula serd amplificado o genoma de OMMYV, a partir do RNA extraido na aula
anterior.

Material, reagentes e equipamento:
e Banho seco
e Centrifuga de bancada
e Equipamento de eletroforese
e Espetrofotdmetro
e Gelo
e Micropipetas
e Termociclador
Transcriptase Reversa
Agua ultrapura
Enzima transcriptase reversa M-MLV e tampao RT 5X
dNTPs
Random primers
RNA total extraido na aula anterior
Reacdao em cadeia da Polimerase (RT-PCR)
Agarose
Agua ultrapura
cDNA (resultado do passo anterior)
dNTP’s
Enzima DNA polimerase (DreamTaq)
MgCl2
Primers (Forward and Reverse)

Tampado ‘10X DreamTaq Green Buffer’ ‘Greensafe’ (NZYTech)

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

1. Juntar 1 pL RNA viral + 1,5 uL random hexamers (dilui¢do de trabalho 1:5).
2. Incubar a 70 2C, em banho seco, durante 10 minutos e de seguida em gelo durante
15 minutos para hibrida¢do dos primers.

29



3. Transcrigao reversa
Adicionar:
9,5 uL agua ultrapura
4 plL tampao 5X
2 uLDTT
1 puL dNTPs
1 pl transcriptase reversa M-MLV
Incubar 1 hora a 37 2C em banho seco .
4. PCR
Adicionar:
38 uL agua ultrapura
5 plL tampdo 10X
1,5 uL dNTPs
2,5 pL Primer 5’ (OMMVd5’ ou PB)
2,5 pL Primer 3’ (OMMVd3’ ou PA)
1 uL produto da transcrigao reversa
0,5 puL DreamTagq
5. Programa de amplificacao
Programacao da reacdo no termociclador (otimizada para o virus OMMYV).
e 1X: Desnaturacgdo inicial: 952C, 2 min
e 35X: Desnaturacdo: 952C, 1 min; Hibridagdo: 60 2C, 1 min; Extensdo: 72 2C, 2 min
e 1X: Extensdo final: 72 2C, 10 min

6. Visualizacdao dos produtos amplificados

Colocar 15 pul da amostra em gel de agarose 1% em TBE 0,5X preparado com
greensafe, 1 hora a 80V.

Observar o gel sob luz UV para visualizacdo dos fragmentos de PCR.

Resultados esperados:

No gel de agarose realizado, espera-se a observacdao de uma banda Unica de 934 nt
correspondente a regido do genoma de OMMYV delimitada pelo par de primers usado na
reagao.
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Q| Dicas
v As enzimas s3o fornecidas em tampdes com base em glicerol. Para uma
correta pipetagem da enzima deve ter-se o cuidado no momento da
pipetagem de mergulhar a ponta no minimo volume possivel, para evitar a
aderéncia de enzimas na parte exterior da ponta.

REFERENCIAS:

Martelli, G.P., Yilmaz, M.A., Savino, V., Baloglu, S., Grieco, F., Gildir, M.E., Greco, N., Lafortezza,
R. (1996) Properties of a citrus isolate of olive latent virus 1, a new necrovirus. European Journal
of Plant Pathology 102: 527-536.

Varanda, C.M.R., Cardoso, J.M.S., Félix, M.R.F., Oliveira, S., Clara, M.I.E. (2010) Multiplex RT-PCR
for detection and identification of three necroviruses that infect olive trees. European Journal
of Plant Pathology 127: 161-164
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PROTOCOLO 5 - IDENTIFICAGAO VIRAL

INTRODUCAO

O produto de PCR que foi amplificado e revelado em gel de agarose nas aulas anteriores,
foi em seguida purificado com kit de purificagdo Nzytech (Nzytech, Lisbon, Portugal) de
acordo as instrucdes do fabricante e enviado para sequenciacdo SANGER na empresa
Macrogen (Madrid, Espanha). Apds a sequéncia¢do dos produtos de PCR a Macrogen
envia (por via eletrdnica) os resultados, que sdo ficheiros com terminacdo .AB1, e que
d3o origem aos cromatogramas, que sdo os resultado da sequenciacdo realizada.

Para posterior andlise das sequéncias de nucledtidos, sera utlizado o software MEGA
versdo 10.1.8 (Kumar, et al., 2018) com recurso ao CLUSTAL W. No presente protocolo
o software MEGA é utilizado como uma ferramenta de integragao para a realizagao de
leitura de cromatogramas (ficheiros .AB1) e alinhamento de sequéncias de nucledtidos
de forma automatica ou manual. As sequéncias alinhadas através do software MEGA
serdo utilizadas para identificar sequéncias homdlogas na base de dados GenBank
(versdo 242.0) (Benson, et al., 2013). Esta procura é realizada através da ferramenta
basica de procura de alinhamento local, BLAST, do 'National Center for Biotechnology
Information (NCBI)'.

