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Resumo

Uma biblioteca de cDNA (DNA complementar) foi construída a partir de RNA
mensageiro extraído de nódulos de caupi submetidos a altas temperaturas. O
cDNA foi clonado no vetor UniZap XR e utilizado para geração de
bacteriófagos artificiais, por meio de uma de reação de empacotamento. Esses
bacteriófagos foram inoculados em células de Escherichia coli para criação da
biblioteca primária com aproximadamente 10.000 clones. Após uma etapa de
amplificação in vivo a biblioteca atingiu o título de 126 x 106 pfu (plaque-
forming units).ml-1. Duas estratégias foram utilizadas para a triagem da
biblioteca: 1) sondas de fragmentos de cDNA de genes específicos; 2) cDNA
sintetizado a partir de RNA total extraído de nódulos de caupi submetidos ao
estresse térmico. Para cada tipo de sonda foi utilizada um total de 38.000 pfu
do bacteriófago, sendo isolado um total de 56 clones. A análise de similaridade
de sequência do cDNA desse clones  mostrou homologia com genes
relacionados a diferentes funções metabólicas. Além disso, o padrão de
expressão de 6 genes, avaliado por Northern blot, sugere a participação desse
genes na resposta dos nódulos de caupi ao estresse térmico.



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 10.000 clones. After one round of
amplification the library title achieved 126 x 106 pfu (plaque-forming
units).ml-1. 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.

Construction of cowpea
nodules cDNA library
and screening of
genes expressed
under heat stress
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Introdução

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) em leguminosas é o resultado da
interação de um grupo específico de bactérias (microssimbionte),
denominadas de maneira genérica de rizóbio e a planta hospedeira
(macrossimbionte) tendo com consequência a formação do nódulo,
geralmente nas raízes, onde ocorre o processo de FBN. Diversos fatores
ambientais como disponibilidade de água e altas temperaturas nas camadas
superficiais do solo limitam o processo de nodulação. Apesar do limite de
tolerância para o funcionamento do processo de FBN estar entre 30ºC
(GRAHAM e HALLIDAY, 1977) e 33ºC (BARRIOS et al., 1963), decréscimos
na taxa de fixação de nitrogênio já foram observados a partir de 28ºC (PIHA
e MUNNS, 1987). Em condições tropicais a temperatura do solo alcança com
frequência 38ºC (MOROTO et al., 1990) e tem sido observado nestas
condições 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 são inoculadas com Rhizobium
tropici, que tem capacidade de crescer sob altas temperaturas (40ºC) em
meio de cultura (MERCANTE, F. M., 1993). A exposição de plantas de feijão
a 38ºC durante seis dias pode causar a ruptura da membrana peribacteriana
dos nódulos, eliminando totalmente a atividade da nitrogenase, enzima
responsável 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 condições ambientais
adversas (EHLERS e HALL, 1997), o que a torna uma espécie modelo para
investigações das respostas moleculares vegetais a estresses abióticos
(IUCHI et al., 1996). Desta forma, o isolamento e a caracterização de genes
expressos nos nódulos de caupi em condições de estresse térmico pode
auxiliar o entendimento dos mecanismos moleculares que atuam durante o
estresse na simbiose.

Nos últimos anos uma grande variedade de técnicas moleculares baseadas
em PCR e sequenciamento foi desenvolvida para a identificação dos genes
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diferencialmente expressos. Essas técnicas potencialmente simplificaram a
identificação e o isolamento de genes expressos em uma condição
específica. Dentre estas se destacam o Differential Display (LIANG e
PARDEE, 1992), fingerprinting de RNA utilizando primers randômicos 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 identificação de
genes diferencialmente expressos nas mais distintas condições. No entanto,
na maioria dos casos, apenas parte do cDNA de interesse pode ser obtido
havendo ainda a necessidade da utilização de outra metodologia para
obtenção do cDNA completo, contendo por exemplo a região 3' não
traduzida. Neste caso, a construção e a triagem de bibliotecas de cDNA
permite a geração de um banco de clones contendo o cDNA completo para
os genes induzidos em uma condição específica.

