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Resumo

Uma biblioteca de cDNA (DNA complementar) foi construida a partir de RNA
mensageiro extraido de nédulos de caupi submetidos a altas temperaturas. O
cDNA foi clonado no vetor UniZap XR e utilizado para geracao de
bacteriéfagos artificiais, por meio de uma de reacao de empacotamento. Esses
bacteriéfagos foram inoculados em células de Escherichia coli para criacdo da
biblioteca primaria com aproximadamente 10.000 clones. Apés uma etapa de
amplificacao /in vivo a biblioteca atingiu o titulo de 126 x 10° pfu (plaque-
forming units).ml'. Duas estratégias foram utilizadas para a triagem da
biblioteca: 1) sondas de fragmentos de cDNA de genes especificos; 2) cDNA
sintetizado a partir de RNA total extraido de nédulos de caupi submetidos ao
estresse térmico. Para cada tipo de sonda foi utilizada um total de 38.000 pfu
do bacteriéfago, sendo isolado um total de 56 clones. A andlise de similaridade
de sequéncia do cDNA desse clones mostrou homologia com genes
relacionados a diferentes funcées metabdlicas. Além disso, o padrao de
expressao de 6 genes, avaliado por Northern blot, sugere a participacao desse
genes na resposta dos nédulos de caupi ao estresse térmico.

' Pesquisadores da Embrapa Agrobiologia, Dr. em Genética. BR 465, km 7,
Seropédica, RJ. E-mail: jean@cnpab.embrapa.br, marcia@cnpab.embrapa.br.
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Construction of cowpea
nodules cDNA library
and screening of

genes expressed

under heat stress

Abstract

A cDNA (complementary DNA) library was constructed from messenger
RNA extracted from cowpea nodules under heat stress. The cDNA cloned
into the vector UniZap XR was used to assembly an artificial
bacteriophage. This bacteriophage was used to infect Escherichia coli and
create a primarily library with 710.000 clones. After one round of
amplification the library title achieved 126 x 10° pfu (plaque-forming
units).ml’. Two different strategies were used to screen the library:

1) probes from cDNA fragments of specific genes; 2) cDNA synthesized
from total RNA extracted from cowpea nodules under heat stress.

A total of 38,000 pfu of bacteriophage was used to each probe type and,
56 clones was isolated. The similarity analysis of cDNA sequence showed
homology with genes related to different metabolic functions. Furthermore,
the expression patterns of 6 genes, assessed by Northern blot analysis,
suggest that these genes can participate in cowpea nodules response to
heat stress.

Keywords: Bacteriophage, Full-length cDNA clones, Differential Expression,
Amplification, abiotic stress, Vigna unguiculata.
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Introducao

A fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) em leguminosas é o resultado da
interacao de um grupo especifico de bactérias (microssimbionte),
denominadas de maneira genérica de rizébio e a planta hospedeira
(macrossimbionte) tendo com consequéncia a formacgao do nédulo,
geralmente nas raizes, onde ocorre o processo de FBN. Diversos fatores
ambientais como disponibilidade de dgua e altas temperaturas nas camadas
superficiais do solo limitam o processo de nodulagcéo. Apesar do limite de
tolerancia para o funcionamento do processo de FBN estar entre 30°C
(GRAHAM e HALLIDAY, 1977) e 33°C (BARRIOS et al., 1963), decréscimos
na taxa de fixacao de nitrogénio ja foram observados a partir de 28°C (PIHA
e MUNNS, 1987). Em condicdes tropicais a temperatura do solo alcanca com
frequéncia 38°C (MOROTO et al., 1990) e tem sido observado nestas
condicdes que as plantas sob FBN sofrem mais os efeitos negativos das altas
temperaturas do que aquelas que recebem adubos nitrogenados. Este efeito
pode ser observado mesmo quando as plantas sdo inoculadas com Rhizobium
tropici, que tem capacidade de crescer sob altas temperaturas (40°C) em
meio de cultura (MERCANTE, F. M., 1993). A exposicdo de plantas de feijao
a 38°C durante seis dias pode causar a ruptura da membrana peribacteriana
dos nédulos, eliminando totalmente a atividade da nitrogenase, enzima
responsavel pela FBN (HERNANDEZ-ARMENTA et al., 1989). Piha e Munns
(1987) mostraram que a simbiose do caupi (Vigna unguiculata L. Walp) é
mais tolerante ao efeito das altas temperaturas do que aquela formada com
o feijoeiro. O caupi é uma leguminosa caracterizada principalmente pelo seu
amplo potencial adaptativo, sendo capaz de suportar condicoes ambientais
adversas (EHLERS e HALL, 1997), o que a torna uma espécie modelo para
investigacOes das respostas moleculares vegetais a estresses abidticos
(IUCHI et al., 1996). Desta forma, o isolamento e a caracterizacao de genes
expressos nos nédulos de caupi em condicoes de estresse térmico pode
auxiliar o entendimento dos mecanismos moleculares que atuam durante o
estresse na simbiose.

