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6. Anexos 

6.1. Anexo 1 – Domínios de miristoilação 

 
 

 

Espécies de Planta 

 

 

Defensina 

 

UniProtKB/ 

TrEMBOL 

entry 

 

Domínios de 

miristoilação 

 

No de 

domínios de 

miristoilação 

 

No de 

amino 

ácidos 

 

 

Urtica dioica L 

(urtiga) 

 

Agglutinin 

isolectin I 

 

 

Q9S7L1 

 

 

41 GVIGNI 46 

74 GVSYGH 79 

 

 

2 

 

 

102 

 

 

 

Triticum aestivum L. 

(trigo) 
Agglutinin 

isolectin I 

(precursor)

 

 

 

 

P10968 

 

53 GGDYCG 58 

60 GCQNGA 65 

73 GSQAGG 78 

96 GAEYCG 101 

116 GSQAGG 121 

139 GSEFCG 144 

145 GGCQSG 150 

163 GGRVCT 168 

180 GIGPGY 185 

189 GCQSGG 194 

 

 

 

 

 

 

10 

 

 

 

 

 

212 

 

Hevea brasiliensis 

(Seringueira) 
Pro-hevein 

(precursor)

 

 

P02877 

 

13 GVAIAE 18 

64 GVGGGS 69 

124 GQSSCG 129 

140 GAKTTV 145 

 

 

 

4 

 

 

204 

 

Amaranthus caudatus AMP1 e 2 

(precursor)

 

P27275 

 

25 GVGECV 30 

37 GMCCSQ 42 

 

 

2 

 

86 

 

Mirabilis jalapa 

(Maravilha) 

 

AMP1

 

P25403 

 

30 GGRCNE 35 

52 GQGYGY 57 

 

2 

 

61 
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Zea mays (milho) 

 

Defensin 

(precursor) 

 

Q5CC32

 

              22GMDASA 27 

41 GAIPGA 46 

62 GGGFCN 67 

 

 

 

3 

 

 

107 

 

Hordeum vulgare 

(cevada) 

 

PRB1-2

(precursor )

 

 

P35792 

 

74 GGPYGE 79 

84 GSAGAD 89 

109 GSNTCA 114 

145 GVFITC 150 

156 GNIVGQ 161 

 

 

 

5 

 

 

164 

 

Dahlia merckii 

 

DmAMP1

 

NCBI S66221 

 

12 GNCGNT 17 

29 GAAHGA 34 

 

2 

 

50 

 

Spinacia oleracea 

(espinafre) 
 

 

 AMPD1

        

 P81570 

 

1GIFSSR 6 

 

1 

    

 25 

 

Arabidopsis Thaliana Defensin-like 

protein

 

Q4VNZ1 

 

22 GVPLCK 27 

48 GAGICS 53 

 

2 

 

69 

 

Arabidopsis Thaliana Defensin-like 

protein

 

Q4VNZ2 

 

22 GVPLCK 27 

48 GAGICS 53 

 

3 

 

66 

 

Pisum sativum (ervilha) 

 

Psd1

 

P81929 

 

12 GVCFTN 17 

33 GTCHNW 38 

 

2 

 

46 

 

Pisum sativum Psd2

 

P81930 

 

- 

 

- 

 

47 

 

 

Pisum sativum DRR230-c

 

Q8H6L2 

 

32 GVCFTD 37 

53 GTCHNF 58 

 

 

2 

 

60 

 

Mendicapo sativa 

(alfafa) 

 

Def 1.1

1.2

1.5

 

Q4G347 

Q4G346 

Q4G341 

 

 

- 

 

 

- 

 

 

72 

 

Lycopersicon 

esculentum Mill 

(tomate) 
(precursor)

 

 

 

Q7M222 

 

55 GCTNCC 60 

62 GTEGCN 67 

73 GTFICE 78 

107 GNKRSE 112 

122 GSKGCN 127 

133 GTFVCE 138 

 

 

 

 

6 

 

 

 

146 
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Capsicum annuum  

(pimentão) 

J1-1

J1-2

 

Q43413 

 

O65740 

 

35 GNFKGL 40 

59 GSCIGF 64 

39 GLCFSK 44 

 

2 

 

1 

 

75 

 

74 

 

 

Brassica rapa  

(nabo) 

THI2

 

Q9SBK8 

 

44 GASMTN 49 

87 GCASSV 92 

94 GALTTL 99 

 

 

3 

 

133 

 

Nicotiana alata 

 (“fumo-de-jardim”) 

 

NaD1

 

Q8GTM0 

 

37 GICITK 42 

 

1 

 

105 

 

 

Solanum Tuberosum 

(batata) 

Snakin2

 

Q93X17 

 

47 GGACAA 52 

68 GTCCAR 73 

80 GTSGNT 85 

 

 

3 

 

104 

 

Impatiens balsamina 

(bálsamo) 

 

IB-AMP

 

Q24006 

 

5 GVVFGV 10 

 

1 

 

333 

 

Sorghum bicolor L 

(sorgo) 

Sb alpha-1

 

P21923 

 

29 GGWTAG 34 

 

1 

 

47 

 

Protophormia 
terraenovae 

(mosca) 
 

formicina

 

P10891 

                

               62 GTGINH 67 

78 GNRGGY 83 

88 GVCVCR 93 

 

3 

 

94 

 

 

Tabela 1: Domínios de miristoilação na seqüência de aminoácidos de 

defensinas de planta de diferentes espécies e o seu tamanho. Traço (-) refere-se a 

ausência do domínio. Observa-se na última linha da tabela os domínios de 

miristoilação da defensina de inseto Protophormia terraenovae para comparação 

com os domínios de defensina de planta. 
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6.2. Anexo 2 - Preparação de meios e reagentes 

 

 

         LB Agar (por litro) 

10 g  NaCl 

10 g  triptona 

5 g  extrato de levedura 

20 g  agar 

Ajustar pH = 7.0 com 5 N NaOH 

Adicionar H2O miliq para volume final de 1L 

Verificar pH = 7.0  

Autoclavar 

Distribuir em discos de Petri (~25 ml/100-mm) 

 

 

 

LB-líquido (por litro) 

10 g  NaCl 

10 g  triptona 

5 g  extrato de levedura 

Ajustar pH = 7.0 com 5 N NaOH 

Adicionar H2O miliq para volume final de 1L  

Verificar pH = 7.0 e autoclavar 

 

 

 

Tampão TE 

Tris-HCl 10 mM (pH= 7.5) 

EDTA 1 mM 
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         NZY Agar (por litro) 

5 g  NaCl 

2 g  MgSO4 . 7H2O 

5 g  extrato de levedura 

10 g  NZ amina (‘casein hydrolysate’) 

15 g  agar 

Ajustar pH = 7.5 com 5 N NaOH 

Adicionar H2O miliq para volume final de 1L  

Verificar pH = 7.5 

Autoclavar 

Distribuir em discos de Petri (~25 ml/100-mm) 

 

 

NZY “Top Agar” (por litro) 

Para 1 L de NZY líquido (sem agar) 

Adicionar 0.7% (w/v) de agarose 

Autoclavar 

 

 

 

Tampão SM (por litro) 

5.8 g  NaCl 

2.0 g  MgSO4 · 7H2O 

50.0 ml  Tris-HCl 1 M (pH 7.5) 

5.0 ml gelatina 2% (w/v) 

Adicionar H2O miliq para volume final de 1L  

Autoclavar 
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YPAD Agar (por litro) 

20 g  Difco peptona 

10 g extrato de levedura 

15–20 g  agar 

Adicionar H2O miliq para volume final de 960 mL 

Ajustar pH = 5.8 

Adicionar 40 mg sulfato de adenina 

Autoclavar  

Resfriar para 55°C 

Adicionar glicose 2% (v/v) filtrada e esterilizada separadamente  

Distribuir em discos de Petri (~25 ml/100-mm) 

 

YPAD-líquido (por litro) 

20 g Difco® peptone 

10 g extrato de levedura 

Adicionar H2O miliq para volume final de 960 mL 

Ajustar pH = 5.8 

Adicionar 40 mg sulfato de adenina 

Autoclavar  

Resfriar para  55°C 

          Adicionar glicose 2% (v/v) filtrada e esterilizada separadamente 

 

 

SD Agar (por litro) 

6.7 g Difco yeast nitrogen base sem aminoácidos (Catalog #0919-15-3) 

182.2 g  D-sorbitol 

15–20 g agar 

Adicionar H2O miliq para volume final de 860 mL 

Ajustar pH = 5.8 

Autoclavar  

Resfriar para 55°C 

Adicionar 100 mL da 10X solução de aminoácidos apropriados 

Adicionar glicose 2% (v/v) filtrada e esterilizada separadamente  

Distribuir em discos de Petri (~25 ml/100-mm) 
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10× solução de aminoácidos apropriados 

Adicionar os aminoácidos relacionados abaixo, omitindo aqueles cuja 

ausência é necessária para a seleção. Depois de filtrada, a solução pode ser 

estocada a 4ºC por 1 ano. 

