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RESUMO

Bivalves aquaticos sao excelentes modelos para estudos de mecanismos e efeitos de
substancias toxicas, ja que através da filtragdo da agua continuamente acumulam
poluentes. Apesar da genOmica e transcriptdmica de bivalves estarem avangando, os
esforgos ainda estdao concentrados em espécies de regides temperadas. Para viabilizar
a construcdo de microrranjos de DNA de bivalves tropicais, iniciamos o
sequenciamento do transcriptoma de duas espécies nativas, a ostra Crassostrea
rhizophorae e a vieira Nodipecten nodosus. Foram construidas nove bibliotecas de
cDNA normalizadas para tecidos de relevancia toxicolédgica, os hemdcitos da ostra e a
glandula digestiva da ostra e da vieira. As bibliotecas de cDNA apresentaram altas
porcentagens de clones recombinantes (62,5-92,5%), elevado numero de clones
independentes (10°-107 cfu) e insertos entre 250 e 2500 pb. Um total de 96 clones foi
selecionado para sequenciamento a partir das bibliotecas que apresentaram os
melhores resultados. Somente a biblioteca dos hemadcitos da ostra apresentou alguma
redundancia (14,8%), enquanto as demais resultaram somente em sequéncias Unicas.
Entre as sequéncias obtidas, 22 da ostra C. rhizophorae e 8 de N. nodosus foram
funcionalmente anotadas com termos de ontologia génica e/ou dominios conservados.
Os genes identificados estdo envolvidos em uma diversidade de processos como
controle da expressdo génica, divisdo celular, reconhecimento de patdgenos, adesao
celular e nos metabolismos de proteinas, RNA e lipideos. Por fim, 82 novas sequéncias
de alta qualidade (54 de C. rhizophorae e 28 de N. nodosus) foram depositadas no
banco de dados genbank. Os resultados indicam o potencial das bibliotecas de cDNA
geradas neste trabalho para o isolamento e identificacdo de um nimero ainda maior
de genes destas duas espécies, necessario para a construcao de microrranjos de DNA.
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ABSTRACT

Bivalves are excellent models for studying mechanisms and effects of toxic substances
since they continuously accumulate environmental pollutants through water filtration.
Although bivalve genomics and transcriptomics are in advanced stage, efforts are still
concentrated in temperate species. To enable the construction of DNA microrrays for
tropical bivalves, we started the transcriptome sequencing of two native species, the
oyster Crassostrea rhizophorae and the scallop Nodipecten nodosus. Nine cDNA
libraries were built from tissues of toxicological relevance, the oyster’'s haemocytes
and the scallop and oyster’s digestive gland. The cDNA libraries obtained showed a
high percentage of recombinant clones (62,5-92,5%), high number of independent
clones (106-107 cfu) and insert sizes between 250 and 2500 bp. 96 clones were
selected for sequencing from the libraries that showed the best results.Only the
oyster’s haemocytes library showed some redundancy (14,8%), while the remaining
libraries resulted only in unigue sequences. Twenty two sequences of the oyster C.
rhizophorae and 8 of the scallop N. nodosus were functionally annotated with gene
ontology terms and/or conserved domains. The identified genes are involved in a
variety of processes such as gene expression control, cell division, pathogen
recognition, cell adhesion and metabolism of proteins, RNA and lipids. Finally, a total
of 82 high quality sequences (54 of C. rhizophorae and 28 of N. nodosus) were
obtained and submitted to the Genbank database. The results indicate the potential of
the generated cDNA libraries for the isolation and identification of an even larger
number of genes from these two species, necessary for the construction of DNA
microrrays.
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1. INTRODUCAO

A Ultima década foi marcada por grandes avangos no desenvolvimento de tecnologias
aplicadas a biologia molecular. O sequenciamento do primeiro genoma de um
organismo eucariético, a levedura Saccharomyces cerevisiae (Goffeau et al., 1995) e do
genoma humano (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001) deram inicio a “era dos
genomas completos”. Desde a sua criagdo em 1982, o banco de sequéncias de acidos
nucléicos genbank dobra o nimero de sequéncias registradas a cada ano e em 2008 j3
contava com mais de 98 milhdes (NCBI, 2010). Com o surgimento de uma nova
geracao de métodos de sequenciamento capaz de produzir até 3 Gb por corrida, a
tendéncia é que esta taxa aumente ainda mais (Metzker, 2010). Atualmente, é possivel
ndo apenas sequenciar genomas e transcriptomas inteiros, mas quantificar a expressao
génica a nivel transcricional e protéico de centenas e milhares de genes

simultaneamente (Kandpal et al., 2009).

Apesar destes grandes avancos, a quantidade de sequéncias conhecidas para modelos
nao tradicionais de pesquisa (animais e plantas que ndo sdao comumente utilizados na
pesquisa biomédica) ainda é um fator limitante para o estudo de mecanismos de
toxicidade de poluentes ambientais em animais expostos no ambiente e para o
desenvolvimento de novas abordagens ecotoxicoldgicas, baseadas nas relagdes entre

genes e ambiente.

Moluscos bivalves - animais amplamente utilizados como espécies sentinela em
programas de biomonitoramento ambiental - sdo reconhecidos como excelentes
modelos para o estudo das rela¢des entre genes e ambiente. Embora esforcos sejam
feitos para o sequenciamento do genoma e, principalmente, do transcriptoma de
algumas espécies de bivalves nativas de regides temperadas, o mesmo ndo ocorre para
espécies de regides tropicais, tornando o desenvolvimento de abordagens moleculares
para espécies nativas do Brasil um desafio ainda maior. Para mudar este quadro, neste
trabalho, demos inicio a um projeto de sequenciamento e anotacdo funcional do

transcriptoma de duas espécies de bivalves tropicais de importancia econémicae
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ecotoxicologica, a ostra de mangueCrassostrea rhizophorae e a vieira Nodipecten

nodosus.

1.1. A era das “Omicas”

Desde a determinacdo da estrutura do DNA e do cdédigo genético por Watson e Crick
(1953), os genes assumiram um papel central na pesquisa dos mais diversos processos
bioldgicos. A descoberta de que o DNA contém toda a informacgdo necessaria para o
desenvolvimento e manutengdo da vida e a compreensao de como esta informagao é
codificada criou muitas expectativas quanto a identificacdo de genes associados a
processos e fendtipos especificos, principalmente aqueles associados a doengas em
humanos. Com o desenvolvimento do método de sequenciamento de DNA de Sanger,
em 1977, e o seu aprimoramento e automacdo ao longo dos anos, uma grande corrida
pelo sequenciamento de genes especificos e genomas inteiros foi disparada (Adams,
2008). O anuncio do rascunho do genoma humano em 2000 causou grande impacto e
criou grandes expectativas no publico, que esperava que com a sequéncia do genoma
humano, a identificacdo das bases genéticas de doencas levasse a terapias génicas em

um curto espaco de tempo.

Dez anos depois, estas expectativas ndao se concretizaram totalmente. Em parte, por
gue apenas pouquissimas doencas sdao causadas por alteracdes genéticas simples, em
um Unico gene. A maior parte dos fendtipos, inclusive patoldgicos, possui causas
multifatoriais e é resultado da interagdo entre genes e ambiente (Hernadez e Blazer,
2006). Além disso, o projeto genoma humano consistiu na producdo de grupos de
sequéncias que estatisticamente cobrem todo o genoma, mas que ainda contém
descontinuidades e trechos ndao sequenciados. Com o recente sequenciamento do
genoma de mais individuos, aos poucos estas descontinuidades estdo sendo
resolvidas, trechos antes nao sequenciados, incluidos e um “pan genoma”, mais

representativo da espécie humana, sendo montado (Li et al., 2010).
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No entanto, a questdo mais importante, é que apesar de o genoma humano ter sido
guase totalmente sequenciado, ainda ndo esta disponivel uma relacdo completa e
funcionalmente anotada de todos os genes humanos. A identificacdo e validacao
funcional de genes é justamente a etapa mais trabalhosa e desafiante da analise de um
genoma, devido a grande quantidade de sequéncias geradas e ao fato de que a maior
parte do DNA genOmico ndo conter regides codificantes. A identificacdo de regides
regulatdrias, como promotores, atenuadores e acentuadores, tem sido um desafio a
parte, uma vez que estas regides ndo sao necessariamente definidas por sequéncias
conservadas e porque podem estar presentes ndo apenas em regides proximas a seus

genes alvo, como a milhares de pares de base de distancia deles (Griffiths et al., 1999).

Um genoma totalmente sequenciado e funcionalmente anotado fornece um panorama
do organismo, possibilitando identificar as vias metabdlicas presentes e estudos de
genOmica comparativa. No entanto, embora seja um grande feito, a conclusdo de um
genoma € apenas um passo em diregdo ao completo entendimento das bases
genéticas de processos bioldgicos. Isoladamente, a gendmica ndo responde todas as

perguntas.

Paralelamente ao desenvolvimento da gendmica, surgiram outras disciplinas que
buscam estudar, também em grande escala, aspectos dinamicos da biologia molecular.
Entre elas, estdo a expressdo génica em nivel transcricional (transcriptoma) e protéico
(proteoma), a investigacdo do fluxo metabdlico (metaboloma), a investigacdo de
interacBes entre proteinas (interatoma), mapeamento do padrdo de fosforilacdo de
proteinas (fosfoproteoma) e a identificacdo do perfil lipidico (lipidoma) (Kandpal et al.,
2009; Macek et al.,, 2009; Oresic, 2009). Da reunido de todas estas disciplinas,
coletivamente chamadas “Omicas”, recentemente teve origem a “biologia de sistemas”
que busca entender fendmenos bioldgicos, nao através da andlise de genes individuais,
mas pela rede de interagOes entre todos os componentes celulares e bioquimicos em
uma célula ou organismo. A biologia de sistemas busca integrar dados heterogéneos e

tem o audacioso objetivo final de prever fen6menos bioldgicos, dados os componentes

envolvidos (Liu, 2005).
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1.2. Transcriptomica

O transcriptoma representa a por¢ao do genoma expressa na forma de moléculas de
RNA. No entanto, em comparagdo com as sequéncias gendmicas, as suas diversidade e
complexidade sdo maiores, uma vez que cada gene pode dar origem a mais de um
transcrito devido ao processamento alternativo e a edicdo de RNA e ao uso alternativo
de sitios de iniciacdo e terminacdo da transcricdo (Frith et al., 2005). Recentemente,
novas classes de RNA ndo codificantes foram identificadas em eucariotos, entre as
quais, microRNAs e RNAs de interferéncia (Carthew e Sontheimer, 2009). Mais
surpreendentemente, também foram identificados RNAs longos ndo codificantes,
transcritos a partir de regides do genoma antes tidas como transcricionalmente
inativas, como regides intergénicas e a partir da fita antisenso de genes, mostrando

gue uma parte bem maior do genoma é transcrita (Ponting et al., 2009).