Nos ultimos anos uma grande variedade de técnicas moleculares baseadas
em PCR e sequenciamento foi desenvolvida para a identificacdo dos genes
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diferencialmente expressos. Essas técnicas potencialmente simplificaram a
identificacao e o isolamento de genes expressos em uma condicao
especifica. Dentre estas se destacam o Differential Display (LIANG e
PARDEE, 1992), fingerprinting de RNA utilizando primers randémicos RAP-
PCR. (WELSH et al, 1992), cDNA-AFLP (BACHEM et al., 1996) e mais
recentemente o sequenciamento de RNA (RNA-seq) (WANG et al., 2009).
Tais técnicas apresentam um grande potencial para a identificacao de
genes diferencialmente expressos nas mais distintas condicdes. No entanto,
na maioria dos casos, apenas parte do cDNA de interesse pode ser obtido
havendo ainda a necessidade da utilizacdo de outra metodologia para
obtencao do cDNA completo, contendo por exemplo a regido 3' ndo
traduzida. Neste caso, a construcao e a triagem de bibliotecas de cDNA
permite a geracao de um banco de clones contendo o cDNA completo para
os genes induzidos em uma condicao especifica.

Material e Métodos

Construcdo da Biblioteca de cDNA em bacteriéfago

A biblioteca de cDNA foi construida a partir de RNAs mensageiros (RNAm)
isolados nédulos de caupi submetidos a altas temperaturas utilizando o
"cDNA Synthesis Kit" (Stratagene, cat. n°® 200400), incluindo o
"ZAP-cDNA Synthesis Kit" (Stratagene, cat. n® 200401) e o "ZAP-cDNA
Gigapack Il Cold Cloning Kit" (Stratagene, cat. n® 200450). A primeira fita
de cDNA foi sintetizada a partir de 5 mg de RNA poli-A separado do RNA
total utilizando o kit "PolyATtract® mRNA Isolation System IlI" (Promega,
cat. n°. Z5300) de acordo com especificacdes do fabricante. O RNAm foi
utilizado como molde para a sintese de cDNA (DNA complementar) de
acordo com as recomendacdes do kit para sintese de cDNA, no entanto, foi
utilizado nucleotideo CTP metilado (Met-dCTP) para que ndo ocorresse a
digestao do cDNA sintetizado na fase de preparacao para clonagem no
vetor. Todas as solucdes e racdes foram preparadas em dgua previamente
tratada com dietil pirocarbonato (DEPC). Paralelamente foi realizada uma
reacao controle com 5 pl da sintese da primeira fita de cDNA e 0,5 ul de
[0-32P]-ATP. As duas reactes foram incubadas por 1 h a 42°C, a reacéo
nao radioativa foi utilizada para sintese da segunda fita de cDNA apds
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incubacao por 2,5 h a 16°C. As extremidades do cDNA foram "aparadas”
através da adicao de 23 ul da mistura de dNTP, 2 ul de DNA polimerase
Pfu e incubacéo por 72°C por 2 h. O material foi tratado com 200 ul de
fenol/cloroférmio e precipitado com 1/10 do volume de acetato de sédio
(3M) e dois volumes de etanol 100% (v/v). Ao precipitado foram
adicionados 9 pl da solucéo de adaptadores EcoRl e incubados a 4°C por
30 minutos. Uma aliquota de 1 pl foi utilizada como controle da reacao de
sintese da segunda fita, que juntamente com a aliquota controle da reacao
de sintese da primeira fita foram analisados em gel de agarose em tampao
alcalino. O cDNA foi digerido com a enzima de restricdo Xhol (120 U.ul")
por 1,5 h a37°C, precipitado e ressuspenso em 14 ul e quantificado por
comparacao com amostras de concentracoes conhecidas. Uma aliquota de
100 ng desse cDNA foi utilizada para a reacao de ligagao ao vetor UniZap
XR (1ug) em uma reacéao a 4°C por 2 dias. Para essa reacao foi também
feito um controle onde foi ligado ao vetor um inserto teste (0,4 ug)
fornecido pelo préprio kit.