Concentração (mg/L) /Sigma Catalog # 

L-Isoleucine 300 /I 2752 

L -Valine 1500 /V 0500 

L -Adenine hemisulfate salt 200 /A 9126 

L -Arginine HCl 200 /A 5131 

L -Histidine HCl monohydratea 200 /H 8125 

L -Leucineb 1000 /L 8000 

L -Lysine HCl 300 /L 5626 

L -Methionine 200 /M 9625 

L -Phenylalanine 500 /P 2126 

L -Threonine 2000 /T 8625 

L -Tryptophanc 200 /T 0254 

L -Tyrosine 300 /T 3754 

L -Uracil 200 /U 0750 

L -Glutamic acid 1000 /G 1251 

L -Aspartic acid 1000 /A 9256 

L -Serine 4000 /S 4500 
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10× Acetato de lítio (LiAc) 

LiAc 1 M (Sigma Catalog #L 6883) 

Ajustar o pH=7.5 com ácido acético 

Autoclavar 

Estocar a temperatura ambiente 

 

 

PEG 3350 50% (m/v) 

50 g  polietilenoglicol (PEG) 

Peso molecular = 3350 (Sigma Catalog #P 3640) 

Adicionar H2O miliq para volume final de 100 mL 

Autoclavar 

Estocar a temperatura ambiente 

 

 

Solução TE–LiAc–PEG 

(1× TE, 1× LiAc, PEG 3350 40% (w/v)) 

1 ml  10× TE 

1 ml  10× LiAc 

8 ml  PEG 3350 50% (w/v) 

 

 

Solução TE–LiAc  

(1× TE e 1× LiAc) 

1 ml  10× TE 

1 ml  10× LiAc 

8 ml   H2O miliq estéril 
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Tampão Z (por litro) 

16.1 g  Na2HPO4 . 7H2O 

5.5 g  NaH2PO4 . H2O 

0.75 g  KCl 

0.246 g MgSO4 . 7H2O 

Ajustar pH = 7.0  

Adicionar H2O miliq para volume final de 1L 

Autoclavar 

Estocar a 4°C 

 

 

 
Tampão Z com X-gal (por 100 ml) 

98 ml  tampão Z 
0.27 ml  β-mercaptoetanol 

1.67 ml  X-gal  20mg/mL 

 

 

 

Solução para lise da levedura 

Triton® X-100 2% (v/v) 

SDS 1% (w/v) 

NaCl 100 mM 

Tris-HCl 10 mM (pH= 8.0) 

EDTA 1 mM 

Estocar a temperatura ambiente 
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6.3. Anexo 3 - Protocolo do Duplo-Híbrido em oito etapas 

 

Primeira etapa - Titulação e amplificação dos fagos λ e “Helper” em 
bactéria XL1-Blue MRF’: 

 
 
 

1- Titular a biblioteca de fago λ contendo cDNA da Neurospora crassa em 
vetor HybridZAP-2.1: 

 
 

(i) Preparação do material: 
 

Célula: XL1-Blue MRF’ 
LB-tetraciclina agar 
Parafilm ® laboratory film 
LB líquido com suplementos de sulfato de magnésio e maltose 
Erlenmeyer-250mL 
Tubos Falcon - 15mL e 50mL 
Célula: XL1-Blue MRF’ em 10mg/mL sulfato de magnésio estéril  
(O D 600nm = 0.5) 
Bibliotecas de Fago λ diluído em tampão SM 
Tubos Eppendorf - 0.5mL e 1.5mL 
Incubadora à 37°C com agitação a 200rpm 
NZY top agar  
NZY agar 
Placas de Petri de 10 mm de diâmetro (25 mL) 
termômetro 

 
 

(ii) Inocular uma colônia XL1-Blue MRF’ de placa de Petri LB-tetraciclina 
agar em 50mL de LB líquido com suplementos de sulfato de magnésio e 
maltose em Erlenmeyer-250mL. 
 
 

(iii) Incubar a 30°C overnight, com agitação de 200rpm (não ultrapassar a 
OD600nm=1.0). Crescer mais devagar a temperatura de 30°C (em vez de 37°C) 
diminui o número de células não viáveis, e conseqüentemente, melhora o 
título. 

 
 
(iv) Centrifugar as células 500 x g por 10 min, em tubo Falcon-15 mL (4 

tubos). 
 
 

(v) Ressuspender as células gentilmente em 25mL (volume final) de sulfato 
de magnésio estéril 10 mmol/L. Podem-se armazenar estas células em freezer 
a 4°C, para uso posterior. 
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(vi) Diluir as células XL1-Blue MRF’ em 10 mmol/L de sulfato de magnésio 
estéril, alcançando OD 600nm = 0.5, para a titulação imediata da biblioteca de 
Fago λ. OBS: Células XL1-Blue MRF’ são RecA-, McrA- e Mrr - de modo 
que não clivam (restringem) DNA metilado. O uso de células que não sejam 
MRF’ resultará em um título muito baixo. 

 
 

(vii) Diluir a suspensão com a biblioteca de Fago λ obtida do FGSC em 
tampão SM em tubos Eppendorfs- 0.5mL (volume final de 100μL): 

 
Tubo 1- Diluição 10-1- 90μL de tampão SM + 10μL da biblioteca estoque do FGSC 
Tubo 2- Diluição 10-2- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição10-1 (tubo1) 
Tubo 3- Diluição 10-3- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-2 (tubo2) 
Tubo 4- Diluição 10-4- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-3 (tubo3) 
Tubo 5- Diluição 10-5- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-4 (tubo4) 
Tubo 6- Diluição 10-6- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-5 (tubo5) 
 
Tubo 7- Diluição 2 X 10-3- 40μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-2 (tubo2) 
Tubo 8- Diluição 2 X 10-4- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 2 X 10-3 
(tubo7) 
 
Tubo 9- Diluição 5 X 10-4- 50μL de tampão SM + 50μL da diluição10-3 (tubo3) 
Tubo 10- Diluição 5 X 10-5- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 5 X 10-4 
(tubo9) 

 
 

(viii) Em tubos Eppendorfs- 1.5 mL, misturar os fagos com as células e incubar 
a 37°C por 15min., para os fagos aderirem às membranas das células: 
 
Dez tubos, cada um com 1μL da biblioteca com diluição apropriada 
(descrita acima) + 200μL das células XL1-Blue MRF’ em 10 mmol/L de 
sulfato de magnésio estéril com OD 600nm = 0.5. Agitação suave. 
 
 

(ix) Adicionar duas medidas de tubo Eppendorf - 1.5mL de NZY top agar 
derretido e resfriado a 48°C na mistura de fagos e células acima (total de dez 
tubos) com uma pipeta Pasteur de vidro, entornando imediatamente 
(total=3mL por tubo), o mais rápido possível, no topo de uma placa de Petri 
com NZY agar (10mm de diâmetro). Deixar a placa sem mexer, por 10 min, 
para o top agar esfriar e endurecer. 

 
 
(x) Incubar as placas (total de dez) de cabeça para baixo a 37°C por 6-8 hs.  