O transcriptoma é altamente dinamico. Apesar de todas as células de um organismo
possuirem, em principio, 0 mesmo material genético, cada tipo celular expressa um
conjunto de genes distinto. Além disso, em cada tecido ou tipo celular, os niveis de
expressao génica podem ainda variar em funcdo de inUmeras variaveis, permitindo
gue a célula responda e se adapte a diferentes condicdes e sinais externos. Uma das
dificuldades em se sequenciar todo o transcriptoma de um organismo é justamente o

fato de que ndo ha apenas um, mas varios transcriptomas (Alberts et al., 2004).
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Quadro 1 — Os microarranjos de DNA e as bibliotecas de cDNA

Essas sdo as duas principais abordagens para o estudo de transcriptomas. O microrranjo de
DNA (fig. 1) é uma das ferramentas usadas para investigar quantitativamente o perfil de
expressao génica, ou seja, o transcriptoma, de um tipo celular, tecido ou organismo em um
determinado contexto (Schena et al.,, 1995; 1998). Este experimento consiste na
construcdo de um chip de DNA, uma pequena lamina de vidro, onde sondas para os
diferentes genes de um organismo s3o ligadas, em posicdes conhecidas. E possivel
construir chips com milhares de sondas distintas e, portanto, até mesmo todos os genes de
um organismo podem ter seus niveis de expressao medidos simultaneamente. Para avaliar
comparativamente os niveis de expressao génica entre duas amostras, o RNA é extraido e
convertido em cDNA (DNA complementar). O cDNA de cada amostra é marcado com uma
molécula fluorescente diferente e, entdo, ambos os cDNAs sdo submetidos a hibridizagao
competitiva com as sondas presentes no chip. A quantificagdo das diferentes fluorescéncias
emitidas em cada posi¢do do chip, ou seja, para cada gene ali representado, indica em qual
das duas amostras o gene estd mais ou menos expresso ou se ndo ha diferengas de
expressao entre as duas amostras, no caso de ambas as fluorescéncias terem niveis

semelhantes.

Os chips de DNA podem ser construidos com dois tipos de sonda, oligonucleotideos
sintéticos ou moléculas de cDNA. No primeiro caso, é necessario conhecer as sequéncias
dos genes a serem analisados para, entdo, desenhar oligonucleotideos que funcionem
como sondas para as sequéncias expressas. No segundo, é necessario possuir uma colegdo
de cDNA como fonte para a producdo de sondas por PCR. Bibliotecas de cDNA (fig. 2) tém
sido construidas com este intuito, principalmente para organismos sem genoma e
transcriptoma seqlienciados e, portanto, sem sequéncias disponiveis na literatura e nos

bancos de dados (Barret e Kawasaki, 2003)
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Figura 1 — Principais etapas da constru¢dao e utilizacdo de um microrranjo de DNA para
comparagdo quantitativa do perfil de expressdo génica entre duas amostras bioldgicas.

Adaptado de Robbens et al., 2007.
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Figura 2: Principais etapas da construcdo de uma biblioteca de cDNA. Bibliotecas de cDNA s3o
construidas a partir do RNA isolado de um organismo ou de um tipo celular ou tecido
especificos. Através de uma reacdo de transcricdo reversa, é sintetizado o cDNA que por fim é
inserido em um vetor de clonagem, em geral, um plasmidio. O DNA plasmidial contendo os
insertos de cDNA sdo inseridos em células bacterianas, onde sdo replicados e de onde sdo
posteriormente isolados. Em um vetor de clonagem, o inserto de cDNA pode ser facilmente
sequenciado com um primer plasmidio-especifico ou ainda utilizado como molde para a
producdo de sondas por PCR (Barret e Kawasaki, 2003). Figura adaptada de

<http://www.britannica.com/EBchecked/topic/493667/recombinant-DNA-technology>.
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O sequenciamento de transcriptomas através de bibliotecas de cDNA vem sendo
conduzido para suprir a falta de projetos genoma em modelos ndo tradicionais de
pesquisa como algas (Ferreira et al., 2007), peixes (Brown et al., 2008), crustaceos (Li e
Brouwer, 2009) e moluscos (Kang et al., 2006). Esse procedimento tem a vantagem de
fornecer somente as sequéncias codificantes expressas, dispensando as trabalhosas
etapas de identificacdo de exons e introns, necessaria na analise de sequéncias de
origem genOmica. Em contrapartida, a redundancia das sequéncias & um fator
limitante para a identificacdo de novos genes através do sequenciamento de

bibliotecas de cDNA.

Células eucariodticas (de levedura, camundongo e humanas) apresentam um padrao
de expressdo onde poucos genes sao expressos em hiveis muito altos de até 20000
transcritos por célula, enquanto a maioria dos genes é expressa em niveis tao baixos
quanto o de 1 molécula por célula. (Bishop et al., 1974; Velculescu et al., 1999;

Kuznetsov et al., 2002).

Este perfil de expressao génica desigual sera refletido nas concentracGes com que os
diferentes genes serdo encontrados na biblioteca de cDNA, dificultando o isolamento

de genes raros, justamente a maior parte dos genes expressos em uma célula.

Bibliotecas de cDNA com alto grau de redundancia podem ser pouco produtivas e
consequentemente caras para a identificagao de novo de genes. O nimero de clones
sequenciados para encontrar uma nova sequéncia pode ser extremamente alto. Por
exemplo, para encontrar uma sequéncia cuja frequéncia seja 1:10.000 seria necessario
sequenciar até 100.000 clones. Para superar este problema, diferentes estratégias de
normalizagdo de cDNA, que removem do cDNA o excesso de transcritos super
expressos (ou seja, a fracdo redundante), vem sendo desenvolvidas. Assim, é possivel
que diferentes sequéncias estejam presentes em concentracdes aproximadamente
iguais na biblioteca de cDNA e tenham as mesmas probabilidades de serem isoladas e

sequenciadas (Soares et al., 1994; Bonaldo et al., 1996).
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1.2.1. A anotagao funcional de genes

A bioinformatica consiste na aplicacdo de técnicas de informatica (derivadas da
matemadtica, estatistica e ciéncias computacionais) na organizacdo, analise e
compreensao de dados bioldgicos (Luscombe et al., 2001). O desenvolvimento destas
ferramentas tem sido essencial para lidar com a grande quantidade de dados gerados
na era gendbmica, em especial, na identificacdo das possiveis fungcdes dos produtos

codificados por genes, porque seria impossivel testar todos experimentalmente.

A anotacdo funcional eletrénica se baseia na premissa de que duas moléculas com
funcdes relacionadas, em geral, apresentam sequéncias similares e vice-versa. A
bioinformatica possibilita a identificagdo de similaridade entre sequéncias e calcula sua
significancia estatistica, para que se possa avaliar se é possivel inferir a funcdo da
sequéncia desconhecida pela sua similaridade com outra de fungdes conhecidas

(Dardel e Képes, 2006).
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Quadro 2 — Homologia x Similaridade

E muito comum o uso equivocado do termo homologia com o sentido de similaridade, por
exemplo, quando se diz que “duas sequéncias apresentam 70% de homologia”. Homologia
€ um conceito bioldgico qualitativo que indica uma origem comum. Genes homadlogos
podem ter se originado de um gene presente no uUltimo ancestral comum entre as espécies
comparadas (genes ortélogos) ou podem estar relacionados por eventos de duplicagdo

(genes paralagos) (Koonin, 2005).

As ferramentas de bioinformatica avaliam e quantificam a ocorréncia de similaridade e
ndo, de homologia, entre sequéncias. Genes homdlogos, descendentes de um ancestral
comum, de forma geral, apresentam sequéncias e fungées similares. Sendo a similaridade
um valor numérico, pode ser correlacionada com probabilidade e ser usada como critério
para inferir homologia. Quanto maior a similaridade entre duas sequéncias, menor a
probabilidade de que tenham se tornado similares por acaso e, logo, maior a probabilidade
de que tenham uma origem comum. No entanto, em alguns casos, genes homadlogos
podem ser muito pouco similares e, nestes casos, deve ser feita uma analise cautelosa,
buscando identificar, por exemplo, se a regido similar é funcionalmente importante e se os
residuos conservados sdo essenciais para o funcionamento da indicios que podem revelar

homologia (Koonin e Galperin, 2002).

Uma das principais ferramentas de bioinformatica é o BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool), um algoritmoamplamente utilizado para alinhar sequéncias de DNA e
proteinas com sequéncias depositadas em bancos de dados (Altschul et al., 1990). Os
algoritmos utilizados antes do BLAST comparavam sequéncias analisando-as residuo
por residuo, o que exigia muito tempo e computadores com grande capacidade de
processamento, dificuldades que aumentavam ainda mais com o crescimento
exponencial dos bancos de dados. O BLAST tornou este processo mais rapido, ao
comparar sequéncias por pequenos segmentos (“words”), contendo um numero

ajustavel de residuos.