Empacotamento do cDNA

O cDNA ligado foi empacotado segundo o protocolo do kit "Gigapack® lll Gold
packaging extract" (Stratagene, cat. n°® 200203). A reacao de
empacotamento é uma etapa fundamental e corresponde a "montagem” de
um fago artificial contendo o cDNA clonado no vetor UniZap XR. Para a reacao
de empacotamento foi adicionado ao cDNA ligado da etapa anterior, o extrato
de empacotamento e incubado 2 horas a 22°C. O extrato de empacotamento
contém todas as proteinas necessarias para a formacéao do capsidio (o
invélucro do fago). Apds o periodo a reacao foi paralisada adicionando-se

500 pl de tampéo SM (0,1 M de NaCl; 0,05 M de Tris-HCI, pH 7,5; 0,01% de
gelatina; 0,08 M de MgCI2.7H20). Como controle foi realizado um ensaio
paralelo utilizando o DNA do bacteriéfago selvagem fornecido pelo kit.

Titulacao da biblioteca de cDNA

A biblioteca construida foi titulada a partir da utilizacdo do bacteriéfago
para a infeccao de Escherichia coli estirpe XL1-Blue MRF “. Para a titulagao
da ligacao controle foi utilizada a estirpe VCS257. As bactérias foram
crescidas em meio LB liquido suplementado com 10 mM de MgSO, e 0,2%
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(p/v) de maltose até atingir uma densidade dtica a 600 nm (D.O., ) em
torno de 1. A cultura foi centrifugada a 500 x g por 10 min, o
sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em 10 mM de MgSO,

estéril de forma a atingir 0,5 de D.O._... A 200 pl dessa solucao foi

600"
adicionado 1 ul da solucao contendo o bacteriéfago empacotado diluido
1:5.000, 1:50.000, 1:500.000. A mistura foi incubada a 37°C por 15
minutos para permitir a aderéncia do bacteriéfago as células hospedeiras, e
em seguida, foram adicionados 3 ml de meio NZY "top agar" (meio NZY
preparado com agarose 0,7 %) pré-aquecido a 48°C, contendo 15 pl de
IPTG (0,5 M), 50 ul de X-gal [250 mg/mL (em DMF)]. Esta mistura foi
entdo colocada como uma camada superior em uma placa de Petri
contendo meio NZY sélido. As placas foram incubadas a 37°C por 16 h e
analisadas no dia seguinte. A quantificacdo do nimero de placas de lise foi
realizada através da utilizacdo da seguinte férmula:

n° de placas de lise x diluicdo da amostra x 1000

fu (plaque - forming units)/mL =
piu fpiaa g [vol. da amostra de virus (ul)]