Neste protocolo iremos analisar os cromatogramas resultantes da sequenciagdao do
produto de PCR amplificado em aula, para tal sera realizada a transformacdo dos
cromatogramas (ficheiros .AB1) em sequéncias de nucledtidos (ficheiros .FASTA), sera
feita a procura de homologias de sequéncias em bases de dados internacionais e
finalmente faremos a identificacdo ao nivel da espécie do virus inoculado nos protocolos
anteriores.

MATERIAL e EQUIPAMENTO:

e Computador
e Software MEGA versdo 10.1.8

e Ficheiros (.AB1) com sequéncias ‘foward’ e ‘reverse’.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

| — Abertura de componentes no software MEGA

1. Abrir o software MEGA e selecionar a op¢dao ALINHAMENTO.
2. Selecionar a opgdo EDITAR/CRIAR NOVO ALINHAMENTO.

3. Selecionar a opgdo CRIAR NOVO ALINHAMENTO.
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4. ApOs esta ultima selecdo, o software apresentara a pergunta: ‘Are you building a DNA
or a protein sequence alignment?’. Deve ser selecionada a op¢cdao de DNA. Nesta fase
o software MEGA abre a ferramenta ‘Explorador de Alinhamentos’.

Il — Abertura dos Cromatogramas

1. No ‘Explorador de Alinhamentos’, selecionar a opg¢do nucledtidos na parte superior
esquerda da tela (Figura 5).

Clicar no icone nucledtidos

[ BON J MX: Alignment Explorer
AeRBs EmEwe » «M0 X x + % ap QQaQ
Open MEGA/FASTA formatted file (Meta+0) Translated Protein Sequences

Figura 5. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo do
icone de abertura dos ficheiros do cromatogramas (.AB1).

2. Abrir o ficheiro . AB1. Procurar no computador a pasta onde estdo os ficheiros .AB1,
selecionar o ficheiro ‘SequencialFWD.ab1’ e abrir o ficheiro (Figura 6). Nesta fase o
software MEGA abre o cromatograma.

MX: Alignment Explorer

=% EmE we r «DxXBx +8 ap Q288
DNA Protein
Species/Abbrv
1. Sequence 1
N 3 Sequéncias_PL5 <
Favorites Name Size Kind
33 Dropbox Sequecia_2_Rev.abl
@ Recents I Sequencia_1_Fwd.ab1

:j domain-AirDrop

A Applications

o Downloads

H Movies Selecionar o ficheiro ‘SequéncialFwd.abl

,',' Music
83 Pictures

iCloud
& iCloud Drive
[sfl Documents

) Desktop

Options cancel  (CEIEE

Site # 1 S e with w/o gaps

Figura 6.Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo do
icone de abertura dos ficheiros do cromatogramas (.AB1).

Il - Sele¢ao da sequéncia ‘forward’
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1. Apds a abertura do cromatograma, devemos avaliar a sua qualidade para futura

utilizacdo. Partindo do pressuposto de que nas aulas anteriores os resultados foram
os esperados, a sequenciacdo SANGER apresentard bons resultados até
aproximadamente 600 nucledtidos, podendo estes resultados variar para mais ou
para menos.
No cromatograma, cada nucledtido esta representado por um pico de cor diferente,
permitindo assim a diferenciacdo de cada nucledtido (A, T, C, G) da nossa sequéncia.
Bons resultados sdo verificados com picos Unicos (sem mistura de cor) e longos
(indicam um sinal forte) tal como ilustrado na Figura 7.

TTTATTTATATTCCGGTCTGCCCAACCAGCACACAA

Ll

Figura 7. Exemplificacdo da qualidade de um cromatograma aberto pela ferramenta ‘Explorador de
alinhamentos’ do software MEGA.