No entanto, a inovagao mais interessante do BLAST é que esta ferramenta calcula a

significancia estatistica da similaridade para cada resultado de alinhamento entre duas
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sequéncias, permitindo uma analise mais objetiva dos resultados obtidos. A
significancia estatistica é indicada pelo valor e que corresponde a probabilidade de
obter o mesmo alinhamento com uma outra sequéncia aleatéria presente no banco de
dados. O valor e indica, portanto, as chances de que a similaridade tenha sido
encontrada por acaso e que nao denote uma relagao real entre as sequéncias
analisadas. Desta forma, quanto menor o valor e obtido para um alinhamento, mais

significativo é o resultado.

1.3. RelagOes entre genes e ambiente.

Um organismo precisa manter o seu meio interno estavel com relagdo as variagdes do
meio externo.Este processo é chamado homeostase e em Ultima insténcia é
controlado pelos genes. As células monitoram sinais externos e internos e os traduzem
em respostas bioldgicas, frequentemente, através de alteragGes na expressdo de

genes.

7

A forma mais frequente de interacdo entre genes e ambiente é mediada pela
expressao génica: quais genes sao expressos, em quais células, em que momento e
com que intensidade; sdao variaveis diretamente influenciadas por fatores

ambientais.

A exposi¢do a substancias tdxicas pode alterar a homeostase de um organismo
resultando na ativacdo de mecanismos de resposta ao estresse (e.g. destoxificacdo e
reparo), que envolvem a ativacdo e repressdo de grupos de genes especificos, para o
seu reestabelecimento (Moggs e Orphanides, 2003; Goldstone, 2008). As relacOes
entre expressao génica e toxicidade sdo bem estabelecidas como é descrito, de forma

clara, por Nuwaysir et al., (1999):

“A toxicidade é geralmente precedida por (ou resulta em) alteragbes na expressdo
génica. Em muitos casos, estas altera¢cdes sdo muito mais sensiveis, caracteristicas e

mensurdveis do que a propria toxicidade”.
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Desta forma, com técnicas de quantificacdo dos niveis de expressdo génica em grande
escala, e.g. microarranjos de DNA, é possivel detectar a toxicidade de forma precoce,
ainda em seus estdgios iniciais. Devido a sensibilidade com que a expressao génica
responde a estimulos, mesmo os efeitos de exposicoes a doses baixas de uma
determinada substancia podem ser assim detectados. Além disso, por ser uma
abordagem global, onde muitos parametros (genes) sdo avaliados ao mesmo tempo,
multiplos efeitos causados por um ou mais compostos toxicos podem ser identificados
e diferenciados. Ao determinar quais genes foram ligados ou desligados, pode-se
inferir quais processos bioldgicos foram afetados positiva ou negativamente

identificando os mecanismos de toxicidade envolvidos na quebra da homeostase.

1.3.1. Organismos modelo para o estudo das relagbes entre genes e

ambiente.

“Ainda ndo foi construido nenhum instrumento que possa medir toxicidade.
Concentra¢do quimica pode ser medida com um instrumento, mas apenas material

vivo pode avaliar toxicidade” (Cairns & Mount 1990).

A escolha de um organismo modelo para avaliacgdo da toxicidade envolve varias
questdes praticas e éticas. E importante considerar a facilidade de manuten¢do em
laboratério, controle das condi¢cGes experimentais, conhecimento da biologia e
fisiologia, assim como da toxicocinética e do metabolismo do xenobitético no

organismo.

Para a investigacdo de processos celulares e moleculares mais amplamente
conservados, além dos tradicionais modelos animais utilizados em pesquisa biomédica
(e.g. o rato Rattus norvegicus e o camundongo Mus musculus), podem ser utilizados
diversos organismos eucariéticos, mesmo espécies unicelulares, consideradas um
modelo “minimo” de célula eucaridtica. Alguns exemplos s3do a levedura
Saccharomyces cerevisiae, o nematddeos Caenorhabditis elegans, o crustaceo Daphnia

spp., os moluscos Mytilus edulis e Crassostrea gigas, o peixe Danio rerio e o anfibio
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Xenopus spp.

Os moluscos bivalves (ostras, mexilhGes, vieiras, etc) sdo considerados bons modelos
toxicoldgicos, pois devido ao habito alimentar filtrador acumulam xenobidticos
presentes na agua, sendo a toxicocinética de muitos destes compostos muito bem
descrita nestes animais. Como podem ser facilmente mantidos em laboratério e sdao
sésseis, a exposicdo a compostos toxicos pode ser controlada e conduzida através da
agua. Além disso, bivalves sdo amplamente distribuidos sendo, portanto, de facil
obtencdo e o seu tamanho é grande o bastante para garantir quantidades de tecidos

suficientes para analises bioldgicas.

A possibilidade de trabalho em todas as etapas do ciclo de vida de moluscos bivalves,
desde embrides até adultos sexualmente maduros, é um aspecto importante, uma vez
gue algumas substancias podem nao ser toxicas em adultos, mas causar danos durante
o desenvolvimento. Por fim, muitas das vias de controle de processos quimicos e
bioldgicos em moluscos sdao altamente conservadas, permitindo a generalizacdo de
resultados ndo somente entre moluscos, mas também para espécies de taxons

superiores (Rittschof e McClellan-Green, 2005).

Um dos fatores limitantes ao estudo de mecanismos moleculares em moluscos
bivalves, principalmente em espécies tropicais, é a caréncia de sequéncias. Este quadro
comecou a mudar quando, recentemente, a identificacdo de genes em bivalves passou
a ser feita em maior escala, através da geracdo e sequenciamento de bibliotecas
gendmicas e de cDNA (Venier et al., 2003; Cunnighamn et al., 2006; Fleury et al.,
2009a; Venier et al., 2009; Wang et al.,, 2009). O sequenciamento de um grande
numero de clones de cDNA comeca a possibilitar o estudo de perfis de expressao
génica em algumas espécies, como o mexilhdo zebra, Dreissena polymorpha (Xu e
Faisal, 2009), as ostras Crassostrea gigas eCrassostrea virginica (Jenny et al., 2007;
Fleury et al., 2009b) e os mexilhGes Mytilus edulis e Mytilus galloprovincialis (Dondero

et al., 2006b; Venier et al., 2006).

No entanto, estes esforcos estdo ainda concentrados em poucas espécies, nativas de

regioes temperadas. No genbank, das mais de 220 mil sequéncias de bivalves, a maior
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parte (67,7%) esta concentrada em apenas duas familias: Ostreidae (ostras) e Mytilidae
(mexilhGes). Juntas, a ostra japonesa C. gigas e a ostra americana C. virginica
respondem por 97% das sequéncias da familia Ostreidae. Os pectinideos (vieiras)
respondem por 11,5% das sequéncias de bivalves, distribuidas entre trés principais
espécies: Chlamys farreri (Asia), Argopecten irradians (EUA) e Mizuhopecten yessoensis
(Japdo). Em contraste, ha apenas 26 sequéncias para a ostra Crassotrea rhizophorae
(familia Ostreidae) e 4 para a vieira Nodipecten nodosus (familia Pectinidae), dois
bivalves nativos do Brasil e bem representados na literatura (qua. 3), mas ainda pouco

estudados em nivel molecular (Metanalise no genbank, em Janeiro de 2010).

Com a motivacdo de incrementar estes nimeros e a fim de viabilizar a implementacao
da técnica de microarranjos de DNA no estudo de mecanismos moleculares de
toxicidade em bivalves tropicais, iniciamos o sequenciamento e anotacao funcional do
transcriptoma destes dois bivalves tropicais, a ostra Crassostrea rhizophorae e a vieira

Nodipecten nodosus.



26

Quadro 3 — Crassostrea rhizophorae e Nodipecten nodosus.

C. rhizophorae é localmente conhecida como ostra de mangue, pois ocorre principalmente
neste ecossistema. Sua distribuicdo, no Brasil, é bastante ampla, indo do Parana ao Rio
Grande do Norte (Ignacio et al., 2000). N. nodosus, também chamado “coquille”, ocorre em
aguas mais profundas. No Brasil, ja foi encontrado entre 6 e 30 m de profundidade,
ocorrendo em daguas tropicais, mas principalmente, subtropicais entre os cabos de Sdo

Tomé (RJ) e Santa Marta (SC) (Rupp e Parson, 2006).

Figura 3 — (A) Valvas de Crassostrea rhizophorae (Guilding 1828). Foto: Mauro Rebelo. (B)

Nodipecten nodosus (Linnaeus, 1758). Foto: José Zaganelli.

O acumulo e a toxicocinética de poluentes ambientais, em particular metais pesados, sao
bem caracterizados nestes dois bivalves (Rebelo et al., 2003a; Lacerda e Molisani, 2006;
Galvdo, 2007). Na ostra, a inducdo/repressdo de atividades enzimaticas, proteinas e genes
especificos em fung¢do da exposicdo a poluentes ambientais também tém sido avaliados,
porém ainda em pequena escala, com um ou poucos destes parametros analisados por
experimento (Rebelo et al., 2003b; Wanick, 2007;Silva et al., 2008; Zanette et al., 2008).

Estas duas espécies sdo ainda cultivadas e comercializadas regionalmente. Devido a esta
importancia econémica, aspectos da biologia destes dois bivalves sdo estudados, como, por
exemplo, a infecgao por patdgenos e a reproducao (Sabry e Magalhaes, 2005; Ferreira et
al., 2006). Alguns estudos genéticos também ja foram conduzidos como a determinacgdo do
caritotipo de N. nodosus (Pauls e Affonso, 2000) e identificacdo molecular da ostra C.

rhizophorae (Varela et al., 2007).
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2. OBIJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral a identificacdo e anotacdo funcional de genes

expressos na ostra de mangue Crassostrea rhizophorae e na vieira Nodipecten

nodosus.

2.1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Construir e validar bibliotecas de cDNA como fontes ndo redundantes de cDNA
para o sequenciamento de genes expressos na glandula digestiva de
Nodipecten nodosus e na glandula digestiva e nos hemadcitos de Crassostrea

rhizophorae.

