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Resumo

O desenvolvimento de tecnologias de sequiienciamento em larga escala resultou em um
grande volume de informag8es sobre seqiiéncias completas, ou pedacos de seqliéncias
expressas (ESTs), para 0os mais diversos organismos. O acumulo destas informagdes
aumentou consideravelmente a demandada por metodologias capazes de analisar
simultaneamente um grande nimero de seqiiéncias permitindo, desta forma, o estudo de
padrdes de expressdo génica em diferentes condi¢cfes bioldgicas. Neste contexto, técnicas
como a de arranjo de DNA tornaram-se necessarias na identificacdo de um grande nimero de
genes diferencialmente expressos. Assim, o0 objetivo deste trabalho consiste na construcéo e
validacédo de quatro membranas de macroarranjo de DNA para trés espécies vegetais: algodao
(Gossypium hirsutum); amendoim silvestre (Arachis stenosperma); feijao-caupi (Vigna
unguiculata) e para uma espécie de nematéide (Meloidogyne incognita). Com este propdsito,
foram selecionadas 9.484 seqiiéncias oriundas de 2 bibliotecas subtrativas de algodéo e feijao-
caupi resistentes e susceptiveis a M. incognita; 2 bibliotecas de cDNA de planta amendoim
silvestre inoculadas e ndo-inoculadas com M. arenaria e uma biblioteca de cDNA da fase
juvenil 2 de M. incognita, as quais foram impressas em membranas de nailon. As membranas
validadas por hibridizacdo com sondas Overgo ser&o oportunamente utilizadas na analise
comparativa da expresséo diferencial desses clones em hibridizacdo com sondas homologas
ou heterdlogas de diferentes estagios de infeccao por Meloidogyne spp. e em diferentes
hospedeiros, incluindo também hospedeiros ndo contemplados nesse estudo como soja,

hortalicas, cana-de-agucar, feijdo-comum e fumo.
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Abstract

The development of DNA sequencing technologies resulted in a great volume of information
about complete sequences of genes, or expressed sequence tags (ESTSs), for a wide diversity
of organisms. The accumulation of these data increased the demand for methodologies capable
to analyze simultaneously a big number of sequences allowing the study of gene expression
patterns in different biological conditions. In this context, high-throughput technologies like DNA
arrays began essential in the identification of genes differentially expressed. The aim of this
work consists of the construction and validation of four DNA macroarrays membranes for three
species of plants: cotton (Gossypium hirsutum); wild peanut (Arachis stenosperma) and cowpea
(Vigna unguiculata) and for one specie of nematode (Meloidogyne incognita). In this purpose,
9.484 sequences were selected from two subtractive libraries of cotton and cowpea resistant
and susceptible to M. incognita infection and from two cDNA libraries of wild peanut inoculated
or not with M. arenaria and from one cDNA library of M. incognita juvenile phase 2. These
sequences were spotted in nylon membranes and validated by hybridization with Overgo
probes. Further comparative analysis of clones differentially expressed in this membrane will be
performed by its hybridization with homologous or heterologous probes from different stages of
infection by Meloidogyne spp. and not studied here hosts, including soybean, sugar cane,

common beans and tobacco.



