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RESUMO

O fungo Crinipellis perniciosa Stahel (Singer), ataca tecidos meristematicos do
cacaueiro Theobroma cacao, causando anormalidades como hiperplasia e hipertrofia
nos tecidos infectados, que resultam na doeng¢a conhecida como vassoura-de-bruxa.

Nas regides produtoras de cacau do Estado da Bahia, a vassoura-de-bruxa
tem causado grandes danos econdmicos e esforgos t&ém sido deflagrados com o
intuito de estabelecer um plano de controle da doenga. O patdégeno é pouco
estudado e genes envolvidos na interagdo planta-patdbgeno e responsaveis pela
patogenicidade sao desconhecidos.

O projeto genoma de C. pemniciosa (www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura) foi

criado para auxiliar a elucidar os aspectos inerentes a patogenicidade e crescimento
do fungo, que permitirdo conhecer o organismo de forma global e assim ajudar a
entender as estratégias que ele utiliza no ataque a planta. A compreensao desses
mecanismos podera definir 0os caminhos para controla-lo. O conhecimento do
genoma nao identificara, de imediato, os genes envolvidos com patogenicidade.
Portanto, torna-se necessario complementar os dados do genoma com analise da
expressao para determinar quando os diferentes genes sdo expressos.

Uma das formas de analisar os mecanismos de fitopatogenicidade é identificar
os genes diferenciaimente expressos durante a interagdo planta-hospedeiro. A
metodologia de microarray permite a analise da expressdo de milhares de genes
simultaneamente, possibilitando a identificacao e verificacdo dos niveis de expressao

sob diferentes condigdes.
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No presente trabalho, pretendeu-se identificar os mRNAs especificamente
induzidos na fase saprotréfica do fungo C. perniciosa durante interacéo com extratos
de frutos de T. cacao susceptivel. Os resultados apresentados conclusivamente
demonstram que o monitoramento comparativo de genes expressos
diferenciaimente, resultante da interagdo patégeno-hospedeiro, € uma estratégia
vidve!l para identificar respostas de genes no patosistema C. perniciosa - T. cacao.
Além disso, este estudo relata melhorias na metodologia existente que contribuirao

para projetos futuros nesta area de pesquisa.
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ABSTRACT

The fungus Crinipellis perniciosa Stahel (Singer), attacks meristematic tissues
of the cocoa tree Theobroma cacac, causing abnormalities like hyperplasia and
hypertrophy in the infected tissues, which resulis in the disease known as witches’
broom.

in the cocoa producing regions in the State of Bahia, witches’ broom has
caused major economic loss and efforts have been made to establish a plan to
control the disease. The pathogen is not well studied and genes involved in the host-
plant interaction and responsible for pathogenicity are unknown.

C. pemiciosa genome project {(www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura) was created
to help elucidate aspect inherent to fungal pathogenicity and growth, which will allow
a better understanding of this organism in a global manner and thus help us to
understand the strategies it uses to attack the plant. The comprehension of these
mechanisms could help to define ways to control this pathogen. The knowledge of
the genome sequence will not immediately identify the genes related to pathogenicity.
Therefore, it is necessary to complement the genome data with expression analysis
to determine when the different genes are expressed.

One of the ways to analyze the mechanisms of phytopathogenicity is to identify
differentially expressed genes during the host-plant interaction.  Microarray
methodology allows expression analysis of thousands of genes simultaneously,
enabling the identification and verification of expression levels under different

conditions.
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In this work, the objective was to identify mRNAs specifically induced in the
saprotrophic phase of the fungus C. perniciosa during the interaction with extracts
from susceptible 7. cacao fruits. Results presented here conclusively show that
comparative monitoring of differentially expressed genes, resulting from the host-plant
interaction, is a viable strategy to identify gene responses in the C. pemiciosa — T.
cacao pathosystem. Furthermore, this study reports improvements to the existing

methodology that will contribute to future projects in this area of research.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fungo: histérico, economia e controle

Crinipellis pemiciosa (Stahel) Singer € o agente etiolégico da vassoura-de-
bruxa, doenca do cacau (Theobroma cacao), constituindo uma ameaca a producao
na América do Sul, especiaimente no Brasil, Equador, Colombia (Hedger ef al., 1987)
e ilhas do Caribe (Rugard ef al., 1993).

O primeiro registro oficial da doenca, feito por Went em 1904, relata a sua
ocorréncia, em 1895, no Suriname, causando seérios prejuizos no municipio de
Saramacca (Holliday, 1952). Porém, seu agente etiolégico sé foi descrito por Stahel
em 1915 como Marasmius perniciosus. Em 1942, foi transferido para o género
Crinipellis por Singer e na revisdo taxondmica do fungo foi mantido o binémic
Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer (Pegler, 1978).

Em maio de 1989, a doenca foi detectada no sul da Bahia, regido responsavel
por 84,5% da producgao nacional (Pereira ef al., 1989), e, desde entdo, alastrou-se
em praticamente todas as regides produtoras do estado (Sgrillo & Araljo, 1994),
ameacando a competitividade da cacauicultura nacional devido a gueda na
producao.

C. pemiciosa pode ocasionar perdas de 70 a 90% na produgdo de cacau
{Rugard et al., 1993), e até o momento néc se obteve sucesso efetivo no combate ao

problema utilizando-se técnicas de manejo, como a poda fitosanitaria, ou com o uso
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de fungicidas normalmente empregados na agricultura (Rudgard, 1987; Albuquerque
et al., 1995).

Esforcos econdmicos e cientificos tém sido deflagrados com o intuito de
estabelecer um plano de controle da doenga, através das organizagdes CEPLAC
(Comissdo Executiva do Plano da Lavoura do Cacaueiro), CEPEC (Centro de
Pesquisas do Cacau) e FUNDECAU (Fundo Baiano de Defesa da Cacauicuitura),
que fomentam pesquisas sobre a viabilidade da aplicagao de diferentes estrategias
de controle, entre elas: poda fitossanitaria (Lima ef al., 1991), controle quimico (uso
de fungicidas) (Bastos, 1889), controle biolégico (uso de organismos antagonistas)
(Bastos & Dias, 1992) e controle genético (desenvolvimento de variedades de cacau

resistentes a doenca) (Pires & Luz, 1995).

1.2 Biologia do fungo Crinipellis perniciosa

C. perniciosa pertence a familia Tricholomataceae, da ordem Agaricales,
divisdo Basidiomycota. Qutros autores tém dividido essa espécie em quatro bidtipos
ou patétipos dependendo da espécie que hospedam: bibtipo S, bittipo B, bidtipo L e
biétipo C (Griffith & Hedger, 1994). O bidtipo S (Solanum) causa vassoura-de-bruxa
em solanaceas (Bastos & Evans, 1985),0 biétipo B (Bixa) em Bixa orellana (Bastos,
1988) e o bidtipo C (cacau) em Theobroma cacao. O bidtipo L (liana) nao causa

vassoura-de-bruxa em seu hospedeiro, o cipé (Hedger ef al, 1987).
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Este basidiomiceto infecta os tecidos meristematicos do cacaueiro, tais como
gemas vegetativas, frutos e almofadas florais (Baker & Holliday, 1957; Thorold, 1975;
Evans, 1981), germinando sobre a superficie de tecidos meristematicos GUmidos ou
lesados (Frias ef al, 1991). O tecido infectado apresenta crescimento anormal,
provaveimente devido a um desequilibrio hormonal causado pelo fungo, o que
resulta em hipertrofia e hiperplasia do tecido afetado. O tumor ocasionado pelo fungo
apresenta semelhanca morfolégica com a forma de uma vassoura, razao popular
conhecida como vassoura-de-bruxa (Evans, 1980).

O fungo exibe ciclo de vida hemibiotrofico (Hedger et al., 1987), apresentando
duas fases distintas: fase parasitica e fase saprofitica. Na primeira fase, o micélio &
encontrado em tecidos vivos e & monocaridtico, ndo apresentando grampos de
conexdo. Na segunda fase, o micélio € encontrado em tecidos mortos, é dicariotico e
apresenta grampos de conexdo, podendo ser culiivado em meio nutritivo (Evans &
Bastos, 1979; Evans, 1980; Calle ef al, 1982), pois nesta fase assimila nutrientes
com maior facilidade do que o monocariético (Alexopoulos & Mims, 1979; Raven et
al., 1996).

A infecgdo tipica (vassoura vegetativa) inicia-se quando o tubo germinativo
dos basidiésporos penetra no tecido meristematico de gemas apicais em atividade. A
resposta do hospedeiro, localizada no ponto de infecgdo, resulta em consideravel
muitiplica¢@o do tecido (Orchard ef al., 1994) e desenvolvimento de ramos laterais.
Essas respostas da planta parecem ser estimuladas pela fase primaria ou parasitica
(biotréfica, monocaridtica), embora se desconhegam os mecanismos de controle
(Evans, 1980; Evans & Bastos, 1980). O fungo permanece na fase primaria por

algum tempo (6-9 semanas) dentro da vassoura em desenvolvimento até que a
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vassoura verde inicie um processo de necrose, alteragcdo associada a mudanga do
fungo para uma fase secundéria (saprofitica, dicarittica). Subsequentemente a morte
das vassouras ¢ micélio saprofitico frutifica formando basidiocarpos (Figura 1)
(Wheeler, 1985).

Somente na fase saprofitica, em condigbes Umidas, os basididésporos podem
ser produzidos, porém eles so sao liberados durante a noite, pois séo sensiveis a luz
ultravioleta (Purdy & Schmidt, 1996; Raven ef al., 1996). Portanto, como periodos
intermitentes de umidade e seca sa0 necessarios para a proliferagéao do fungo (Purdy
& Schmidt, 1996), o Estado da Bahia oferece condigdes climaticas que favorecem a

produgdo de basididsporos o ano todo.
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1.3 Projeto Genoma Crinipellis perniciosa

Projetos genoma, como séc popularmente designados, s&o aqueles que tém
como objetivo identificar total ou parciaimente o conjuntoc de genes de um
determinado organismo ~ genoma. Hoje, com o advento da tecnologia, € possivel
estudar os mais intimos aspectos da identidade dos organismos, © que antigamente
era baseado em suposigdes.

A automagcdo das técnicas de seqienciamento de DNA aliada a um novo
campc da ciéncia chamado de bioinforméatica - aplicagdc da tecnologia de
informacdo e gerenciamento de dados & area da biclogia molecular (Gibas &
Jambeck, 2001) - permitiu a realizaggo de diversos projetos genoma pelo mundo,
levando a um impressionante avango nc conhecimento do genoma de diversos
organismos, inclusive do homem.

Contudo, embora tenha sido uma das grandes descobertas do século, apenas
o estudo das seqiiéncias ndo ¢ suficiente para o entendimento da programacgao
genética e, portanto, para a compreensdo do funcionamento do organismo como um
todo. A pés-gendmica, com o estudo comparativo dos genomas, a andlise giobal da
expressao génica e o estudo das proteinas, surgiu para complementar as
informacdes das seqléncias.

No Brasil, o primeiro projeto genoma desenvolvido foi o Projeto Genoma da
Xylella fastidiosa (Simpson et al., 2000) o primeiro fitopatégeno seqlenciado no
mundo, feito que foi amplamente divuigado nacional e internacionalmente. Diante do

sucesso deste primeiro projeto genoma brasileiro, em fevereiro de 2000, nasceu a

inicativa para a realizagao do projeto genoma de C. pemiciosa.
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O projeto genoma de Crinipellis pemniciosa foi aprovado pelo Governo da
Bahia, o qual através da Secretaria da Agricultura, se posicionou favoravelmente ao
seu financiamento. Desta forma foi formada a Rede de Gendmica do Estado da
Bahia, um consorcio composto inicialmente por 4 instituigdes: Universidade Estadual
de Campinas, Universidade Estadual de Santa Cruz, Centro de Pesquisas do Cacau
- CEPLAC e o Centro Nacional de Recursos Genéticos da EMBRAPA . Um ano apés,
com o apoio financeiro do CNPq, esta rede foi ampliada com o ingresso de mais 3
instituigbes: Universidade Estadual de Feira de Santana, Universidade Federal da
Bahia e Universidade Catdlica de Salvador .

A estratégia utilizada para a constru¢do da biblioteca gendmica foi a de
shotgun (Venter ef al, 1998), que consiste na quebra aleatdria de fragmentos de
DNA em tamanhos previamente definidos, que s&@o inseridos em vetores de
clonagem e posteriormente seqiienciados.

A medida em que o seqienciamento era realizado, os resultados eram
enviados para a central de bioinformatica do projetc genoma, que através de um
pacote de programas computacionais, o Gene Projects, desenvolvido no Laboratério
de Genémica e Expressdo (LGE/MJnicamp), eram comparados as seqiiéncias
depositadas nos bancos de dados publicos como o Genebank ( Benson ef al,, 2002).