Sequenciar, identificar e caracterizar funcionalmente, através de ferramentas
de bioinformatica, genes expressos na glandula digestiva de Nodipecten

nodosus e na glandula digestiva e nos hemdcitos de Crassostrea rhizophorae.

Depositar as sequéncias obtidas no genbank, banco de dados de sequéncias

nucleotidicas do NCBI.
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3. MATERIAIS E METODOS

Bibliotecas de cDNA foram construidas para a glandula digestiva e hemdcitos de C
rhizophorae e para a glandula digestiva de N. nodosus. A escolha destes tecidos se deu
em fung¢dao da sua importancia na resposta imune, acimulo e metabolismo de

xenobidticos.

Para a obtengdo de bibliotecas de cDNA tecido-especificas com sequéncias completas,
baixa redundancia e alta representatividade, ou seja, com ao menos uma copia de
cada molécula de cDNA/RNAm presente inicialmente no RNA original, utilizamos uma
combinacdo de técnicas descritas na figura 4. De forma geral, através do mecanismo
SMART (Switching Mechanism At 5' end of RNA Transcript) (Zhu et al., 2001), o cDNA
foi sintetizado com adaptadores em ambas as extremidades, permitindo a
amplificacdo seletiva das sequéncias de cDNA completas por PCR (fig. 4, etapa 2). Esta
e todas as etapas de amplificacdo do cDNA por PCR foram feitas com um Unico primer
de forma a regular o tamanho médio dos produtos de cDNA e evitar a amplificacdo

preferencial de sequéncias curtas (fig. 4, etapa 2) (Shagin et al., 1999) .

A normalizacdo DSN (Duplex-Specific Nuclease) (Zhulidov et al., 2004) removeu o
excesso das sequéncias de cDNA mais frequentes, referentes a genes altamente
expressos, resultando em um cDNA onde as diferentes sequéncias estdo presentes em
concentragdes semelhantes, ou seja, em um cDNA pouco redundante (fig. 4,etapa 3).
O cDNA normalizado foi entdo amplificado (etapa 4), digerido com a enzima de
restricdo Sfil e fracionado por cromatografia de filtracio em gel (etapa 5) para

remocao das moléculas de cDNA com menos de 250 pb (fig. 4, etapa 6).

A fracdo de cDNA normalizado com mais de 250 pb foi clonada no plasmidio pDNR-LIB
(fig.5, clontech), entre os sitios de restricdo SfilA e SfilB. As bibliotecas de cDNA
resultantes foram em seguida inseridas em Escherichia coli, de onde clones

recombinantes foram selecionados aleatoriamente para sequenciamento.

A construcdo das blbiotecas de cDNA (da 22 a 82 etapa, fig.4) foi realizada nas
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instalagdes do Departamento de Ciéncias do Ambiente e da Vida da Universita del
Piemonte Orientale Amedeo Avogrado (Itdlia), em colaboracdo com os professores

Francesco Dondero e Aldo Viarengo.

C. rhizophorae N. nodosus
il 1 L
Hemécitos  Glandula digestiva Glandulza digestiva

| |

1. Extracdo de RNA

[
2. Sintese e amplificagdo de |......| Regulacdo co tamanho
cDNA (SMART) medio do produle de PCR
1 i
3. Normalizagao do cDNA (DSN)
| I | ;
4, Amplificagao do cDNA
A normalizado
S {\ I I
W ) 5. Digestao do cDNA com
‘\__#’ "= Sfil e fracionamento
6. Ligagdo com pDNR-LIB
I
7. Transformagac em E. coli
1
8. Extracdo de DNA plasmidial das coldnias
transformantas

11

Sequenciamento

A MW

Analise das sequéncias

Figura 4 - Principais etapas da construcdo das bibliotecas de cDNA. Ao longo da sec¢do
materiais e métodos, cada um dos passos aqui enumerados sera detalhado. Este fluxograma
serve de referéncia para a contextualizagdo e compreensao da sequéncia dos itens que serao

descritos. O mapa do plasmidio pDNR-LIB é mostrado com maiores detalhes na figura 5.
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Figura 5 — Representacdo esquematica do plasmidio pDNR-LIB. Em destaque, os sitios

multiplos de clonagem (MCS A e MCS B). Retirado de <http://www.clontech.com>.
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3.1. Extracao e purificacdo de RNA

Na primeira etapa da sequéncia experimental (fig. 4,etapa 1), o RNA total foi extraido
e purificado dos hemacitos (C. rhizophorae) e da glandula digestiva (C. rhizophorae e N.
nodosus). O RNA poli-A foi purificado apenas das amostras de RNA total da glandula

digestiva que apresentavam quantidade suficiente.

Quadro 4 — Animais. As ostras utilizadas neste trabalho foram coletadas no Rio S3o Joao,
em Barra de S3o Jodo (RJ), onde sdo cultivadas. As vieiras foram cedidas pelo projeto
POMAR (Projeto de Repovoamento Marinho da Baia da Ilha Grande) coordenado pelo

Instituto de Ecodesenvolvimento da Baia da llha Grande (IED-BIG), em Angra dos Reis (RJ).

Para a extracdo de RNA total de hemdcitos, a hemolinfa foi extraida do musculo adutor
de diferentes individuos, formando um pool de 25 mL, que foi armazenado em igual
volume de solucdo para preservacdao de RNA ((NH4)2504 55%; EDTA 1 mM; pH 5.2) a -
20°C. Imediatamente antes da extracdo, a solugdo com hemolinfa foi centrifugada
(10’ @4000g@42C). Apds o descarte do sobrenadante, o pellet de hemdcitos foi lavado
em 25 mL de tampdo PBS 1X (Salina tamponada com fosfato, Sigma) e a suspensao
celular, novamente centrifugada nas mesmas condi¢cbes da etapa anterior. Apds o
descarte do sobrenadante, o pellet foi totalmente resuspenso em 1 mL de QlAzol Lysis

Reagent (Qiagen).

Para extragao de RNA total das amostras de glandula digestiva da ostra de mangue e
das vieiras, entre 50-100 mg de tecido foram totalmente homogeneizados em 1 mL de
TRIZOL (Invitrogen). A partir desta etapa, todas as amostras, de hemolinfa e glandula
digestiva, foram processadas de acordo com as instrugdes do fabricante. Ao final do
processo, o pellet de RNA foi ressuspenso em dgua destilada livre de nucleases
(GIBCO). O RNA total foi ainda purificado com cloreto de litio. Para cada 100 puL de RNA
total ressuspenso em agua, foram adicionados 20 plL de cloreto de litio (8M). Apds 30
min a -202C, as amostras foram centrifugadas (20 min@16.000xg)e o pellet resultante

foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75%. Apds a Ultima etapa de lavagem e
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evaporacdo de todos os residuos de etanol, o pellet de RNA foi ressuspenso em agua

destilada livre de nucleases.

Finalmente, o RNA mensageiro (poli-A) foi isolado com o kit GenElute mRNA miniprep
(Sigma Aldrich) conforme as recomendacgGes do fabricante a partir do RNA total

extraido das amostras de glandula digestiva.

Quadro 5 - Quantificacdo e controle de qualidade do RNA. A quantidade de RNA foi
avaliada pela absorbancia em 260 nm. A possivel contaminagao por proteinas e compostos
usados durante a extragao (sais, fenol, cloroférmio, etc) foi avaliada pela absorbancia em
280 e 230 nm, respectivamente. A integridade do RNA total foi avaliada por meio do
fracionamento por eletroforese em gel de agarose em condi¢des desnaturantes conforme
descrito por Masek et al. (2005), porém em tampao TBE (Tris/Borato/EDTA) 0.5X (GIBCO).
Estes e os demais géis deste trabalho foram visualizados e fotografados no sistema de

fotodocumentacdo Molecular Imager Gel Doc XR+ System (BIORAD).

3.2. Sintese e amplificacdo de cDNA

O RNA isolado dos hemdcitos e da glandula digestiva foi utilizado como molde para a
sintese do DNA complementar (cDNA). Porém, com algumas particularidades. A
primeira fita de cDNA foi sintetizada de forma a adicionar sequéncias adaptadoras
contendo os sitios de restricao SfilA e SfilB através do mecanismo SMART — Switching
Mechanism At 5' end of RNA Transcript (qua.6 e 7) (Zhu et al., 2001), sendo esta a

primeira etapa para a construcdo das bibliotecas.




33

Quadro 6 — Sintese da primeira fita de cDNA.

Aproximadamente 1 ug de RNA poli-A da glandula digestiva (C. rhizophorae e N. nodosus) e
aproximadamente 400 ng de RNA total dos hemdcitos (C. rhizophorae) foram utilizados.
Para cada reacgao, foram adicionados RNA, 1 uL do adaptador 5° SMART IV oligonucleotide
12 uM (Clontech) e 1 pL do oligodT CDS-3M adapter 12 uM (Evrogen) em um volume final
de 5 pL. Todos os oligonucleotideos utilizados encontram-se descritos na tabela 1. A
mistura foi incubada a 722C por 2 min e imediatamente incubada em gelo, por mais 2 min.
ApOds esta etapa, foram adicionados 2 uL de tampao de primeira fita 5X (Clontech), 1 uL de
DTT (20 mM), 1 uL de dNTPs (10 uM) e 1 pL de RevertAid M-MulL-V reverse transcriptase
(Fermentas). As reagGes foram incubadas por 1 hora e 30 min a 422C e armazenadas a -
202C até a proxima etapa. Componentes dos kits TRIMMER-DIRECT cDNA normalization
(Evrogen) e Creator SMART cDNA library construction (Clontech) foram usados na sintese

de cDNA e nas etapas seguintes da construgao das bibliotecas.

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados durante a constru¢do das bibliotecas de DNA. Em

negrito, o sitio de restri¢do SfilA. Sublinhado, o sitio de restrigdo SfilB.