 
 

(xi) Contar o número de pfus (“plaque forming units” = n) de cada placa 
correspondente ao fator de diluição= (diluição) –1. Usar a fórmula abaixo 
para calcular o título em [pfu/mL]: 
 

[n x fator de diluição x 1000] = [pfu/mL] 
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2- Titular o estoque de fago Helper: (ie calcular pfu/mL onde valor 
esperado pela Stratagene é de 1010 pfu/mL): 

 
 

(i) Preparação do material: 
 

Célula: uma colônia XL1-Blue MRF’ em LB-tetraciclina agar  
LB-líquido  
Tubo Falcon-50mL 
Tubos Falcon -15mL (1000 x g) 
Incubadora a 37°C com agitação a 200rpm 
Banho Maria a 65°C 
Fago “Helper” diluído em tampão SM 
Tubos Eppendorfs- 0.5 mL e 1.5mL  
1μL Fago “Helper” em 200μL de células 
NZY top agar  
NZY agar  
Placas de Petri de 10 mm de diâmetro (25 mL)  
termômetro 
 

(ii) Inocular uma colônia XL1-Blue MRF’ em 10mL de LB-líquido com 
suplementos de sulfato de magnésio e maltose em tubo Falcon-50mL 
(cônico). 
 
 

(iii) Incubar o tubo cônico a 37°C, com agitação a 200rpm, até alcançar OD 
600nm = 1.0. 
 
 

(iv) Diluir o estoque de fago “Helper” em tampão SM em tubos Eppendorfs- 
0.5 mL: 

 
Tubo 1- Diluição 10-1- 90μL de SM buffer + 10μL do estoque de fago Helper da 
Stratagene. 
Tubo 2- Diluição 10-2- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-1 (tubo1) 
Tubo 3- Diluição 10-3- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-2 (tubo2) 
Tubo 4- Diluição 10-4- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-3 (tubo3) 
Tubo 5- Diluição 10-5- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-4 (tubo4) 
Tubo 6- Diluição 10-6- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-5 (tubo5) 
 
Tubo 7- Diluição 2 X 10-4- 40μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-3 (tubo3) 
Tubo 8- Diluição 2 X 10-5- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 2 X 10-4 
(tubo7) 
Tubo 9- Diluição 2 X 10-6- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 2 X 10-5 
(tubo8) 
 
Tubo 10- Diluição 5 X 10-5- 50μL de tampão SM + 50μL da diluição10-4 (tubo4) 
Tubo 11- Diluição 5 X 10-6- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 5 X 10-5 
(tubo10) 
Tubo 12- Diluição 5 X 10-7- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 5 X 10-6 
(tubo11) 
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(v) Em tubos Eppendorf - 1.5 mL, misturar os fagos com as células (usando 

os tubos de 3 a 12 do item anterior) e incubar a 37°C por 15min., para os 
fagos aderirem às membranas das células: 
 

Dez tubos, cada um com 1μL do fago “Helper” com diluição 
apropriada (tubos de 3 a 12) + 200μL das células XL1-Blue MRF’ OD 600nm 
= 1.0 do item (ii). Agitar gentilmente. 
 
 

(vi) Adicionar duas medidas de tubo Eppendorf - 1.5mL de NZY top agar 
derretido e resfriado a 48°C na mistura de fagos e células acima (total de dez 
tubos) com uma pipeta pasteur de vidro, entornando imediatamente 
(total=3mL por tubo), o mais rápido possível, no topo de uma placa de Petri 
com NZY Agar (10mm de diâmetro). Deixar a placa sem mexer, por 10min, 
para o top agar esfriar e endurecer. 
 
 

(vii) Incubar as placas com NZY Agar (total de dez) de cabeça para baixo a 
37°C “overnight”.  
 
 

(viii) Contar o número de pfus (n) de cada placa correspondente ao 
fator de diluição= (diluição) –1.  
Usar a fórmula abaixo para calcular o título: 
[n x fator de diluição x 1000] = [pfu / mL] 
 
 

 
3- Amplificar o estoque de fago “Helper” alcançando um título de 10 a 

100 vezes maior do que o estoque fornecido pela Stratagene: 
 

(i) Preparação do material: 
 

Célula: uma colônia XL1-Blue MRF’ em LB-tetraciclina agar  
LB-líquido 
Fago “Helper” moi=20:1 fago “Helper” / célula 
Falcon tube-15mL e 50mL  
(1000 x g) 
Incubadora a 37°C com agitação a 200rpm 
Banho Maria a 65°C 
Termômetro 
Eppendorfs- 0.5mL e 1.5 mL  
NZY top agar 
NZY agar 
Placas de Petri de 10 mm de diâmetro (25 mL) 
DMSO- 7% 
Freezer –80°C 
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(ii) Inocular uma colônia XL1-Blue MRF’ de estoque em LB-tetraciclina 
agar em 10mL de LB-líquido com suplementos de sulfato de magnésio e 
maltose em tubo Falcon-50mL (cônico). 
 
 

(iii) Incubar o tubo cônico a 37°C, com agitação a 200rpm, até alcançar OD 
600nm = 0.3, correspondendo a aproximadamente 2.5 x 108 células / mL. 
 
 

(iv) Adicionar o fago “Helper”, titulado acima, com moi (multiplicity of 
infection)  de 20:1 (fago por célula). 
 
Exemplo: 
Seja o título do estoque 1010pfu/mL, então: 
( 1010pfu/mL x volume de fago) / (2.5 x 108 células/mL x 10mL) = 20 
 volume de fago~ 8μl 

 
 

(v) Incubar o tubo cônico a 37°C por 15 min., com agitação, para os fagos 
aderirem às membranas das células. 
 
 

(vi) Incubar o tubo cônico a 37°C por 8 horas, com agitação. 
 
 

(vii) Colocar em banho-maria a 65°C por 15 min, para a lise celular. 
 
 

(viii) Centrifugar, abaixando os debris celulares, a 1000 x g por 10 min. e 
transferir o sobrenadante (volume ~10mL) para um novo tubo cônico (Falcon 
–15 mL). 
 
 

(ix) Aliquotar o sobrenadante 10 X 930μL em tubos Eppendorfs -1.5mL. 
 
 

(x) Adicionar dimetilsulfóxido (DMSO) para a concentração final de 7% 
(v/v). Isto é, 70μL de DMSO em 930μL do sobrenadante. Armazenar em 
Freezer –80°C. 
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4- Titular o estoque de fago Helper amplificado: (ie calcular pfu/mL 
esperado entre 7.5 X1010 e 1.0 X 1012 pfu/mL): 

 
 

(i) Preparação do material para titular o sobrenadante do estoque de fago 
Helper amplificado como descrito acima. 
 
 

(ii) Inocular uma colônia XL1-Blue MRF’ do estoque em LB-tetraciclina 
agar em 10mL de LB-líquido com suplementos de sulfato de magnésio e 
maltose em tubo Falcon-50mL (cônico). 
 
 

(iii) Incubar o tubo cônico a 37°C, com agitação a 200rpm, até alcançar OD 
600nm = 1.0. 
 