2. Para selecionar a melhor sequéncia para a futura identificagdo do virus deve-se
comegar pela regidao 3’, verificando onde comegam os picos Unicos, sem a
interferéncia de outros picos. Por vezes, na regidao terminal 3’ os picos ainda sdo
pouco intensos (curtos), indicado um sinal ainda fraco, uma vez que se trata do inicio
da sequenciacdo. Nestes casos, deve-se utilizar este inicio, mesmo com picos pouco
intensos, desde que sejam Unicos e sem interferéncia de outros picos. Logo que seja
encontrado este inicio de qualidade dos picos deve-se marcar no cromatograma o
inicio, clicando na letra do nucledtido referente ao pico, ficando este nucleétido
sombreado. Seguidamente, deve-se selecionar a op¢ao especifica que descarta os
picos de baixa qualidade, localizados na regido 3’ (regidao sombreada) do nucleétido
selecionado (Figura 8).
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22 passo: Clicar na opgdo que descarta a
sequéncia de picos de baixa qualidade localizados
na regido 3’ do nucledtido selecionado

12 passo: Clicar no nucleétido onde os
picos de melhor qualidade se iniciam

/

E=slQe®o0o «l][]{le N E=Re80 «001 -
20 30 40 N 10
AAT TCA GAGGTG GT TCEACGAAAGTGGACCA AAT TCA GAGGTG GT TCIHJACGAAAG TG G ACCAC

!

Figura 8. Cromatograma (ficheiro .AB1) da sequéncia forward aberto pela Interface da ferramenta
‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo do inicio (regido 3’) dos picos dos
nucleétidos de melhor qualidade.

3. A semelhanca ao passo anterior, deve-se verificar a qualidade dos picos em dire¢do
aregido 5’ do cromatograma e logo que seja encontrado o fim da qualidade dos picos
deve-se marcar no cromatograma o fim, clicando na letra do nucleétido referente ao
pico, ficando este nucledtido sombreado. Seguidamente seleciona-se a opg¢ao
especifica que descarta os picos de baixa qualidade, localizados na regiao 5’ (regido
sombreada) do nucleétido selecionado (Figura 9).

12 passo: Clicar no nucleétido onde os picos 22 passo: Clicar na opgdo que descarta a sequéncia de picos de
de melhor qualidade terminam baixa qualidade localizados na regido 5’ do nucleétido selecionado
EesRee «0H0LN @ »N l

Esle80 «00I Q N

) 770 780
CAATGTGTAACCACACAACGACCGGTGAGTTGCAATCG,

e

35

) 770 780 Y 790
CAATGTGTAACCACACAACGAYCCGGTGAGTTG

<



Figura 9. Cromatograma (ficheiro .AB1) da sequéncia forward aberto pela Interface da ferramenta
‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo do fim (regido 5’) dos picos dos

nucleétidos de melhor qualidade.

4. Para finalizar a selecdo da sequéncia ‘forward’ deve-se selecionar a op¢ao do icone
‘seta para direita’ que enviara, para o ‘Explorador de Alinhamentos’, toda a sequéncia
de nucledtidos que se considerou ter melhor qualidade com base na qualidade dos

picos do cromatograma (Figura 10).

Clicar no icone ‘seta para direita’

|

BEsBee «0IOUN & »N

0 770 780 |
CAATGTGTAACCACACAACGAICCGGTGAGT TGCAATCGAA'

i

Figura 10. Cromatograma (ficheiro .AB1) da sequéncia forward aberto pela Interface da ferramenta
‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA ap0ds a selecdo da regido de melhor qualidade a ser
exportada para o ‘Explorador de alinhamentos’ em formato ficheiro FASTA.

5. Nesta fase, a sequéncia ‘forward’ é enviada para o ‘Explorador de Sequéncias’ (Figura
11).

[ NON ) MX: Alignment Explorer
O=R=EmE wre F «0x x +% ap Q2
" DNA Sequences Translated Protein Sequences

[ ok | k| k| ko [k |k k| k| ok ok | | k| k| [k [k k| k| kR k| k| k| ok ok |k |k k| ok ok [k ok | k| ok k| k| k| k| Rk | k| k| Kk k| K |k |

Species/Abbrv
1. Sequence 1

2. Sequencia 1 Fwd A:C[EIAAAGITIEIGIA C ¢ /A c AGIc BITEIT c cEAACATATATEAAAGICEBATTTcAccccH
A ‘Sequéncia 1 Fwd’ foi exportada para o ‘Explorador de Alinhamentos’

Figura 11. Sequéncia exportada do cromatograma para a interface da ferramenta ‘Explorador de
alinhamentos’ do software MEGA em formato ficheiro FASTA apds a selecdo da regido de melhor

qualidade.
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lll — Selecdo da sequéncia ‘reverse’

1. No ‘Explorador de Alinhamentos’, selecionar a op¢ao nucledtidos na parte superior

esquerda da tela (Figura 12).

Clicar no icone nucleétidos

[ JoN l MX: Alignment Explorer
OC=BR“EmE wre F «0 X x +3 ap QR QQ

"DNA sG] Translated Protein Sequences

Species/Abbrv B o o e e e e e e e e e e e e o I e e e e e e e e e e e e e I S e

‘CEAAABTEGACCACABCETETCCEAACATATATEAAAGCEEATTTCACCCCA

1. Sequence 1
2. Sequencia_1_Fwd

Figura 12. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo do
icone de abertura dos ficheiros do cromatogramas (.AB1).