Estas comparagbes foram baseadas no programa computacional especifico
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Alischul ef al, 1997; Pertsemlidis &
Fondom, 2001), onde através da ferramenta BLASTX, as seqiiéncias nucleotidicas
obtidas pelo seqlenciamento eram alinhadas e comparadas as seqiéncias de
aminoacidos dos genes depositados, usando como medida de similaridade

algoritimos heuristicos, onde o valor dado, o e-value, indicava a probabilidade da
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similaridade ter ocorrido ao acaso (Pertsemlidis & Fondom, 2001). Desta forma,
quanto maior fosse o valor do expoente negativo do e-value, menor era a chance
daquele alinhamento ter ocorrido ao acaso, representando grande significancia
bicldégica em um método novo da genética denominado “in silico”.

O resultado dessas comparacdes, em formato de hipertexto, foi armazenado
no banco de dados interno de consulta restrita gerenciado pelo programa Gene
Projects (Projeto genoma Crinipellis pemiciosa — www._lge.ibi.unicamp.brfvassoura).
Atualmente ja foram seqlenciados 134 577.585 nucleotideos, cerca de 4,45 vezes 0
tamanho do genoma de C. pemiciosa, que demonstrou ter a'proximadamente 30,3

MB (Rincones et al., 2003).

1.4 Patogenicidade e proteinas relacionadas

Em resposta a infecgdo por patdégenos que produzem lesoes necréticas locais,
muitas espécies de plantas sao conhecidas por acumular proteinas relacionadas a
patogénese, conhecidas como PR (pathogenesis-related proteins) (Van Loon, 1985).
Estas proteinas tém sido estudadas porque suas sinteses estao associadas com ©
mecanismo de inducido de resisténcia, i.e fendmeno em qgue, apds resposta
hipersensitiva a planta torna-se resistente a re-infecgdo com o mesmo ou com outro
patogeno (Ross, 1966). Por exemplo, em plantas de tabaco, o virus mosaico do

tabaco (TMV) induz resisténcia a virus, bactérias e fungos; contrariamente, bactérias
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e fungos que produzem lesdes necroticas no tabaco induzem resisténcia ao TMV
(Gianinazzi, 1983).

Van Loon e colaboradores (1994) propuseram a classificagdo das proteinas
PR em 11 familias, de acordo com a similaridade das seqiiéncias de aminoacidos e
funcdes biologicas. Nessas classes estao inclusos os grupos PR-2 (glucanases), PR-
3 e PR-4 (quitinases), enzimas que degradam as glucanas e quitinas,
respectivamente, as quais s&o componentes estruturais da parede celular de muitos
fungos (Ferreira et al, 2004). No grupo PR-5 encontram-se as taumatinas
(Thaumatin ~like proteins ou TLPs), polipeptideos com aproximadamente 200
residuos, cuja proteina & 100 vezes mais doce do que a sucrose, porém as razbes
deste sabor doce ainda néo estdo claras (Brandazza et al.,, 2004). Entre os varios
polipeptideos produzidos por plantas em resposta a diferentes tipos de stress, as
TLPs, cujo nome € derivado da planta Thaumatoccocus danielli, sdo estudadas por
apresentar o excepcional sabor adocicado mencionado (van der Wel & Loeve, 1972).

Algumas proteinas PR-5 s@o conhecidas por apresentar atividade antifingica
(Cheong et al.,, 1997; Xu & Reddy, 1997; Hejgaard ef al., 1991; Koiwa ef al., 1997,
Roberts & Selitrennikoff, 1990). Outras funcdes bioldgicas dessas proteinas ainda
sdo pouco conhecidas {Hejgaard et al., 1991) e seu mecanismo de acgio antiflingica

ainda nao & bem entendido (Brandazza et al., 2004).
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1.5 A tecnologia de microarrays ou chips de DNA

Os chips de DNA séo arranjos de oligonucleotideos ou de sequéncias mais
longas de DNA imobilizadas sobre um substrato. Os chips de alta densidade s&o
montados por robls (Flexys, Genomic Solutions, USA) -
(http:/iwww.genomicsolutions.com/peri/ homepage.cgi) em substratos de vidro ou
nylon. Sondas marcadas s&o utilizadas para hibridizar com esses arranjos,
permitindo assim estudos de expressdo e identificagcio de genes em larga escala
(Ramsay, 1998).

Os microarranjos podem ser construidos a partir de clones de cDNA
conhecidos, de uma biblioteca de ¢cDNA ou de um nimero de ORFs selecionadas de
um banco de dados (Heller et al., 1997).

O DNA é amplificado através de primers ancoradores (complementares aos
polylinkers de fagos ou plasmideos, no caso de construgdo a partir de bibliotecas) ou
de primers sintetizados a partir das sequéncias de genes especificos ou das ORFs
de interesse (Lashkari ef al., 1997; Drmanac & Drmanac, 1994; Schena et al., 1996).
No caso da utilizacdo de bibliotecas, os clones sdo individualizados e propagados
separadamente em placas de 96, 384 ou 864 pogos (Schena ef al., 1996).

O primeiro passoc para a construco dos arranjos a partir de ORFs especificas
é a selec@o de sequéncias de interesse no banco de dados. Primers especificos s&o
desenhados automaticamente por programas de computador e diretamente
sintetizados em placas para facilitar a pipetagem automatica e a subsequente

amplificacdo por PCR (Lashkari ef al., 1997).
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Apés a reagdo de PCR, os produtos sdo imobilizados em [Aminas de vidro ou
em membranas de nylon. As laminas séo tratadas com trietoxiaminosilano ou poli-L-
lisina para criar uma superficie de aderéncia. O DNA amplificado é aplicado sobre a
superficie das laminas através de um sistema automatizado que permite a deposicao
de volumes minimos (~1nl). O DNA nao fixado a lamina é lavado; o restante &
imobilizado a superficie das ldminas através de iluminacdo com luz ultravioleta efou
aquecimento a altas temperaturas por tempo pré-determinado (Schena ef al., 1995;
Drmanac & Drmanac, 1994; Schena ef al., 1996; DeRisi et al., 1996).

As laminas assim preparadas podem ser hibridizadas com sondas
provenientes de populacées de mRNAs de tecidos ou ceélulas de interesse. A
marcag¢do das sondas pode ser feita através da transcricdo reversa dos mRNAs,
utilizando nucleotideos fluorescentes (Cy-3 e Cy-5). Duas populactes de mRNAs
obtidas a partir de tipos celulares diferentes, ou obtidas a partir de um tecido
submetido a tratamentos com diferentes estimulos, por exemplo, sdc marcadas com
os dois tipos de fluoréforos. As sondas sdo misturadas e hibridizadas com o arranjo
de DNA. Apds a lavagem das sondas ndo hibridizadas, imagens dos chips s&o
digitalizadas atraves de scanner a laser, a qual detecta a emissao dos dois grupos
fluorescentes independentemente (Schena ef al., 1998; DeRisi ef al, 1996) A analise
das imagens pode ser feita através de soffwares que permitem a comparacéo entre a
expressao diferencial de uma grande quantidade de genes. A tecnologia de
microarrays vem sendo cada vez mais utilizada para estudos de expressao génica
em geral. Experimentos realizados com Theobroma cacao identificaram os tipos de
genes expressos em folhas e graos de cacau de cinco variedades diferentes (Jones

ef al., 2002). Outro estudo {Belenkiy et al., 2000) relatou que, em leveduras, genes
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relacionados a proteinas de transporte mitocondrial sdo expressos sob condigdes
metabdlicas diversas, 0 que pode ajudar a identificar a fungao de proteinas. Alem
disso, também demonstrou-se a eficiéncia desse método na identificagido de genes
diferencialmente expressos durante comparagdo entre mutantes criogénicos
resistentes e uma linhagem de levedura susceptivel ao congelamento na industria
alimenticia (Tanghe et al., 2000). Finalmente, é importante salientar o uso de
microarrays como ferramenta para diagnostico, prognéstico e gerenciamento clinico
de doencas infecciosas (Cummings & Relman, 2000).

Além disso, os microarrays tém grande potencial para compreender processos
de interagdo entre organismos, como ocorre em fitopatogenias. Schenk e
colaboradores (2000) verificaram mudancas no padrao de express&o de mais de
2.000 genes em A. thaliana, quando inoculada com fungo incompativel ou submetida
a diferentes tratamentos.

Finalmente, estudos utilizando a metodologia em questdo foram realizados
com o fungo Neurospora crassa, apontando que apenas 19% dos 1.335 genes
apresentaram expressdo génica diferencial em resposta a stress nutricional (Xie ef

al., 2004).
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2. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo analisar, através da técnica de microarrays,
a expressao diferencial de genes de Crinipellis pemiciosa quando esse fungo €
crescido na presenca de extrato de cacau. Um ponto a ser considerado no trabalho,
& que essa condigdo poderia identificar genes que s&o utilizados pelo patdgeno na

interacao com a planta.
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3. Material e metodos

3.1 Material biolégico

3.1.1 Crinipellis perniciosa

A linhagem utilizada de C. pemiciosa foi a CP02, um isolado da regido
cacaueira de Itabuna - Bahia, foi recebida na fase de micélio, em placas de Petri,

onde era cultivada em meio agar.

3.1.2 Theobroma cacao

Foram utilizados frutos de cacaueiros (hospedeiro natural), adquiridos das

plantagbes de Almirante Cacau na Bahia, para elaboragéo de extrato proveniente de

planta “susceptivel” ("Catongo").
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3.2 Meios de cultura

3.2.1 Meio malte

No preparo do meio liquido malte, utilizou-se 17g de exirato de malte, 5g de
extrato de levedura e agua destilada gsp 1000mL. Para o meio sdlido acrescentou-se

0,015g/mL. Ambos foram autoclavados a 120°C.

3.2.2 Meio minimo com 1% de glicose

Para preparagdo deste meio utilizou-se 10g de glicose, 1g de NH4H,PO, ,
0.2g de KCI, 0.2g de MgS04.7H,0, 5g de extrato de levedura, 1mL de CuS0O,.5H:0,

1mL de ZnS0..7 H20 e H0 gsp 1000mL. Autoclavado a 120°C.

3.2.3 Meio minimo com 1% de glicose e 1% de extrato de cacau

susceptivel

Este meio foi preparado a partir do meio minimo com 1% de glicose,
adicionando-se 1% de extrato de cacau susceptivel ao mesmo , como descrito:
O extrato de cacau fol preparado a partir de frutos inteiros da variedade de T.

cacao susceptivel. Os frutos foram cortados, banhados em nitrogénio liquido,
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desidratados em liofilizador por 110 horas e estocados a -80°C até serem moidos e
peneirados. A armazenagem final foi em temperatura ambiente.

Membranas de dialise foram cortadas em segmentos do tamanho desejado e
imersas em agua destilada, separando-se as camadas com os dedos. O extrato de
cacau foi colocado sob as membranas, as quais foram fechadas em forma de rolo e
introduzidas em erfenmeyers de 2L contendo meio minimo com 1% de glicose na

proporcao de 5g/L. Estes foram armazenados a 4 °C por 15 dias para a difusao do

extrato.

3.3 Cultivo do fungo

3.3.1 Cultivo do fungo para extracdo de RNA

O cuitivo da linhagem CP02 de C. pemiciosa para obtencio de quantidades
suficientes de material, visando a extragdo de RNA do fungo, foi realizado em duas
etapas.

Primeira etapa: pedacos de meio sélido malte contendo micélio do fungo
foram colocados em erlenmeyers com 50mL de meio liquido malte e deixados sob
agitagéo, 250 rpm, a 28°C, por 168 horas.

Segunda etapa: apos o periodo de 168 horas da etapa anterior, os
erlenmeyers com o fungo crescido foram divididos em dois grupos. No primeiro grupo

foi trocado o meio malte pelo meio minimo com 1% de glicose e no segundo grupo a
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troca foi feita pelo meio minimo com 1% de glicose e 1% de extrato de cacau
susceptivel. Os dois grupos foram crescidos sob as mesmas condi¢cdes de agitagao e
temperatura da primeira etapa e subdivididos em 4 grupos com tempos de

crescimento diferentes de 24h, 48h, 72h e 168h.

3.4 Confecgdo dos microarranjos

3.4.1 Escolha dos fragmentos de interesse para impresséo

Fragmentos de interesse para impressao nas laminas foram selecionados in
silico do banco de dados do Projeto Genoma Crinipellis perniciosa, utilizando-se o
software Gene Projects. Por meio deste programa foi possivel a procura das
sequéncias de interesse por palavras-chave, baseadas nas informacgbes obtidas
sobre a funcdo de cada gene na literatura. O critério de selegcdo adotado para
escolha de cada sequéncia foi 0 menor valor de e-value correspondente a cada uma.

