Preparo de DNA para reacao de sequenciamento: comparacao

entre duas técnicas

pds a amplificagdo de um segmento
gendmico por reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR), ha necessidade de
purificagao do produto caso este DNA siga para rea¢ao
de sequenciamento, e principalmente, clonagem.
Essa purificagdo tem como objetivo a remogdo de
oligonucleotideos nao utilizados — primers, primer-
dimers —, excesso de deoxinucleotideos trifosfatados
(ANTPs) e DNA polimerase, pois poderiam afetar as
reacoes mencionadas'.
A purificagdo do DNA pode ser feita de
maneiras diversas, como:
1. utilizando em etapas sequenciais proteinase K,
solu¢ao de fenol:cloroférmio (1:1, v/v), cloroférmio,
solugdo de acetato de amdnio e etanol, e etanol a
70%;
2. utilizando cromatografia, através de kits comerciais
que purificam os acidos nucleicos usando as
propriedades da silica;
3. ultrafiltracdo, utilizando membrana porosa
anisotrépica, hidrofilica e nao-absorvente, na
qual macromoléculas maiores do que os poros da
membrana sao retidos;
4. separa¢do magnética, através da ligacdo reversivel
do DNA com superficies solidas magnéticas"?.
O primeiro método é demorado e trabalhoso e os
outros dependem de kits ou colunas comerciais'?.
Na rotina de laboratérios de satde publica,
a purificagdo antes da reagdo de sequenciamento, a
partir de banda tnica visualizada em gel de agarose,
¢ geralmente realizada a partir do volume resultante
da reagdo de PCR por meio de kits comerciais, que
atendem as necessidades de rapidez e facilidade.
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Aventando a eventual indisponibilidade destes kits
comerciais, aqui foi avaliado se a simples precipitacdo
do DNA interferiria na reagdo de sequenciamento
deste produto a ponto de impedir a andlise da
sequéncia obtida em sequenciador automatico. Neste
estudo, o resultado da rea¢do de sequenciamento de
duas amostras (U6 e U9) cujo DNA foi precipitado por
meio de acetato de sddio e etanol foi comparado com
o obtido nestas mesmas amostras purificadas através
de kit comercial que se vale das propriedades da silica.
As duas amostras de DNA amplificado tinham banda
unica visivel no gel de agarose, com mesmo nimero
de pares de base nucleotidicas (pb) e diferente massa.