Material e Métodos

Construção da Biblioteca de cDNA em bacteriófago
A biblioteca de cDNA foi construída a partir de RNAs mensageiros (RNAm)
isolados nódulos de caupi submetidos a altas temperaturas utilizando o
"cDNA Synthesis Kit" (Stratagene, cat. nº 200400), incluindo o
"ZAP-cDNA Synthesis Kit" (Stratagene, cat. nº 200401) e o "ZAP-cDNA
Gigapack II Cold Cloning Kit" (Stratagene, cat. nº 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 III" (Promega,
cat. nº. Z5300) de acordo com especificações do fabricante. O RNAm foi
utilizado como molde para a síntese de cDNA (DNA complementar) de
acordo com as recomendações do kit para síntese de cDNA, no entanto, foi
utilizado nucleotídeo CTP metilado (Met-dCTP) para que não ocorresse a
digestão do cDNA sintetizado na fase de preparação para clonagem no
vetor. Todas as soluções e rações foram preparadas em água previamente
tratada com dietil pirocarbonato (DEPC). Paralelamente foi realizada uma
reação controle com 5 μl da síntese da primeira fita de  cDNA e 0,5 μl de
[α-32P]-ATP. As duas reações foram incubadas por 1 h a 42°C, a reação
não radioativa foi utilizada para síntese da segunda fita de cDNA após
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incubação por 2,5 h a 16°C. As extremidades do cDNA foram "aparadas"
através da adição de 23 μl da mistura de dNTP,  2 μl de DNA polimerase
Pfu e incubação por 72°C por 2 h. O material foi tratado com 200 μl de
fenol/clorofórmio e precipitado com 1/10 do volume de acetato de sódio
(3M) e dois volumes de etanol 100% (v/v). Ao precipitado foram
adicionados 9 μl da solução de adaptadores EcoRI e incubados a 4°C por
30 minutos. Uma alíquota de 1 μl foi utilizada como controle da reação de
síntese da segunda fita, que juntamente com a alíquota controle da reação
de síntese da primeira fita foram analisados em gel de agarose em tampão
alcalino. O cDNA foi digerido com a enzima de restrição XhoI (120 U.μl-1)
por 1,5 h a 37°C, precipitado e ressuspenso em 14 μl e quantificado por
comparação com amostras de concentrações conhecidas. Uma alíquota de
100 ng desse cDNA foi utilizada para a reação de ligação ao vetor UniZap
XR (1μg) em uma reação a 4°C por 2 dias. Para essa reação foi também
feito um controle onde foi ligado ao vetor um inserto teste (0,4 μg)
fornecido pelo próprio kit.

Empacotamento do cDNA
O cDNA ligado foi empacotado segundo o protocolo do kit "Gigapack® III Gold
packaging extract" (Stratagene, cat. nº 200203). A reação de
empacotamento é uma etapa fundamental e corresponde a "montagem" de
um fago artificial contendo o cDNA clonado no vetor UniZap XR. Para a reação
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 proteínas necessárias para a formação do capsídio (o
invólucro do fago). Após o período a reação foi paralisada adicionando-se
500 μl de tampão SM (0,1 M de NaCl; 0,05 M de Tris-HCl, pH 7,5; 0,01% de
gelatina; 0,08 M de MgCl2.7H20). Como controle foi realizado um ensaio
paralelo utilizando o DNA do bacteriófago selvagem fornecido pelo kit.

Titulação da biblioteca de cDNA
A biblioteca construída foi titulada a partir da utilização do bacteriófago
para a infecção de Escherichia coli estirpe XL1-Blue MRF´. Para a titulação
da ligação controle foi utilizada a estirpe VCS257. As bactérias foram
crescidas em meio LB líquido suplementado com 10 mM de MgSO4 e 0,2%
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(p/v) de maltose até atingir uma densidade ótica a 600 nm (D.O.600) 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 MgSO4

estéril de forma a atingir 0,5 de D.O.600. A 200 μl dessa solução foi
adicionado 1 μl da solução contendo o bacteriófago empacotado diluído
1:5.000, 1:50.000, 1:500.000. A mistura foi incubada a 37°C por 15
minutos para permitir a aderência do bacteriófago às 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 μl de
IPTG (0,5 M), 50 μl de X-gal [250 mg/mL (em DMF)]. Esta mistura foi
então colocada como uma camada superior em uma placa de Petri
contendo meio NZY sólido. As placas foram incubadas a 37°C por 16 h e
analisadas no dia seguinte. A quantificação do número de placas de lise foi
realizada através da utilização da seguinte fórmula:

Amplificação da biblioteca de cDNA primária
Após titular a biblioteca, a mesma foi dividida em duas alíquotas de 250 μl,
as quais foram adicionadas a 600 μl de células de E. coli (estirpe
XL1-Blue MRF`) com 0,5 D.O.600 em 10 M de MgSO4. As misturas foram
então incubadas a 37°C por 15 minutos. Após esse período foram
adicionadas a 6,5 ml de meio NZY top agar pré-aquecido a 48°C e
distribuídas como uma camada superior em placas contendo meio NZY
sólido. As placas foram incubadas a 37°C por 8 h. Ao final desse período,
8 ml de tampão SM foram adicionados às placas que foram então mantidas
sob agitação leve a 4°C por 16 h. No dia seguinte o tampão foi retirado e
para recuperar totalmente os bacteriófagos foram adicionados mais 2 ml de
tampão SM em cada placa; após leve agitação, a solução foi recolhida e
misturada com os 8 ml iniciais. A esse material contendo a biblioteca
amplificada (20 ml) foi adicionado clorofórmio para uma concentração final
de 5% (v/v). A mistura foi incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente, centrifugada a 500 x g por 10 min e após titulação foi
armazenada a 4°C ou -80°C em alíquotas de 500 μl após adição de DMSO
para uma concentração final de 7% (v/v).

l)]( vírus de amostra da [vol.
1000 x amostra da diluição x lise de placas de n°

 = units)/mL forming-(plaque pfu
μ
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Seleção de clones em placas de Petri
(triagem da biblioteca)
Para a seleção dos clones contenho o cDNA de genes expressos nos
nódulos 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
extraído de nódulos submetidos a estresse térmico, ambos marcados com
radioatividade ([α-32P]-ATP). O mesmo procedimento utilizado para a
titulação da biblioteca foi empregado para preparação da placas para
hibridização. 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. Após crescimento por 8 hs a 37°C o DNA dos fagos
contido nas placas de Petri foi transferido para uma membrana de náilon.
Para cada placa foram utilizadas duas membranas sendo ambas utilizadas
para hibridização com a sonda radioativa. O DNA transferido para as
membranas foi desnaturado, neutralizado, fixado e hidridizado a 65ºC
durante 12 a 14 hs. Após esse período, as membranas foram lavadas
durante 30 minutos em solução 2X de SSC e 0,1% de SDS e, durante 30
minutos, em solução 1X de SSC e 0,1% de SDS ambas a 65°C. Após a
última lavagem as membranas foram secas ligeiramente, e mantida junto a
um filme de raio-X a -70ºC por um período de 2 a 4 dias, de acordo com a
intensidade do sinal radioativo. Após a revelação do filme  as placas de lise
que apresentaram sinal de hibridização nas duas membranas foram
selecionadas para a segunda triagem. Nesse caso a região da placa
contendo a placa de lise de interesse foi removida da placa de Petri, c
om o auxílio de uma ponteira para pipeta automática, dissolvida em
tampão (500 μll SM) e 250 μll dessa solução foram utilizados para a
segunda triagem. Esse mesmo procedimento foi utilizado para realização
da terceira triagem.

Após a terceira triagem das placas de lise de interesse os DNAs dos
bacteriófagos contendo os cDNAs de interesse foram transformados em
plasmídeo através da técnica de excisão in vivo. Este recurso fornecido



