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LISTA DE ACRONIMOS

mg/mL
ug/mL
DNA
EDTA
TE
GFP
LB
SOC
DMSO
MES
CaCl
MgCl

Miligrama/mililitro
micrograma/mililitro

Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)
Acido etilenodiamino tetra-acético
Tris/EDTA

‘Green Fluorecence Protein’

Luria Bertani

'Super Optimal Broth (SOB)' + glicose
Dimetilsulfoxido ou sulfoxido de dimetilo
(acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico)
Cloreto de cdlcio

Cloreto de magnésio



INTRODUCAO

A Unidade Curricular (UC) de Biotecnologia Vegetal (LBBA1250), é uma UC obrigatéria
para o 22 ano da Licenciatura em Biologia e Biotecnologia Alimentar. Esta UC
compreende, para além das aulas tedricas, uma componente tedrico-pratica e uma
componente de pratica-laboratorial, nas quais se pretende que os alunos aprofundem
conhecimentos e obtenham competéncias no método de silenciamento de genes em
planta com recurso a agroinfiltracao através de Agrobacterium tumefaciens e que sao
compativeis com o vetor bindrio pK7WG2 (Materatski e Varanda, 2025). Esta
metodologia permite a realizagao de diversos estudos de analise funcional de genes de
planta através do silenciamento dos mesmos, bem como a expressao de proteinas
especificas. No caso de estudos em virologia, esta tecnologia possibilita também a
analise funcional dos genes virais envolvidos na supressdo do silenciamento, que é
crucial para a correta descricdo da biologia das doencas (Varanda, et al., 2018). Estas
tecnologias sustentam os varios dominios da biotecnologia em plantas e seus sistemas
e processos. Assim, os protocolos aqui descritos, incluem as principais etapas realizadas
num laboratdrio de biotecnologia vegetal, e uma vez que sdo transversais em
biotecnologia, os estudantes aprendem de forma simples, as principais metodologias
usadas rotineiramente num laboratério de biotecnologia vegetal.

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

BIOTECNOLOGIA VEGETAL

Cadigo: LBBA1250

5 ECTS

Area de Ensino: Ciéncias bioldgicas

Area Cientifica: Biologia e Bioquimica
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel

1 AGAD
CLIMATICA

g
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ETAPA 1 - PREPARACAO DAS SOLUCOES DE ANTIBIOTICOS E
CRESCIMENTO DAS A. tumefaciens C58C1

INTRODUCAO

Para gerar o crescimento e a sele¢ao adequada da A. tumefaciens e do vetor pK7WG2
com os genes de interesse (Varanda e Materatski, 2025), serdo utilizados diferentes
antibioticos para o protocolo de agroinfiltragdao. A rifampicina permite o crescimento
das agrobactérias da espécie A. tumefaciens, excluindo o crescimento de outras
bactérias. Ja a A. tumefaciens C58C1 é portadora do plasmideo pMP90 Ti, que apresenta
resisténcia a gentamicina, ou seja, a combinagdo destes dois antibidticos em meio LB ira
permitir somente o crescimento da A. tumefaciens C58C1. Ainda, esta estirpe é capaz
de carregar o vetor bindrio pK7WG2. O vetor pK7WG2 apresenta resisténcia ao
antibiotico espectinomicina, pelo que a combinagdo destes 3 antibidticos em meio LB
permitird o crescimento de somente da A. tumefaciens C58C1 + pK7WG2 (com o gene
de interesse) (Tabela 1).

Tabela 1. Antibidticos, concentragdes e selecdo especifica de cada um, direcionado para o
crescimento das A. tumefaciens com vetor pK7WG2 + gene de interesse.

Antibidtico Tipo selegao Sc'JIugao
Stock Final de trabalho
mg/mL ug/mL
Rifampicina Agrobacterium 5 50
Gentamicina Cc58C1 20 50
Espectinomicina vetor pK7WG2 20 50

MATERIAL, REAGENTES E EQUIPAMENTO:

e Centrifuga de bancada
e Espetrofotémetro

e Gelo

e Micropipetas

e Termociclador

e Banho seco
e Agitador orbital com controlo de temperatura
e Palitos (para picar coldnias) autoclavados

e DNA plasmidico extraido no protocolo anterior
e TE buffer, pH 8
e LRclonasell
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e Placas de Petri com meio LB + spectinomicina
e Meio LB liquido (sem agar) + spectinomicina
e (Células competentes de A. tumefaciens

e S0C

PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

| - Preparagao das solugdes de trabalhos dos antibioticos

8 Determinacdo da concentragdo de antibiético
Rifampicina:
50 mg de rifampicina em 10 mL de DMSO ------ 5mg/mL de rifampicina
Espectinomicina:
200 mg de espectinomicina em 10 mL de agua ------ 20mg/mL de
espectinomicina
Gentamicina (sulfato de gentamicina):
E adquirida uma solucdo de 20mg/mL de gentamicina

-| Q-| Dicas
As solugbes de antibidticos devem ser armazenadas em -20 2C.