Apos selecdo in silico de 1.152 fragmentos de genes, os respectivos clones de
E. coli transformadas contendo estes insertos foram manualmente separados em
capela de fluxo laminar e inoculados em 12 microplacas de 96 pogos, contendo 210

uL. de meio nutritivo, crescidos em estufa a 37°C, overnight, para preparacéo dos

produtos de PCR.
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3.4.2 Preparacgédo dos fragmentos de interesse para impressao

3.4.2.1 Amplificagdo dos fragmenios selecionados

Os clones de E. coli transformadas foram diluidos na proporgcéo 1:100 com
H.Owmo. Para cada reacdo de PCR utilizou-se: 5 pl da diluicdo, 1 X de tamp&o para
PCR, 5.68mM de dNTPs, 33.5 mM de MgCl,, 5.9 uM de cada primer M13 pUC 23 F e
R (Tabela 1), 2U de Taq (Invitrogen, USA) e HzOma gsp 50pL. O programa do
termociclador PTC-225 (MJ Research, USA) utilizado para amplificagdo dos clones,
teve temperatura inicial de 94°C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de
desnaturacéc de 94°C por 20 segundos, 53°C por 1 minuto para anelamento dos
primers e 72°C por 2 minutos para extensdo dos fragmentos; apds os ciclos, as

reacbes permaneceram a 72°C por 7 minutos e depois a 4°C .

Tabela 1: Primers desenhados para amplificacéo de insertos de interesse clonados

em plasmideo pUC18.

Primer Seqiiéncia
M13 pUC23F 5" CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG -3
M13 pUC23R 53— AGCGGATAACAATTTCACACAGG -3
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3.4.2.2 Rurificagao dos fragmentos amplificados

Os fragmentos amplificados foram purificados por meio de placas MultiScreen
MAHVN4510 (Millipore, USA), de acordo com orientacdes do fabricante. As placas,
preparadas com Sephadex G-50 (Amersham Pharmacia, USA), foram centrifugadas
a 2000 rpm, 5°, 20°C, ap6s receberem os produtos de PCR. Depois os produtos
foram precipitados com 1/10 V de 3M de acetato de sodio pH 52 e 2 V de
isopropanol, incubados a 4°C por e centrifugados por 60 minutos. Os pellets foram
lavados com 100 upuL de 70% EtOH, centrifugados por 15 min a 3200 rpm,

desidratados em speed vac e resuspendidos em 50% DMSO.

3.4.2.3 Quantificacdo dos fragmentos purificados

Calculou-se a concentracdo de alguns dos fragmentos resultantes das

amplificacbes por espectrofotdmetro, segundo equacgéo abaixo:

Quantificagdo = Aggp X 50nug/mL x fator de diluigdo

A concentracdo dos fragmentos permaneceu entre 300 e 500 ng por ul de acido

nucléico.
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3.4.3 Controles utilizados nos experimentos

3.4.3.1 Positivos

Como controles positivos foram utilizados produtos de PCR de
aproximadamente 700 bp, provenientes da amplifica¢do do gene Q do bacteridéfage
lambda (Promega, USA), em duas concentra¢des diferentes: uma sem diluicdo apos
amplificacdo por PCR e outra com diluicdo de 1:50. O protocolo para preparagéo dos
fragmentos foi, para cada 100 pl. de reacdo: 65.3 pl. de HaOwmg, 10 pl de 10 X tampao
para PCR, 10 pL de 25 mM MgCly, 5 pl. de DMSO, 2uL de 50 mM dNTp mix, 100 uM de
primer Q-start plus (tabela 2), 100 uM de primer Q-end plus (tabela 2), 5 ul de molde de
fago lambda e 0.7 ulL de Tag polimerase (5U/ul).

As condicGes da amplificacao foram: aquecimento inicial a 94°C por 2 minutos
e 40 ciclos incluindo desnaturagdo, anelamento e extensdo dos fragmentos
(respectivamente: 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg e 72°C por 45 seg), terminando
com temperatura de 72°C por 2 minutos e 4°C «. Os produtos de PCR resultantes
destas reagdes foram purificados seguindo protocolo descrito anteriormente (Millipore,
USA). Parie dos produtos foi reservada para impresséo em laminas de vidro e a outra
parte foi transcrita em RNA (Ribomax, Promega, USA) de acordo com orientacdes do
fabricante. O RNA produzido foi utilizado posteriormente, na reagdo de tfranscri¢ao

reversa, durante a marcacao das sondas com cianina-5.
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Tabela 2: Primers especificos para amplificacdo do controle positive lamba Q gene

Primer Segiiéncia
QS-plus 5 ~ TCATTTAGGTGACACTATAGGGCGCATGAGACTCGAAAGCGTAGE ~ 3
QE-plus 5 —-TTTITTTTTTTITITITITCATGCTGCTAACGTGTGACCGCATTIC -3
3.4.3.2 Negativos

Como controles negativos foram utilizados:
1) apenas DMSO 50%j;
2) produtos de PCR purificados de Trypanosoma cruzi, cedidos pelo Prof. Dr.

Marco Aurélio Krieger, do laboratério do IBMP (Instituto de Biologia Molecular do

Parana, PR).

3.4.4 Transposicdo dos produtos de PCR de placas de 96 pocos para as
de 384

Os produtos de PCR purificados foram transpostos de placas de 96 para placas
de 384 pocos (Apéndices [A e IB), sendo que 3 ul de cada produto de PCR foram
depositados nas placas de 384 pogos, apos as mesmas terem recebido 3 pl. de DMSO

50%.
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3.4.5 Impresséo e fixagdo dos produtos de PCR em laminas de vidro

A impressao automatizada dos produtos de PCR utilizou equipamento QArray
Mini (Genetix, USA) e foi realizada em laminas de vidro tratadas com trietoxiaminosilano
(Corning, USA). Os genes foram impressos em triplicata pelo sistema composto de 16

pinos, constituindo 48 blocos em cada lamina.

Apobs a impresséo, as laminas foram tratadas a 120mJ em forno UV tipo cross-

linker (Stratagene, USA), para fixacdo do DNA na superficie das mesmas.

3.5 Obtencao e marcagdo de sondas para hibridizagao

Todas as amostras de RNA Total, extraidas em condigdes distintas nos
periodos citados, foram submetidas aoc mesmo tratamento, para marcagdo com a

substancia fluorescente cianina-5 e posterior hibridizagéo.

3.5.1 Extracdo de RNA Total de C. perniciosa

RNA Total foi extraido usando-se o reagente TRIzol (Invitrogen, USA), segundo
protocolo modificado do fabricante. Micélios crescidos em erfenmeyers foram lavados
com H>Omo autoclavada e posteriormente macerados em presenca de N: liquido. Apos
transferéncia do macerado para tubo eppendorf, adicionou-se 1 mi de TRizol, misturou-

se em vortex por 10 segundos, incubando em temperatura ambiente por 5 minutos.
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Acrescentou-se 0.2 ml de cloroférmio, misturou-se novamente com auxilic de vortex por
20 segundos, incubando-se o tubo em temperatura ambiente por 3 minutos. Depois
centrifugou-se por 20', 13000 rpm, em temperatura ambiente. A fase superior foi
recuperada e transferida para novo eppendorf contendo 0.5 ml de isopropanol, o tubo
foi incubado a temperatura ambiente por 10' e centrifugado por 10', 13000 rpm, na
mesma temperatura. A fase liquida foi descartada, adicionando-se 1 ml de etanol 75%
gelado, misturando-se com vodrtex por 10" e centrifugando-se por &', 13000 rpm,
temperatura ambiente. O etanol foi descartado e o sedimento foi seco em centrifuga a
vacuo, temperatura ambiente, e ressuspendido em 80 pl. de H,O DEPC.

Para verificacdo da integridade do RNA, 1 ulL de cada amostra foi submetido a
eletroforese em gel. A quantificaggo das amosiras realizada em espectrofotdmetro

(Ultraspec 2000, Amersham) foi calculada de acordo com a equacao:

[RNA] = Aggonm x 40 ug/ml x fator de diluicéo

3.5.2 Purificacdo do RNA Total

Para purificagao do RNA total utilizou-se colunas RNeasy Mini Kit (QIAGEN,
UK), partindo-se de 100 ug de material, ao qual adicionou-se 350 pl do tampéo RLT e
depois 350 ul de EtOH (96-100%). Aplicou-se a amostra (700 pl) em uma coluna
RNeasy previamente colocada sobre tubo eppendorf de 2 mi e centrifugou-se por 15

segundos, 10000 rpm, temperatura ambiente, descartando-se o filtrado. A coluna foi
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transferida para novo eppendorf e a ela adicionou-se 500 pL de tampdo RPE,
centrifugando-se 15", 10000 rpm, temperatura ambiente e descartando-se o filtrado
outra vez. Adicionou-se novamente 500 ul. de tampao RPE & coluna e centrifugou-se
por 2', 10000 rpm para secar a membrana de silica. Para eluicdo, a coluna foi
transferida para novo tubo eppendorf e pipetou-se 50 ul de H,O DEPC diretamente na
membrana, centrifugando-se por 1 minuto, 10000 rpm, temperatura ambiente. As
amostras foram novamente quantificadas em espectrofotdmetro (Ultraspec 2000,

Amersham).

3.5.3 Sintese da primeira fita de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a partir de 1 ug de RNA Total
purificado e 100uM de oligo dT-T7 em volume inicial de 10 uL, incubados a 70°C por 10
minutos. Apds esse periodo, a reagao foi ajustada para 20 ul, utilizando os seguintes
reagenties com as respectivas concentracdes finais: 1X First Strand Buffer, 10mM DTT,
0.5mM dNTPs, 2U RNase Out (Invitrogen, USA) e 400U SuperScript (Invitrogen, USA).

A reacéo foi incubada a 42°C por 2 horas.
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3.5.4 Sintese da segunda fita de cDNA

A reacdo da sintese da primeira fita adicionou-se 2U de RNase H (Invitrogen,
USA) e incubou-se a 37°C por 10 minutos. Adicionou-se 2 ug de random primers
(hexameros) e incubou-se a 94°C por 5 minutos. A reacdo foi ajustada para 100 plL. com
os seguintes reagentes nas respectivas concentragdes finais: 60 pL de H20, 1X Buffer
E. coli Polimerase (Biolabs, USA), 0.4U/ul E. coli DNA Polimerase | (Invitrogen, USA),
0.4 mM de cada dNTP e 0.1 U/ul de Ligase de E. coli {(Invitrogen, USA). A reagao foi
incubada a 16°C por 2 horas e tratada com 5U de T4 DNA polimerase, incubando-se

novamente a 16°C por 5 minutos.

3.5.5 Purificacdo do cDNA

Para purificar o cDNA sintetizado adicionou-se a reagao 350 ul de H;O e 200
uL de fenol / cloroférmio / alcool isoamilico (25:24:1), centrifugando-se por 3 minutos,
13000 rpm, temperatura ambiente. A fase aquosa foi recuperada e lavada diretamente
em coluna Microcon YM-30 (Millipore, USA), sendo centrifugada por 9 minutos, 13000
rpm em temperatura ambiente. Repetiu-se esse processo de lavagem do material

nucléico por 3 vezes, usando-se 500 pL de H,O em cada vez. O volume foi ajustado

para 24.5 pL.
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3.5.6 Transcricao in vitro

A transcrigao foi realizada utilizando-se reagentes do kit RiboMAX Large Scaie
RNA Production System — T7 {Promega, USA), sendo que cada reacgio utilizou 10 pl
de T7 Buffer, 2.5 pl. de cada INTP, 5 pul de enzyme mix, 0.5 ul. de RNase OUT e 24.5
pl. de cDNA, totalizando um volume de 50 ul, incubados a 37°C por 4 horas. Juntou-se
1 ul. de DNAse do kit e incubou-se a 37°C por 15 minutos. A integridade do cRNA foi

verificada através de eletroforese em gel desnaturante.

3.5.7 Purificagao do cRNA

Para purificagdo do cRNA utilizou-se colunas RNeasy Mini Kit (QIAGEN, UK),
conforme descrito anteriormente. A concentragdo da solugcdo de RNA foi estimada

novamente através de leitura éptica.

3.5.8 Sintese da primeira fita de cDNA a partir de cRNA

Incubou-se a 70°C, por 10 minutos, 1 pug de cRNA, 1000 pmoil de random
primers, 250 ng de ¢RNA de lambda Q e 0.5 yL de prirmner anti-sense, em volume de
16.9 pbL. Apds incubacao, foram adicionados os seguintes reagentes com as

respectivas concentracdes finais: 1X First Strand Buffer, 10 mM DTT, 0.5mM dNTPs,
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2U/ul. RNase OUT e 400U de SuperScript, totalizando volume final de 30 plL.
Adicionou-se 15 yL de 0.1N NaOH e incubou-se a 70°C por 10 minutos. Em seguida
adicionou-se 15 uL de 0.1N HCIl. A amostra foi passada em coluna Microcon YM-30,
juntamente com 400 ul de HxO e centrifugada em temperatura ambiente, 13000 rpm,

9 minutos. O material ficou com volume final de 22 L.