Em seguida, abrir o “nosso” ficheiro. Para tal, devem procurar no computador a pasta
onde estdo os ficheiros .AB1 e devem selecionar o ficheiro ‘Sequencia2Rev.abl’ e
abrir. Nesta fase o software MEGA abre o cromatograma (Figura 13).

MX: Alignment Explorer

(fe@=s EmE e » «0OXB % +% ap Q23R

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

Species/Abbrv B

1. Sequence 1

ClEAAAGTEEACC/ACAGIcETE T ccBAACATATATEAAAGICEBEATTTCACCCCACCARA
=v = Sequéncias_PL5 ¢ Q

Favorites Name Size Kind

B Sequecia_2_Rev.ab1
Sequencia_1_Fwd.ab1

175 KB  Applie...ce Ti
154 KB Applie...ce Ti

32 Dropbox
E Recents
D domain-AirDrop

A\ Applications
o Downloads
=l Movies

1 Music

Selecionar o ficheiro ‘Sequéncia2Rev.abl

Figura 13. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo da
abertura dos ficheiros do cromatogramas (.AB1).

3.

4.

Para a selecdo da melhor sequéncia ‘reverse’ no cromatograma, realizar os passos
descritos no ponto Il — Sele¢ao da sequéncia ‘forward’.

Apds o envio da sequéncia selecionada no cromatograma para o ‘Explorador de

Sequéncias’, deve-se clicar no ficheiro ‘Sequéncia2Rev.abl e toda a sequéncia sera
selecionada (Figura 14).
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[ JON ) MX: Alignment Explorer
(fe@=EmEwe F «0DXMB % + 3 4 Q2 QQ
DLVSEL SR Translated Protein Sequences

SPacies/AbbIV slalu ]| o] o] x| x| ||| ¢|#] o] 5] 5] || =] =] #] 5] 5] ] ]| #] #] =] #]#] 5] ] *| #] ¢] =] #] =] 5] ] *| #] #] #] #] ] ] ] | |

1. Sequence 1

2. Sequencia 1 Fwd  [AICIGTAAAG TIGIGIA C C/AC/ABICEITGIT C CBAACATATATGAAAGCEEATTTCACCCC

3.Sequecia_2 Rev, CGTACT CAGAACACTTGGCCAAAGTTAGTGGCGGCGGCTGGCCCTTGAT(C

Clicar no ficheiro ‘Sequéncia2Rev.abl e toda a sequéncia sera selecionada

Figura 14. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicag¢do para
a selegdo da 'Sequéncia 2 Rev'.

5. Em seguida, deve-se clicar com o botdo direito do rato e selecionar a opgao ‘Reverse
Complement’ que ird fazer a cadeia complementar reversa, ficando assim no mesmo
sentido da cadeia ‘forward’ e pronta para o alinhamento entre cadeias (Figura 15).

[ NON ) MX: Alignment Explorer
OsR=EmE we F «0 XD x +2 ap Q2 ¢ 8
DLVNCSTEL L Translated Protein Sequences

IR IR I I I I I I I I I I I I R I I I I IR R

Species/Abbrv
1. Sequence 1

2. Sequencia 1 Fwd  ACIGIAAAGITGGACCACABICETGTCCEAACATATATGEAAABCBGATTTCACCCCAC

3.Sequeci ~ - T -~ -~~~ """ \ACACTTGGCCAAAGTTAGTGGCGGCGGCTGGCCCTTGATCAC
*  Edit Sequence Name

Edit Group Name
Show Information

Edit Sequencer File

BLAST Sequence

IC] copy %8C
¥ Cut #8X
[TH Paste £V
X Delete

Reverse Complement Clicar na opgao ‘Reverse Complement’

4~ Undo #Z

Figura 15. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo da
opgdo ‘Reverse Complement’.