 

(iv) Diluir o estoque de fago “Helper” amplificado em tampão SM em tubos 
Eppendorfs- 0.5mL (volumes finais de 100μL): 

 
Tubo 1- Diluição 10-1- 90μL de tampão SM + 10μL do estoque de fago Helper 
amplificado. 
Tubo 2- Diluição 10-2- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-1 (tubo1) 
Tubo 3- Diluição 10-3- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-2 (tubo2) 
Tubo 4- Diluição 10-4- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-3 (tubo3) 
Tubo 5- Diluição 10-5- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-4 (tubo4) 
Tubo 6- Diluição 10-6- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-5 (tubo5) 
Tubo 7- Diluição 10-7- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-6 (tubo6) 
Tubo 8- Diluição 10-8- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-7 (tubo7) 
 
Tubo 9- Diluição 2 X 10-6- 40μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-5 (tubo5) 
Tubo 10- Diluição 2 X 10-7- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 2 X 10-6 
(tubo9) 
Tubo 11- Diluição 2 X 10-8- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 2 X 10-7 
(tubo10) 

 
Tubo 12- Diluição 5 X 10-6- 50μL de tampão SM + 50μL da diluição10-5 (tubo5) 
Tubo 13- Diluição 5 X 10-7- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 5 X 10-6 
(tubo12) 
Tubo 14- Diluição 5 X 10-8- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 5 X 10-7 
(tubo13) 

 
 
(v) Em tubos Eppendorf - 1.5 mL, misturar os fagos com as células (usando 

os tubos de 5 a 14 do item anterior) e incubar a 37°C por 15min., para os 
fagos aderirem às membranas das células: 
 

Dez tubos, cada um com 1μL do fago Helper com diluição apropriada 
(tubos de 5 a 14) + 200μL das células XL1-Blue MRF’ OD 600nm = 1.0 (do 
item (ii)).   Agitar gentilmente. 
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(vi) Adicionar duas medidas de tubo Eppendorf - 1.5mL de NZY top agar 

derretido e resfriado a 48°C na mistura de fagos e células acima (total de dez 
tubos) com uma pipeta de vidro, entornando imediatamente (total=3mL por 
tubo), o mais rápido possível, no topo de uma placa de Petri com NZY Agar 
(10mm de diâmetro). Deixar a placa sem mexer, por 10 min, para o top agar 
esfriar e endurecer. 
 
 

(vii) Incubar as placas com NZY Agar (total de dez) de cabeça para baixo a 
37°C overnight. 
 
 

(viii) Contar o número de pfus (n) de cada placa correspondente ao fator de 
diluição= (diluição) –1.  

Usar a fórmula abaixo para calcular o título: 
[n x fator de diluição x 1000] = [pfu / mL] 

 
 
 
 

Segunda etapa - Conversão da biblioteca de fago λ em vetor 
HybridZAP-2.1 recombinante para uma biblioteca de fagos de plasmídeos pAD 
GAL4-2.1 recombinantes, denominada de biblioteca de “fagemídeo”.  

 
 
 

1- Co-infectar a bactéria XL1-Blue MRF’ simultaneamente com a 
biblioteca λ em vetor HybridZAP-2.1 (moi de 1:10) e o fago “Helper” 
(moi=10:1) contendo as proteínas necessárias para a excisão e 
empacotamento do plasmídeo pAD-GAL4-2.1 recombinante no 
próprio fago “helper”: 

 
 

(i) Preparação do material: 
 

Célula: XL1-Blue MRF’  
LB-broth com suplementos de sulfato de magnésio e maltose  
Erlenmeyer-250mL 
Tubos Falcon -15mL e 50mL (1000 x g) 
Incubadoras a 30°C e a 37°C com agitação a 200rpm 
Banho Maria a 65°C 
Termômetro 
Geladeira a 4°C 
Células ressuspensas em 10mg/mL sulfato de magnésio estéril-  
OD 600nm = 1.0 
 

A biblioteca λ em vetor HybridZAP-2.1 titulada - moi=1:10 Fago λ/célula 
  
Fago “Helper” titulado - moi= 10:1 fago “Helper” / célula 
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(ii) Inocular uma colônia XL1-Blue MRF’ em 50mL de LB-líquido com 

suplementos de sulfato de magnésio e maltose em Erlenmeyer-250mL. 
Crescer overnight a 30°C, shaking at 200rpm (não ultrapassar a 
OD600nm=1.0). 
 
 

(iii) Centrifugar as células 1000 x g por 10min, em tubo Falcon-15mL (4 
tubos). 
 
 

(iv) Ressuspender as células gentilmente em 25mL (volume final) de sulfato 
de magnésio estéril 10 m mol L-1. 
 
 

(v) Ajustar para OD 600nm =1.0 com sulfato de magnésio estéril 10 m mol L-1. 
 
 

(vi) Centrifugar a Biblioteca de Fago λ para garantir que no caso de algum 
resíduo de clorofórmio, este esteja completamente separado antes de retirar 
uma alíquota. 
 
 

(vii) Combinar em tubo cônico Falcon-50mL: 
 

107 pfu Fago λ + 108 células XL1-Blue MRF’ + 109 pfu fago “Helper” 
 

Então, a combinação obtida foi:  
100μL de Biblioteca de Fago λ em tampão SM (com sulfato de 
magnésio) se o título for de 108 pfu/mL 
125μL de XL1-Blue MRF’ em 10 mmol/L de sulfato de magnésio  
OD 600nm = 1.0  
Note que a OD 600nm = 1.0 correspondem a 8 X 108 células/mL. 
13.3μL de fago “Helper” amplificado, ie, se o título for de 7.5 x 
1010pfu/mL 

 
 

(viii) Incubar o tubo cônico Falcon-50mL a 37°C por 15 min, para os fagos 
aderirem às membranas das células.   Agitar gentilmente. 
 
 

(ix) Adicionar 20mL de LB-líquido com suplementos de sulfato de magnésio 
e maltose previamente aquecido a 37°C ao tubo cônico Falcon-50mL e 
incubar a 37°C por aproximadamente de 2.5 a 3 horas. Agitação suave. 
Incubação por mais de 3 horas pode alterar a representação clonal. 
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2- Estoque de partículas “fagemídeos” de pAD-GAL4-2.1 recombinante: 
 
 

(i) Aquecer entre 65 a 70 °C por 20 minutos, destrói-se o envoltório do fago 
λ e lisa-se as bactérias. Note que o fagemídeo não é afetado pelo tratamento 
térmico.  
 
 

(ii) Centrifugar a 1000 x g por 10 min para abaixar os debris celulares, 
obtendo no sobrenadante as partículas de “fagemídeos” de pAD-GAL4-2.1 
recombinante. Recolher sobrenadante =  “fagemídeos” de pAD-GAL4-2.1 
recombinante 
 
 

(iii) Transferir o sobrenadante (volume~20mL) para um novo tubo Falcon-
50mL estéril. Aliquotar em 2 x 10mL em tubos cônicos-15mL, separar uma 
ou duas alíquota de aproximadamente 10 μL para a titulação. Armazenar a 
4°C por 1 a 2 meses. 
 
 
 

3- Titular o sobrenadante, ie estoque de “fagemídeos”, em bactéria 
XLOLR, ie calcular cfu/mL  resgatadas - (cfu = “colony forming 
unit”): 

 
 

(i) Preparação do material: 
 

Células: uma colônia XLOLR do estoque em LB-tetraciclina agar 
LB-líquido com suplementos de sulfato de magnésio e maltose 
Erlenmeyer-250mL 
Tubos Falcon-15mL e 50mL (1000 x g) 
Incubadora a 37°C com agitação a 200rpm 
Banho Maria a 65°C 
Termômetro 
10mg/mL sulfato de magnésio estéril- 100mL 
Tubos Eppendorf- 0.5mL e 1.5 mL  
Placas de Petri com LB-ampicilina (100μg/mL) agar (25mL/10mm) 
(plaquear  várias diluições a fim de obter colônias isoladas) 

 
 

(ii) Inocular uma colônia XLOLR em 50mL de meio LB-líquido com 
suplementos de sulfato de magnésio e maltose em Erlenmayer-250mL. 
Crescer overnight a 30°C, com agitação a 200rpm. 
 
 

(iii) Recomeçar o crescimento e não ultrapassar a OD600nm=1.0. 
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(iv) Diluir de 10-2 o estoque de fagemídeos em tampão SM em tubo 
Eppendorf 1.5mL: ie, 990μL de SM buffer + 10μL do sobrenadante de 
“fagemídeos”  
 
Em tubos Eppendorfs de 0.5mL: 
Tubo 2- Diluição 10-2- separar 100μL da diluição 10-2 acima (tubo2) 
Tubo 3- Diluição 10-3- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-2 (tubo2) 
Tubo 4- Diluição 10-4- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-3 (tubo3) 
Tubo 5- Diluição 10-5- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-4 (tubo4) 
Tubo 6- Diluição 10-6- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-5 (tubo5) 
 
Tubo 7- Diluição 2 X 10-4- 40μL de tampão SM + 10μL da diluição 10-3 
(tubo3) 
Tubo 8- Diluição 2 X 10-5- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 2 X 10-4 
(tubo7) 
Tubo 9- Diluição 2 X 10-6- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 2 X 10-5 
(tubo8) 
 
Tubo 10- Diluição 5 X 10-5- 50μL de tampão SM + 50μL da diluição10-4 
(tubo4) 
Tubo 11- Diluição 5 X 10-6- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 5 X 
10-5 (tubo10) 
Tubo 12- Diluição 5 X 10-7- 90μL de tampão SM + 10μL da diluição 5 X 
10-6 (tubo11) 

 
 
(v) Misturar os “fagemídeos” com as células em tubos Eppendorf - 1.5 mL: 

 
Onze tubos: 1μL do “fagemídeo” com diluição apropriada (do tubo 2 ao 12) 
+ 200μL das células XLOLR, OD 600nm = 1.0 (do item (i) anterior). 