3.5.9 Sintese da segunda fita marcada de cDNA

Para a sintese da segunda fita, utilizou-se o kit BioPrime Labeling System
(invitrogen, USA). Desnaturou-se os 22 L da reac¢do do passo anterior a 95°C por 5
minuios e adicionou-se os seguintes reagentes com as respectivas concentragtes
finais: 1X random primers solution, 0.06 mM de dCTP, 0.12 mM de cada dNTP
(dATP, dGTP, dATP), 0.8U/uL. de Klenow (40U/uL) e 2 nmol de Cy-5 (Perkin Elmer,
USA) em volume final de 50 pL. A reagdo foi incubada a 37°C por 2 horas. Passou-se
a reacdo 4 vezes em coluna Microcon YM-30, juntamente com 400 pL de H,O
durante 6 minutos, a 13000 rpm. A sonda marcada foi recuperada em volume de 20

ML.
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3.6 Hibridizacao

Aos 20 pl. de material marcado, adicionou-se 100 pL de solugio de
hibridizacao (56X SSC, 4,2X Denhardfs, 0.21 mg/mL ssDNA, 042% SDS, 42%
formamida), incubando o material a 95°C por 5 minutos, aplicando a sonda sobre as
laminas acondicionadas na estac@o de hibridizagdo (GeneTAC HybStation, Genomic
Solutions, USA). O tempo de hibridizagao foi de 16 horas e a temperatura de 42°C.
As laminas foram lavadas a 25°C, 2 vezes por 5 minutos com cada solugdo: solugao
1 - 0.5X SSC, 0.01% SDS; solugdo 2 — 0.06% SSC. Apdés secagem através de
centrifugacdo, as lAminas hibridizadas foram analisadas em leitora a iaser (Packard

Bioscience, USA).

3.7 Confirmac¢ao da identidade dos genes expressos
Alguns dos genes que apresentaram expressdo diferencial foram re-

seqlienciados para confirmacdo de identidade. O protocolo usado foi o mesmo

utilizado para o seglienciamento do genoma de C. perniciosa (Sanger et al., 1977).
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3.8 Northern biot

Para validagdo de alguns dos genes expressos nos microarranjos foi
padronizada a concentracéo ideal de RNA, através de experimento com o gene
GAPDH. No protocolo para determinagdo da concentracdo padrdo realizou-se
eletroforese em gel desnaturante com gradiente de concentragdo de 5 a 50 pug de
RNA (amostra sem cacau, 48 hs) por canaleta. As amostras foram transferidas para
membrana de nylon Hybond (Amersham Pharmacia, USA), a qual foi incubada a
80°C por 2 horas para fixa¢cao do RNA. Preparou-se solucio de pré-hibridizacéo para
diminuir a reatividade da membrana, minimizando sinais inespecificos, como
background. A solugéo de pré-hibridizacdo continha DNA sonicado de salmao (10
ug/ul), desnaturade a 95°C por 10min, 100X Denhardt’s, 20X SSC, 10% SDS,
formamida e H,O deionizada para volume final de 25 mL. A membrana foi incubada
em garrafa para hibridiza¢do contendo a solucdo descrita, permanencendo overnight,
a 40°C, em forno para hibridizagao (Big Shot Hibridization Oven, BOEKEL Scientifics,
USA). Apés a pré-hibridizacao da membrana adicionou-se a sonda marcada,
produzida a partir do gene GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), que foi
amplificado por PCR. Para realizacdo desse processo, seguiu-se 0 seguinte
protocolo: 3 ul do DNA amplificado foi acrescido de 8 ul. de H.QO e desnaturado a
95°C por 10 min. Adicionou-se 2 uL. de tampao React 2, 2 b de hexanucleotideos
degenerados (1 pg/uL) e 3 pyl de dNTPs (0.5mM, exceto dATP), perfazendo volume
total de 18 plL. Adicionou-se 1 pL de enzima Klenow (5U) e 1 pL de «-ATP%,

totalizando um volume de 20 pL. A mistura foi incubada a 37°C, por 30 min, para
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permitir polimerizagéo da fita marcada de DNA. Purificou-se a sonda em coluna
Microspin Column (Amersham Pharmacia, USA) para eliminagdo dos nucleotideos
ndo incorporados e desnaturou-se a sonda a 95°C por 10min, adicionando-a a
garrafa e incubando overnight, a 42°C.

Apods hibridizagdo, a membrana foi lavada para eliminar o excesso de
radiacdo. As lavagens utilizaram respectivamente as seguintes solugbes salinas:
solugao 1 (2X SSC, 0.1% SDS, 10 min, 25°C), solugdo 2 (1X SSC, 0.1% SDS, 15
min, 65 °C) e solugéo 3 (0.1X SSC, 0.1% SDS, 15 min, 65°C). Apds as lavagens, um
dosimetro foi usado para confimar a eliminagdo do excesso de radiagdo da
membrana e a mesma foi colocada em um cassete com filme fotogréfico, ficando
exposta a -80°C, por 48 horas. Procedeu-se a revelagao do filme imergindo-o por 3
min, sob agitacdo, em solucéo reveladora, seguida de imersdo em HO por 30 seg e
imersdo em solugdo fixadora por 5 min, sob agitagdo. Posteriormente, ¢ filme foi

exposto ao ar para secagem.
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IV. RESULTADOS
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4. Resultados

4.1 A integridade dos fragmentos de interesse para impresséo e do

controle positivo externo

O sucesso da amplificagdo dos clones selecionados para deposi¢do nas
iaminas foi verificado por perfil eletroforético em gei de agarose, conforme verificadc
na figura 2. Além da integridade do &cido nucléico, foi possivel determinar o tamanho

aproximado de cada fragmento.

1500bp

Figura 2: Perfil eletroforético de clones amplificados por PCR. M = marcador de peso molecular para
determinacéo do tamanho aproximado de cada fragmento.

O fragmento do gene Q do fago lambda, escolhido como controle positivo

externo, foi amplificado como pode ser observado na figura 3.
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760bp

Figura 3: Fragmento de aproximadamente 700 bp do gene Q do fago lambda. M= marcader de peso
molecular.

4.2 Os RNAs extraidos em condicdes distintas

A gualidade dos RNAs extraidos nas condigbes estudadas foi avaliada através

de gel de agarose desnaturante (figuras 4 e 5).

Figura 4. RNAs de C. perniciosa exiraidos na auséncia de exirato de cacau apts 24h, 48h, 72h e
168h da troca de meio
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Figura 5: RNAs de C. pemiciosa extraidos na presenga de exirato de cacau apds 24h, 48h, 72h e
168h da troca de meio

4.3 cRNAS usados para marcacao

Na figura 6 observou-se, em gel desnaturante, a qualidade dos cRNAs

sintetizados a partir de ¢cDNA dupla—fita.

Com Cacau  Sem Cacau

Figura 6: cRNAs de todas as amostras na presenca e na auséncia de extrato de cacau. Os numeros
na figura indicam os intervalos de tempo estudados em horas.
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4.4 Analise da expressio por microarrays

Os experimentos considerados neste estudo resultaram em 8 laminas, cujas
amostras foram marcadas somente com cianina-5, estratégia denominada single
channel. Os problemas decorrentes da incorporagac dos fluordforos (figuras 7, 8 e 9)

levaram a escoiha deste tipo de marcacdo como solugdo, ap6s varias inversdes na

marcacio de todas as amostras com as duas cianinas.

Figura 7: Lamina espotada com robd Flexys {GSI, USA), hibridizada com amostras de RNAs
(intervalo:48hs); na auséncia de cacau (Cy-3) e presen¢a de cacau (Cy-5), apresentando imagem
mais definida na marca¢ao de material com a cianina-3.
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Figura 8: Chip do intervalo de 72hs: sem cacau (Cy-3) x com cacau (Cy-5). Nota-se que apenas a
amaostra marcada com a cianina-3 hibridizou com as seqiéncias depositadas na lamina, gerando alto
background.

Figura 9:; Chip do intervalo de 72hs invertido, com cacau (Cy-3) x sem cacau {Cy-5). O acimulo de
fluoréforo na parte de baixo da lamina, decorrente da ndo incorporagéo ao acido nucléico.

As laminas tiveram as imagens digitalizadas (Figura 10) em scanner a laser
(Packard BioScience, USA), programa ScanArray Express, e a intensidade de cada
spot foi transformada em valores numeéricos, em tabela do excel, pelo programa
Jaguar 2.0 (Affymetrix Inc., USA), para posterior analise. As laminas, escaneadas em

modo rainbow, evidenciaram spofs que variaram da coloracdo azul escure,
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correspondendo aos genes expressos em menor intensidade, a vermelho, que

corresponderam aocs genes mais expressos (Figura 11).

Figura 10: Digitalizacdo de 1dmina espotada com robd (QArray Mini, Genetix, UK), hibridizada com
RNA marcado com Cy-5, condig8o com cacau, apds 24 horas da troca de meio.

Figura 11: Area da lamina aumentada para methor visualizagdo dos spots. A coloracdo gradual que
vai da cor azul escura até a vermelha & respectiva & intensidade da expressao génica.
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A presenca de artefatos gerou incceréncia de sinais provenientes de

hibridizagao n&o-especifica, resultando em spots falsos, 0 que pode ser verificado na

{abela 3.

Tabela 3: Spots falsos provenientes de hibridizag&o néo-especifica.

Spots falsos % de erro Tipo
1 0.082 erro manual
2 0.164 DMSO
4 0.328 T. cruzi
25 2.056 Branco
Total=32 2.83

4.5 Comparacio entre imagens: laser X luz

Imagens da mesma iamina (intervalo: 168hs; sem cacau: Cy-5; com cacau:
Cy-3) foram digitalizadas com equipamentos diferentes, para serem posteriormente
analisadas, com o intuito de mostrar o aumento ou diminuigdo do nivel de expressac
entre duas amostras distintas em cada um. A comparacgéc das imagens gerou
arquivos no programa excel que apresentaram valores diferentes, mostrando a
importancia da qualidade da imagem para obtengéo de fidelidade nos resultados.

A scanner a luz possuia lampada de xen6nio de 300W e apresentava dois

filtros que eram trocados durante a leitura da imagem por camera CCD. Cada filtro foi
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usado para eliminar a presenga de artefatos em cada canal. A imagem derivada
deste scanner apresentou baixa qualidade, com poucos sinais que puderam ser
efetivamente utilizados para uma analise de expresséo criteriosa (figura 12-A).

A scanner a laser possuia duas iampadas que excitavam a fluorescéncia
das sondas hibridizadas em comprimentos de onda especificos (Cy-3=543nm e Cy-
5=633nm), de acordo com o fluordforo ulilizado. As imagens podiam ser digitalizadas
em diferentes resolugdes (5 ,10 ou 30 pm) e eram filiradas atraves do préprio
software. A qualidade da imagem foi aprovada para analise, pois 0s recursos

existentes permitiram a diminuig&o de ruidos (figura 12-B).

Figura 12: A) imagem digitalizada com scanner a luz de xendnio GeneTAC 2000 (GSI, USA). B)
imagenmn digitalizada com scanner a laser ScanArray Express (P.BioScience, USA).
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4.6 A eficiéncia da actina como controle positivo interno

Como controle interno foi escolhida a seqiéncia do gene da B-acting, cuja

normalizaco foi feita a partir dos dados da tabela 4 (Sofiware R, version 2.0,

http://www.r-project.org/ ).

Tabela 4: Dados usados na normalizagdo da beta-actina.
Spot C24 C48 C72 | C168 | S24 S48 872 | S168

1 15,271 82

2 15,989 |
3 14072 | 12401 | 13232 | 14,503 | 14,867 | 15212 | 14,803 |
4 15,447 | 12,420 | 13,240
5 15,991 113,150

6 14,128 | 11,089 | 11,500

7 15,018 | 12,080 | 12,358

8 16,5661

10

11

12

13

14

15 14,924 | 13,397
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16 13,902 | 12,344 | 13,369 | 14,485 | 14,465 | 15,654 | 15,227 12,915

17 15990 | 12.437 | 13,231 | 15.236 | 15,136 | 15,748 | 15.733 | 15 142

18 | 13,532 | 11,663 | 12,242 | 13,527 | 13,961 | 13,935 | 15,340 | 14,158

MEDIA | 14,881 | 11,715 | 12,485 | 13,390 | 14,548 | 14,838 | 14,885 | 13,242

MEDIANA | 15,144 | 12,045 | 12,907 | 14,049 | 14,631 | 15,171 | 15,016 | 13,924

DP 0,897 1,085 | 1,053 | 1,966 | 0,621 | 1,086 | 0,899 | 2,664
CV% 6,03% | 9,26% | 8,43% | 14,68% | 4,27% | 7,32% | 6,04% | 20,12%
CV%* 541% | 5,08% | 599% | 6,69% | 4,02% | 539% | 3,47% | 4,67%

MEDIA* 14,973 | 11,801 | 12,712 | 13,966 | 14,420 | 14,952 | 15,048 | 14,151

Os nimeros (24 a 168) correspondern acs intervalos de tempo estudados em cada um dos spots deste
gene, deposifados nas laminas (C=com cacau;S=sem cacau). Na tabela, as células em amarelo
representam os trés valores que mais se diferenciaram dos demais (outliers) e foram eliminados para
calcular o CV e a média com asferiscos.