Amplificacao da biblioteca de cDNA primaria

Apds titular a biblioteca, a mesma foi dividida em duas aliquotas de 250 ul,
as quais foram adicionadas a 600 pl de células de E. coli (estirpe

XL1-Blue MRF*) com 0,5 D.O.600 em 10 M de MgSO4. As misturas foram
entdo incubadas a 37°C por 15 minutos. Apds esse periodo foram
adicionadas a 6,5 ml de meio NZY top agar pré-aquecido a 48°C e
distribuidas como uma camada superior em placas contendo meio NZY
sélido. As placas foram incubadas a 37°C por 8 h. Ao final desse periodo,
8 ml de tampao SM foram adicionados as placas que foram entdao mantidas
sob agitacdo leve a 4°C por 16 h. No dia seguinte o tampao foi retirado e
para recuperar totalmente os bacteriéfagos foram adicionados mais 2 ml de
tampao SM em cada placa; apés leve agitacao, a solucao foi recolhida e
misturada com os 8 ml iniciais. A esse material contendo a biblioteca
amplificada (20 ml) foi adicionado cloroférmio para uma concentragao final
de 5% (v/v). A mistura foi incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente, centrifugada a 500 x g por 10 min e apds titulacao foi
armazenada a 4°C ou -80°C em aliquotas de 500 pl apés adicdo de DMSO
para uma concentracao final de 7% (v/v).
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Selecdo de clones em placas de Petri

(triagem da biblioteca)

Para a selecao dos clones contenho o cDNA de genes expressos nos
nédulos submetidos a altas temperaturas foi utilizado o procedimento
descrito por Sambrook e colaboradores (1989). Como sonda, foram
utilizados fragmentos derivados de transcritos (FDTs obtidos de
experimentos de cDNA-AFLP, ou a cDNA sintetizado a partir de RNAm
extraido de nédulos submetidos a estresse térmico, ambos marcados com
radioatividade ([c-32P]-ATP). O mesmo procedimento utilizado para a
titulacao da biblioteca foi empregado para preparacao da placas para
hibridizacdo. No entanto, para a triagem foi utilizada uma quantidade de
fagos da biblioteca amplificada suficiente para fornecer 3.800/pfu por
placa de Petri de 150 mm. Um total de 38.000 pfu (dez placas) foi utilizado
para cada sonda. Apés crescimento por 8 hs a 37°C o DNA dos fagos
contido nas placas de Petri foi transferido para uma membrana de nailon.
Para cada placa foram utilizadas duas membranas sendo ambas utilizadas
para hibridizacdo com a sonda radioativa. O DNA transferido para as
membranas foi desnaturado, neutralizado, fixado e hidridizado a 65°C
durante 12 a 14 hs. Apds esse periodo, as membranas foram lavadas
durante 30 minutos em solucdo 2X de SSC e 0,1% de SDS e, durante 30
minutos, em solucdo 1X de SSC e 0,1% de SDS ambas a 65°C. Apéds a
ultima lavagem as membranas foram secas ligeiramente, e mantida junto a
um filme de raio-X a -70°C por um periodo de 2 a 4 dias, de acordo com a
intensidade do sinal radioativo. Apés a revelacao do filme as placas de lise
que apresentaram sinal de hibridizacdo nas duas membranas foram
selecionadas para a segunda triagem. Nesse caso a regido da placa
contendo a placa de lise de interesse foi removida da placa de Petri, ¢

om o auxilio de uma ponteira para pipeta automatica, dissolvida em
tampao (500 pll SM) e 250 pll dessa solugao foram utilizados para a
segunda triagem. Esse mesmo procedimento foi utilizado para realizacao
da terceira triagem.