 
 
(vi) Incubar a 37°C por 15 min, para os “fagemídeos” aderirem às membranas 

das células.  
 
 

(vii) Plaquear 100μL das misturas das células XLOLR com os “fagemídeos” 
(total de onze) em placas de Petri com LB-ampicilina (100μg/mL) agar 
(25mL/100mm de diametro). Somente as células que tiverem incorporado o 
plasmídeo pAD-GAL4-2.1 recombinante é que terão resistência a ampicilina.  

 
 
Pode ser preciso fazer várias diluições das misturas de células XLOLR 

com os “fagemídeos” (total de onze tubos do item (iii)), a fim de obter-se 
colônias isoladas de células XLOLR contendo o plasmídeo pAD-GAL4-2.1 
recombinante.  
 
 

(viii) Incubar as placas a 37°C “overnight”.  
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4- As colônias XLOLR que aparecerem na placa de Agar com LB-

ampicilina contêm o plasmídeo pAD-GAL4-2.1 recombinante. O fago 
Helper não pode crescer em bactéria XLOLR (Su-) e não tem o gene 
de resistência a ampicilina. As Células XLOLR são resistentes à 
infecção por fago λ, garantindo que não haja lise por algum fago λ 
residual: 

 
 

 
(i) Contar o número de cfus (n) de cada placa correspondendo a uma 

determinada diluição. 
fator de diluição= (diluição) –1.  
Usar a fórmula abaixo para calcular o título: 
[100μL /200μL] [n x fator de diluição x 1000] = [pfu / mL] 

 
 

(ii) Determinar a eficiência da excisão pela fração entre colônias resgatadas 
e input de fago λ. Se o título for baixo, repetir o protocolo acima com um 
número maior de fago λ e cultura de células XL1-Blue MRF’ fresca. 
 

 
 

5- As colônias resgatadas são selecionadas por minipreps. de plasmídeos, 
prosseguindo  análise do DNA plasmidial: 

 
 

(i) Análise dos plasmídeos pAD-GAL4-2.1 recombinantes (presas) isolados 
com enzimas de restrição. pAD-GAL4-2.1- tratado com as com enzimas de 
restrição: EcoR I, Xho I, Pst I e Bgl II (sítios únicos) 
 
 
 

(ii) Gel de agarose para análise dos fragmentos de DNA plasmidial com 
padrão de DNA de 100bp - 8kbp 
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Terceira etapa - Amplificação da biblioteca de “fagemídeos” em bactéria 
XLOLR em LB-líquido com ampicilina, a fim de produzir uma biblioteca estável 
de plasmídeos de pAD-GAL4-2.1 recombinante: 

 
 
 

(i) Preparação do material: 
 

Células: XLOLR  
LB-líquido com suplementos de sulfato de magnésio e maltose 
Erlenmeyer-250mL 
Tubos Falcon-15mL e 50mL (1000 x g) 
Incubadoras a 30°C e a 37°C com agitação a 200rpm 
Banho Maria a 65°C 
10mg/mL sulfato de magnésio estéril- 100mL 
Erlenmeyer de capacidade para 2 L 
500mL LB-líquido com 100μg/μL de ampicilina 
 
 

(ii) Crescer a 30°C pela noite cultura de bactéria XLOLR em 50mL LB-
líquido com suplementos de sulfato de magnésio e maltose em um 
Erlenmeyer -250mL. 
 
 

(iii) Recolocar crescimento a 37°C para OD600nm de 0.3-0.4 (mid-log phase): 
0.25mL da cultura anterior + 50mL LB-líquido com suplementos de sulfato 
de magnésio e maltose  em um Erlenmayer -250mL. 
 
 

(iv) Centrifugar as células XLOLR em tubo Falcon-15mL (1000 x g por 10 
min.) e ressuspender em sulfato de magnésio estéril 10mmol/mL, ajustando a 
OD600nm para 1.0 (=8 X 108 células /mL). 
 
 

(v) Combinar bactéria XLOLR com o sobrenadante obtido na segunda etapa 
(“Mass Excision Protocol”, item 2) com um mínimo de moi de 1:10 
fagemídeo por célula. Em Erlenmayer de capacidade para 2L, combinar:    
1.6 x 109 “fagemídeos” + 20mL de XLOLR 8 x 108 células/mL (OD600nm = 
1.0). 
 
 

(vi) Incubar a 37°C por 15 min, para os “fagemídeos” aderirem às membranas 
das células. 
 
 

(vii) Adicionar 500mL LB-líquido contendo 100μg/μL de ampicilina. 
 
 
(viii) Incubar a 37°C até alcançar OD600nm de 0.3-0.4 (mid-log phase). Não 

incubar overnight. 
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(ix) Centrifugar os 500mL de células em 500 x g por 10 min., descartar o 

sobrenadante. 
 
 

(x) Isolar o DNA plasmidial dos pellets de células com um protocolo em 
massa de lise alcalina. 
 
 
 
 

Quarta etapa - Construção do plasmídeo “isca” pBD-Psd1: 

 
 
(i) Preparação do material: 
 

Primers 5’ e 3’- terminal das proteínas iscas Psd1: 
5’-terminal Psd1 primer  
5’- ATGAAGACTTGTGAACACTTAGCTGACACC-3’ 
Tamanho= 30 aa 
Tm= 66.9°C 
GC%=43.3 
ΔG= -50.5 Kcal/mol 
Atividade= 31.5 μg/OD 
Degenerescência = 1 (Dímero ΔG = -6.3 Kcal/mol) 

 
3’-terminal Psd1 primer: 
5’- GACACAGTTTTGAGTACAGAAACACTTCCA -3’  
Tamanho = 30 aa 
Tm= 65.7°C 
GC%= 40.0 
ΔG= -49.5 Kcal/mol 
Atividade= 30.8 μg/OD 
Degenerescência = 1 (Dímero ΔG = -5.2 Kcal/mol) 

 
 

EcoR I- 10,000U- #:500480 Stratagene 
Sal I- 2,000U- #:500930 Stratagene ou 2,000U- #:R6051 Promega 
Tubos Eppendorf- 0.5mL e 1.5mL 
Fenol 
Clorofórmio 
Acetato de amônia- 4mM 
Etanol 100% (v/v) 
Tampão TE 
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) – Estoque de 1,000U 
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(ii) Digestão do plasmídeo recombinante contendo o cDNA “isca” Psd1 com 
as enzimas de restrição EcoRI e SalI, a fim de transferí-lo para o vetor pBD-
GAL4 Cam. 

 
 

(iii) Purificação do cDNA da Psd1 com extremidades 5’EcoR I e 3’Sal I para 
inserção no plasmídeo pBD-GAL4 Cam. Gel de DNA para análise dos 
produtos DNA com padrão para ~150 bp. 
 
 

(iv) Digestão do vetor pBD-GAL4 Cam com EcoR I e Sal I: 5μg do vetor 
com EcoRI- estoque de 10,000U e SalI- estoque de 2,000U em volume final 
de 50μL. 
 
 

(v) Extração com o mesmo volume (50μL) de fenol-clorofórmio até obter 
uma interface clara e limpa. Repetir a extração com igual volume de 
clorofórmio puro e precipitar, adicionando à fase aquosa mesmo volume 
(50μL) de acetato de amônia 4mol/L. 
 