Introducao

A meloidoginose é a patogenia resultante da interacdo nematdide/raiz vegetal que provoca a
formacao de galhas radiculares, reduzindo drasticamente a producéo vegetal e causando a
morte das plantas nos estagios mais crénicos da infeccdo (MOURA, 1997). Os nematéides das
galhas (Meloidogyne spp.) tém sido considerados 0s mais importantes na agricultura mundial
por sua ampla disseminacéo e alta capacidade destrutiva (CAMPOS, 1997), causando perdas
de mais de US$100 bilhées por ano (WILLIAMSON e KUMAR, 2006). Mais de 2000 espécies
de plantas sdo parasitadas por nematéides das galhas, principalmente espécies tropicais
(SASSER, 1980; HUANG et al., 2006). No Brasil, as espécies do género Meloidogyne
(principalmente M. javanica, M. incognita, M. arenaria e M. hapla) sao responsaveis por uma
limitagdo substancial da produtividade de varias culturas como café, algodéo, cana-de-agucar,
soja, feijdo, fumo, hortalicas, frutiferas e olericolas (CARNEIRO et. al., 1996; 2000). O prejuizo
causado no agronegdcio brasileiro por nematéides vai muito além das perdas diretas, ja que
seu controle é realizado, atualmente, por rotacéo de culturas menos rentaveis e,
principalmente, pelo uso de nematicidas que oneram significativamente a producao
(CARNEIRO et al., 2000). Além disso, os modernos nematicidas ndo apresentam, em geral, um
controle efetivo e ainda causam graves prejuizos ambientais e sociais ja que apresentam alta
toxicidade a humanos e seus residuos, altamente estaveis, contaminam o solo e mananciais
hidricos por tempo indeterminado (HAGUE e GOWEN, 1987; HUANG et al., 2006). Adiciona-se
a esses problemas, a persisténcia dos patdgenos no solo e o amplo circulo de plantas
hospedeiras. Estes fatores obrigam novos enfoques no controle de nematdides fitoparasitas.
Desta forma, a Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) vem investindo ao
longo dos ultimos anos em pesquisas que objetivam um melhor entendimento da interagédo
planta-nematdide e na prospeccao de genes de resisténcia em germoplasmas silvestres,
visando o desenvolvimento de cultivares resistentes e sua aplicacdo em programas integrados

de controle de fitonematéides para culturas de importancia econdmica para o Pais.

Dentro dessa iniciativa, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia tem utilizando
ferramentas de gendmica funcional (transcriptoma e proteoma) para identificar, isolar e
caracterizar genes associados a mecanismos de fitopatogenicidade e resisténcia durante a
interacdo hospedeiro-nematéide. Gendtipos contrastantes (resistentes e susceptiveis) de café
(Coffea arabica), feijdo-caupi (Vigna unguiculata), algodao (Gossypium hirsutum) e amendoim
selvagem (Arachis stenosperma) foram submetidos a infeccao, respectivamente, pelos
nematoides: Meloidogyne paranaensis, M. incognita, M. incognita e M. arenaria, para a
construcdo de biblioteca de cDNAs, identificacdo de RGAs (Resistance Gene Analogs) e
andlises de ESTs. Os genétipos contrastantes também vém sendo utilizados na analise
protedmica pelas técnicas de eletroforese bi-dimensional (2-DE) e espectrometria de massa. A

identificacdo de genes expressos pelo patdgeno, durante o processo de infecgdo, e pela planta



hospedeira, em resposta ao patdégeno, € um dos passos criticos que levam a elucidacéo dos
mecanismos de defesa das plantas.

A disponibilidade das bibliotecas de cDNA geradas em projetos de sequienciamento de
transcriptomas, juntamente com a roboética de alta precisédo e o depésito de pequenas amostras
de DNA em superficie sélidas, tornou possivel a preparagdo de arranjos constituidos por um
grande nimero de genes. Diante do acumulo de informag8es geradas, diversas técnicas vém
sendo desenvolvidas para analise em larga escada desdes dados e visando principalmente,
identificar genes diferencialmente expressos envolvidos em diversos processos bioldgicos
(DONSON et al., 2002). Entre estas metodologias, destaca-se a de arranjo de DNA como uma
ferramenta de abordagem rapida e precisa de andlise da expressédo génica diferencial. Esta
tecnologia permite a obtencdo de um fingerprint (impresséo digital) molecular da expresséo de
varios genes simultaneamente (JORDAN, 1998; GROUSE et al., 2001). Assim, genes que sao
expressos de forma coordenada em um tipo celular particular (fase especifica) ou genes
expressos durante determinada condic&o biolégica (de crescimento; diferentes temperaturas;
processos patoldgicos, etc.) ou genes expressos diferencialmente entre diferentes populacdes
podem ser analisados de maneira eficiente por esta metodologia (KUDOH et al., 2000;
GROUSE et al., 2001).