Apés a terceira triagem das placas de lise de interesse os DNAs dos
bacteriéfagos contendo os cDNAs de interesse foram transformados em
plasmideo através da técnica de excisao in vivo. Este recurso fornecido

11
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pelo sistema Zap-cDNA permite a obtencao do plasmideo pBluescript SK (-)
a partir do DNA do fago. Para o ensaio de excisao in vivo foram utilizados
250 pll de cada fago selecionado, 200 pll de células de E. coli estirpe XL1-
Blue MRF " (D.O.,,, = 1) e 1 ul de fago "helper ExAssitt"

(>1x10° pfu.ul’). A mistura foi incubada a 37°C por 15 minutos, 3 mL de
meio BL liquido foram adicionados e a mistura entao incubada a 37°C por
2,5 a 3 h ou durante 16 h. No dia seguinte o material foi aquecido a uma
temperatura entre 65-70°C por 20 minutos e centrifugado a 1.000 x g por
15 minutos. O sobrenadante contendo o pBluescript fasmideo na forma de
particulas filamentosas de fago foi utilizado para inoculacao de células de
E. coli estirpe SOLD a 1 de D.O.,  preparada conforme descrito
anteriormente. A mistura foi incubada a 37°C por 15 min e 200 pll da
mistura foram colocados em placas com meio LB contendo ampicilina

(50 ulg.ml'). As colbnias presentes apds crescimento por 16 h possuem o
plasmideo pBluescript em dupla fita com o inserto de cDNA clonado e
foram selecionadas para posterior caracterizacdo do cDNA clonado.

Preparacdo de gel vertical de agarose em tampao alcalino
O gel de agarose alcalino foi utilizado para avaliar a faixa de tamanho do
cDNA sintetizado (primeira e segunda fitas). Como a espessura tipica do gel
de agarose poderia provocar uma dispersao na emissao de radioatividade e
prejudicar a interpretacdo do auto-radiograma, um gel de agarose (1%) em
tampao alcalino com 1,5 mm de espessura foi preparado numa cuba
normalmente utilizada para preparacao de géis de poliacrilamida. As
amostras controle da sintese da primeira e segunda fita de cDNA foram
aplicadas no gel e submetidas a eletroforese por 3 hs a 100 mA ou até o
corante azul de bromofenol atingir o terco final do gel. O gel foi seco e
exposto junto a um filme de raio-X por 48 hs.

Resultados e Discussao

Construcao da Biblioteca de cDNA a partir de RNA de
nodulos de caupi submetidos a altas temperaturas

A Fig. 1A mostra o resultado da sintese da primeira e da segunda fita de
cDNA. O cDNA obtido aparece na metade superior do gel, indicando que a
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maioria dos cDNA apresenta um tamanho superior a 500 pares de base (pb).
Além disso, apds a construcao da biblioteca, nove clones foram selecionados
ao acaso para verificar o tamanho médio de cDNA clonado, sendo que sete
deles apresentaram inserto de cDNA maior que 500 pb, confirmando que
houve uma reacao de sintese de cDNA de boa qualidade (Fig. 1B).

A titulacao da biblioteca a partir da inoculacao do bacteriéfago em E. coli
(estirpe XL1-Blue MRF ") mostrou que nimero de clones da biblioteca
primaria ficou em torno de 10.000, no entanto, apés uma rodada de
amplificacdo a biblioteca atingiu o titulo de 126 x 108 pfu.ml™.

Triagem da biblioteca de cDNA

A construcao da biblioteca de cDNA em fago permitiu o isolamento do
cDNA completo de diversos genes induzidos por altas temperaturas em
nédulos de caupi (Tab. 1).

A Fig. 2 mostra um exemplo do resultado obtido para as trés etapas de
triagem da biblioteca. Apds a terceira triagem os clones considerados
positivos foram utilizados para a reacao de excisao in vitro. A Fig. 3A
mostra a digestao com as enzimas de restricao £coRl e Xhol do DNA

Foto: Jean Luiz Simdes de Araujo

L 4

Fig. 1. A) Auto-radiografia de gel de Agarose 1% alcalino. Coluna 1: 5 ul da reacdo de
sintese de cDNA primeira fita; coluna 2: 1 ul da reacdo de sintese da segunda fita cDNA.
B) Gel de agarose 1% com DNA plasmidial extraido de clones aleatoriamente seleciona-

dos na biblioteca de cDNA e digerido com as enzimas de restricdo EcoRl e Xho |.
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Tabela 1. Similaridade de sequéncias dos clones selecionados da biblioteca de
cDNA construida a partir de RNA extraidos de nédulos de caupi submetidos a

altas temperaturas.