 

(vi) Adicionar 2.5 volumes (250μL) de etanol 100% (v/v) equilibrado a 
temperatura ambiente. 
 
 

(vii) Centrifugar em Eppendorf-1.5mL para precipitar o vetor DNA. Lavar o 
pellet com etanol 70% (v/v). 
 
 

(viii) Ressuspender o pellet em tampão TE em volume final de 50μL, para que 
a concentração do vetor DNA seja de aproximadamente 0.1μg/μL. 
 
 

(ix) 5μg pBD-GAL4 Cam vetor (0.1μg/μL) em volume final de 50μL tratar 
com 1U/μL de CIAP 
 
 

(x) Defosforilação com CIAP do vetor pBD-GAL4 Cam digerido com EcoRI 
e SalI. 
 
 

(xi) Ligação dos cDNA- Psd1 com extremidades 5’EcoR I e 3’Sal I (inserto) 
com pBD-GAL4 Cam digeridos com EcoR I e Sal I (vetor), utilizando as 
reações abaixo: 
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0.1μg/μL do vetor DNA 1.0 µL 1.0 µL 1.0 µL 1.0 µL 0 µL 

0.1μg/μL do Psd1 DNA X µL 2X µL 0 µL 0 µL 1.0 µL 

rATP (pH=7.0) -10mM 1.0 µL 1.0 µL 1.0 µL 1.0 µL 1.0 µL 

10xtampão de ligação 1.0 µL 1.0 µL 1.0 µL 1.0 µL 1.0 µL 

4U/μL T4 DNA ligase 0.5 µL 0.5 µL 0.5 µL 0 µL 0.5 µL 

Água milliq estéril 

P/ volume total de 10 µL 

Y1 µL Y2 µL Y3 µL Y4 µL Y5 µL 

 
 

 

AMOSTRAS com o plasmídeo recombinante contendo Psd1 cDNA: 

Reações 1 e 2 variam a razão de cDNA inserto para vetor. A eficiência da reação é medida por 

cfu/μg. 
 

CONTROLES: Reações 3, 4 e 5. 

Controle 3: teste efetivo da digestão e tratamento com CIAP do vetor pBD-GAL4 Cam. 

Controle 4: teste para certificar se há algum vetor residual ou se o residual não digerido 

permanece. 

Controle 5: teste para certificar se a solução com o inserto de cDNA Psd1 está contaminada com 

algum vetor DNA. 

 

 

(xi) Incubar overnight a 4°C. 
 

 

(xii) Transformação das bactérias XL1-Blue MRF’ competentes com 1-5μL 
da mistura da reação de ligação. 
 

 

(xiii) Plaquear em placa de Petri (25mL/10mm)com LB-clorafenicol 
(30μg/mL) agar. 
 

 

(xiv) Seleção de colônias isoladas para análise por minipreparação de DNA. 
 

 
Reações de ligação:            

 

 
1 

 

2 
 

3 
 

4 
 

5 
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(xv) Determinação da seqüência de nucleotídeos do cDNA da Psd 1 no 
plasmídeo pBD-GAL4 Cam recombinante, a fim de certificar-se de que não 
há mutações no cDNA inserido. 
 

 

(xvi) Expressão da proteína Psd1 pode ser verificada pelo perfil protéico 
obtido por espectrometria de massa.  
 

 

(xvii) Verificar se o nível de expressão pode ser tóxico para levedura 
comparando-se as curvas de crescimento: da levedura YRG-2 transformada 
com o plasmídeo recombinante (Psd1-isca) e da levedura YRG-2 
transformada com o plasmídeo pBD-WT (“wild-type”) (sem a proteína isca). 

 

 

 

Quinta etapa - Transformação da Levedura com o Duplo-Híbrido: Inserto 
de cDNA da Psd1 em plasmídeo pBD-GAL4 Cam recombinante (“isca”) e 
biblioteca de cDNA da Neurospora crassa em  pAD-GAL4-2.1 recombinante 
(“presas”): 

 
 
 

1- Preparação das células de Levedura competentes: 
 
 
 

(i) Material: 
 

2 a 4 colônias da levedura YRG-2 de 2-3 mm de diâmetro com no 
máximo uma semana. 
Meio YPAD líquido 
Tubos Eppendorf- 1.5 mL 
Vortex 
Erlenmeyers- 250 mL e 2L 
Incubadora a 30°C com agitação 200-250 rpm 
Centrifuga para 3,000 x g de volume de células de 50mL 
Água deionizada miliq estéril 
DNA de esperma de salmão 
Meio TE-LiAc 
DMSO 
Banho-Maria a 42°C 
Gelo 
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(ii) Colocar 2 mL de meio YPAD líquido em tubo cônico-50 mL e inocular 
este meio com 2 a 4 colônias de levedura YRG-2 de 2-3mm de diâmetro. É 
aconselhável dissolver as colônias em vortex vigorosamente até não se 
observar mais grumos de células com pequeno volume de meio líquido antes 
de inocular um volume maior. Incubar “overnight” a 30°C. 

 
 

(iii) Adicionar os 2 mL de cultura do item anterior a 100mL de meio YPAD 
líquido em Erlenmeyer de 500 mL e incubar esta cultura diluída em 
incubadora a 30°C com agitador a 200rpm por 18-24 horas, onde a OD 
600nm deve alcançar um valor maior do que 1,2. 
 
 

(iv) Adicionar os 100 mL da cultura do item anterior  a 300mL de meio 
YPAD líquido em  Erlenmeyer de 2 L e incubar esta cultura diluída em 
incubadora a 30°C com agitação a 200rpm por 3 hs. 
 
 

(v) Coletar as células por centrifugação a 3000xg por 5 min. a temperatura 
ambiente e desprezar o sobrenadante. 
 
 

(vi) Ressuspender as células com ponteira cortada em aprox. 50 mL de água 
deionizada estéril em um único frasco. 
 
 

(vii) Coletar as células por centrifugação a 3000xg por 2 min. a temperatura 
ambiente e desprezar o sobrenadante. 
 
 

(viii) Ressuspender as células vagarosamente com ponteira cortada em 700 μL 
de solução TE-LiAc estéril (o volume final deve ser aprox. 750 μL) 

 
 
 
 

2- Transformação das células de Levedura competentes com o DNA 
circular plasmídial “isca” pBD-Psd1 para certificar-se de que pBD-
Psd1 não é capaz de auto-ativar o sistema Duplo-Híbrido. 

 
 

(i) Aliquotar 100 μL das células de levedura competentes por transformação 
em tubo de microcentrífuga- 1,5 mL. (total de 5 tubos). Alíquotas podem ser 
guardadas a –80°C ou usadas imediatamente. 

 
 
(ii) Adicionar 600 μL da solução TE-LiAc-PEG por alíquota de células 

competentes misturando o conteúdo com um vortex. 
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(iii) Adicionar 100 μg por tubo de DNA carreador (ss-DNA de esperma de 
Salmão) previamente fervido por 5 min. e resfriado em gelo. 

 
 
(iv) Adicionar 1 μg do DNA plasmidial por tubo. 

 
Transformações: 
 
1°) pGAL4 Wild-type: contém o GAL4 completo, Genótipo: 

LEU2, Ampr    LacZ  Controle positivo. Colônias cresceram azuis em 
SD-sem Leu. 

 
2°) pBD-WT: vetor tipo-selvagem pBD-GAL4 Cam, Genótipo: 

TRP1, Camr   LacZ. Controle negativo. Colônias cresceram brancas ou 
rosas em SD-sem Trp. 

 
3°) pAD-WT: Wild-type pAD-GAL4-2.1 , Genótipo: LEU2,, Amp.  

Controle de interação. Colônias cresceram brancas ou rosas em SD-sem 
Leu. 