Oligonucleotideo Sequéncia
SMART IV oligonucleotide 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG-3'
CDS-3M adapter 5'AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCGAGGCGGCC(T)20VN*3!
5' PCR Primer 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'
PCR primer M1 5' AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3'
PCR primer M2 5' AAGCAGTGGTATCAACGCAG 3'
M13 Foward 5' GTAAAACGACGGCCAGT 3'
M13 Reverse 5' AAACAGCTATGACCATGTTCA 3'

*N=A,C,GorT;V=A,GorC
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Quadro 7 — Mecanismo SMART - Switching Mechanism At 5' end of RNA Transcript

Este mecanismo se baseia na adi¢do de trés citosinas (C) na extremidade 3' do cDNA, ao
final da retrotranscricdo da molécula molde de RNA utilizada pela retrotranscriptase MML-
V (virus Maloney da leucemia- figura 6). Na presenca de um oligonucleotideo que contenha
trés guaninas (G) que anelem com a cauda de citosina do cDNA, a retrotranscriptase MML-
V troca de suporte e continua a polimerizar DNA usando o oligonucleotideo como molde.
Desta forma, em uma Unica etapa, o cDNA é sintetizado a partir do oligodT CDS-3M e o
adaptador SMART IV oligonucleotide é adicionado a extremidade 3' da fita de cDNA recém
sintetizada. Como as citosinas sao adicionadas somente quando a retrotranscriptase MML-
V atinge o final do transcrito, o adaptador é adicionado somente as moléculas de cDNA
completas e ndo aquelas onde a enzima tenha interrompido a polimerizacdo
prematuramente, algo frequente durante reag¢lGes de retrotranscricdo. O cDNA com
adaptadores em ambas extremidades é amplificado por PCR resultando em um cDNA
enriquecido com sequéncias completas e flanqueado pelos sitios de restricdo apropriados

para a clonagem direcional do cDNA no plasmidio pDNR-LIB (Fig. 4,etapa 6).

Poly A* RNA
B hwvnhanaananananaanaayes polyA 3
GG°
g - =
SMART IV chsau

Sintese de cDNA e
adicdo da cauda de C

- B'NAAAANAAAAAA polyA
_— GUEJ -
6 ccc —y

Troca de molde e Figura 6 — Representa¢do esquematica da
extensao
“troca de molde” (“template switching”) pela
5" mmm GGG A InNNNANA polyA
retrotranscriptase MML-V durante a sintese

m CCC —
Amplificacdo da primeira fita de cDNA. Adaptado de
por LD-PCR <http://www.clontech.com>
e
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3.2.1. Amplificacdo do cDNA por LD-PCR e regulagao do tamanho médio dos
produtos de PCR

A primeira fita de cDNA flanqueada pelos adaptadores CDS-3M e SMART IV (fig. 6) foi
amplificada por PCR de longa distancia (LD-PCR) para aumentar a quantidade de cDNA

disponivel para a etapa seguinte de normalizagao.

Sabe-se que durante a amplificacdo de cDNA por PCR, as sequéncias mais curtas sao
amplificadas com maior eficiéncia que as maiores. Como o cDNA é uma mistura
complexa, com fragmentos de tamanhos diferentes, os menores fragmentos sdo
amplificados com maior eficiéncia resultando na perda das seqliéncias raras e mais
longas, assim como na reducdo do comprimento médio dos fragmentos de cDNA. Para
resolver este problema foi utilizada a estratégia de regulacdo do tamanho médio do
produto de PCR proposta por Shaginet al. (1999). Esta solucdo consiste em fazer um

PCR de longa distancia (LD-PCR) com um Unico primer.

O PCR de longa distancia é otimizado para amplificar fragmentos de DNA longos com
maior eficiéncia e fidelidade a sequéncia original. Para isso, foram utilizados reagentes
do kitAdvantage 2 PCR (Clontech) que contém uma mistura de duas enzimas: uma DNA
polimerase de alta sensibilidade e rendimento; e uma DNA polimerase com atividade
exonuclease 3’-5’, para correcdo dos pares de bases mal pareados (qua.8). Os
adaptadores SMART IV e CDS-3M adicionados ao cDNA contém um trecho onde suas
sequéncias sdao iguais e ao usarmos um unico primer que anela nesta regido, as
extremidades do produto de PCR nos ciclos iniciais conterdao sequéncias invertidas e
complementares (fig. 7). Estas extremidades irdo hibridar uma com a outra, porém
mais facilmente nas sequéncias mais curtas impedindo o anelamento do primer e,
portanto, inibindo a amplificacdo das sequéncias seletivamente em funcdo do seu
tamanho. Assim, a amplificagao das sequéncias curtas € inibida e fragmentos maiores
sdo amplificados preferencialmente. Segundo Matz (2002), para que a biblioteca de
cDNA seja representativa, ou seja, contenha ao menos uma copia de cada molécula de

RNAm presente inicialmente, o numero de ciclos das etapas de PCR ndo deve ser maior
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que 25. Um numero de ciclos maior poderia resultar na amplificagao preferencial de
algumas sequéncias em detrimento de outras, reduzindo a complexidade do cDNA
original. Por isso, o nimero de ciclos usados neste primeiro LD-PCR ndo ultrapassou 18

(tab.1).

A. Fragmentos curtos B. Fragmentos longos

Figura 7 — Regulagdao do tamanho médio dos produtos do LD-PCR. Nos fragmentos de cDNA
curtos (A), a amplificacdo é inibida devido a hibridacdo das extremidades do cDNA que sdo
complementares, o que impede o acesso do primer. Nos fragmentos maiores (B), este efeito
nado ocorre na maior parte das moléculas resultando no anelamento do primer em sua regido

alvo e consequente amplificacdo. Adaptado de Shagin et al., (1999).

Quadro 8: Amplificagao de cDNA por LD-PCR. Para cada reagao de foram adicionados: 2 pl
de cDNA (produto da reagao de sintese da primeira fita de cDNA), tampdo 10X Advantage 2
PCR (clontech), 0,2 uM de cada dNTP (Invitrogen), 0,4 uM de 5' PCR primer (Tab.1,
Clontech), 2 ul de 50X Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech) e dgua livre de nucleases
suficiente para completar 100 pl. As reagées de LD-PCR foram incubadas em um
termociclador (GeneAmp PCR System 2400 — Perkin Elmer)de acordo com os ciclos
descritos na tabela 2. O cDNA obtido foi purificado para remogdo de primers, dNTPs e
proteinas com o kit GenElute PCR Clean-up (Sigma Aldrich), conforme protocolo

recomendado pelo fabricante.
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Para observacdo dos perfis de cDNA obtidos, os produtos da amplificacdo do cDNA por
LD-PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose. A figura 8 mostra trés
diferentes perfis de cDNA: a glandula digestiva de C. rhizophorae com fragmentos
aproximadamente entre 300 pb e 3 Kb, os hemdcitos deste mesmo organismo, com
fragmentos entre 200 pb e 3 Kb e a glandula digestiva de N. Nodosus com fragmentos
desde 200 pb até maiores que 3 Kb. As amostras de cDNA de C. rhizophorae
resultaram também na amplificacdo de uma banda mais intensa (entre 700 e 800 pb)
enguanto que a de N. Nodosus resultou na amplificacdo de duas bandas mais intensas
(de 1 e 1,5 Kb, aproximadamente) provavelmente referentes a genes constitutivos

altamente expressos e, portanto, mais abundantes no cDNA original.

Quadro 9 — Eletroforese em gel de agarose. O fracionamento de cDNA por eletroforese em
gel agarose (concentragdes varidveis entre 1.1-1.4%, indicadas nas legendas) foram feitos

com tampdo TBE 0.5X (GIBCO). Brometo de etideo foi adicionado ao gel de agarose na

concentragdo final de 17 pg/mL.

1

3Kb—»
Figura 8 — cDNA amplificado por LD-PCR
g e fracionado por eletroforese em gel de
1Kb —P» ‘ agarose 1.4%.1 - padrdo GeneRuler 100
pb DNA ladder plus (Fermentas). 2:
05Kb P> produto do LD-PCR da glandula digestiva
de C. rhizophorae. 3 — produto do LD-
PCR dos hemdacitos de C. rhizophorae. 4 —

02Kb —»

Produto do LD-PCR da glandula digestiva

de N. nodosus.



Tabela 2 — Ciclos de PCR utilizados ao longo da construcdo das bibliotecas de cDNA.
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PCR:

Desnaturagao Numero de Desnaturagao | Anelamento | Extensdo Extensao
Descrigdo/Etapa inicial ciclos final
Amplificagdo de 95°C (1 min) 13 (G. 15”@95°C 20"@66°C | 6@72°C
cDNA (12 Fita) - digestiva/C.
Etapa 2 rhizophorae)
18
(Hemécitos/C.
rhizophorae)
15 (G.
digestiva/C.
rhizophorae)
12 amplificagdo de 95°C (1 min) 20 (cDNA 15”@95°C 20"@66°C | 3¥@72°C
cDNA normalizado - normalizado)
Etapa 4
17 (cDNA n3o
normalizado)
22 amplificagdo de 95°C (1 min) 12 15”@95°C 20"@64°C | 3@72°C | 20"@64°C
cDNA normalizado -
Etapa 4 3’@720(:
PCR de colonia - 95°C (1 min) 30 15" @95°C 20"@55°C | 1’@72°C | 5’@72°C

Etapa 7
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3.3. Normalizacao de cDNA

Na etapa 3 da sequéncia experimental, o cDNA amplificado por LD-PCR foi
normalizado pelo método descrito por Zhulidov et al., (2004), revisado por Bogdanova
et al.,, (2008) (qua.10). A normalizacdo DSN (Duplex-Specific Nuclease) remove as
espécies de cDNA mais abundantes, evidenciadas pelas bandas mais intensas
presentes no cDNA (fig. 8), e iguala a concentracdo dos diferentes cDNAs transcritos

de mRNA.