24.2A Leghemoglobina Il (Vigna unguiculata)

4.1A Sem sequéncia similar

14.1A Sem sequéncia similar

19.1A Leghemoglobina Il (V. unguiculata)

2.1A Cadeia delta da ATP sintase

1.3B Sem sequéncia similar

14.2B Proteina de Choque térmico 17.7 kDa

8.2B Leghemoglobina Il (V. unguiculata)

4.1B Gmhsp18.5-C (classe 1)

10.1B Gmhsp18.5-C kDa

13.1B Proteina 60S ribossomal

8.1A Leghemoglobina Il (V. unguiculata)

8.1B Carboxikinase fosfoenolpiruvato

7.1B Sem sequéncia similar

1.3A Precursor de Nodulina 30 (Phaseolus vulgaris)
19.1B Leghemoglobina (Vigna unguiculata)

23.2A Nodulina 30 (P. vulgaris)

23.1B Leghemoglobina Il (Lbll) (V. unguiculata)

24.3A Nodulina 22 (Glycine max)

17.1B Proteina de Choque térmico 18.5-C kDa (classe 1)
12.2A Precursor da Nodulina C51 (G. max)

16.1B Ciclina B Proteina quinase Serine/treonina (C. longicaudatus)
14.1 Proteina de choque térmico 17.3 (classe | de G. max)
6.2B Fator de ribosilacdo de ADP (Capsicum annuum)
4.2B Leghemoglobina Il (V. unguiculata)

22.2B Leghemoglobina | (V. unguiculata)

6.1B Fator 2 de ribosilacdo de ADP

21.1B Proteina de Choque térmico 17.5-E (GmHSP17.5-E)
12.1B Proteina de Choque térmico 18.5-C (GmHSP classe 1)
4.2A Nodulina-30 (P. vulgaris)

16.1A Leghemoglobina Il (V. unguiculata)

1.1B Proteina de Choque térmico 18.5-C (GmHSP 18.5 kDa classe 1)
22.1B Proteina de Choque térmico 18.5 C (GmHSP 18.5 kDa classe 1)

15.2A Nodulina-30 (P. vulgaris)

10.1A Proteina de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe |)
22.2A Leghemoglobina Il (V. unguiculata)

20.2A Precursor da Nodulina precoce 75

23.3A Proteina de Choque térmico 17.0 (hsp17.0)

10.1B Proteina de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe 1)
3.1A Proteina de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe |)
3.1B Proteina de Choque térmico 17.3 (GmHSP17.3 kDa classe |)

T1e-10

3e-62
be-17

3e-40
3e-40

6e-61
1e-34
e-176

1e-20
6e-10
2e-21
be-43
be-43
9e-94

2e-20
8e-26
3e-64
0.0

1e-16
1e17
be-83
1e-42
5e-14
8e-21

2e-33
2e-15
5e-14
8e-14
9e-38

9e-38
7e-12
be-08
3e-44
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Tabela 1. Similaridade de sequéncias dos clones selecionados da biblioteca de
cDNA construida a partir de RNA extraidos de nédulos de caupi submetidos a
altas temperaturas. (continuacédo)

Clone Similaridade de sequéncia utilizando o programa BLAST

24.1A Celulase A (Polyplastron multivesiculatum) 0.016
24.2A' Proteina da familia Maf (Arabidopsis thaliana) be-21
15.2B Proteina de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe |) b5e-b3
11.1B Proteina de Choque térmico 17.9 kDa classe Il (G. max) be-22
24.1B Proteina de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe 1) 6e-39
20.1A Proteina de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe |) 3e-39
1.2A Leghemoglobina Il (V. unguiculata) 4e-61
3.1A Leghemoglobina | (V. unguiculata) Te-21
9.1B Sem homologia