 
4°) pLamin C: Human lamin C (aa 67–230) in pBD-GAL4, 

Genótipo: TRP1, Ampr   Lac Z. Controle negativo. Colônias cresceram 
brancas ou rosas em SD-sem Trp 

 
5°) pBD-Psd1 (isca-Psd 1) Genótipo: TRP1, Cam. Controle de 

interação. Colônias cresceram brancas ou rosas em SD-sem Trp 
 

 
 
(v) Incubar as amostras a 30°C por 30 min. misturando-as a cada 10 min. 

invertendo o tubo. 
 
 
(vi) Adicionar 70 μL de DMSO por tubo e misturar gentilmente. 

 
 
(vii) Submeter as amostras ao choque-térmico por 22 min. em banho-maria a 

42°C. E misturar a cada 10 min. invertendo o tubo. 
 
 
(viii) Deixar os tubos em gelo por 10 min. Centrifugar as amostras a 3000xg 

por 5 min. e desprezar o sobrenadante. Remover qualquer sobrenadante 
residual por nova centrifugação. 

 
 
(ix) Ressuspender as células muito gentilmente com ponteiras com as pontas 

cortadas em 500 μL de 1x tampão TE ou água deionizada estéril. 
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(x) Com ponteiras com as pontas cortadas, plaquear 150 μL das células 
transformadas em meio SD-agar sem o aminoácido apropriado para a 
seleção. 

 
 
(xi) Incubar as placas a 30°C de 3-7 dias até as colônias alcançarem 1-2mm 

de diâmetro. 
 
 
(xii) Proceder com o ensaio da atividade da β-galactosidase por papel de filtro, 

a fim de verificar a expressão do gene repórter LacZ. 
 
 
 

3- Ensaio da atividade da β-galactosidase em papel de filtro: 
 
 

(i) Adicionar 2 mL de tampão Z com X-gal (preparado “fresco”, ie, no 
momento de uso) no fundo de uma placa de vidro de 100 mm de diâmetro. 

 
 
(ii) Embeber no tampão acima uma membrana de nitrocelulose ou papel de 

filtro circular. O papel de filtro circular deve estar completamente umedecido 
de tampão Z com X-gal. O excesso de tampão deve ser removido. 

 
 
(iii) Marcar uma nova membrana de nitrocelulose ou papel de filtro seco com 

as orientações dos pontos cardeais (N S L O) e fazer exatamente as mesmas 
marcas na placa de Petri do item anterior, onde as marcas serão coincidentes. 

 
 
(iv) Segure a extremidade S (sul) do papel de filtro circular, seco e 

devidamente marcado, com uma pinça. Deite primeiramente a extremidade N 
(norte) sobre as colônias de células transformadas. Permita o contato 
vagarosamente até a extremidade S (sul), espere aprox.. 1 min e passe o 
espalhador. Certifique-se de que a placa de papel de filtro ou nitrocelulose 
entre em contato com todas as colônias. 

 
 
(v) Usando a pinça, por uma das extremidades do papel de filtro circular, 

levante-o com cuidado, certificando-se de que as colônias foram transferidas 
para o papel. 

 
 
(vi) Segurando o papel de filtro circular com a pinça, agora o coloque com o 

lado da transferência para cima, boiando em nitrogênio líquido por 10 s. 
Retire o papel do nitrogênio líquido e deixe-o descongelar com o lado das 
colônias transferidas para cima. 
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(vii) Repetir a etapa acima com cada papel de filtro por 3 vezes, isto 
permeabilizará a membrana plasmática das células.  

 
 
(viii) Coloque vagarosamente o papel descongelado com as colônias 

transferidas para cima sobre o outro papel de filtro embebido com tampão Z 
com X-gal preparado anteriormente. Remova quaisquer bolhas que estiverem 
presas entre as membranas. 

 
 
(ix) Incubar a temperatura ambiente. Durante a incubação, as colônias 

contendo o controle pGal4 ou contendo a interação proteína-proteína ficarão 
azuis. 

 
 

 
4- Transformação seqüencial: 
  
 

Anteriormente, fez-se uma transformação em pequena escala das células 
de Levedura competentes com o plasmídeo isca pBD-Psd1 recombinante. Em 
seguida, foi realizada uma transformação em larga escala com a biblioteca de 
presas pAD-Yi. 
 
 
(i) Preparação das células competentes de Levedura contendo o plasmídeo 

“isca” pBD-Psd1(PARA DUAS TRANSFORMAÇÕES): 
 

a. Colocar 2 mL de meio SD-sem Trp líquido em tubo cônico-50 mL e 
inocular este meio com 2 colônias de levedura YRG-2 contendo o 
plasmídeo pBD-Psd1 com 2-3mm de diâmetro e não mais do que com 
uma semana de repique. Dissolver as colônias em vortex vigorosamente 
até não se observar mais grumos de células. Incubar a 30°C, overnight. 

 
b. Adicionar os 2 mL de cultura do item anterior a 100mL de meio de meio 

SD sem Trp líquido em Erlenmeyer de 500 mL e incubar esta cultura 
diluída em incubadora a 30°C com agitador a 200 rpm por 18-24 hs, onde 
a OD 600nm deve alcançar um valor maior do que 1,2. 

 
c. Adicionar os 100 mL da cultura de levedura do item anterior contendo o 

plasmídeo isca pBD-Psd1 recombinante a 300mL de meio SD sem Trp 
líquido em  Erlenmeyer de 2 L e incubar esta cultura diluída em 
incubadora a 30°C com agitador a 250 rpm até a OD 600nm deve alcançar 
um valor 0,5 (por aprox. 3 hs). 

 
d. Coletar as células por centrifugação a 3000xg por 5 min. a temperatura 

ambiente e desprezar o sobrenadante. 
 

e. Ressuspender as células em aprox. 50 mL de água deionizada estéril em 
um único frasco. 
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f. Coletar as células por centrifugação a 3000xg por 2 min. a temperatura 

ambiente e desprezar o sobrenadante. 
 

g. Ressuspender as células vagarosamente com ponteira cortada em 1 mL de 
solução TE-LiAc estéril (o volume final deve ser aprox. 2 mL) 

 
 
(ii) Transformação das células de Levedura competentes com os cDNAs 

circulares plasmidial “presas” dados pela biblioteca de cDNA de Neurospora 
crassa conidial 
 

a. Aliquotar 1 mL das células de levedura competentes para cada 
transformação em tubo cônico - 50 mL. Alíquotas podem ser guardadas a 
–80°C ou usadas imediatamente. 

 
b. Adicionar por alíquota de células competentes PEG- LiAc-TE nesta 

ordem, sem misturar o conteúdo: 
 

4,8 mL PEG 50% 
0,6 mL solução de LiAc 10x 
0,6 mL solução de TE 10x 
 

c. Adicionar 1 mg por tubo de DNA carreador (ss-DNA de esperma de 
Salmão) previamente fervido por 5 min. e resfriado em gelo. 

 
d. Adicionar 40 μg do pool de cDNA plasmidial pAD-Yi biblioteca conidial. 

 
e. Agitar vigorosamente (em vortex e invertendo o tubo). 

 
f. Incubar as amostras a 30°C por 30 min.com agitação. E misturar a cada 10 

min. invertendo o tubo. 
 

g. Adicionar 700 μL de DMSO por tubo e misturar gentilmente. 
 

h. Aliquotar o conteúdo em tubos de microcentrífuga de 1 mL (10 tubos). 
 

i. Submeter as amostras ao choque-térmico por 22 min em BANHO-MARIA 
a 42°C e misturar a cada 10 min, invertendo o tubo. 

 
j. Deixar os tubos em gelo por 10 min. 

 
k. Centrifugar as amostras a 1000xg por 5 min. e desprezar o sobrenadante. 

Remover qualquer sobrenadante residual por nova centrifugação. 
 

l. Ressuspender as células muito gentilmente com ponteiras com a ponta 
cortada em 5 mL de 1x tampão TE ou água deionizada estéril. 
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m. Com ponteiras com a ponta cortada, plaquear 100 μL e 200 μL das células 
transformadas em meio SD agar sem Leu e sem Trp. Plaquear 50 μL em 
meio SD Agar sem Leu e 50 μL em SD Agar sem Trp. 

 
n. Plaquear o restante em alíquotas de 250 μL de células em SD sem Trp e 

sem Leu. 
 

o. Incubar as placas a 30°C de 3-7 dias até as colônias alcançarem 1-2mm de 
diâmetro. 

 
p. Proceder com o ensaio da atividade da β-galactosidase por papel de filtro, 

a fim de verificar a expressão do gene repórter LacZ (item 3 da Quinta 
etapa). 