Este método se baseia na cinética de reassociacdo do cDNA. Apds a desnaturacdo, a
taxa de hibridacdo de cada sequéncia de cDNA é proporcional ao quadrado da sua
concentragdo na mistura. Desta forma, quanto maior a concentragdo de uma
sequéncia, mais moléculas hibridardo e formardao novamente moléculas fita dupla.
Consequentemente, durante a reassociacdo, o cDNA forma duas fracdes (fig. 9): (1)
fracdo fita dupla onde a maior parte do cDNA contém os transcritos mais abundantes e
(2) fragdo fita simples que contém cDNAs individuais em concentragdes

aproximadamente iguais (Young e Anderson, 1985; Galau et al., 1977).

Os métodos de normalizagao diferem na maneira como separam a fragao dupla fita da
fragdo fita simples (normalizada). A normalizagdo DSN consiste na digestdo enzimatica
da fracdo fita dupla durante a reassociacdao do cDNA. A enzima DSN é estavel em
temperaturas elevadas e digere acidos nucléicos dupla fita (DNA:DNA ou DNA:RNA) a
682C. Essa temperatura é elevada o suficiente para evitar tanto a formacdo de
estruturas secundarias no cDNA fita simples como a hibridacdo das regides

adaptadoras, prevenindo a clivagemda fracdo normalizada.
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Quadro 10 — Digestao do cDNA com DSN.

Para cada uma das trés amostras de cDNA a serem normalizadas, 600-1200 ng de cDNA, 4
uL de Hybridization buffer (Evrogen) e dgua deionizada livre de nucleases suficiente para
completar o volume de 16 pL foram misturados em um microtubo. Em seguida, aliquotas
de 4 pL foram dispensadas em 4 tubos independentes denominados tubos 1, 2, 3 e 4 (tab.
3) e cobertas com uma gota de dleo mineral. Todos os tubos foram incubados a 98°C por 2
min para total desnaturacdo do cDNA e, em seguida, hibridadas a 682C por um periodo de

5 h (fig. 9).

Apds o periodo de hibridagdo, o cDNA dupla fita foi digerido com a enzima DSN. Para tanto,
aos tubos ainda incubados a 682C, foi adicionado 5 pL de DSN master buffer (Evrogen) pré-
aquecido a 682C. Apds 10 min, a cada tubo experimental (tubos 1, 2 e 3) foi adicionado 1 pL
de DSN (foram testadas trés diluicdes da enzima DSN, como descrito na tabela 3) e 1 uL de
DSN storage buffer (Evrogen) foi adicionado aos tubos de controle negativo (tubo 4). Os
tubos experimentais e controle foram incubados a 682C por mais 25 min para digestao do
DNA dupla fita. Apds este periodo, 10 uL de DSN stop solution (Evrogen) foram adicionados
em cada tubo e apdés mais 10 min de incubacdo a 682C, todas as rea¢des foram diluidas

com 20 pL de agua destilada livre de nucleases e armazenadas a -202C até a proxima etapa.

Tabela 3 — Descrigdo das diferentes diluigdes da enzima DSN utilizadas na etapa de normalizagdo do

cDNA.
Tubos

o . . . Controle
Diluicdes de enzima (DSN) Experimentais negativo

1 2 3 4

DSN 1ul - - -

% DSN - 1l - -

Y4DSN - - 1l -

storage buffer - - - 1ul
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cDNA fita dupla

Tampao de Tampao
desnaturacdo Hibridagao Stop
989C/2 min

:_ ——= — = T == 10 Digestdao do cDNA
—= - = Hibridag&o — = =~ = V¥ min dupla fita Y _ =
- =_— 68°C/5 horas —— - 68°C A 68°C/25 min =

cDNA cDNA fita simples cDNA

desnaturado (fragao normalizada) normalizado
+ DSN H20

cDNA fita dupla

Figura 9 — Representagao esquematica da normalizagdo DSN. As sequéncias de cDNA em vermelho representam os cDNAs mais abundantes,

enquanto que as demais cores representam sequéncias de cDNA individuais (fracdo normalizada).
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3.4. Amplificacao do cDNA normalizado

O cDNA resultante de todas as reac¢Oes de digestdo com DSN (tubos 1, 2, 3) e do
controle negativo (tubo 4) foi também amplificado por PCR de longa distancia com um
Unico primer (fig.4, etapa 4), para aumentar a quantidade de cDNA disponivel sem

alterar a representatividade e a complexidade do cDNA normalizado (etapa 2.2).

Quadro 11 — Primeira amplificagdo do cDNA normalizado.

Para cada reacdo, adicionou-se: 1 pL de cDNA, 10X Advantage 2 PCR (clontech), 0,2 uM de
cada dNTP (Invitrogen), 0,3 uM de PCR primer M1 (Tab. 1, Evrogen), 1 uL de 50X Advantage
2 Polymerase Mix (Clontech) e dgua deionizada suficiente para completar 50 pL. As reagoes
foram submetidas a 7 ciclos de amplificacdo (tab. 2), em seguida, mantidas em gelo
enquanto se determinou o nimero 6timo de ciclos para as amostras experimentais, como

descrito a seguir.

Uma aliquota da reacdo de amplificagdo (LD-PCR) de cada cDNA controle foi retirada
ao término do 72 ciclo e outras aliquotas foram retiradas a cada 2 ciclos até o 132 ciclo,
conforme descrito na figura 10. Estas aliquotas foram analisadas por eletroforese em
gel de agarose para determinar o nimero 6timo de ciclos adicionais a serem utilizados
na amplificacdo das amostras experimentais (digeridas com DSN), de forma a ndo
ultrapassar a fase exponencial do PCR (1 ou 2 ciclos antes de atingir o platd) e assim

manter a propor¢do original entre os diferentes genes (normaliza¢do).

Com base nos resultados obtidos para as amostras de cDNA controle (fig. 11),
determinou-se que estas amostras alcancaram oplatd no 13° cicloe assim, calculou-se
a quantos ciclos adicionais cada amostra de cDNA experimental deveria ser submetida
(de acordo com as formulas descritas na figura 10, indicadas pelo fabricante do kit -
Evrogen). Assim, todas as amostras de cDNA normalizadas com DSN foram submetidas
a mais 13 ciclos, num total de 20 ciclos, enquanto as amostras de cDNA controle (tubo

4) foram submetidas a 4 ciclos adicionais, totalizando 17 ciclos.
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Apos 7 ciclos de LD-PCR

1 2 3 4

1 |_ i ]

| | | | | | | |

) | \ I /

H\.__X’ “t__/z \ _a'll l\f
DSNA DSN12 DSN1/4 CONTROLE

(tamp&c)
Amostras experimentais Remogdo dealiguota — ™

(cDMNA normalizado)

+ 2 ciclos

—m= Remocdo de aliqguota —e|

i o
Amosftras mantidas a 4°C + 2 ciclos

—= Remocdo de aliquota g

+ 2 ciclos

Y

N + 9 ciclos

\J

Remocdo de aliquota

Eletroforese em gel de -4—
agarose

v

Determinar X

X= numerc otime de ciclos para amostra controle
N=X - T (ndmero de ciclos adicionais para amostra controle)
N + 9 = nimero de cicios adicionais para as amostras experimentais.

Figura 10 — Representagdo esquematica das etapas de otimizagdo do nimero de ciclos de LD-

PCR para amplificacdo do cDNA normalizado.
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C. rhizophorae C. rhizophorae N. nodosus
(glandula digestiva) (hemocitos) (glandula digestiva)
I ¥ 1 ¥ | ¥ I

p 7 9 11 13 7 9 11 13 7 9 11 13

1,5Kb—»

Figura 11 —Otimizagdo do nimero de ciclos de LD-PCR com cDNA controle. Eletroforese em
gel de agarose 1.4%. 1 — padrao GeneRuler 1 kb DNA ladder plus (Fermentas). 7; 9; 11 e 13 —
aliquotas do LD-PCR das amostras controle (cDNA ndo digerido com DSN) apds 7, 9, 11 e 13

ciclos, respectivamente. *nimero de ciclos étimo para cada amostra controle.

Os produtos finais da amplificacdo do cDNA normalizado e dos controles negativos
foram analisados por eletroforese em gel de agarose para determinar qual
concentracdo de DSN forneceu os melhores resultados de normalizacao (fig. 12). Para
as trés amostras de cDNA, foi selecionada a reacdo nas quais foi utilizado 1 uL de DSN
ndo diluida (tubo 1) e que resultou na remocao das bandas mais intensas presentes no
cDNA antes da normalizacdo (fig. 8) e que menos diminuiu a faixa de tamanho dos
fragmentos de cDNA em comparacdo com o cDNA nado digerido com DSN.O cDNA
normalizado que apresentou os melhores resultados (tubos 1) foi submetido a uma

segunda amplificagcdo por LD-PCR com um unico primer (qua.12).
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C. rhizophorae C. rhizophorae N. nodosus
(Glandula digestiva) (Hemocitos) (Glandula digestiva)

P 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

1,5Kb —>

Figura 12 — Primeira amplificacdo do cDNA normalizado. Eletroforese em gel de agarose 1.4%
P-padrdo Gene Ruler 1 Kb plus DNA ladder. 1 — cDNA digerido com DSN ndo diluida; 2 — cDNA
tratado com DSN %; 3 — cDNA digerido com DSN %; 4 -cDNA nao digerido com DSN.

Quadro 12. 22 amplificagao do cDNA normalizado. Para cada reacdo, adicionou-se: 2 ul de
cDNA (diluido 10X), tampdo 10X Advantage 2 PCR (clontech), 0,2 uM de cada dNTPs
(Invitrogen), 0,4 uM de PCR primer M2 (Tab. 1, Evrogen), 2 ul de 50X Advantage 2
Polymerase Mix(Clontech) e dgua deionizada suficiente para completar 100 pl. As reagdes
foram submetidas a 12 ciclos de amplificacdo (tabela 2) e uma aliquota de cada uma das
reacOes foi analisada por eletroforese em gel de agarose (figura 13). Por fim, o cDNA foi
digerido com proteinase K e purificado com Fenol/Cloroférmio conforme o protocolo
recomendando pelo fabricante (clontech). Ao final deste processo, cada pellet de cDNA foi

ressuspenso em 79 pl de agua livre de nucleases.
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1,5Kb—»

Figura 13 - Produtos da 22 amplificagdo do cDNA normalizado fracionados por eletroforese em
gel de agarose. P — padrdo Gene Ruler 1 Kb DNA ladder plus (fermentas); 1 — cDNA
normalizado da glandula digestiva de C. rhizophorae; 2 — cDNA normalizado dos hemdcitos de

C. rhizophorae; 3 — cDNA normalizado da glandula digestiva de N. nodosus.
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3.5. Digestao com enzima de restrigao (Sfil) e fracionamento do

cDNA normalizado

O cDNA normalizado e purificado foi digerido com a enzima de restricao Sfil (clontech)

(fig. 4, etapa 4).