Como todos os genes foram colocados em triplicata nas laminas e havia 18
copias da mesma seqliéncia da actina (CP02-S2-000-150-B06-UE.F), os valores
obtidos s&o referentes a intensidade da expressao deste gene, em cada condicéo, e
foram utilizados para calcular a normalizagéo, que ratificou a utilizacic do mesmo
como confrole positivo nos experimentos, nas condigées com e sem cacau. A figura

13 mostra o perfil deste gene antes e depois da normalizaggo. A coluna a esquerda

de cada figura representa a intensidade da expressao do gene em bits.
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Figura 13. A) Beta-actina antes da normalizacdo. B) Beta-actina apbs normalizagao.

4.7 O gene Q do fago lambda como controle positivo externo

Como controle positivo externo utilizou-se o gene Q do fage lambda, que
apresentou auséncia de expressao diferencial nas duas condigbes e nos intervalos
estudados. Na figura 14, as amosiras representam as condigdes com cacau (metade
esquerda) e sem cacau (metade direita), nos intervalos de 24 hs a 168 hs.

Esta seqiiéncia do gene lambda Q mostrou-se eficiente como controle
positivo externo, pois apresentou em todas as hibridizagbes o mesme perfit mostrado

na figura 13, o que assegura qgue o gene foi expresso por hibridizagéo especifica.
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Com cacau Sem cacau

| 24h (48h 173h 168L 124h 48k 177h 16Rh |

Figura 14: Gene Q do fago lambda. A média dos vaiores de intensidade (em bits) correspondentes a
expressdo de cada réplica indica que n&o existe variagdo no nivel de expressio deste gene.

4.8 Confirmacao da expressao por Northern blot

Um gradiente da concentragdo de produtos de PCR do gene GAPDH
(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) por canaleta de gel, em experimento de
Northern blot, determinou a gquantidade ideal de RNA que devera ser usada
futuramente para confirmagéo da expressdo de alguns genes por esta técnica. Cada
canaleta do gel de agarose desnaturante continha quantidades de RNA que variaram
entre 5 e 50 ug (Figura 15). Concluiu-se que a canaleta com 20 ug de RNA apresentou
intensidade suficiente para ser usada visualizada, ap6s transferéncia desse material

para membrana de nylon e hibridizagao por marcagéo radioativa.
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Membrana

5 10 20 30 40 50 ug

Figura 15: Northern Biot — teste com gene GAPDH (amostra sem cacau, 48hs)

Novo teste foi realizado em experimentoc de Northemn blof, contendo 20 ug por
canaleta, de amostras de RNA extraidas em todos os intervalos de tempo, nas
condicbes sem cacau € com cacau, utifizando o gene GAPDH. Apds hibridizagéo,
verificou-se que as guantidades de material no gel e no estudo de densitometria eram
equivalentes (Figuras 16 e 18), o mesmo n&o podendo ser evidenciado comparando-

se o gel e a radiografia (Figuras 16 e 17).

Figura 16: Amostras de RNA em gel desnaturante. S=amostras sem cacau e C=amosiras com cacau.
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Figura 17: Northern do gene GAPDH. As amosiras com cacau apresentam nitido aumento na
expressdo deste gene nesia condicdo. Cirl=conirole; S=amosiras na auséncia de extrato de cacau;
C=amostras na presenca de cacau.
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Figura 18: Histograma da densitometria: a intensidade de cada banda do gel esta relacionada a
guantidade de amostra em cada canaleta. Amostras 1 a 4; sem cacau; 5 a 8: com cacau.
Os valores numéricos da tabela 5, comparados ao histograma da
densitometria (figura 18), confirmam a quantidade de RNA no gel, que apesar de néo
ser equivalente em todas as canaletas, permite verificar o aumento gradual da

expressac do gene na presenga de extrato de cacau.
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Tabelz 5' Estudo densitométrico.

lanes: |Lane 1| Lane 2 jLane 3| Lane 4 |lane 5| lLane 6 | Lane 7 | Lane 8
Rows |(max OD)| (max OD) (max OD); (max OD) |(max OD); (max OD) |(max OD)| (max OD)
1 41,214 43,788 101,11 37,321 45 893 43,464 &0 41,857
2 34,564 36,571 78,179 37,607 61,928 42 63,383 38,429

A quantidades das amostras em cada canaleta do ge! estdo representadas numericamente. A coluna
vermelha representa a banda de cima do gel. Linhas 1 a 4: amostras sem cacau; S a 8. amostras com

cacau.

4.9 A comparacdo da expressdc do gene GAPDH em microarrays e
Northern biot

Os experimentos de microcarrays e Northerh blot permitiram comparar a

expressdo do GAPDH nos diferentes intervalos estudados. Da mesma forma gue a

expressdo deste gene pdde ser verificada aplicando-se a técnica de Northern blot nas

condi¢des estudadas (Figura 17), a figura 19 mostra o comportamento do gene, numa

comparacéo entre as duas técnicas mencionadas.

48hs

168hs

Figura 19. Comparacio entre as duas técnicas para o mesmo gene confirma aumento de expressac. As
setas apontam expresso idéntica nas triplicatas de cada experimento. MA=Microarrays; NB=Northemn

Blot.
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Apesar das quantidades de RNA nas canaletas do gel, e conseqlientemente
na membrana, ndo serem edquivalentes em todas as amostras, os experimentos
foram suficientes para demonstrar que houve o aumento gradual na expressao do
GAPDH, indicando que este ndo devera usado como controle em experimentos que

envolvam a presen¢a do extrato de cacau.

4.10 Re-seqgiienciamento do GAPDH

A seqiiéncia representativa do gene GAPDH escolhida, com identificacéo
CP02-52-000-081-E12-UC.F no banco de dados de C. pemiciosa, foi um dos clenes
re-seglienciados (F e R), pois estava estampada no chip e apresentou expresséo
diferencial na presenc¢a do extrato de cacau.

Uma analise in silico dessa seqiiéncia, clusterizada a mais 7 clones,
identificados como partes deste gene, permitiu montar a seqiiéncia do gene inteiro, a

gual foi comparada a outras, no banco de dados publico (www.ncbi.nlm.nih.gov), para

investigar o provavel nimero de éxons e introns que compdem o gene (Figura 20).
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Figura 20. O gene GAPDH: a analise da clusterizag&o de seqiéncias do gene permitiu identificar o
namero de éxons e introns de gene inteiro. A regido em vermelho apresenta baixa similaridade com as
seqiéncias do banco, mas ainda assim sugere que seja parte do mesmo éxon. Simil=similar;
aa=aminoacidos; nt=nucleotideos; ? =regido indefinida do gene.

4.11 Os genes diferencialmente expressos

Todos 0s genes foram normalizados utilizando as razbes da actina, sendo
selecionados aqueles que apresentaram fold change maior que 3 em pelo menos um
dos intervalos de tempo (software R), visando um afunilamento na escolha de
seqliéncias que comprovaram expresséo génica diferencial. Foram selecionados 103
genes, ndo redundantes, que constam na tabela 6 e representam 66,9% dos genes
expressos diferencialmente em todos os intervalos de tempo.

Nossas andlises mostraram que aproximadamente 13% de todo os genes
estampados foram expressos nas duas condigbes analisadas, com e sem cacau, em
todos os intervalos. Entretanto, aproximadamente 22,2% dos genes estampados
foram expressos apenas na auséncia de extrato de cacau, em todos os intervalos,
sugerindo que a presenga do extratc pode influenciar na expressioc de alguns genes,

ou ainda, que somente genes especificos sejam ativados na presenca deste extrato.
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Tabela 6: Genes representativos de expressao diferencial nas duas condi¢bes e em

todos os intervalos.

Clone

Descricao

M -

CP02-S2-000-080-B01-UC.F

ACC deaminase [Penicilliumn citrinum]

Q.

CP02-52-006-126-C05-UC.R

(AF429385) phosphomevalonate kinase [Hevea brasiliensis]

10 -

CP02-52-024-287-B11-UC.F

(AF097765) adenosine kinase [Schizophyllum commune]

34 -

CP02-52-032-296-BO8-UE.F

(AEQ03748) CG5789 gene product [Drosophila melanogaster]

35 -

CP02-S2-032-299-FO4-UEF

(AF241313) MDR-like ABC transporter [Botryolinia fuckeliana]

36 -

CP02-52-032-299-F05-UE.F

(NC_(0033686) probable ABC transporter [Clostridium perfringens]

37 -

(NC_003424) hypothetical protein [Schizosaccharomyces

CP02-52-032-300-H02-UE.F

nombe]

55 -

Histidinol-phosphate aminotransferase (Imidazole acetol-

CP02-82-000-120-C11-UE.F

iphosphate transaminase)

71 -

(NC_001148) dicarboxylic amino acid permease; Dip5p

CP02-52-028-237-E09-UE.G

fSaccharomyces cerevisiae]

72 -

(NC_003423) aspartate aminotransferase, mitochondrial

CP02-52-028-240-£07-UE.F

[Schizosaccharomyces pombe]

74 -

CP02-82-028-261-HO5-UE.F

(AF311738) BioF [Mesorhizobium Ioti]

=

(AF221078) defender against cell death 1 [Gallus galius]
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CP02-52-000-168-F08-UE.F

84 -

(AB0O49723) putative senescence-associated profein [Pisum

CP02-82-032-348-H11-UEF

[sativum]

100 -

CP02-32-028-271-C01-UE.F

wnspecific monooxygenase (EC 1.14.14.1) - cornmmon tobacco

101 -

CP02-52-028-269-B11-UE.F

unspecific monooxygenase (EC 1.14.14.1) - common fobacco

104 -

CP02-52-028-263-C09-UE.G

nrobable cytochrome P450 monooxygenase - maize (fragment)

105 -

CP02-52-028-262-G04-UE.F

probable cytochrome P450 monooxvgenase - maize (fragment)

107 -

CP02-52-028-246-B08-UE.R

probable cytochrome P450 monooxygenase - maize (fragment)

108 -

CP02-52-028-246-B08-UE.F

(XM_080000) hypothetical protein XP_080000 [Homo sapiens]

118 -

CP02-S2-000-193-FO2-UE.F

unspecific monooxygenase (EC 1.14.14.1) - common fobacco

131 -

CP02-52-000-135-B11-UE.F

(AJ243883} putative transcription factor [Periplaneta americanal

143 -

CP02-52-000-124-GO1-UEF

Cytochrome P-450c17S [Oryzias latipes]

145 -

CP02-82-000-124-BO7-CL.F

lcyfochrome P450 fAgaricus bisporus]

146 -

ICP02-52-000-123-E03-UE.F

probable cytochrome P450 monooxygenase - maize (fragment)

149 -

CP02-52-000-118-H05-CL.F

probable cytochrome P450 monooxygenase - maize (fragment)

72




163 -

25-hydroxyvitamin D-1 alpha hydroxylase, mitochondrial

CP02-82-000-101-D05S-UEF

precursor (25-OHD-1 aipha-hydroxylase) (25-hydroxyvitamin D3
1-alpha-hydroxylase) (VD3 1A hydroxylase} (P450C1 alpha)

(P450VD1-alpha)

166 -

related fo trichodiene oxygenase cytochrome P450 [imported] -

CP02-52-000-085-D10-UC.F

MNeurospora crassa

189 -

cell division control protein CDC24 - yeast (Saccharomyces

CP02-52-000-153-A08-UE.F

cerevisiae)

221 -

(NC_003424) conserved hypothetical protein

CP02-52-028-270-A02-UE.F

[Schizosaccharomyces pombe]

241 -

\Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosylfransferase

CP02-S2-000-120-D11-UEF

48 kDa subunit (Oligosaccharyl transferase 48 kDa subunit)

(OST 50 kDa subunit) (DDOST 48 kDa subunit}

298 -

(NC_003424) probable aminotransferase (EC 2.6.1.-)

CP02-S2-000-083-F10-UC.F

I'Schizosaccharomyces pombe]

301 -

putative aldo/keto reductase [Salmonella enterica subsp. enterica

CP02-52-028-237-F06-UE.G

serovar Typhi]

311 -

(NC_003272) glycine cleavage system protein P [Nostoc sp.