Existem vérias opc¢des metodoldgicas de arranjos para avaliar o perfil de expressédo génica.
Uma destas opcdes é o estudo comparativo de expresséo interespécie ou intergénero, por
arranjo de DNA (conhecido como comparacao cross-species), e foi inicialmente desenvolvido
em mamiferos. A comparacao cross-species baseada no uso de um arranjo de DNA
desenvolvido para uma determinada espécie para analisar a expressdo génica de uma outra
espécie, que sera usada como sonda, e assim o arranjo de DNA é utilizado de uma maneira
heteréloga. Assim, o objetivo deste trabalho consiste na construcédo e validagao de quatro
membranas de macroarranjo de DNA para trés espécies vegetais: algodao (Gossypium
hirsutum); amendoim silvestre (Arachis stenosperma); feijdo- caupi (Vigna unguiculata) e para
uma espécie de nematéide (Meloidogyne incognita). Essas membranas serdo oportunamente
utilizadas na andlise comparativa da expressao diferencial desses clones em hibridizagdo com
sondas homologas ou heterdlogas de diferentes estagios de infecgédo por Meloidogyne spp. e
em diferentes hospedeiros, incluindo também hospedeiros ndo contemplados nesse estudo

como soja, hortalicas, cana-de-acucar, feijdo-comum e fumo.

Resultados e discussao

1. Clones depositados nas membranas:

Das bibliotecas de cDNAs construidas (subtrativas ou nao) na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia a partir de raizes dos 3 hospedeiros (algodao, feijdo-caupi e amendoim silvestre)
inoculadas com os respectivos fitonematéides e da biblioteca da fase juvenil 2 de Meloidogyne
incognita, um total de 9.484 seqiiéncias ESTs foram selecionadas para impressao em

membranas de macroarranjo, sendo: 1) Algodao (Gossypium hirsutum): 282 Unigenes



provenientes de duas bibliotecas subtrativas de genétipos contrastantes (resistente e
suscetivel) inoculados com M. incognita; 2) Feijdo-caupi (Vigna unguiculata): 248 Unigenes
selecionados em duas bibliotecas subtrativas para genétipos contrastantes (resistente e
suscetivel) inoculadas com M. incognita; 3) Amendoim silvestre (Arachis stenosperma): 6.930
clones oriundos de duas bibliotecas de cDNA de plantas resistentes inoculadas e ndo-
inoculadas com M. arenaria e; 4) Nematdide: 2.024 clones provenientes de uma biblioteca de

cDNA da fase juvenil 2 (infectiva) de M. incognita.

2. Extracdo e normalizagdo dos plasmidios a serem depositados na membrana
Todo o conjunto dos clones bacterianos correspondendo as 9.484 seqiiéncias selecionadas foi
inoculado e crescido em placas deep well de fundo em “U” contendo 1 mL de meio SOC
acrescido de 100 ug/mL de ampicilina a 37°C, sob agitacdo durante 22 horas. Um volume de
100 pL de cada inéculo foi transferido para as mesmas posi¢des em outras placas e estocados
em glicerol 35% (v/v) a -80°C. Os 900 pL restantes de cada cultura foram centrifugados a
4000xg durante 6 minutos a temperatura ambiente. Essas células foram ressuspendidas e
transferidas para placas tipo ELISA de 96 poc¢os gerando um total de 98 placas.

O DNA plasmidial de todos os clones foi entdo extraido em larga escala de acordo com
protocolo padréo descrito pelo fabricante e visualizado em gel de agarose 1% (Figura 1). Para
cada gel, a amostra menos concentrada foi considerada como padréo e todas as demais
amostras foram comparadas qualitativamente (analise visual) em relagdo a concentragdo desta
amostra-padrdo. As amostras consideradas mais concentradas, quando comparadas ao
padréo, foram entdo diluidas em &gua, ndo ultrapassando o volume final de 40uL, atingindo
desta forma uma concentracdo proxima ao padréo, na tentativa de normalizar a concentracdo

de todas as amostras.

3. Construgdo da membrana de macroarranjo

Apbs a extracdo do DNA plasmidial 20 uL foram transferidos para uma nova placa de 96 pocos,
onde foi adicionado 1 volume de DMSO em cada amostra, as mesmas foram transferidas de 98
placas de 96 pocos para 25 placas 384 (Genetix). Em cada extremidade (posi¢cGes Al, A12, P1
e H12) das placas 384 foi adicionado o gene constitutivo que codifica para actina de algodéo, o
gual foi usado como controle positivo. Além da actina, nas membranas de feijao-caupi e
nematoide os genes da cromatina de feijdo-caupi e o gene correspondente a proteina
ribossomal L22 de Caenorhabditis elegans foram utilizados respectivamente, nas posi¢cdes A2,
P3. Em relag&o ao controle positivo para a hibridizacdo Overgo (sonda plasmidial), o plasmidio
P-GEM presente em todos os clones de todas as bibliotecas foi adicionado nas posi¢des A2 e
P2 de cada placa 384.