Quadro 13 — Reacao de digestdao de cDNA com Sfil.

Aos 79 pL de cDNA adicionou-se: 10 pL de Sfil buffer 10X (clontech), 1 pL de BSA (albumina
do Soro Bovino) 100X (clontech), 10 uL de Sfil (20 unidades/uL, clontech). As reacées foram
incubadas a 502C por 2 h. Apds este periodo, 2 pL de Xylene Cyanol FF (1%) foram

adicionados a cada reagao.

Cada uma das amostras de cDNA digeridas com Sfil foi fracionada em colunas
CHROMA SPIN 400 (Clontech), conforme recomendacgfes do fabricante, para remocgao
dos fragmentos de cDNA pequenos (<250pb) e que seriam clonados com maior
eficiéncia que os maiores na etapa subsequente. Em cada fracionamento, 16 fracGes
foram coletadas e analisadas por eletroforese em gel de agarose para identificagdo das
fracoes que continham cDNA na faixa de tamanho de interesse. As trés fracbes que
continham fragmentos de cDNA maiores que 250 pb, indicadas por asteriscos na figura

14, foram misturadas e precipitadas.

Quadro 14 - Precipitagao do cDNA fracionado.

Em cada amostra, foi adicionado de 200 pL de etanol absoluto, 1.3 uL de glicogénio (20
pg/uL) e 8 uL de acetato de sdédio 3 M. As solugBes precipitantes foram mantidas a -202C
por 1 hora e, em seguida, o cDNA foi coletado por centrifugagdo (20 min@14000xg) e os

pellets ressuspensos em 7 uL de dgua livre de nucleases.
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cDNA Crassostrea rhizophorae(glandula digestiva)
T T LT R :

250 pb —>

) cDNA Crassostrea rhizophorae (hemocitos)

250 pb—>

cDNA Nodipecten nodosus (glandula digestiva)

250 pb—»

Figura 14 — Eletroforese em gel de agarose 1.1% das aliquotas de cDNA obtidas apods
fracionamento. P — padrao Gene Ruler 1 Kb DNA ladder. As fragdes que presentaram cDNA

com tamanho superior a 250 pb (marcadas com asteriscos) foram selecionadas para clonagem.

3.6. Reacao de Ligacao do cDNA ao vetor de clonagem pDNR-LIB.

Ap0ds as etapas de normalizacdo, digestdo com Sfil e fracionamento, o cDNA obtido foi
ligado ao plasmidio pDNR-LIB (fig. 4, etapa 6). A clonagem foi feita entre os sitios de
restricdo SfilA e SfilB do pDNR-LIB (fig. 5) de forma direcional, ou seja, com uma Unica

orientag¢do possivel para a ligagdao dos insertos de cDNA no plasmidio.
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Quadro 15— Reacgoes de Ligagao cDNA-pDNR-LIB. Para cada amostra de cDNA, trés reacdes
de ligacdo independentes foram feitas com trés volumes de cDNA distintos: 0,5; 1,0 e 1,5
uL. Desta forma, trés proporcées de cDNA/vetor foram utilizadas, como descrito na tabela
4. Além do cDNA, em cada rea¢do também foi adicionado: 0,5 uL de 10X ligation buffer
(clontech); 0,5 pL de ATP (10 mM), 0,5 uL de T4 DNA Ligase (clontech); 1 uL de pDNR-LIB
(100 ng/uL) e agua deionizada suficiente para completar o volume de 5 plL. As reagdes
foram incubadas cerca de 18 h a 162C. Apds este periodo o DNA plasmidial foi precipitado e

os pellets foram ressuspensos em 3 L de dgua livre de nucleases.

Tabela 4 - Bibliotecas de cDNA e as respectivas proporcdes de cDNA/vetor utilizadas na reagdo

de ligacao.

Organismo/Tecido Nome da Biblioteca cDNA/pDNR-LIB (ng/ng)

GD.Cr.1 70/100

C. rhizophorae / Glandula digestiva GD.Cr.2 140/100

GD.Cr.3 210/100

H.Cr.1 90/100

C. rhizophorae [ Hemocitos H.Cr.2 180/100

H.Cr.3 270/100

GD.Nn.1 70/100

N. nodosus / Glandula digestiva GD.Nn.2 140/100

GD.Nn.3 210/100
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3.7. Transformacao das bibliotecas de cDNA em Escherichia coli,
titulagdo e avaliaciao inicial da proporcao de clones

recombinantes.

As bibliotecas de cDNA, produtos das reagdes de ligagdo descritas na tabela 3,foram
inseridas em células de Escherichia coli (DH5-a) por eletroporacdo (etapa

7).

Quadro 16 — Transformagdo. Os produtos das reagdes de ligagdo (3 pL) foram misturados
com 40 pL de células eletrocompetentes em um microtubo gelado e incubado em gelo por
30 s. A mistura de DNA e células competentes foi transferida para uma cubeta de 1 mm
gelada e submetida a um pulso elétrico (1800V). Em seguida, se adicionou 1 mL de meio
2XTY (1.6% de Triptona, 1% de extrato de levedura, 0.5% de cloreto de sédio) e incubou-se

a suspensao celular a 372C com agitagdo durante 45 min.

Para determinar o titulo de cada uma das bibliotecas, ou seja, o numero de clones

>, 10° e 107) das suspensdes

independentes, diluicdes seriadas (10, 10
celularesforam plagueadas em meio LB-agar (Invitrogen) com 30 pug/mL de clorafenicol
(Sigma-Aldrich), para selegdo das células transformantes com pDNR-LIB. As placas
foram incubadas a 372C por cerca de 18 h para contagem das col6nias transformantes.
As bibliotecas foram armazenadas a -802C apds adicdo de glicerol (na concentragdo

final de 20%) nas suspensdes celulares.

Entre 8 e 16 col6nias foram aleatoriamente selecionadas de cada uma das bibliotecas
para determinar a proporcdo de clones recombinantes (com insertos de cDNA) e o
tamanho médio dos insertos por PCR de colonia (qua.15). Cada col6nia foi dissolvida
em 25 uL de dgua destilada estéril e as células foram lisadas a 982C por 2 min. Os
lisados foram centrifugados a velocidade maxima por 2 min em uma microcentrifuga

de bancada e 20 pL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo.
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Quadro 17 — PCR de colonia. Para cada reagdo adicionou-se em um microtubo: 1 plL de
DNA plasmidial (sobrenadante do lisado), 17.9 pL de agua livre de nucleases, tampdo de
PCR 10X, 1.5 mM de MgCl,, 0.2 uM de cada dNTP (Invitrogen), 0.4 uM de M13 Foward, 0.4
UM de M13 Reverse, 0.14 puL de BSA (Fermentas) e 0.2 puL de DNA polimerase. As reagoes
foram incubadas no termociclador onde foram submetidos a sequéncia de ciclos descritos
na tabela 2.0s produtos dos PCRs de col6nia foram analisados por eletroforese em gel de

agarose, a exemplo do gel da figura 15.

p 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 15 — Produtos do PCR de col6nia fracionados por eletroforese em gel de agarose. P —
padrdo Gene Ruler 100 pb plus DNA ladder (Fermentas). 1-8 Produtos do PCR de 8 col6nias
isoladas da biblioteca GD.Cr.1.
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3.8. Extracdao de DNA plasmidial e sequenciamento.

Noventa e seis colonias foram selecionadas aleatoriamente para sequenciamento
(qua. 16), sendo 33 da biblioteca GD.Cr.2, outras 33 da biblioteca GD.Nn.3 e 30 da
biblioteca H.Cr.1.

Quadro 18 —As coldnias foram inoculadas em 2 mL de meio LB (Invitrogen) com 30 pg/uL
de cloranfenicol e mantidas a 372C durante cerca de 18 h com 250 RPM de agitagdao. O DNA
plasmidial foi entdo extraido com Kit QuickLyse Miniprep (QIAGEN), conforme as
recomendagdes do fabricante. As 96 amostras de DNA plasmidial foram sequenciadas pela
empresa Macrogen (Coréia) com oprimer M13foward em um sequenciador modelo 3730XL

(Applied Biosystems).
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3.9. Processamento das Sequéncias e anotacdao funcional de

genes.