1.1A Leghemoglobina Il (V. unguiculata) 6e-43
2.1A ATPase envolvida no transporte H* (Pisum sativum) 3e-14

15.1B Sem sequéncia similar

Fig. 2. Auto-radiografia
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plasmidial de alguns clones selecionados. Com excecéao dos clones
A8.2-641 e A8.2-642 houve um padrao de restricao diferente entre os
demais clones. Os fragmentos obtidos foram transferidos para membrana
de néilon com a sonda utilizada para a triagem. Apesar das trés etapas de
triagem utilizadas para cada sonda foi possivel verificar que apenas os
clones A8.2-641 e A8.2-642 mostram sinal de hibridizacdo com a sonda
utilizada para a triagem (Fig. 3B), demonstrando assim que ha necessidade
de uma etapa de checagem dos clones selecionados. No caso da utilizacao
sondas obtidas utilizando-se o RNAm para a sintese de cDNA radioativo, a
confirmacao também se faz necessaria. Neste caso, pode-se utilizar

A APstl 221 641 642 643 51 63 66 69 100kb

2840
1700
1000

850 800

Foto: Jean Luiz Simdes de Araujo

510
310

500

100

i g s s \ ‘}jﬂ 2

Fig. 3. A) Gel de agarose 1% mostrando a digestdo com as enzimas de restricdo

EcoRIl e Xhol do DNA plasmidial de alguns clones selecionados. B) O DNA mostrado na
Fig. 3A foi transferido para membrana de néilon e hibridizados com o FDT A8.2

marcado com radioatividade.
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experimentos de Northern blot ou PCR em tempo real para verificar o
padrao de expressao dos cDNAs isolados. Quando foi utilizado como sonda
o cDNA sintetizado a partir do RNAm, extraido de nédulos submetidos ao
estresse térmico, foi possivel obter 56 clones potencialmente com
expressos em condicOes de altas temperaturas. A partir do plasmideo
isolado de cada clone foi realizada uma digestao com as enzimas de
restricdo EcoRl e Xhol e apds a confirmacao da presenca de inserto o DNA
foi utilizado para reacao de sequenciamento.

Analise das sequéncias do DNA dos clones
selecionados na biblioteca

Apesar de terem sido feitas reacoes de sequenciamento nos dois sentidos
para cada clone utilizando os iniciadores T3 (5') e T7 (3') nao foi possivel
obter a sequéncia completa para a grande maioria dos clones. O tamanho
do cDNA clonado geralmente foi maior que 1000 pb, o que dificultou o
sequenciamento do gene completo apenas com duas reacdes de
sequenciamento. Mesmo assim, as duas reacdes de sequenciamento foram
utilizadas para a identificacao da similaridade utilizando o programa BlastX.
A Tab. 1 mostra os resultados da anélise de similaridade. Cinco clones nao
apresentaram homologia com sequéncias depositadas no banco de dados;
contudo, é interessante notar o grande nimero de clones que apresentaram
homologia com proteinas de choque térmico previamente caracterizadas
em soja. Essas proteinas estao relacionadas com a manutencao da
integridade de outras proteinas durante a exposicao a altas temperaturas
(VIERLING, 1991; LEE et al., 1995 e 1996). Alguns clones apresentaram
homologia com proteinas expressas preferencialmente nos nédulos, como:
Leghemoglobina | e Il, nodulina 22, nodulina 26, nodulina 30 e nodulina 7.
Estas proteinas estao diretamente relacionadas com a atividade do nédulo;
no entanto, o seu papel durante o estresse térmico precisa ser mais bem
avaliado. As alteracdes metabdlicas em funcao da exposicao a altas
temperaturas provoca alteracdes na transcricao e traducao génica,
acarretando mudancas fisiolégicas e de desenvolvimento, diversas genes
relacionadas com essas fungoes celulares foram isolados incluindo: proteina
ribossomal L13, ciclina B, fatores de transcricao da familia MAF, celulase
A, Fator de ribosilacao de ADP. Além disso, também foram clones com
homologia a fatores de ribosilacao de ADP (ARFs). Em plantas o ARF1 tem
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um papel essencial no transporte da H + ATPse do reticulo endoplasmatico
para a membrana plasmatica, seu local de atuacao (LEE et al., 2002). ARF1
também foi isolado a partir da triagem de uma biblioteca de folhas de
Nicotiana benthamiana tratado com herbicida paraguat, neste caso, parece
estd envolvido com a resisténcia contra bactérias e provoca morte celular
quando superexpresso em N. benthamiana (COEMANS et al., 2008).