IV — Alinhamento das sequéncias e cria¢dao da sequéncia ‘Contig’

1. Neste passo serao alinhadas as duas sequéncias. Deve-se primeiro selecionar as duas
sequéncias, depois clicar em ‘ClustlW’ e selecionar a opgao ‘Alinhar DNA’.
Por fim, selecionar a opgao ‘OK’, sem alterar os parametros sugeridos pelo software.
Nesta fase as duas sequéncias serdo alinhadas (Figura 16).
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12 passo: Clicarem ‘ClustlW’ e selecionar a opgdo Alinhar DNA

[ NON ) 1 MX: Alignment Explorer
N=B=EWEWe » . «O0X x +8 ar @332
Align DNA )\ WSL (G Translated Protein Sequences

Suncuaritibe o[ +]#]s]s[+[L_AllgnCodons L1, .1\ \a| e x| o] s|s[*[*[*]*|*|*[*[*[*[*|*[* 2 [*[*| <[+ [*[*] *] *|*]*
1. Sequence 1
2. Sequencia_1_Fwd IACGAAAGTGGACCACAGCGTGTCCGAACATATATGAAAGCGGATTTCACC

3. Sequecia_2_Rev EIAECTCTCAACATGGTTAATTATTACTGGGATAGTCGAATTCAGAGGTGGTT

ClustalW Options

 Alignment

Pairwise Alignment
Gap Opening Penalty 15.00

Gap Extension Penalty 6.66

Multiple Alignment

Gap Opening Penalty 15.00
Gap Extension Penalty 6.66
» Matrix

22 passo: Clicar no ‘OK’ mantendo os

?) Help X) Cancel parametros pré-selecionados

Done Loading

Figura 16. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo das
sequéncias selecionadas bem como a indicagdo de alinhamento das sequéncias.

2. Antes de iniciar a procura de sequéncias homodlogas no ‘GenBank’, deve ser criada
uma sequéncia Unica ‘Contig’, que é a juncdo das sequéncias ‘forward’ e ‘reverse’.
Assim, e apds o alinhamento das duas sequéncias, deve-se:

e Selecionar na sequéncia ‘reverse’ parte da sequéncia que ndo esta presente
na sequéncia ‘forward’ (no fim da regidao 3’), em seguida copiar e colar na
sequéncia 3 (Figura 17 e 18).

12 passo: Clicar no simbolo ‘+

Q () MX: Alignmlnt Explorer
(] &= CEmE e F « @ + 2 AP Q2aaQ
LSRG Translated Protein Sequences

Species/Abbrv | | ‘ |

1.Sequencia l_Fwd |- - - - = - - - - - - - & - - - - 4 - oo oo - e - - e - - - - e - - - - - - - - - - - - - -

2. Sequecia 2 Rev ECICIC-C_C_C_C_

2. Sequénce @ <+—— 22 passo: O ‘Explorador de Alinhamentos’ ira criar uma nova
sequéncia em branco

Figura 17. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo da
criagdo da sequéncia ‘contig’.
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MX: Alignment Explorer

L JOK )

=R EmE we r «0 X x +3 4ap Q22 Q
LVLRSEGIEL I Translated Protein Sequences

Species/Abbrv

1.SequencialFwd |- = = = = = = - - - o oo oot e e e - e e s e e s e e s s e e e s s s e s s e e s s e e e e -

2. Sequecia_2_Rev TCTCTCAACATGGTTAATTA

3. Sequence 3 I
22 passo: Clicar em copiar sequéncia

12 passo: Selecionar a regido da
sequéncia ‘reverse’ que nao esta
presente na sequéncia ‘forward’

32 passo: Clicar na sequéncia 3 e em seguida clicar em colar e a sequéncia
copiada serd inserida no espago em branco da sequéncia 3

[ NON ) l MX: Alignment Explorer
sl EmE we » « I +H apr Q238
DAL IEEE  Translated Protein Sequences

Species/Abbrv |
1.Sequencia . FWd |- = = = = = = < = = = = = c = - c = - 2= ===>=%>=%=&=&=%=-= C—C (o]
3. Sequence 3 CWCTC c c c c (9

Figura 18. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo da
criagdo da sequéncia ‘contig’ na regido 3’.

e Montar o restante da sequéncia ‘contig’, a semelhanca do passo anterior, no
entanto deve-se selecionar e copiar toda a sequéncia ‘forward’. Para colar
deve-se clicar no primeiro espagco em branco logo apds o ultimo nucleétido
da sequéncia 3 e em seguida clicar no botdo colar (Figura 19).
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[ XN ) MX: Alignment Explorer
O=R%EmE w6 F «D0DxB x + 4 QQ G Q
Translated Protein Sequences

Species/Abbrv | olelalnlelo oo e[ ela nln ool 2[00 0 n0
1.Sequencial Fwd |- - - - = - - - - - - - - - - - === ACGAAAGTGGACCACAGCGTGT:
2 somnch 2 v © cgmATTC CEARAGTOBACCACAGCETET
3. Sequence 3 [