Cada frasco de cada antibidtico deve-se envolver folha de aluminio para
diminuir a incidéncia de luz, que apresenta um efeito de alteragdo no
antobidtico, diminuindo a sua eficacia.

Il - Crescimento das A. tumefaciens C58C1 em meio sdlido

1. Crescer A. tumefaciens C58C1:

e Colocar 150 pL de células competentes de A. tumefaciens C58C1 a crescer
em placa de Petri LB previamente suplementadas com 50 ug/mL de
rifampicina e 50 ug/mL de gentamicina.

2. Programa de crescimento

11




e Incubar a 282C, ‘overnight’ (+18h)

lll - Crescimento das A. tumefaciens C58C1 em meio liquido

1. Adicionar:

e Picar colénias (colocar o palito dentro do LB liquido)
e 5 mL LB meio liquido + rifampicina e gentamicina.

2. Crescer:

e Crescer coldnias (em agitador orbital) em meio liquido a 282C ‘overnight’ (+
18 h).

3. Adicionar:

e Adicionar 2 ml da cultura de agrobactéria do passo anterior a 40ml LB liquido
+ rifampicina e gentamicina.

4. Crescer:

e Crescer coldnias (em agitador orbital) em meio liquido a 282C até o
crescimento atingir DO600 = 0.5 - 1.

L@J Dicas
v Se as 11h:00 da manha3 foi transferido 2 mL da cultura de agrobactéria do

passo anterior a 40mL LB? meio liquido + rifampicina e gentamicina, entdo
teremos aproximadamente:

e  11h:00 DO600 (2mL) = 3.8

e  12h:30 DO600 (40mL) = 0.129
e  14h:00 DO600 (40mL) = 0.271
e  16h:00 DO600 (40mL) = 0.446
e  16h:50 DO600 (40mL) = 0.597

5. Concentrar:
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e Transferir as cultura de agrobacteria para um tubo de falcon (50 mL)

e Colocar o tubo 10 min em gelo

e Centrifugar a cultura 3000 rpm por 5 min a 42C

e Descartar o sobrenadante e manter o tubo invertido por 1 min sobre papel
absorvente

e Ressunpender o pellet em 1mL em CaCl; (20mM) frio e manter a amostra
em gelo por 10 min

6. Congelar:

e Adicional 70 uL de DMSO e agitar suavemente

e Colocar em gelo 15 min

e Adicional 70 uL de DMSO e agitar suavemente

e Fazer aliquotas para tubos de eppendorfs (1.5mL) frios
e Congelar em azoto liquido

e Armazenar em ultracongeladora a —-802C

13



ETAPA 2 - TRANSFORMAGCAO E AGROINFILTRAGCAO

INTRODUCAO

Os vetores binarios pK7WG2 com o gene da GFP que foram transformados na estirpe
competente de E. coli C58C1, descrito no protocolo da tecnologia Gateway (Materatski
e Varanda, 2025) serdo utilizados neste protocolo. Este protocolo tem como objetivo
transformar o vector pK7WG2 + GFP na estirpe competente A. tumefaciens C58C1 e
proceder ao protocolo de agroinfiltragdo em plantas de Nicotiana benthamiana 16c.
Esta linhagem de N. benthamiana 16c expressa a proteina fluorescente verde (GFP) de
forma constitutiva e em grande quantidade (Haseloff e Siemering, 2005).Esta planta
modificada geneticamente tem sido um recurso importante para estudos de
silenciamento de genes, assim como estudos de supressdo de silenciamento, com
recurso ao conhecido gene supressor 2b do Tomato aspermy virus (TAV), por exemplo
(Varanda et al., 2018). Neste sentido, neste protocolo serd possivel visualizar o
silenciamento da GFP em plantas de N. benthamiana 16c sob luz ultravioleta.

| - Transformagao em A. tumefaciens C58C1

1. Transformar:
1 pL DNA plasmidico LR

50 uL de células competentes de A. tumefaciens C58C1

2. Programa de ligagao

e Incubar a 372C, 5 min
e Incubar em gelo 30 min

3. Adicionar
e 100 pl da reagdo de transformagao em placas de Petri com meio sélido LB+

espectinomicina, rifampicina e gentamicina.
e Incubar ‘overnight’ (+18h)

Il - Agroinfiltracdo em plantas de N. benthamiana
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4. Adicionar:
Picar coldnias (colocar o palito dentro do LB liquido)
5 mL LB meio liquido + espectinomicina, rifampicina e gentamicina.