Para um maior detalhamento do padrao de expressao dos genes isolados
seis clones foram selecionados para serem empregados em experimento de
Northern blot utilizando os fragmentos de cDNA como sonda (Fig. 4). Os
seguintes clones foram utilizados: clone 1.3A (Nodulina 30), clone 24.2A
(Proteina MAF), clone 24.3A (Nodulina 22), clone 4.1B (Proteina de choque
térmico HSP18), clone 3.1A (Proteina de choque térmico HSP18,5), clone
14.1A (Proteina sem funcao conhecida). Apesar de ter havido hibridizacao
para todos os clones, confirmando que todos sao expressos em nddulos de
caupi submetido ao estresse térmico, o padrao de inducao observado foi
bastante diferente, sugerindo que esses genes estao sujeitos a uma
regulacao diferenciada. A Nodulina 22 e Nodulina 30 sdo expressas tanto
na condicao controle (28°C), quanto em condicdes de estresse térmico
(40°C); no entanto, o padrao observado, sugere um pequeno aumento dos
niveis de transcritos em condicdes de estresse térmico. Um padrao
bastante similar foi observado para Proteina de funcdo nao conhecida (o
clone 14.1A). Para a proteina de choque térmico de baixo peso molecular
(HSP18,5 kDa) também foi observado expressao na condicdo controle. No
entanto, a inducao da HSP 18,5 kDa sob estresse é maior, quando
comparado com as nodulinas. Para a HSP18 kDa nao foi observado
expressao nas condicdo controle (28°C) e alta inducado em condicoes de
estresse térmico, principalmente apés duas horas a 40°C. No caso da
proteina MAF houve uma diminuicao do nivel de expressao em condicoes
de estresse. Os resultados de Northern blot confirmaram que os seis clones
avaliados sao diferencialmente expressos. Além disso, devem atuar de
modo diferenciado durante o estresse térmico, uma vez que o padrao de
expressao foi bem distinto para os diferentes genes. No entanto, ha
necessidade de uma caracterizagcao funcional mais detalhada para
estabelecer qual a importancia dessas proteinas na resposta ao estresse
térmico nos nédulos.
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C 1h 2h C 1h 2h

A)

Foto: Jean Luiz Simdes de Aratjo

Fig. 4. Padrdo de expressao de genes isolados de nddulos de caupi submetidos a
estresse térmico C=28°C; 60 min a 40°C ou 120 min.; 40°C: A) Nodulina 22;
B) Nodulina 30; C) Proteina de choque térmico (HSP18,5 kDa); D) Proteina de choque

térmico (HSP18 kDa); E) Proteina de funcdo ainda ndo conhecida; F) Proteina MAF.

Conclusao

1. A construgéo e triagem da uma biblioteca de cDNA em fago mostrou-se
uma alternativa importante para o isolamento do cDNA de genes
induzidos por altas temperaturas em nédulos.

2. A utilizacdo como sonda, tanto de fragmento de genes de interesse
amplificado por PCR, como o cDNA sintetizado a partir de RNA
mensageiro, possibilitou o isolamento de diversos genes induzidos por
altas temperaturas.
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