12 Construção de uma biblioteca de cDNA de nódulos de caupi e
isolamento de genes expressos em condições de estresse térmico

pelo sistema Zap-cDNA permite a obtenção do plasmídeo pBluescript SK (-)
a partir do DNA do fago. Para o ensaio de excisão in vivo foram utilizados
250 μll de cada fago selecionado, 200 μll de células de E. coli estirpe XL1-
Blue MRF´ (D.O.600 = 1) e 1 μl de fago "helper ExAssitt"
(>1x106 pfu.μl-1). A mistura foi incubada a 37°C por 15 minutos, 3 mL de
meio BL líquido foram adicionados e a mistura então 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 fasmídeo na forma de
partículas filamentosas de fago foi utilizado para inoculação de células de
E. coli estirpe SOLD a 1 de D.O.600 preparada conforme descrito
anteriormente. A mistura foi incubada a 37°C por 15 min e 200 μll da
mistura foram colocados em placas com meio LB contendo ampicilina
(50 μlg.ml-1). As colônias presentes após crescimento por 16 h possuem o
plasmídeo pBluescript em dupla fita com o inserto de cDNA clonado e
foram selecionadas para posterior caracterização do cDNA clonado.

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

Resultados e Discussão

Construção da Biblioteca de cDNA a partir de RNA de
nódulos de caupi submetidos a altas temperaturas
A Fig. 1A mostra o resultado da síntese 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, após a construção 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 reação de síntese de cDNA de boa qualidade (Fig. 1B).

A titulação da biblioteca a partir da inoculação do bacteriófago em E. coli
(estirpe XL1-Blue MRF´) mostrou que número de clones da biblioteca
primária ficou em torno de 10.000, no entanto, após uma rodada de
amplificação a biblioteca atingiu o título de 126 x 106 pfu.ml-1.

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

A Fig. 2 mostra um exemplo do resultado obtido para as três etapas de
triagem da biblioteca. Após a terceira triagem os clones considerados
positivos foram utilizados para a reação de excisão in vitro. A Fig. 3A
mostra a digestão com as enzimas de restrição EcoRI e XhoI do DNA

Fig. 1. A) Auto-radiografia de gel de Agarose 1% alcalino. Coluna 1: 5 μl da reação de

síntese de cDNA primeira fita; coluna 2: 1 μl da reação de síntese da segunda fita cDNA.

B) Gel de agarose 1% com DNA plasmidial extraído de clones aleatoriamente seleciona-

dos na biblioteca de cDNA e digerido com as enzimas de restrição EcoRI e Xho I.
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Tabela 1. Similaridade de sequências dos clones selecionados da biblioteca de
cDNA construída a partir de RNA extraídos de nódulos de caupi submetidos a
altas temperaturas.

Clone Similaridade de sequência utilizando o programa BLAST Valor E
24.2A Leghemoglobina II (Vigna unguiculata) 1e-10 
4.1A Sem sequência similar  
14.1A Sem sequência similar  
19.1A Leghemoglobina II (V. unguiculata) 3e-62 
2.1A Cadeia delta da ATP sintase 5e-17 
1.3B Sem sequência similar  
14.2B Proteína de Choque térmico 17.7 kDa 3e-40 
8.2B Leghemoglobina II (V. unguiculata) 3e-40 
4.1B Gmhsp18.5-C (classe I)  
10.1B Gmhsp18.5-C kDa 6e-61 
13.1B Proteína 60S ribossomal 1e-34 
8.1A Leghemoglobina II (V. unguiculata) e-176 
8.1B Carboxikinase fosfoenolpiruvato  
7.1B Sem sequência similar  
1.3A Precursor de Nodulina 30 (Phaseolus vulgaris) 1e-20 
19.1B Leghemoglobina (Vigna unguiculata) 6e-10 
23.2A Nodulina 30 (P. vulgaris) 2e-21 
23.1B Leghemoglobina II (LbII) (V. unguiculata) 5e-43 
24.3A Nodulina 22 (Glycine max) 5e-43 
17.1B Proteína de Choque térmico 18.5-C kDa (classe I) 9e-94 
12.2A Precursor da Nodulina C51 (G. max)  
16.1B Ciclina B Proteína quinase Serine/treonina (C. longicaudatus) 2e-20 
14.1 Proteína de choque térmico 17.3 (classe I de G. max) 8e-26 
6.2B Fator de ribosilação de ADP (Capsicum annuum) 3e-64 
4.2B Leghemoglobina II (V. unguiculata) 0.0 
22.2B Leghemoglobina I (V. unguiculata) 1e-16 
6.1B Fator 2 de ribosilação de ADP 1 e-17 
21.1B Proteína de Choque térmico 17.5-E (GmHSP17.5-E) 5e-83 
12.1B Proteína de Choque térmico 18.5-C (GmHSP classe I) 1e-42 
4.2A Nodulina-30 (P. vulgaris) 5e-14 
16.1A Leghemoglobina II (V. unguiculata) 8e-21 
1.1B Proteína de Choque térmico 18.5-C (GmHSP 18.5 kDa classe I) 2e-33 
22.1B Proteína de Choque térmico 18.5 C (GmHSP 18.5 kDa classe I) 2e-15 
15.2A Nodulina-30 (P. vulgaris) 5e-14 
10.1A Proteína de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe I) 8e-14 
22.2A Leghemoglobina II (V. unguiculata) 9e-38 
20.2A Precursor da Nodulina precoce 75  
23.3A Proteína de Choque térmico 17.0 (hsp17.0) 9e-38 
10.1B Proteína de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe I) 7e-12 
3.1A Proteína de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe I) 5e-08 
3.1B Proteína de Choque térmico 17.3 (GmHSP17.3 kDa classe I) 3e-44 
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Tabela 1. Similaridade de sequências dos clones selecionados da biblioteca de
cDNA construída a partir de RNA extraídos de nódulos de caupi submetidos a
altas temperaturas. (continuação)