CP02-53-000-109-C04-UC.G

PCC 7120]

320 -

CP02-S2-032-299-D07-UEF

CDH1-D [Gallus gallus]

339 -

(NC_003295) CONSERVED HYPOTHETICAL PROTEIN

CP02-52-028-262-HO3-UE.F

[Ralstonia solanacearum|

354 -

CP02-S3-000-103-C02-UC.F

(BC012721) Similar fo IFN-gamma induced [Mus musculus]

356 -




CP02-82-028-267-A08-UE.F

Modulator; endozepine; acyl coenzyme A binding protein [Homo

sapiens]

359 -

(NC_001148) involved in pleiotropic drug resistance by

CP02-52-000-188-A04-UC.F

controfling lipids in various cefiular compartments; posifively

requiated by PDR1; Pdr16p [Saccharomyces cerevisiag]

368 -

CP02-52-028-241-G12-UE.F

(AB030819) endoglucanase 1 [Robillarda sp. Y-20]

378 -

ICP02-52-000-118-D11-UE.F

beta-glucosidase [Aspergilius niger]

382 -

CP02-83-000-118-A08-UC.G

putativechifin synthase enzyme [Agaricus bisporus]

386 -

CP02-§2-032-300-G02-UE.F

chitin synthase [Blumeria graminis]

392 -

CP02-82-008-125-A11-UC.R

chifin deacetylase [Schizophyllum commune]

403 -

(NM_105023) ATP dependent copper transporter, putative;

CP02-52-033-312-C06-UE.F

nrotein id: At1g63440. 1 [Arabidopsis thaliana]

421 -

CP02-82-000-118-A11-UE.F

cysleine synthase [Schizosaccharomyces pombe]

452 -

CP02-52-000-122-D02-UE.F

feruloyl esterase [Aspergillus niger]

1454 -

CP02-52-000-100-A11-EM.R

(ALO33487) nucleotide phosphodiesterase [Candida albicans]

479 -

CP02-52-000-117-C06-CL.F

(AF099904) neutral profease | [Aspergilius oryzae]

483 -

CP02-52-000-187-B10-UC.F

(AJ238718) metalloendopeptidase (AMMEF) [Armillaria mellea]
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491 -

CP02-82-000-100-D0O3-UE.F

hypothetical protein [Schizosaccharomyces pombe]

505 -

CP02-82-000-104-E10-UE.R

(283828) AmMst-1 [Amanita muscaria]

510 -

CP02-52-000-114-E01-CL.F

(NC_000864) UDP-glucose 4-epimerase [Bacillus subtilis]

512 -

Cyfochrome B2, mitochondrial precursor {L-lactate

ICP02-52-000-120-H10-UE.F

dehydrogenase [Cytochrome]) (LJactate ferricytochrome C

oxidoreductase) (L-LCR)

524 -

CP02-52-000-159-B10-UE.F

GLYCOGEN PHOSPHORYLASE

525 -

CP02-52-000-161-A02-UE.F

(NC_001263) GMC oxidoreductase [Deinococcus radiodurans]

532 -

(NC_002696) glucose inhibited division protein A [Caulobacter

CP02-52-000-227-D02-UE.F

crescentus]

533 -

(NC_003030) D-xyiose-proton symporter [Clostridium

CP02-52-024-284-GO9-UC F

acetobutylicum]

538 -

CP02-52-026-293-H03-UC.F

(AJ243324) cytochrome b2 [Kiuyveromyces lactis]

543 -

CP02-52-028-246-H01-UE.F

(AJ001430) L-mandelate dehydrogenase [Rhodolorula grarminis]

568 -

CP02-53-000-108-A03-UC.F

giucose oxidase [Penicillium amagasakiense]

i585 -

BIFUNCTIONAL PURINE BIOSYNTHETIC PROTEIN ADET
[INCLUDES: PHOSPHORIBOSYLAMINE—~GLYCINE LIGASE

(GARS) (GLYCINAMIDE RIBONUCLEOQOTIDE SYNTHETASE)
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CP02-82-000-150-H03-UC F

(PHOSPHORIBOSYLGLYCINAMIDE SYNTHETASE);
PHOSPHORIBOSYLFORMYLGLYCINAMIDINE CYCLO-
LIGASE (AIRS) (PHOSPHORIBOSYL-AM>

604 -

(NC_000964) phospholransferase system (PTS} mannitoi-

CP02-52-000-229-HOS-UE F

specific enzyme HABC component [Bacilius subtilis]

609 -

CP02-52-032-299-BO6-UE.F

(AJ276219) putative epoxide hydrolase [Stigmatella aurantiaca]

616 -

CP02-82-033-357-C03-UE.F

(ABG70739) exo-beta-1. 3-glucanase [Aspergillus phoenicis]

626 -

(NC_003424) probable alpha-mannosidase

CP02-52-032-296-F12-UE.F

ISchizosaccharomyces pombe]

627 -

CP02-52-032-296-A12-UE.F

glucoamyiase [Lentinula edodes]

539 -

CP02-82-000-204-G09-UC.F

(AJ276218) putafive epoxide hydrolase [Stigmatella aurantiaca]

640 -

CP02-52-000-193-CO3-UE.F

alpha-amylase (EC 3.2.1.1) - Bacillus circulans

6556 -

CP02-52-000-124-C12-UE.F

urea amidolyase-related protein [Caulobacter crescentus CB15]

682 -

CP02-32-000-176-G03-UC.F

VERSICOLORIN REDUCTASE (VER-1)

686 -

CP02-52-000-114-C09-CL.G

(AF378572) thaumatin-like protein [Sambucus nigra]

701 -

TRIFUNCTIONAL PURINE BIOSYNTHETIC PROTEIN
ADENOSINE-3 [INCLUDES: PHOSPHORIBOSYLAMINE--
GLYCINE LIGASE (GARS) (GLYCINAMIDE RIBONUCLEQTIDE

SYNTHETASE) (PHOSPHORIBOSYLGLYCINAMIDE
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CP02-52-000-112-HO3-UEF

SYNTHETASE);
PHOSPHORIBOSYLFORMYLGLYCINAMIDINE CYCLO-

LIGASE (AIRS) (PHOSPHORI>

704 -

(NC_002696) oxidoreductase iron/ascorbate family [Caulobacter

CP02-52-025-299-A06-UC.F

crescentus]

728 -

CP02-52-033-323-F11-UE.F

adenylate cyclase [Emericella nidulans]

745 -

CP02-52-000-122-G07-UE.F

phospholipase B [Kluyveromyces lactis]

752 -

CP02-52-022-306-E09-UC.F

(NC_000962) lipW [Mycobacterium tuberculosis H37Rv]

798 -

protein with similarity to flavin-containing monooxygenases and

fo mammalian dimethylalanine monocoxygenases

CP02-52-000-118-G02-UE F

ISchizosaccharomyces pombe]

862 -

CP02-52-032-309-A11-UE.F

(AF064069) aryl-alcohol oxidase precursor [Pleurolus eryngii]

918 -

CP02-52-028-283-B08-UE.F

(AF019630) pathogenicily protein [Magnaporthe griseal

927 -

CP02-83-000-118-A12-UC.G

probable aminopeptidase [Pseudomonas aeruginosa PAGT]

937 -

(NC_003424) putative pheromone respornise and mating-type

CP02-S2-028-287-A06-UE.F

determination protein [Schizosaccharomyces pombe]

082 -

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase [Cryptococcus

CP02-52-028-249-E06-UE.F

curvatusj

088 -

(NC_003421) putative nucleofide phosphatase

CP02-52-028-271-H10-UE.F

[ Schizosaccharomyces pombe]
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990 -

(NC_003423) putative GTP CYCLOHYDROLASE i

CP02-82-032-293-D04-UE.F

[Schizosaccharomyces pombe]

1001 -

CP02-82-033-358-C11-UE.F

Pathogenesis-related profein 1A precursor (PR-1A)

1009 -

CP02-§2-000-155-D11-UE.F

irehalose synthase (EC 2.4.1.-} - Grifola frondosa

1016 -

(NC_003421) MFS multidrug efflux transporter

CP02-52-025-300-H05-UC F

/Schizosaccharomyces pombe]

1046 -

CP02-52-032-296-A08-UE.F

putative gag-pol polyprotein [Zea mays]

1081 -

Pol (reverse transcriptase-RNase H-integrase)} [Tricholomna

CP02-52-022-273-B10-UC.F

imatsuftake]

1082 -

Pol (reverse transcriptase-RNase H-integrase) [Trichcloma

CP02-52-022-271-E03-UC.F

matsutake]

1086 -

(Refrovirus-related Pol polyprotein from transposon TNT 1-94

CP02-S2-000-225-A02-UE.G

[Contains: Prolease ; Reverse transcripfase ;| Endonuclease]

1109 -

CP02-82-000-193-E01-UE.F

reverse transcriptase [Tricholoma bakamatsutake]

1135 -

(AC091122) putative polyprotein [Oryza sativa {japonica cultivar-

CP02-52-000-141-D06-UE.F

group)]

1155 -

CP02-82-000-120-G10-CL.F

pof protein [Glomerella cingulata)

1166 -

Retrovirus-related Pol polyprofein from fransposon 412

CP02-S2-000-113-G11-CL.F

[Contains: Protease ; Reverse franscriptase ; Endonuclease]

1189 -

(AL731691) possible basic proline-rich protein [Aspergillus

CP02-52-032-341-A08-UE.F

fumigatus]
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1197 -

CP02-S2-000-104-F05-UE.R

PHOSPHOGLYCERATE KINASE

1210 -

(NC_003424) MFS efflux transporter of unknown specificity

CP02-§2-000-122-B12-UE.R

I'Schizosaccharomyces pombe]

1265 -

(AF0773585) protein phosphatase 2A regulatory B subunit

CP02-52-032-299-F11-UE.F

[Neurospora crassaj

41310 -

anthranilate phosphoribosyltransferase [Neisseria meningifidis

CP02-S2-000-124-B07-UE.F

MC58]

1359 -

CP02-52-000-113-B02-UE.F

(AB045124) zinc finger protein Macho-1 [Halocynthia roretzi]

1364 -

CP02-52-000-117-E07-CL.F

Bromodomain and PHD finger-containing protein 3

1383 -

CP02-52-028-271-E02-UE.F

(NM_009557) zinc finger protein 46 [Mus musculus]

Os genes da tabela 6 foram agrupados em classes para que fossem mais
facilmente analisados. A figura 21 mostra quais s8o as classes correspondentes dos

genes diferencialmente expressos.

Figura 21. Classes dos genes diferencialmente expressos em ambas as condicdes
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Totalizaram apenas 0,33% os fragmenios dos genes que apresentaram

expressao diferencial na presenca de extrato de cacau (tabela 7).

Tabela 7. Genes expressos apenas na condicdo com cacau.

CP02-52-028-282-CO7-UE.F

qil28917148 lipase precursor [Candida rugosa]

CP02-82-022-274-A12-UC.F

similar fo yeast component of Copll of ER-Golgi vesicles [S.pombe]

CP02-52-000-106-D10-UE.F

Gil28917148Igbl EAA26865 hypothetical protein [Neurospora crassa]

CP02-52-000-161-A11-UE.F

gi-19113184(NC003423) coiled coil protein [S.pombe]

Neste primeiro screening em C. perniciosa, utilizando a técnica de

microarrays, foi possivel identificar trés genes candidatos a estar potenciaimente

envolvidos com a patogenicidade do fungo. As figuras 22, 23 e 24 mostram o pefrfil

de expressao de cada um dos genes selecionados, em cada intervalo de tempo, nas

condicdes estudadas. As tabelas 8 e 9 apresentam os valores inerentes as figuras.

Figura 22. Pathogenesis-related protein PR-1A {N. fabacum}.
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Figura 24. Pathogenicity protein [M. grisea]

Tabela 8. Genes relacionados com patogenicidade expressos diferencialmente na

presenca do extrato de cacau.

Descrigo C24hs C48hs C72hs C168hs
igil 130826)sp| P08299| Pathogenesis-refated protein
1A precursor (PR-1A) [Tobacco] 14018 12584 11776 12087
g 14290749 |ghlAAKS9276. 1JAF378572 _1
(AF378572) thaumatin-like protein {Sambucus nigraj] 12469 10683 0460 g700
qif4102999IgbIAADO 164 1. 1I(AF019630) pathogenicit
protein [M.grisea] 13897 12576 10170 11079

Os valores representam a média do log na base 2 das triplicatas que constam nas figuras 22, 23 e 24.
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Tabela 9. Genes relacionados com patogenicidade expressos diferenciaimente na

auséncia do extrato de cacau.

Descrigao S24hs S48hs S72hs 5168hs
\gil 1.30826|sp|POB288|Pathogenesis-refated protein
1A precursor (PR-1A) [Tobacco] 14053 14238 14026 13258
il 14280148 |gb|AAKS9276. TIAF378572_1
(AF378572) thaumatin-like protein [Sambucus nigra]| 12047 12501 12084 12215
igil4102998IgbIAADO1641.11(AF019630)pathogenicit
i protein [M.grisea] 14613 14068 14186 13250

(s valores representam a média do log da base 2 das triplicatas que constam nas figuras 22, 23 ¢ 24.