5. Crescer:
e Crescer colonias (em agitador orbital) em meio liquido a 282C a 200 rpm
‘overnight’
e Adicionar 1 mL da cultura de agrobactéria do passo anterior a 20mL LB meio
liquido + rifampicina e gentamicina a 282C a 200 rpm (£ 5 horas) com:

10mM de MES (para 20mL — 200 uL de MES, partindo do stock de 1M)

20mM de Acetoceringona (para 20mL — 8 uL de MES, partindo do stock
de 1M)

e Ver DOggoaté um valor=0.4-0.6

6. Precipitar:
e Precipitar as agrobactérias em 5000 rpm por 5 min
e Ressuspender numa aliquota de 45mL:

10mM de MgCl, (450uL de MgCl, 1M pH 5.6)
10mM de MES (450pL)

100uM de Acetoceringona (90uL)

e Deixar a solugdo bacteriana no escuro em temperatura ambiente por 1 h antes
de agroinfiltrar

7. Agroinfiltragao:

e Proceder a agroinfiltragdo com uma seringa de 2 mL, pressionar a seringa sem
agulha contra a face abaxial da follha da planta de N. benthamiana e com o dedo
indicador da mado exercer uma forga contraria no lado oposto da folha (figura 1)

e Carregar gentilmente no embolo da seringa e infiltrar o liquido no maximo de
folhas possivel.
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Figura 1. Agroinfiltragcdo do gene GFP na face abaxial da folha de N. benthamiana 16c.

Resultados esperados:

Espera-se que o silenciamento do gene da GFP comece apds 48 horas, no caso de plantas
N. benthamiana 16c que em observagao visual sob luz ultravioleta emitem
naturalmente a cor vermelha (figura 2 - A). No entanto, estas plantas em processo de
silenciamento devem no local da agroinfiltragao ficar com a cor vermelha mais intensa
(figura 2 - B). Apds aproximandamente 5 dpi o silenciamento deve atingir o maximo e a
cor vermelha mais intensa deve ocupar mais drea da folha agrinfiltrada (figura 2 - C).
Caso a agroinfiltracdo inclua, para além da GFP um supressor de silenciamento forte
como o TAV, o local de agroinfiltracao deve ficar verde, isto deve-se ao facto deste
supressor impedir a planta de silenciar o gene da GFP, processo descrito como supressao
de silenciamento. As plantas de N. benthamiana 16c que expressam constitutivamente
a GFP irdo entdo deixar de conseguir silenciar a GFP devido a presenca do TAV, assim a
GFP agroinfiltrada ira ser expressa, emitindo a cor verde no local da agroinfiltragdo.

Figura 2. Observacdo visual de folhas de N. benthamiana 16c agroinfiltradas sob luz ultravioleta:
A - folhas ndo infiltradas; B - folhas agroinfiltradas com A. tumefaciens C58C1 + vetor pK7WG2
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+ GFP (2 dpi); C - folhas agroinfiltradas com A. tumefaciens C58C1 + vetor pK7WG2 + GFP (5 dpi);
e C - folhas agroinfiltradas com A. tumefaciens C58C1 + vetor pK7WG2 + GFP+TAV.

N ! 7
_| Q_| Dicas
v Ao agroinfiltrar é possivel ver o liquido entrar na folha, pois esta muda de cor,

caso isto ndo esteja a acontecer o liquido vai escorrer (ou espirrar) pela folha.
Neste caso deve exercer mais forca de pressao da seringa na folha.

v' Também é importante n3o exercer demasiada for¢a para nio romper os
tecidos da folha

REFERENCIAS:

Materatski, P.; Varanda, C. (2025). Biotecnologia vegetal: Introducdo de um gene de
interesse num vetor bindrio utilizando a tecnologia Gateway, Protocolo das aulas
Praticas, Ano letivo 2024/25. Instituto Politécnico de Santarém. 1: 1-22.

Haseloff, J. and Siemering, K.R. (2005). The Uses of Green Fluorescent Protein in Plants.
Green Fluorescent Protein: John Wiley & Sons, Inc.; p. 259-84

Varanda, C.M.; Materatski, P.; Campos, M.D.; Clara, M.L.E.; Nolasco, G.; Félix, M.D.R.
(2018). Olive Mild Mosaic Virus Coat Protein and P6 Are Suppressors of RNA Silencing,
and Their Silencing Confers Resistance against OMMV. Viruses, 10, 416.

17