Os produtos de amplificagdo utilizados, de
419 pb, resultaram de duas amplifica¢des sequenciais,
a segunda feita em quadruplicata, e do produto obtido
foi feito um pool. Apds a verificagdo do produto de cada
um dos pools em gel de agarose (Fig. 1A), o volume
foi acertado para 200 pl e dividido em duas aliquotas
iguais. Uma das aliquotas de cada amostra (U6/
Kit e U9/Kit) foi purificada com kit High Pure PCR
Product Purification (Roche) seguindo as instrugdes
do fabricante’. A outra aliquota de cada amostra
(U6/Et e U9/Et) foi purificada conforme protocolo
publicado' com algumas modificagdes, como segue:
a 100 pl do produto foram acrescentados 10 pl de
acetato de sodio (3M, pH5,2) e em seguida 250 pl
de etanol absoluto gelado (proporg¢ao 25:1 de [etanol
absoluto]:[acetato de sédio 3M]). Seguiu-se incubagdo
por 15 min/temperatura ambiente e centrifugacao
por 20 min/18400 g/4 °C. O sobrenadante foi retirado
e a seguir foram adicionados 300 pl de etanol 70 %
gelado. Procedeu-se a nova centrifugacdo por 10
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min/18400 g/4 °C. Apds remogao do sobrenadante,
o pellet foi seco por aproximadamente 5 min/60
°C e em seguida foi ressuspenso em 50 pl de agua
ultrapura livre de DNases e RNases. Apos analise
do produto em gel de agarose (Fig. 1B), foram
feitas reacoes de sequenciamento das amostras com
primers senso e antissenso e kit BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing*, com volume final de 10 pl.
Procurou-se deixar as quatro reagdes das amostras
U6 com quantidades semelhantes de DNA entre si,
estimadas em 20 ng de DNA em comparagdo com
o padrao de massa (Fig. 1B), e as quatro reagdes das
amostras U9 com quantidades semelhantes de DNA
entre si, estimadas em 9 ng de DNA. A precipitagdo
pos-sequenciamento foi feita de forma igual para
todos os produtos, utilizando acetato de sédio e
etanol, mantendo as mesmas razdes descritas acima.
O sequenciamento foi realizado no sequenciador
automatico ABI 3130 xl Genetic Analyzer (Applied
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Comparando-se visualmente as bandas de
DNA de U6 foi possivel perceber que U6/Et parece ter
maijor massa na banda de 419 pb quando comparado
a U6/Kit (Fig. 1B). No caso da amostra U9 nao parece
haver diferenca em relagcdo a massa de DNA das duas
bandas de 419 pb, mas é perceptivel que a banda
abaixo de 100 pb, provavelmente de primer-dimers,
que era visivel na Fig. 1A, permanece de forma nitida
em U9/Et, mas nao em U9/Kit (Fig. 1B). Também
pode ser notado que antes da purifica¢ao/precipitagao
havia um arrasto préximo as bandas de 419 pb (Fig.
1A), e apos a precipitacdo e purificagdo outras bandas
espurias bem fracas ficaram visiveis (Fig. 1B). Este
fato provavelmente deve-se ndo a purificagio ou a
precipitagdo, mas sim a maior precisdao na separagao
das bandas no segundo gel devido a espessura do
pente usado para fazer os pocos (1,5 mm e 0,8 mm na
preparagdo do gel da Fig. 1A e 1B respectivamente). A
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose (1,3 %, 80 V) das amostras U6 e U9.
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Mini-Sub Cell GT (BioRad);

Amostras depois da purificagdo ou precipitagio; ; volume
Technologies).

PM = padrio de peso molecular (100 pb DNA Marker, Bioron);

Amostra ap6s a amplificagdo por PCR e antes da purificacdo/precipitagdo; volume de amostra/pogo: 8 pl. Cuba de eletroforese Wide

de amostra/pogo: 3 pl. Cuba de eletroforese Horizon 58 (Life

PMM = padrio de peso molecular e massa (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen);

Et = precipitado com etanol;

Kit = purificada com Kit High Pure PCR Product Purification (Roche).
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analise do sequenciamento, utilizando parametros de
qualidade dos cromatogramas pelo programa SeqMan
do pacote Lasergene (DNASTAR Inc.), mostrou que
as amostras U6, sequenciadas com o primer senso e o
antissenso tiveram qualidade semelhante; no entanto,
ficou visivel no cromatograma linha de base suja
das sequéncias advindas das amostras precipitadas,
0 que ndo aconteceu com as amostras purificadas.
Aparando os cromatogramas com alto rigor de
qualidade (SeqMan), foi possivel construir uma
sequéncia contigua (contig) de 406 e 398 nucleotideos
(nt) para as amostras U6/Kit e U6/Et respectivamente.
Quando foram aparadas as sequéncias U9 exigindo
alto rigor de qualidade, o programa SeqMan manteve
as sequéncias U9/Kit e gerou a partir delas um contig
de 399 nt, mas eliminou todas as sequéncias de U9/
Et. Com a diminuig¢do do rigor de corte por qualidade
do cromatograma nas sequéncias U9/Et, o programa
SeqMan mostrou que as duas sequéncias U9/Et
cobriram 383 dos 399 nt do contig gerado pela amostra
U9/Kit, com somente 3 nt de diferenga entre elas. A
inspecdo visual do cromatograma das sequéncias U9/
Et mostra picos mais baixos em relagdo a U9/Kit, dado
que esta de acordo com os sinais dos nucleotideos
dessas sequéncias avaliados pelo programa EditSeq
do pacote Lasergene.

Conclui-se que, na falta de kit de purificagao
de DNA, os resultados encontrados sugerem que
a precipitacdo do DNA possa ser usada antes de
reacao de sequenciamento, principalmente se houver
disponibilidade de quantidade alta de massa de DNA.
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