Considerando-se que a quantidade de genes espotados representa apenas
uma pequena parte de tedo o genoma, a probabilidade de encontrar novos genes
expressos em uma ou outra condicdo seria maior se todo o genoma estivesse
depositado sobre as lminas. A analise desses genes especificos podera ser um dos
caminhos a ser seguido para criar estratégias que objetivem entender melhor o

mecanisme de a¢ao do fungo.
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V. DISCUSSAO
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5. Discussao

5.1 A técnica de microarrays

Varios protocolos foram testados em nosso laboratorio, com a finalidade de
padronizar a metodologia de microarrays, ndo s6 para C. perniciosa, mas também
para outros organismos como levedura (Hansenula polymorpha), rato (Rattus
norvegicus), humano (Homo sapiens), planta (Eucalyptus) e abelha (Melipona
quadrifasciata). Finalmente, determinaram-se os parametros basicos para a realizacéo
desta técnica no LGE.

Em relacdo a superficies de contato para fixagdo de DNA, os protocolos
envolveram a ulilizacdo de Iaminas preparadas in house com poli-L-lisina

{http.//erngm stanford.edu/pbrown/protocols) e laminas comercialmente disponiveis,

tratadas com trietoxiaminosilano (Corning, USA). Os testes demonstraram a
possibilidade da utilizac&o das iaminas preparadas in house, diminuindo os custos da
producéo dos arrays, embora apresentassem desvantagens relacionadas a qualidade
da imagem do chip e o enorme tempo dispensado na prepara¢do dessas {aminas.
Quanto aos produtos de PCR a serem impressos, optou-se por realizar a
purificagdo dos fragmentos (Hedge et al., 2000); embora isto resulte no aumento do
custo, também resulta na diminuicdo de problemas com a fixagdo do DNA na lamina.
Em contraste, a estampagem dos fragmentos sem purificagdo (Liang ef al, 2002)
mostrou-se muito eficiente para microarranjos provenientes de bibliotecas

comercialmente disponiveis de coragédo de ratos. Produtos de PCR provenientes da
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biblioteca do genoma do céncer, também demonstraram capacidade de fixag&o nas
laminas quando submetidos ao tratamento com proteinase K (Sabha et al, 2004,
submetido).

Mudancas na umidade (45%) e temperatura (22°C) tém impactos significantes
na morfologia e tamanho dos spots, assim como na eficiéncia do DNA de se fixar na
lamina, e estas foram cuidadosamente controladas, para definir uma impress&o
consistente (Hedge ef al., 2000).

Outro fator a ser considerado foi a concentragdo do DNA impresso, que variou
entre 100 e 500 ng por uL (Schena et al., 19985), uma vez que concentragbes menores
que estas resultaram na nao visualizacdo de DNAs em laminas antes das mesmas
serem hibridizadas.

A marcacgéo das sondas também foi um dos pontos criticos dos experimentos,
uma vez que a qualidade dos RNAs & essencial para a determina¢&o de uma boa ou
ma marcacéo. Com o intuito de aumentar a quantidade de cDNA marcado durante a
sintese da primeira fita, a quantidade inicial de RNA variou muito (20 a 100ug) nos
diversos protocolos testados; porém, concluiu-se que quantidades menores de RNA
(35ug) sdo suficientes para uma hibridizagdo eficiente. Entretanto, os dois tipos de
marcacdo das sondas, tanto na primeira fita (Hedge ef al., 2000) quanto na segunda
fita do cDNA (Beier ef al., 2004), funcionaram satisfatoriamente. O fato da marcagao
na segunda fita resultar em um sinal mais forte ap6s a hibridizacao foi determinante
para selegédo deste tipo de marcagdo como padrao.

A impossibilidade de realizar as marcagdes dos RNAs com as duas cianinas,

no mesmo experimento, foi um fato decisivo para a escolha da utilizacéo do single
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channel (Attaor et al., 2004). Acreditamos que novos métodos para purificacdo do RNA
resultem na melhor da gualidade do acido nucléico, pois a pureza do material deve ser
um dos principais fatores para a baixa incorporacéo do fluoréforo 4 amostra.

A hibridizacao automatizada foi outro fator que auxiliou na eliminacdo de
artefatos durante a fase final dos experimentos, pois diminuiu os riscos provenientes
da manipulagao, mantendo a sonda sob agitagéo e temperatura constantes, além de
garantir a lavagem uniforme das laminas (Eisen & Brown, 1999).

A vantagem do scanner a /aser sobre o de luz demonstrou que a qualidade da
imagem € um fator extremamente importante a ser considerado, uma vez que
apresenta resultados melhores, assim como a razao entre o sinal e o ruido é superior

aquela obtida atraves de scanner a luz (Eisen & Brown,1999).

5.2 A selecao dos genes controle

Embora n&o fosse o objetivo deste estudo procurar por genes controle, interno
e externo, pode-se confirmar a utilizagéo do gene Q do fago lambda e do gene da
actina, conhecidos na literatura por essa utilizacao (Coussens ef al., 2003).

O GAPDH € outro gene também descrito com essa mesma fungéo (Ercolani ef
al., 1988; Deindl et al., 2002), embora aiguns trabalhos demonstrem que amostras
provenientes de tipos de tecido ou nutricdo diferentes apresentem esse gene
diferencialmente expresso (Modziak ef al., 2000; Lowe ef al., 1998), como o ocorrido

em nossos experimentos.
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A GAPDH é uma enzima essencial na glicolise, e catalisa a converséo de
gliceraldeido 3-fosfato a 1,3-difosfoglicerato, resultandc na produgéo de adenosina
trifosfato (ATP) através da cadeia de transporte de elétrons. Transcritos do gene s&o
abundantes em tecidos e células, e assume-se que sua expressio seja constante sob
diversas condicbes experimentais, fransformando-o em controle interno padréo para
experimentos de Northern blot (Biragyn ef al., 1994; Musaro ef al., 1995; Mozdziak ef
al., 1998; O'Neill ef al., 1999).

Este gene foi seqiienciado em diversos organismos, incluindo procariotos
(Branland & Branland, 1985; Conway ef al, 1987), plantas (Martin and Cerff, 1986;
Shih et al.,1986) e animais (Domdey et al., 1983; Dugaiczyk et al., 1983; Panabieres ef
al., 1984; Hanauer & Mandell, 1984; Benham ef al., 1984, Tso et al., 1985a,b; Fort et
al.,1985), permitindo a comparagéo das estruturas dos genes e provendo informacgoes
para estudar como estes organismos tém evoluido. Entre os fungos, GAPDH foi bem
estudado em Saccharomyces cerevisae (Holland & Holland, 1979; 1880; Holland et al.,
1983) e Aspergillus nidulans (Punt et al., 1988). No fungo basidiomiceto Ustilago
maydis, o gene GAPDH foi seqlienciado, apresentando seqiéncia especifica para
uma proteina composta por 337 aminoacidos (Smith & Leong, 1990), o mesmo
nimero que encontramos em C. perniciosa.

Embora ainda seja necessario re-sequenciar o fragmento correspondente a
regido indefinida do gene, se apés novo sequenciamento as analises confirmarem a
existéncia de um intron naguele local da seqiiéncia, este gene consistira de 9 éxons e
8 introns, 0 mesmo numero encontrado em humanos (Ercolani et al., 1988) indicando

que pode ser o mesmo gene.
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Os resultados obtidos nos experimentos de microarrays, confirados por
Northem blot, sugerem que o gene GAPDH pode ser um controle interno impréprio
para experimentos de C. pemiciosa com extrato de cacau adicionado ac meio
nufriente, pois houve aumento do mRNA transcrito em todos os intervalos de tempo.
Resultados semelhantes foram obtidos em estudos realizados com tecidos musculares
de animais alimentados com supiemento nutricional ou privados de alimentacao,
demostrando aumento significativo na expressac do gene nos animais alimentados
(Modziak et al., 2003). Além disso, também foi demonstrado por Lowe e colaboradores
(2000) que, em animais, a capacidade glicolitica e a expressao do gene no miscuio
diminuem com a idade, o que pode sugerir que, em futuros experimentos com o fungo,
com intervalos mais prolongados, seja possivel observar o comportamento do GAPDH

e verificar se também havera diminuiggo em seus niveis de expressao.

5.3 A patogenicidade e os genes diferencialmente expressos

A capacidade de localizar e identificar genes diferenciaimente expressos sao
essenciais para o entendimento de eventos biolégicos que envolvam mudangas no
padrdo de expressao génica.

Neste primeiro estudo exploratério sobre os genes que apresentaram
expressao diferencial em C. pemiciosa, verificamos a expressac do gene gue codifica
a proteina thaumatin-like (TLP), descrita em plantas (Hejgaard ef al., 1991; Pierpoint &

Tatham, 1987; Cornelissen et al., 1986) e algumas espécies de animais (Brandazza ef
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al., 2004). Em nossos experimentos, o gene que codifica essa proteina, a qual integra
a familia das proteinas PR-5 (pathogenesis-related protein), apresentou uma
diminuicdo da expressdo na presenca de extrato de cacau, o que poderia sugerir
atividade semelhante & possivel funcao das TLPs em insetos, relacionadas a ligacéo e
ao processamento de aglicar, como ocorre em Schistocerca gregaria, com
especificidade diferente se comparada a TLPs de plantas (Brandazza et al., 2004).
Assim como S. gregaria apresenta seqiiéncia com homologia a planta (N. tabacum), a
seqliéncia em questdo também apresenta homologia com planta (Sambucus nigra).
Em contraste, estudos realizados com S. nigra demonstraram que TLPs fruto-
especificas s@o desprovidas de atividade glucanase e nao possuem atividade
antifangica (Van Damme ef al., 2002).

Foram encontradas 21 sequéncias relacionadas as TLPs no banco do
genoma de C. pemiciosa, sendo que 12 apresentam alta homologia com genes de A.
thaliana, porém desconhece-se quais as propriedades das proteinas codificadas por
esses genes, porque os mesmos ainda ndo foram analisados. Apesar das
propriedades adocicadas das TLPs, cuja proteina é acumulada nos estagios finais da
maturagéo dos frutos (Van Damme et al., 2002) dos 27 genes anotados no genoma de
A. thaliana, referentes a taumatinas, a maioria ndo codifica para proieinas que
apresentam sabor doce em frutos e sua sintese € induzida pela presenga de fungos
patogénicos (Hu & Reddy, 1997). Portanto, da sequéncia com homologia a S. nigra
diferencialmente expressa em nossos experimentos, talvez se possa inferir apenas
que codifique para uma proteina com atividade glucanolitica. Para que se possa
atribuir determinada fungdo a proteina codificada por esse gene serdo necessarios

estudos adicionais.
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Outro gene que apresentou diminuicdo significativa na expressdo foi o
relacionado & proteina de patogénese (pathogenesis-related protein) PR-1A, o que
provavelmente ocorreu devido ac sfress ambiental ao qual o fungo foi submetido,
sendo cultivado em meic minimo com extrato de cacau, ja que, em plantas, uma
situacéo de stress induz a sintese sistémica das proteinas PR (Carr, 1989).

A falta de informagao sobre o mecanismo de regulacdo dos dois genes
mencionados impossibilita uma discussdo mais detalhada, pois se desconhecem os
fatores que os induzem.

A presenga de proteinas relacionadas a patogenicidade em plantas e animais,
expande tal mecanismo de defesa ao menos a alguns insetos (Brandazza et al., 2004).
No futuro, sera possivel a membros de uma familia de proteinas, ser designadas
diferentes funcdes bioldgicas durante o curso da evolugdo de grupos de organismos

tao distantes.
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6. Conclusoes

Nossos estudos permitiram concluir, em uma analise preliminar, que os genes
cuja expresso diferencial foi evidenciada, podem indicar sua ativagdo nas condicdes
apresentadas, porem € importante ressaltar que apenas a fase necrotréfica do fungo
foi estudada, sendo necessarios novos experimentos com a fase biotréfica, obtida
recentemente, in vitro, em nosso laboratdrio. A comparagido entre as duas fases
servira como uma base mais sodlida para a afirmacao sobre a expressado diferencial
desses genes.

Considerando-se que o ndmero de clones estudados corresponde a apenas
uma pequena parte do genoma, a possibilidade de encontrar um nimero significativo
de genes diferencialmente expressos tende a aumentar confeccionando-se
microarrays com mais genes.

Embora ndo existisse o objetivo de encontrar um confrole interno, a
determinacéo do gene da f-actina como controle positivo interno trara maior robustez
a novos experimentos, tanto de microarmays como de outras técnicas (i.e. Northern
blot), realizadas com o fungo. Pode-se dizer o mesmo para o uso do gene Q do fago
lambda como controle externo.

A expressao diferencial apresentada pelo GAPDH sugere que este gene seja
um controle interno impréprio para experimentos realizados com C. pemiciosa.

E necessario um conhecimento mais amplo dos mecanismos de regulagao

dos genes envolvidos com patogenicidade, para que se possa justificar o aumento ou

diminuicao da expressao desses genes.

92



Enfim, nossos estudos também demonstraram que, apesar do grande numero
de variaveis presentes na técnica, ela se apresenta eficaz como ferramenta para
estudos de expressado génica diferencial, auxiliando na detecgdo de novos genes
expressos, envolvidos ou nac com a patogenicidade deste fungo, cuja expresséo

ainda é pouco conhecida.
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Microarray is a powerful screening tool for studies of gene expression, mutations and
polymorphisms (1-3). The technique consists of spotting DNA onto glass slides or membranes
surfaces, direct or indirect total labeling or mRNA reverse transcription labeling, target - probe
hybridization, data collection and analysis using a scanner and specific software.