12 passo: Selecionar toda a sequéncia ‘forward’ (do inicio ao fim) e em seguida clicar em copiar

o0 e * MX: Alignment Explorer

IR EmE we » «0XBXY +2 ab QI3 Q
DAL CE  Translated Protein Sequences

Species/Abbrv o]l nnn] w00 0 0 0] n] 0] L] | | 1] [ ] ]

1.SequencialFwd | GTGTTCTGCCAGTACGAAATCGAATTTATAGAACCAGTGAACCCAACTG"

2. Sequecia_2_Rev c] cic) (o) < e

3. Sequence 3 |

XN ) MX: Alignment Explorer

feBR“EmE wvb » « ® +3 a4 Q228
Translated Protein Sequences

Species/Abbrv | | [ 1] J....\.i...‘.._:;...\.\.-

1. Sequencia_1_Fwd
2. Sequecia_2_Rev
3. Sequence 3

[ NON ) MX: Alignment Explorer
sl EmE we » « B +% a4 Q23 Q

DLVSSELIT I Translated Protein Sequences

Species/Abbrv
1. Sequencia_1_Fwd
2. Sequecia_2_Rev
3. Sequence 3

32 passo: Clicar em colar e a sequéncia copiada sera inserida no local selecionado

Figura 19. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo da
criacdo da sequéncia ‘contig’ na regido 5.

V - Procura de alinhamento na base de dados ‘GenBank’

1. Com a sequéncia ‘contig’ pronta (juncdo das sequencia ‘forward’ e ‘reverse’),
selecionar e copiar o ‘contig’ para o site BLAST da NCBI e clicar em ‘Nucleotide BLAST’
(Figura 20).
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@ ® MX oo e@® < [ D) & blast.ncbi.nim.nih.gov & BE
(] = L EWwE we P «

[ NA Sequences

m National Library of Medicine Login

National Center for Biotechnology Information
Species/Abbrv

1.Sequencia 1. Fwd |- - = = = = = = = = = = = =« = = - = ofe - - - - - -
2. Sequecia_2_Rev _C
3. Sequence 3 IGGGATAGTCGAATTCAGAGGTGGTTCT

BLAST ® Home RecentResults Saved Strategies Help

(el
O

Basic Local Alignment Search
12 passo: Selecionar e copiar a sequéncia ‘contig’ Tool

Non-interactive searches of nt switch to

BLAST finds regions of similarity between core_nt
biological The prog ’%’1 Starting late September 2024 all non-
n . leotide or protein to seq i i bl d
22 passo: No browser abrir o site BLAST da NCBI  atabasesad cautes r sasical B
significance. earn more -
l Tue, 24 Sep 2024 I More BLAST news...
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi TGS

=

32 passo: Clicar em ‘Nucleotide BLAST’

W

Figura 20. Interface da ferramenta ‘Explorador de alinhamentos’ do software MEGA com a indicagdo para
a procura de sequéncias homodlogas na base de dados GenBank através da ferramenta bdsica de
alinhamento local, BLAST, do 'National Center for Biotechnology Information (NCBI)'.

2. A sequéncia ‘contig’, que foi copiada no passo anterior, deve ser copiada para o
campo especifico.
e Apagar toda a informagao que nao sao nucleétidos,
e Manter todos os parametros pré-selecionados,
e Clicar em BLAST.
Neste momento o software ird procurar por sequéncia homdlogas ao contig na base
de dados ‘GenBank’.

National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

Choose Search Set
BLAST ©» blastn suite Database

etc.): O RNAITS d © Genomic+
Standard Nucleotide BLAST [ i v 19
EEl v blastx thlastn thlastx '
et [t organsm nar or -compilons wirbe svggasted ](] exciude
Enter organism common name, binomial, o tax id. Only 20 top taxa wil be shown €
0 (
Enter Query Sequence Eaclide U )L piose
12 passo: Colar a o). or Limitto ) Soquences fom type materi
Gptona
R B, s 15 il ARTTAT [ From [ Entrez Query [ ] YoulE3 Create ¢
sequencia ‘contig’=——> | T ‘ ‘ : Chlichat Enter an Entroz query o lmitsearch @
To
no campo especifico P e S ey O
Job Title r Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)

biast)

Entor a descriptive tile for your BLAST search @ D)
= © Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm @

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information BLAST Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly sim

] Show resuts . new window
BLAST © » blastn suite ]

Standard Nucleotide BLAST
| basn  [EETETS blastx thlastn thlastx

32 passo: Manter os parametros pré-

'BLASTN programs search nucleotide databases using a nuc.