Todos os 9.484 clones das bibliotecas de cDNA foram depositados de maneira automatizada
utilizando o robé Q-BOT (Genetix) em membrana de nailon Hybond N+ (GE), de acordo com

instruces do fabricante. Apos depdsito, os plasmidios foram desnaturados em solugéo 0,4 N



NaOH e fixados ha membrana com radiacdo ultravioleta cross-link (3 pulsos de 125 mjoules) e
com calor (2 horas a 80°C).

Inicialmente, algumas membranas-piloto foram impressas de forma individual para verificacédo e
ajuste dos seguintes parametros de depdsito: nimero de depdsitos por amostra, (3, 6, 12 e 20
vezes a mesma amostra no mesmo ponto da membrana) e a distancia entre os pontos de
depdsito, quando mais clones menos a distancia entre os pontos. Para as bibliotecas de
algodao e feijdo-caupi por quadrante foram depositados 9 pontos, um padréo definido pelo robd
de 3 x 3. Para as bibliotecas de nematéide e amendoim foram depositados 25 pontos por
quadrante, padrdo 5 x 5. Cada clone foi impresso em duplicada na membrana, em diagonal e
em um quadrante de 0,86 cm”. A viabilidade destes parametros foi avaliada apés hibridizacdo
com sonda plasmidial (Overgo). Uma vez ajustados esses parametros, varias copias das
diferentes membranas foram confeccionadas. Apos a impressao, desnaturacéo e fixacéo, as
membranas de macroarranjo de DNA foram armazenadas a temperatura ambiente até o uso,

envolvidas em papel Gel Blotting Paper (Genetix).

4. Hibridizacdo com sonda plasmidial (Overgo)

A marcacgéo da sonda radioativa denominada Overgo (Overlapping oligonucleotide) foi
realizada usando 2 iniciadores de 22 nucleotideos cada, que sdo complementares em 8 bp e
formam uma sonda Overgo de 36-mer. Esses iniciadores foram desenhados a partir do gene
de resisténcia a ampicilina (Amp) que é encontrado em todos os vetores de clonagem de cDNA
utilizados para a construgdo das 4 bibliotecas-alvo desses estudo. A sonda Overgo foi marcada
com 10 uCi/uL de [asz]dCTP baseada no protocolo desenvolvido pelo CBMEG/Unicamp

(http://cafe.cbmeg.unicamp.br/protoc/macroarray-ing.htm). Uma vez marcada, a sonda foi

purificada em colunas Sephadex TM G-50 (GE), segundo as recomendacdes do fabricante,
desnaturadas a 94°C por 3 minutos e imediatamente utilizadas na hibridizacdo das respectivas
membranas. Cada membrana foi hibridizada em condi¢des de alta estringéncia (58°C) por 18
horas em 5 mL de uma solucao de hibridizagdo contendo: 1% BSA; 1 mM EDTA; 500 mM
fosfato de sédio e 3,5%SDS e foram em seguida, lavadas a 58°C em condi¢des crescentes de
estringéncia (SSC 2x a 0,5x) e expostas a um filme Ecran IP (ImagePlates; Fujifilm) por 12 a 24

horas.

5. Analise dos dados

Apos exposicdo da membrana hibridizada ao filmes Ecran IP, as imagens geradas pela
sensibilizacdo ao filme foram capturadas em Phosphorlmager BAS-1500 (Fujifilm) e
armazenada de forma digitalizada. Em func&o do resultado, as membranas foram re-expostas
por um tempo maior ou menor.

A imagem digitalizada foi entdo quantificada utilizando o programa MultiGauge (Fuijifilm), que
detecta a intensidade de cada ponto transformando em valores numéricos, gerando, a partir da

converséo destes pontos, uma tabela de dados os quais foram estatisticamente normalizados.


http://cafe.cbmeg.unicamp.br/protoc/macroarray-ing.htm

Para a quantificacdo de cada clone, uma grade foi criada auxiliando na quantificacdo correta de

cada clone.
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