Clone Similaridade de sequência utilizando o programa BLAST Valor E
24.1A Celulase A (Polyplastron multivesiculatum) 0.016 
24.2A' Proteína da família Maf (Arabidopsis thaliana) 5e-21 
15.2B Proteína de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe I) 5e-53 
11.1B Proteína de Choque térmico 17.9 kDa classe II (G.  max) 5e-22 
24.1B Proteína de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe I) 6e-39 
20.1A Proteína de Choque térmico 18.5 (GmHSP 18.5 kDa classe I) 3e-39 
1.2A Leghemoglobina II (V. unguiculata) 4e-61 
3.1A Leghemoglobina I (V. unguiculata) 1e-21 
9.1B Sem homologia  
1.1A Leghemoglobina II (V. unguiculata) 6e-43 
2.1A ATPase envolvida no transporte H+ (Pisum sativum) 3e-14 
15.1B Sem sequência similar  

Fig. 2.  Auto-radiografia

das membranas utilizadas

para a triagem  da

biblioteca de cDNA. As

setas indicam a região da

placa utilizada para

realização da triagens

subsequentes.
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plasmidial de alguns clones selecionados. Com exceção dos clones
A8.2-641 e A8.2-642 houve um padrão de restrição diferente entre os
demais clones. Os fragmentos obtidos foram transferidos para membrana
de náilon com a sonda utilizada para a triagem. Apesar das três etapas de
triagem utilizadas para cada sonda foi possível verificar que apenas os
clones A8.2-641 e A8.2-642 mostram sinal de hibridização com a sonda
utilizada para a triagem (Fig. 3B), demonstrando assim que há necessidade
de uma etapa de checagem dos clones selecionados. No caso da utilização
sondas obtidas utilizando-se o RNAm para a síntese de cDNA radioativo, a
confirmação também se faz necessária. Neste caso, pode-se utilizar

Fo
to

: J
ea

n 
Lu

iz
 S

im
õe

s 
de

 A
ra

új
o

Fig. 3. A) Gel de agarose 1% mostrando a  digestão com as enzimas de restrição

EcoRI e XhoI do DNA plasmidial de alguns clones selecionados. B) O DNA mostrado na

Fig. 3A foi transferido para membrana de náilon 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
padrão de expressão  dos cDNAs isolados. Quando foi utilizado como sonda
o cDNA sintetizado a partir do RNAm, extraído de nódulos submetidos ao
estresse térmico, foi possível obter 56 clones potencialmente com
expressos em condições de altas temperaturas. A partir do plasmídeo
isolado de cada clone foi realizada uma digestão com as enzimas de
restrição EcoRI e XhoI e após a confirmação da presença de inserto o DNA
foi utilizado para reação de sequenciamento.