22 passo: Selecionar e S G Soir selecionados e clicar em BLAST
apagar a informacdo e ). or
g = From [
indicada, manterlc.io ( .
somente os nucledtidos Or,upload file  cscovertenevs nenhum fcheiro seocionado ©
sob Tt 0

Entora descriptve o for your BLAST saarch @
J Align two or more sequences ©

Figura 21. Interface da ferramenta basica de alinhamento local, BLAST, do 'National Center for
Biotechnology Information (NCBI)' com a indicagdo dos parametros para a procura de sequéncias
homalogas na base de dados ‘GenBank’.
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3. Oresultado serd apresentado com as espécies com maiores homologias com o nosso
virus, seguido de toda a informacdo necessdria, incluindo o nome cientifico e o
numero de acesso.

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ~ Show (]

select all 32 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  MSA Viewer
N [ R

1485 1485 98% 0.0 9963% 813

O resultado da procura O resultado da s 1455 100 00 aBE0% 3702

vai listarem procura vailistar o e 1e e% oo sessw st

‘Description’ as maiores Nome cientifico dos ™ ™ % oo e a1

h I . d “ . ” 1480 1480 98% 0.0 9951% 813

omologias encontradas Organismos” COM .. ..o ox o0 oozen 813

na base de dados maior homologia s wes os% o0 sara% s13

1461 1461 98% 0.0 9889% 813

Figura 22. Interface da ferramenta basica de alinhamento local, BLAST, do 'National Center for
Biotechnology Information (NCBI)' com os resultados obtidos apds procura de sequéncias homdlogas na
base de dados ‘GenBank’.

N\, ! 7
|Q| Dicas
v" Quando abrimos o ‘Explorador de Sequéncias’, este cria automaticamente
uma sequéncia em branco (sem nucleétidos), neste caso podemos apagar
esta sequéncia (Sequence 1 na figura anterior). Para isso, clicar na ‘Sequence
1’ e em seguida na opg¢ao X, e a sequéncia serd apagada.

REFERENCIAS:

Kumar, S.; Stecher, G.; Li, M.; Knyaz, C.; Tamura, K. MEGA X: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis across Computing Platforms. Mol. Biol. Evol. 2018, 35, 1547-1549.

Benson, D.A.; Cavanaugh, M.; Clark, K.; Karsch-Mizrachi, I.; Lipman, D.J.; Ostell, J.;
Sayers, E.W. GenBank, Nucleic Acids Research. 2013, 41, (D1), D36-D42.
https://doi.org/10.1093/nar/gks1195

43



PROTOCOLO 6 — PCR EM TEMPO REAL: TESTE COVID

INTRODUCAO

O PCR em tempo real, ou PCR quantitativo, deteta a presenca do virus em tempo real
durante a amplificagao por PCR sem a necessidade de eletroforese em gel. A detegao
em tempo real dos produtos amplificados é possivel pela marcagao de primers e sondas
com moléculas fluorescentes. A quantificagdo do produto amplificado é feita através da
medic¢do do sinal de fluorescéncia produzido durante a amplificacdo.

Os resultados do PCR em tempo real sdo mostrados através de uma curva que possui
quatro fases diferentes que sdo usadas para determinar o limite de ciclo (Ct) e a
eficiéncia da amplificagdo (Bhat & Gao, 2020).

Nesta aula os alunos irdo preparar uma reagdao de PCR em tempo real e realizar o
procedimento de um teste COVID, desde a colheita das amostras até a obtencdo dos
resultados de PCR em tempo real.

MATERIAL, REAGENTES E EQUIPAMENTO:
e Banho seco
e Centrifuga de bancada
e Equipamento de eletroforese
e Espetrofotometro
e Gelo
e Micropipetas
e Equipamento de Real time gPCR
Transcriptase Reversa
e Agua ultrapura
e Enzima transcriptase reversa M-MLV e tampao RT 5X
e dNTPs
e Random primers
e RNA total extraido da amostra de esfregaco nasal
Real-time PCR (qPCR)
e Agua ultrapura

e cDNA (resultado do passo anterior)
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e NZYSpeedy One-step RT-qPCR Probe Master Mix (2x)
e primers + sonda regido N1 do gene viral
e primers + sonda regido N2 do gene viral

e primers + sonda do gene humano RNase P

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:
| - Extragao do RNA (ilustra RNAspinMini, GE Healthcare)

1. Marcar as colunas com a numeragdo das amostras e marcar os tubos de 1,5 mL que
correspondem aos tubos finais onde ficardo armazenadas as amostras extraidas.