Slides are printed with a minimum amount of cDNA or genomic DNA from purified
PCR products diluted in 50% dimethyl sulfoxide (DMSO) or 3X SSC (4). The quality of the
DNA utilized to print the slides is one of the main factors responsible for problems with
microarrays. Some protocols include an additional purification step after PCR (4) that utilizes
purification filter plates, which increase the cost of the arrays and are time consuming. In
contrast, other protocols use PCR products directly without further purification (3).

We have prepared, printed (Flexys, Genomic Solutions, USA) and post-processed
poly-l-Iysine coated slides according to protocols developed at the DeRisi laboratory
(http://www.microarrays.org/protocols.html). Spotted PCR products were derived from a Rat
Heart 5° Stretch Plus cDNA library (Clontech, USA); fragments were cloned in phage lambda
gt1l and inserts were isolated, through transfection in a mutant E. coli (Y1090r strain) and
plating in LB and MgSOs, according to the manufacturer. Lysis plates represent transfected
cells.

To produce lysis plates, bacteria cells to be infected were grown in LB and ampicillin,
overnight, at 37°C and stored at 4°C. Cells to be harvested were taken from these plates and
cultivated overnight, at 37°C, in liquid media containing LB plus 10mM MgSO, and 0.2%
maltose. Assay tubes containing 100 pL dilution buffer (IM NaCl, 0.1M MgSO,, 1M Tris-
HCI pH 7.5), 200 pL bacteria culture (OD=2), 10 pL diluted lysed phage (1:250,000 in

dilution buffer) were prepared and incubated at 37°C for 15 minutes to allow infection.
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Following incubation, 3 mL of top agarose (LB, 10mM MgS04, 7.2 g/L agarose) was added at
45°C. The mixture was poured over Petri plates containing LB, 10mM MgS04, 15 g/L agarose
and incubated overnight at 37°C, from where infected plagues could be easily detected and
isolated. Infected plaques were first incubated at 55°C for 15 min (proteinase K incubation
step) and then at 80°C for 15 min (enzyme inactivation), in eppendorf tubes containing a 50 pL
solution (1M Tris, 0.5M EDTA, 50 pg/ml proteinase K). After centrifugation, the upper
supernatant containing the isolated lambda DNA was stored at — 20°C and 1,152 sequenced
fragments of interest were selected, to be used for PCR amplification. PCRs were performed in
96 deep well plates with a total volume of 15 pL/reaction. The reaction mixture was
comprised of 860 pL milli-Q water, 150 pl. 10X PCR Buffer (Invitrogen, USA), 50 pL (50
mM) MgCly, 150 uL (1.25 mM) dNTPs, 35 pL (15 pmol/uL) primer F (5 GAC TCC TGG
AGC CCG 37), 35 pL (15 pmol/pL) primer R (3° CGC GGC CAG TGG 5°) and 20 pL Tagq
(5U/ul; Invitrogen, USA). Thirteen L of this mixture was aliquoted into each well with 2 pL
DNA. The amplification was done with a GeneAmp thermocyler (Applied Biosystems, USA)
with an initial denaturing temperature of 94°C for 3 min, succeeded by a 40 cycle program
(denaturation: 94°C for 30 sec; annealing: 57°C for 45 sec; extension: 72°C for 30 secs) ending
at 4°C, which resulted in amplified fragments around 700 bp in size. Three pL. from each PCR
were transferred to a 384 well plate, diluted in 3 puL of 3XSSC, arrayed onto the slides
(mentioned above) with a Flexys robot (Genomic Solutions, USA), hybridized overnight with
directly labeled probes (Liang M et al., 2002) (Cy-3=control sample: no coarctation; Cy-5=test
sample: aorta coarctation) derived from rat heart tissue total RNA extraction and scanned

(GeneTAC 2000,Genomic Solutions, USA) to show differential gene expression in rats.
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Simultaneously, a 96 well plate containing cDNA inserts (500 to 1000 bp) cloned in
pUC18, originally from The Human Cancer Genome Project library (HCGP-
htip://www.compbio.ludwig.org.br/ORESTES), was amplified straight from colony cultures.
PCRs were performed as previously explained, using universal M13 F and R primers (with
annealing at 52°C for 1 min and extension at 72°C for 2 min). We spotted, post processed and
hybridized slides against labeled ¢cDNA probes (Cy-3=control sample: normal cell culture
tissue; Cy-5=test sample: Daudi, lymphoid B leukemia cells from a patient with Burkitt
Iymphoma. Scanning of the slides revealed that the PCR products had been washed away,
indicating the presence of artifacts in the samples, strongly suggesting that these fragments
should be purified before printing. The next attempt to the printed the slides utilized PCR
fragments from plasmids obtained after DNA micro preparation, which should contain less
debris than the previous colony cuitures PCR method. However, printed arrays containing
these fragments, once more, showed no image after hybridized with labeled probes, indicating
that the products were also washed away.

An additional attemnpt, using proteinase K following DNA micro preparation, resulted
in purified DNA that could be crosslinked to glass slides. Briefly, the colonies culture were
grown in a 96 well plate (LB, 50 mg/mL ampicillin) overnight, at 37°C, 300 rpm. Plasmid
extraction through DNA micro preparation was as follows: inoculated plate were centrifuged
at 4000 rpm, for 8 min, RT, supernatant discarded and plate inverted over a paper towel;
pelleted cells were resuspended in 80 pl solution I (20% glucose, EDTA 0.5M pH 8.0, IM
Tris HCI pH 7.4) and the plate was covered and vortexed for 2 min. Sixty puL of each sample

were transferred to a new 96 well plate containing 3 pL (10 mg/mL) RnaseA / well.

Afterwards 60 pL of solution II (NaOH 0.2M; SDS 1%) were added, mixed and after 5 min,
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60 ulL. of solution III (3M KAc pH 5.2) were added. Plates were incubated at 90°C for 30 min,
placed on ice for 7 min and centrifuged at 4000 rpm, 20°C for 10 min. One hundred and ten uL
of each sample were transferred to a new plate and 75 uL isopropanol were added to each
sample. Plates were sealed and inverted 20 times and centrifuged at 4000 rpm at 20°C for 45
min. The supernatant was discarded and plates were inverted over a paper towel. The DNA
peliet was washed with 200 pL. 70% EtOH and centrifuged at 4000 rpm, 20°C for 10 min.
Pelleted DNA were resuspended in 60 pL milli-Q H,O and stored at —20°C. The extracted
plasmid DNAs were diluted 1:50 in a proteinase K buffer solution (10mM Tris, ImM EDTA,
50 pg/ml proteinase K), incubated at 55°C for 15 min, at 80°C for 15 min and stored at —20°C
prior to insert amplification. PCR thermocycling was performed as previously mentioned
(Figure 1). PCR fragments were printed, slides were post processed and subsequently
hybridized with labeled probes and showed differential gene expression. Subsequently, we
treated, spotted and hybridized 1,152 fragments from the same library, following the above
protocol, achieving a positive outcome (Figures 2A, 2B and 2C).

Considering PCR products from both libraries had approximate the same concentration
(Ultrospec 2000, PharmaciaBiotech, USA), we conclude that proteinase K can be used to clean
the DNA, since it degrades native proteins, thus improving DNA quality and its ability to bind
to glass slides. Although it is not very clear, the enhanced binding could be due to the
digestion of protein complexes associated with the extracted DNA.
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Figure Legends:

Figaore 1: clones from the HCGP library amplified with MI13 primer F (5
AGCGGATAACAATTICACACAGG-3") and R (3~ CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-5%), after
proteinase K treatment. Welis n°1 and n°21 are pGEM-T (Promega, USA) and lambda phage (Fermentas, USA)
markers respectively.

Figure 2(B): Composite image; array used for screening, carrying 1,152 clones disposed in triplicates. Cy-
3=control sample: normal tissue; Cy-5=test sample: Daudi, B leukemia cells from Burkitt lymphoma. Fig. 2(A)
and 2(C) indicate images scanned in Cy-3 and Cy-5 channels respectively.
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8.2 Apéndices IA e IB: Mapa usado para transposicdo dos clones
purificados, de placas de 96 pogos para placas de 384 pocos

Apéndice IA

1A1 | 1A3 | 1A5 | 1A7 | 1A9 |1A11] 2A1 | 2A3 | 2A5 | 2A7 | 2A9 |2A11

1A2 | 1A4 | 1A6 | 1A8 [1A10{1A12] 2A2 | 2A4 | 2A6 | 2A1 | 2A4 | 2A6

1B1 | 1B3 | 1B5 | 1B7 | 189 |1B11| 2B1 | 2B3 | 2B5 | 2B7 | 2B9 |2B11

1B2 | 1B4 | 1B6 | 1B8 {1B10{1B12| 2B2 | 2B4 | 2B6 | 2B8 |2B10{2B12

1C1|1C3{1C5|1C7 {1C9{1C11}2C1 | 2C3 | 2C5 | 2C7 | 2C9 |2C11

1C2 | 1C4 [ 1C6 | 1C8 |1C10{1C12} 2C2 | 2C4 [ 2C6 | 2C8 |2C10{2C12

1D1 | 1D3 | 1D5 | 1D7 | 1D9 |1D11} 2D1 | 2D3 | 2D5 | 2D7 | 2D9 |2D11

T O M om G O W P

1D2 | 1D4 | 1D6 | 1D8 |1D10[1D12| 2D2 | 2D4 | 2D6 | 2D8 {2D10]2D12

1E1 | 1E3 | 1E5 | 1E7 | 1E9 |1E11} 2E1 | 2E3 | 2E5 | 2E7 | 2E9 [2E11

1E2 | 1E4 | 1E6 | 1E8 |1E10|1E12] 2E2 | 2E4 | 2E6 | 2E8 [2E10|2E12

G

1F1 [ 1F3 [ 1F5 [ 1F7 | 1F9 [1F11] 2F1 | 2F3 | 2F5 | 2F7 | 2F9 |2F 11

1F2 | 1F4 | 1F6 | 1F8 |1F10]{1F12| 2F2 | 2F4 | 2F6 | 2F8 |2F10|2F12

1G1 [ 1G3 | 1G5 | 1G7 | 1G9 [1G11| 2G1 | 2G3 | 2G5 | 2G7 | 2G9 |2G11

1G2 | 1G4 | 1G6 | 1G8 [1G10{1G12| 2G2 | 2G4 | 2G6 | 2G8 [2G10j2G12

1H1 | 1H3 | 1H5 | 1H7 | 1H9 [1H11]| 2H1 | 2H3 | 2H6 | 2H7 | 2H9 [2H11

W O Z2 =|: R

1H2 [ 1H4 | 1H6 | 1H8 |1H10[1H12| 2HZ | 2H4 | 2H6 | 2H8 [2H10{2H12
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Apéndice IB

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24
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3A3

3A5

3A7

3A9

3A11

4A1

4A3

4A5

4A7

4A9

4A11

3A2

3A4

3A6

3A8

3A10

3A12

4A2

4A4

4A6

4A1

4A4

4A6

3B1

3B3

3B5

3B7

3B9

3B11

4B1

48B3

4B5

4B7

489

4B11

3B2

3B4

3B6

388

3B10

3B12

482

4B4

486

4B8

4B10

4B12

3C1

3C3

3C5

3C7

3C9

3C11

4C1

4C3

4C5

4C7

4C9

4C11

3C2

3C4

3C6

3C8

3C10

3C12

4C2

4C4

4C6

4C8

4C10

4C12

301

3D3

3D5

3D7

3D9

3D11

4D1

4D3

4D5

ab7

4D8

4D11

Ll @ m m O O W >

3D2

3D4

3D6

3D8

3D10

3D12

4D2

4D4

4D6

4D8

4D10

4D12

3E1

3E3

3ES

3E7

3E9

3E11

4E1

4E3

4E5

4E7

4ES

4E11

-

3E2

3E4

3E6

3E8

3E10

3E12

4E2

4E4

4E6

4E8

4E10

4E12

A

3F1

3F3

3F5

3F7

3F9

3F11

4F1

4F3

4F5

4F7

4F9

4F11

3F2

3F4

3F6

3F8

3F10

3F12

4F2

4F4

4F6

4F8

4F10

4F12

3G1

3G3

3G5

3G7

3G9

3G11

4G1

4G3

4G5

4G7

4G9

4G11

3G2

3G4

3G6

3G8

3G10

3G12

4G2

4G4

4G6

4G8

4G10

4G12

3H1

3H3

3H5

3H7

3H9

3H11

4H1

4H3

4H5

4aH7

4H9

4H11

o O Z =|| r

3H2

3H4

3H6

3H8

3H10

3H12

4H2

4H4

4H6

4H8

4H10

4H12
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