Análise das sequências do DNA dos clones
selecionados na biblioteca
Apesar de terem sido feitas reações de sequenciamento nos dois sentidos
para cada clone utilizando os iniciadores T3 (5') e T7 (3') não foi possível
obter a sequência 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 reações de
sequenciamento. Mesmo assim, as duas reações de sequenciamento foram
utilizadas para a identificação da similaridade utilizando o programa BlastX.
A Tab. 1 mostra os resultados da análise de similaridade. Cinco clones não
apresentaram homologia com sequências depositadas no banco de dados;
contudo, é interessante notar o grande número de clones que apresentaram
homologia com proteínas de choque térmico previamente caracterizadas
em soja. Essas proteínas estão relacionadas com a manutenção da
integridade de outras proteínas durante a exposição a altas temperaturas
(VIERLING, 1991; LEE et al., 1995 e 1996). Alguns clones apresentaram
homologia com proteínas expressas preferencialmente nos nódulos, como:
Leghemoglobina I e II, nodulina 22, nodulina 26, nodulina 30 e nodulina 7.
Estas proteínas estão diretamente relacionadas com a atividade do nódulo;
no entanto, o seu papel durante o estresse térmico precisa ser mais bem
avaliado. As alterações metabólicas em função da exposição a altas
temperaturas provoca alterações na transcrição e tradução gênica,
acarretando mudanças fisiológicas e de desenvolvimento, diversas genes
relacionadas com essas funções celulares foram isolados incluindo: proteína
ribossomal L13, ciclina B, fatores de transcrição da família MAF, celulase
A, Fator de ribosilação de ADP. Além disso, também foram clones com
homologia a fatores de ribosilação de ADP (ARFs). Em plantas o ARF1 tem
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um papel essencial no transporte da H+ATPse do retículo endoplasmático
para a membrana plasmática, seu local de atuação (LEE et al., 2002). ARF1
também foi isolado a partir da triagem de uma biblioteca de folhas de
Nicotiana benthamiana tratado com herbicida paraquat, neste caso, parece
está envolvido com a resistência contra bactérias e provoca morte celular
quando superexpresso em N. benthamiana (COEMANS et al., 2008).

Para um maior detalhamento do padrão de expressão 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
(Proteína MAF), clone 24.3A (Nodulina 22), clone 4.1B (Proteína de choque
térmico HSP18), clone 3.1A (Proteína de choque térmico HSP18,5), clone
14.1A (Proteína sem função conhecida). Apesar de ter havido hibridização
para todos os clones, confirmando que todos são expressos em nódulos de
caupi submetido ao estresse térmico, o padrão de indução observado foi
bastante diferente, sugerindo que esses genes estão sujeitos a uma
regulação diferenciada. A Nodulina 22 e Nodulina 30 são expressas tanto
na condição controle (28ºC), quanto em condições de estresse térmico
(40ºC); no entanto, o padrão observado, sugere um pequeno aumento dos
níveis de transcritos em condições de estresse térmico. Um padrão
bastante similar foi observado para Proteína de função não conhecida (o
clone 14.1A). Para a proteína de choque térmico de baixo peso molecular
(HSP18,5 kDa) também foi observado expressão na condição controle. No
entanto, a indução da HSP 18,5 kDa sob estresse é maior, quando
comparado com as nodulinas. Para a HSP18 kDa não foi observado
expressão nas condição controle (28ºC) e alta indução em condições de
estresse térmico, principalmente após duas horas a 40ºC. No caso da
proteína MAF houve uma diminuição do nível de expressão em condições
de estresse. Os resultados de Northern blot confirmaram que os seis clones
avaliados  são diferencialmente expressos. Além disso, devem atuar de
modo diferenciado durante o estresse térmico, uma vez que o padrão de
expressão foi bem distinto para os diferentes genes. No entanto, há
necessidade de uma caracterização funcional mais detalhada para
estabelecer qual a importância dessas proteínas na resposta ao estresse
térmico nos nódulos.
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Conclusão

1. A construção 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 nódulos.

2. A utilização 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.

Fig. 4. Padrão de expressão de genes isolados de nódulos de caupi submetidos a

estresse térmico C=28ºC; 60 min a 40ºC ou 120 min.; 40ºC: A) Nodulina 22;

B) Nodulina 30; C) Proteína de choque térmico (HSP18,5 kDa); D) Proteína de choque

térmico (HSP18 kDa); E) Proteína de função ainda não conhecida; F) Proteína MAF.
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