2. Adicionar 500 pL de etanol 70% a cada tubo.

3. Vortex 2x durante 5 seg.

Il - RNA Binding

1. Transferir o lisado para a coluna, no maximo 750 pL de cada vez, até usar todo o
lisado.

2. Centrifugar 30 seg a 11000 g.

3. Ap0s a ultima centrifugacdo, colocar a coluna num novo tubo coletor.

4. Adicionar 350 plL de Desalting Buffer.

5. Centrifugar 1 min a 11000 g. N3o descartar o flow-through.

lll - Digestao do DNA

1. Preparar areag¢do da DNase: adicionar o volume total da DNAse (150 pL) ao tubo com
DRB e misturar suavemente.

2. Adicionar 95 L da reagdo anterior ao centro da coluna (sem tocar na membrana).

3. Tapar a coluna e incubar a temperatura ambiente durante 15 min.

IV - Lavagens

1. Adicionar 200 uL de wash buffer 1.

N

. Centrifugar 30 seg a 11000 g.

3. Colocar a coluna num novo tubo coletor.
4. Adicionar 600 plL de wash buffer |Il.

5. Centrifugar 30 seg a 11000 g.
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6. Descartar o liquido do tubo coletor e colocar a coluna no mesmo tudo coletor.
7. Adicionar 250 pL de wash buffer Il.
8. Centrifugar 2 min a 11000 g.

9. Transferir a coluna para o tubo de 1,5 mL e adicionar 50 pL de agua no centro da
coluna sem tocar na membrana. Se a coluna tocar no liquido, repetir a centrifugagao
30 seg a 11000 g.

10. Centrifugar 1 min a 11000 g.

V - Real-time PCR (NZYSpeedy One-step RT-qPCR Probe Master Mix (2x)
1. Aplicar os reagentes em cada pogo da placa de reagao do qPCR.

Todas as sondas sao lidas na fluorescéncia FAM e cada detegdo de gene (N1, N2 e RP)
requer uma reacao de PCR individual, ou seja, a mesma amostra deve ter 3 reagoes;
com os primers N1; com os primers N2; e com os primers RP (Tabela 2).

1,8 ul Combined PP (10 uM cada primer e sonda)
10 pl Master mix (2x)

3,2 ul Agua

5,0 pl cDNA (passo anterior)

Volume total/pogo: 20 uL

2. Apds a aplicacdo de todos os reagentes e amostras nos respetivos pocos, selar a
placa, centrifugar a 7000 rpm durante 1 min e colocar no equipamento de PCR em
tempo real para o inicio da reacdo.

VI - Programa de amplificacao

Programar previamente no equipamento de PCR em tempo real com a seguinte reacao,
gue ja esta otimizada para o virus SARS-CoV-2.

1X: 50 2C, 20 min
1X:95 eC, 5 min
45X: 95 2C, 3 seg; 55 2C, 30 seg
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Tabela 2. Primers e sondas para identificagdo de 2019-novo coronavirus (2019-nCoV) por real time PCR.
Adaptado de Prudéncio et al. (2020).

2019-Novo Coronavirus (2019-nCoV) Primers e Sondas para o PCR em tempo Real (qPCR)

Nome Descrigao Sequéncia de Oligonucleotideos (5'>3') Fluoréforo
2019-nCoV_N1-F Forward Primer 5'-GAC CCC AAA ATC AGC GAA AT-3' Nao
2019-nCoV_N1-R Reverse Primer 5'-TCT GGT TACTGC CAG TTG AAT CTG-3' Ndo
2019-nCoV_N1-P Sonda 5'-FAM-ACC CCG CAT TAC GTT TGG TGG ACC-BHQ1-3' FAM, BHQ-1
2019-nCoV_N2-F Forward Primer 5'-TTA CAA ACA TTG GCC GCA AA-3' Nao
2019-nCoV_N2-R Reverse Primer 5-GCG CGA CAT TCC GAA GAA-3' Ndo
2019-nCoV_N2-P Sonda 5'-FAM-ACA ATT TGC CCC CAG CGCTTC AG-BHQ1-3 FAM, BHQ-1
RP-F Forward Primer 5'-AGA TTT GGA CCT GCG AGC G-3' Nao

RP-R Reverse Primer 5'-GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT-3' Nao

RP-P Sonda 5'-FAM-TTC TGA CCT GAA GGCTCT GCG CG-BHQ1-3' FAM, BHQ-1

Resultados esperados:

Espera-se uma amplificacdo do gene humano RNase P com Ct abaixo de 35, que indica
que a amostra foi bem retirada. No caso de resultado positivo para a presenga do virus
SARS-CoV-2 o Ct deve apresentar valores abaixo de 35 para ambos os genes virais.

|Q| Dicas
v" Quando temos muitas amostras deve-se fazer um mix total para cada gene

e aplicar nos pogos especificos. Este processo diminui o nimero de
pipetagens e também reduz a margem de erro.
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