 
 
 

5. Co-Transformações: 
 
 
(i) Aliquotar 1 mL das células de levedura competentes (item 1 desta quinta 

etapa) para cada transformação em tubo cônico - 50 mL. 
 
 
(ii) Adicionar por alíquota de células competentes PEG- LiAc-TE nesta 

ordem, sem misturar o conteúdo: 
4,8 mL PEG 50% 
0,6 mL solução de LiAc 10x 
0,6 mL solução de TE 10x 

 
 
(iii) Adicionar 1 mg por tubo de DNA carreador (ss-DNA de esperma de 

Salmão) previamente fervido por 5 min. e resfriado em gelo. 
 
 

(iv) Adicionar 2μg do pool de cDNA plasmidial pAD-Yi (biblioteca conidial) 
e 2μg do plasmídeo “isca” pBD-Psd1. 

 
 
(v) Agitar vigorosamente (em vortex e invertendo o tubo). 

 
 
(vi) Incubar as amostras a 30°C por 30 min com agitação a 200rpm. E 

misturar a cada 10 min. invertendo o tubo. 
 
 
(vii) Adicionar 70 μL de DMSO por tubo e misturar gentilmente. 

 
 
(viii) Aliquotar o conteúdo em tubos de microcentrífuga de 1 mL (10 tubos). 
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(ix) Submeter as amostras ao choque-térmico por 22 min. em banho-maria a 
42°C e misturar a cada 10 min, invertendo o tubo. 

 
 
(x) Deixar os tubos em gelo por 10 min. 

 
 
(xi) Centrifugar as amostras a 1000xg por 5 min. e desprezar o sobrenadante. 

Remover qualquer sobrenadante residual por nova centrifugação. 
 
 
(xii) Ressuspender as células muito gentilmente com ponteiras com a ponta 

cortada em 5 mL de 1x tampão TE ou água deionizada estéril. 
 
 
(xiii) Com ponteiras com a ponta cortada, plaquear 100 μL e 200 μL das 

células transformadas em meio SD agar sem Leu e sem Trp. Plaquear 50 μL 
em meio SD Agar sem Leu e 50 μL em SD Agar sem Trp. 

 
 

Placas de Petri (25mL/10mm) com agar: 
SD-sem Leu (meio para seleção de plasmídeos de vetores pAD e pGAL4) 
SD-sem Trp (meio para seleção de plasmídeos de vetores pBD e pLaminC) 
SD-sem Leu e sem Trp (meio para a seleção dos plasmídeos de vetores pAD 
e pBD) 

 
 
(xvi) Plaquear o restante em alíquotas de 250 μL de células em SD sem Trp e 

sem Leu. 
 
 
(xvii) Incubar as placas a 30°C de 3-7 dias até as colônias alcançarem 1-2mm 

de diâmetro. 
 
 
(xviii) Proceder com o ensaio da atividade da β-galactosidase por papel de filtro 

(item 3 acima), a fim de verificar a expressão do gene repórter LacZ, como 
primeiro critério de seleção do Duplo-Híbrido. A expressão do gene repórter 
LacZ seleciona expressões devido a interações específicas. Colônias que 
produzem β-galactosidase tornam-se azuis. 
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Sexta etapa - Confirmação da interação proteína-proteína através do 
gene repórter HIS3: 

 
 

Detecção das interações em placas com ausência de His, Trp e Leu 
 

 
Placas de Petri (25mL/10mm) com agar: 
SD-sem Leu e sem Trp (meio para a seleção dos plasmídeos de vetores pAD 
e pBD) 
SD-sem Leu, sem Trp e sem His (meio para seleção da expressão do gene 
repórter HIS3) e em seguida, suplementar com 3-AT devido a falso positivos 
resultantes do vazamento da expressão do gene HIS3. 
 

 
Expressão dos genes repórteres LacZ e HIS3: 

 
1°) pBD-WT and pAD-WT: Controle de interação positiva. Colônias 
cresceram azuis em SD- sem Leu e sem Trp e cresceram ativamente em meio 
seletivo para o gene repórter HIS3 (SD- sem Leu, sem Trp e sem His). 
2°) pLamin C and pAD-WT: Controle de interação negativa. Colônias 
cresceram brancas ou rosas em SD- sem Leu e sem Trp e não cresceram em 
meio seletivo para o gene repórter HIS3.  
3°) pBD-Psd1 “isca” e biblioteca pAD-Yi conidial 
 

 
 

 
Sétima etapa - Verificação da Interação isca-presa: 

 

Detecção dos plasmídeos Camr e Ampr: 
 

(i) Isolar os plasmídeos DNA e cromossomos fragmentados da levedura por 
lise celular com solução Triton X-10: SDS (2:1). Isolar os plasmídeos 
contidos na levedura. 
 

(ii) Transformar as bactérias XL1-Blue MRF’ supercompetentes com a 
suspensão de DNA plasmidial isolado, contendo ambos plasmídeos BD e 
AD 

 

(iii) Selecionar as colônias de bactérias contendo os plasmídeos:  
             isca (BD) em meio LB-clorafenicol e presa (AD) em LB-ampicilina. 

 

(iv) Isolar os plasmídeos das colônias Ampr por minipreps de DNA e 
confirmar a presença de Psd1 nas colônias Camr. 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220930/CA



 142

(v) Sequenciamento e análise por PCR dos plasmídeos pAD-Yi “presas” 
isolados, utilizando primers com 5’ e 3’- AD específicos (seqüência dada 
no manual da Stratagene). O plasmídeo pAD-WT é o controle positivo 
nesta reação, resultando em um produto PCR  de 0.5 kb. 
 
AD Primers: 

5´-AD primer:       5´-AGGGATGTTTAATACCACTAC-3´ 
3´-AD primer:       5´-GCACAGTTGAAGTGAACTTGC-3´ 
 
 

(vi) Repetir o Duplo-Híbrido com os pares pBD-Psd1 e pAD-Yi selecionados 
e isolados separadamente nas etapas anteriores. Detecção dos insertos de 
cDNA da biblioteca de pAD-Yi (“presas”) 

 

(vii) Tratar os plasmídeos pAD-Yi recombinantes (presas) isolados pelo 
sistema Duplo-Híbrido, com EcoRI e XhoI e analisá-los em gel com 
marcadores padrão de DNA. 
 

(viii) Extrair do gel as bandas de interesse, correspondendo aos insertos de 
cDNA das “presas”. 

 

 

 

Oitava etapa - Expressão e purificação da proteína “presa”: 

 

(i) Transferir o cDNA codificando a proteína presa do vetor pAD-GAL4-2.1 
para o vetor de expressão e purificação pGEX-4T-1 com 5’-EcoRI e 3’-XhoI. 

 

 

(ii) Expressão em bactéria BL21 (DE3) pLysS por indução com IPTG. 
 

 

(iii) Purificação através da resina “Gluthatione-Sepharose 4B” (material 
estratégico) e a análise por gel de eletroforese da proteína nativa. 
 

 

(iv) Análise por espectrometria de massa e verificação de homologia de 
seqüências em banco de dados da Neurospora crassa. 
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6.4. Anexo 4 – Mapas dos vetores utilizados neste trabalho 
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6.5. Anexo 5 – Candidato Y3 do Duplo-Híbrido 
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Candidato Y3 do Duplo-Híbrido 
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Candidato Y3 do Duplo-Híbrido 
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6.6. Anexo 6 – Candidato Y9 do Duplo-Híbrido 
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Candidato Y9 do Duplo-Híbrido 
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Candidato Y9 do Duplo-Híbrido 
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Candidato Y9 do Duplo-Híbrido 
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6.7. Anexo 7 – Candidato Y8 do Duplo-Híbrido 
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Candidato Y8 do Duplo-Híbrido 
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