As sequéncias obtidas foram analisadas seguindo a sequéncia de etapas descritas na

figura 16.
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Figura 16 — Principais etapas da analise de sequéncias. A ferramenta online “ESTpiper” (Tang
et al., 2009) foi utilizada para as etapas de conversdo dos cromatogramas em sequéncias de
nucleotideos (“base calling”), limpeza das sequéncias (remocdo dos trechos de baixa qualidade
de sequencimanento e referentes ao vetor pDNR-LIB) e montagem de contigs. O programa
Blast2GO (Conesa et al., 2005) foi utilizado na identificacdo de sequéncias similares através de
algoritmos BLAST e na anotacdo funcional com termos de ontologia génica (GO), cddigos de

enzimas e dominios funcionais conservados.
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Durante o processamento inicial, as sequéncias foram extraidas a partir dos
cromatogramas e trechos de baixa qualidadee regiGes referentes ao plasmidio usado
na clonagem, removidos. Antes da etapa de anotagao funcional, as sequéncias

referentes a um mesmo gene foram ainda agrupadas em contigs

As sequéncias ja processadas foram submetidas a buscas por similaridade contra o
banco de dados ndo redundante de nucleotideos (NCBI) usando o algoritmo BLASTn. O
objetivo desta etapa foi identificar e remover os possiveis clones de RNAs ribossomais.
Em seguida, com as sequéncias remanescentes, foram realizadas buscas por
similaridade contra o banco de dados ndo redundante de proteinas (NCBI) usando o
algoritmo BLASTx. Os ‘hits’, termo usado para indicar as sequéncias dos bancos de
dados similares as sequéncias submetidas, que apresentaram valor e< -5 foram
considerados significativos. O programa Blast2GO (Conesa et al., 2005) mostrou os
termos de ontologia génica e cddigos de enzima (qua. 19) associados aos hits. Para
considerar a associacdo das anotacdes funcionais dos hits validas também para as
sequéncias submetidas, este programa considera ndo sé a similaridade e valor e entre
as sequéncias, como também as evidéncias que foram utilizadas na anotagao de cada
termo GO nos respectivos hits. Evidéncias experimentais sdo privilegiadas enquanto
analises computacionais e outras evidéncias indiretas sdo preteridas. Essas variaveis
podem ser ajustadas para dar maior especificidade e estringéncia ao processo. Neste
trabalho, utilizamos os parametros descritos por Gotz et al. (2009)como o “estilo de
anotacdo” “Default (GOw:5)”, limitando a anotagdo entre sequéncias similares com

valor e< 10°°.

Todas as sequéncias, com ou sem hits significativos, foram analisadas quanto a
presenca de dominios conservados através do InterproScan do EMBL-EBI (European
Molecular Biology Laboratory - European Bioinformatics Institute), acessado pelo
Blast2GO, e por buscas manuais no banco de dominios conservados do NCBI (CDD,
Conserved Domains Database). As sequéncias sem hits obtidos através do BLASTx ou
BLASTn e sem dominios conservados foram submetidas a buscas por similaridade com

o algoritmo BLASTn contra o banco de sequéncias expressas (EST_others) do NCBI.

O programa SignallP (disponivel em <http.//www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/>) foi
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utilizado para identificar peptideos sinais e sitios de clivagem nas sequéncias de

proteinas, quando necessario.

Quadro 19 - Termos de Ontologia Génica (GO) e Codigos de Enzima.

Os termos de ontologia génica obedecem a um vocabulario controlado e hierarquizado,
elaborado pelo Consércio de Ontologia Génica (<http://www.geneontology.org/>). Cada
termo esta associado a outros mais gerais (“termos parentais”) e outros mais especificos
(“termos filhos”). Os termos GO s3o ainda organizados em trés categorias, descrevendo o
processo celular (P), o componente celular (C) e a fungdo molecular (F) associadas a um

gene/proteina (Ashburner et al, 2000).

O cddigo de enzima ou numero EC identifica enzimas pelas rea¢Ges que catalizam. Com
este numero é possivel visualizar, através do banco de vias “Kegg pathways”
(<http://www.genome.jp/kegg/pathway.html>), as rea¢des catalizadas pela enzima e as

vias metabdlicas das quais participa.

Por fim, todas as 82 sequéncias de alta qualidade obtidas foram depositadas na divisdo
dbEST do genbank, por exceg¢ao daquelas identificadas como RNA ribossomais,
depositadas na divisdo de nucleotideos deste mesmo banco de dados. Os codigos de

acesso das sequéncias estao listados nos Apéndices A, B, C, D e E.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliagao inicial de parametros de qualidade das bibliotecas

de cDNA normalizadas

Bibliotecas de cDNA normalizadas foram geradas a partir da glandula digestiva de
Nodipecten nodosus e da glandula digestiva e hemdcitos de Crassostrea rhizophorae.
Para cada um destes trés tecidos, foram construidas 3 bibliotecas, a partir de
guantidades diferentes de cDNA. Para selecionar aquelas com os melhores resultados
para a etapa de sequenciamento, alguns parametros de qualidade, descritos na tabela
4, foram analisados. De forma geral, o nimero de clones independentes foi da ordem
de 10° a 10’ cfu (unidades formadoras de colénias) em cada biblioteca. O tamanho
médio dos insertos variou de 730 pb em uma das bibliotecas de cDNA dos hemocitos
da ostra (H.Cr.3) até 1458,3 pb em uma das bibliotecas do coquile (DG.Nn.3). Estes
resultados demonstram o enriquecimento das bibliotecas com cDNAs longos (maiores
que 250 pb) possivelmente completas. O tamanho da sequéncia de cDNA é
especialmente importante para a sua posterior identificacio com base na sua
similaridade com outras sequéncias conhecidas, de forma que quanto maior a

sequéncia, maiores as chances de se identifica-la e caracteriza-la (Das et al., 2001).

A proporgdo de clones recombinantes, ou seja, a quantidade de clones que contém um
inserto de cDNA, é de crucial importancia para o sequenciamento em grande escala de
uma biblioteca para que ndo se perca tempo e reagentes com a analise de clones sem
insertos. Como observado na tabela 5, esta proporg¢do variou entre 62,5 e 93.75%
entre as diferentes bibliotecas segundo as estimativas feitas por PCR de colonia. Com
base nesses resultados, as bibliotecas Gd.Cr.2, H.Cr.1 e Gd.Nn.3 foram selecionadas
para sequenciamento por terem apresentado as maiores proporcdes de clones

recombinantes e/ou tamanho médio de insertos.
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Tabela 5 — Avaliacdo inicial dos principais parametros de qualidade das bibliotecas decDNA. As

bibliotecas de cDNA selecionadas para sequenciamento encontram destacadas em negrito.

, Proporgdo de Intervalo de ,
Numero de - Numero de
L Clones Tamanho* médio tamanho*
Biblioteca Clonesindependen . . . clones
tes (cfu) Recombinantes dos insertos (pb) dos insertos analisados
(%) (pb)
GD.Cr.1 2x10” 87,5 1164,3 800-1750 8
GD.Cr.2 1,2x10’ 93,75 1267,6 600-2000 16
GD.Cr.3 1,2x107 62,5 1160 800-1750 8
H.Cr.1 9,6x10° 75 1233,3 1000-1750 16
H.Cr.2 8x10° 80 953,8 500-1500 8
H.Cr.3 1x10’ 62,5 730,0 250-1200 8
GD.Nn.1 7x10° 87,5 1021,4 300-1750 8
GD.Nn.2 7x10° 75 1458,3 1200-1750 8
GD.Nn.3 2x10° 93,75 1406,7 250-2500 16

cfu: unidades formadoras de col6nia

*Tamanho aproximado estimado por eletroforese em gel de agarose dos insertos amplificados por PCR de

4.2.

colbnia

Limpeza, agrupamento e montagem das sequéncias

A tabela 6 mostra o numero de clones isolados para sequenciamento a partir de cada

uma das bibliotecas de cDNA selecionadas. Um total de 96clones foram sequenciados

e, apos a remocdo dos trechos de baixa qualidade de sequenciamento e das

sequéncias do vetor e adaptadores, 85 sequéncias de alta qualidade foram obtidas.

Todas as sequéncias das bibliotecas de cDNA da glandula digestiva de C. rhizophorae e

de N. nodosus continham insertos de cDNA, enquanto que a biblioteca de cDNA dos

hemocitos da ostra de mangue apresentou 3 (11,1%) sequéncias sem insertos. No

entanto, em todas elas, a propor¢dao de clones recombinantes foi superior aquela

determinada pelo PCR de col6nia, descrita natabela 5.
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Tabela 6 - Estatisticas do processamento inicial (limpeza e montagem de contigs) das

sequéncias
Biblioteca
Gd.Cr.2 H.Cr.1 Gd.Nn.3 Total

Numero total de clones sequenciados 33 30 33 96
Numero de ESTs de alta qualidade 30 27 28 85
Numero de singlets 30 23 28 81
Numero de contigs 0 1 0 1
Numero de clones sem inserto 0 3 0 3

Apds a etapa de limpeza (fig. 17),a maior parte das sequéncias obtidas apresentaram
entre 700 e 800 pb. Porém, como o limite de leitura do sequenciador utilizado é em
torno de 850 pb e o tamanho médio dos insertos determinado por PCR de col6nia era
superior a este valor, na maior parte dos casos, as sequéncias obtidas ndo devem
representar o inserto de cDNA completo. Nestes casos, seria necessario sequenciar os
mesmos clones utilizando também o primer antisenso para, entdo, obter a sequéncia

completa do inserto.

50
45|
40
35-
30-
25-
20-
154
10

W P OL

100-199 200-299 300-399 400-499 500-599 600-699 700-800

Numero de sequéncias

Tamanho (pb)

Figura 17 — Distribuicdo das sequéncias obtidas em fungdo do tamanho em pares de base (pb).
Foram considerados os tamanhos das sequéncias apds a etapa de limpeza das sequéncias

resultantes das 3 bibliotecas de cDNA selecionadas para sequenciamento.
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Com os clones sequenciados até o momento, a biblioteca de cDNA dos hemdcitos da
ostra de mangue foi a Unica a apresentar alguma redundancia (14,8%) com 4
sequéncias (montadas em um contig) referentes ao RNA ribossomal 16S. As bibliotecas
da glandula digestiva da ostra e da vieira resultaram apenas em sequéncias Unicas
(nenhuma redundancia). Também ndo houve redundancia entre as duas bibliotecas da
ostra e, portanto, para esta espécie foi obtido um total de 54 sequéncias Unicas.
Outros trabalhos que consistiram na construcdo de bibliotecas de cDNA de bivalves
resultaram em bibliotecas com redundancias tdo elevadas quanto 55% (Roberts et al.,
2009), 72.7% (Gestal et al., 2007), 78.25% (Pallavicini et al., 2008) e até 100% (Venier
et al.,, 2009). As menores redundancias foram obtidas em trabalhos que também
utilizaram a normalizacdo DSN durante a construcdo das bibliotecas. Tanguy et al.
(2008) utilizaram esta abordagem de normalizagdo para construir bibliotecas de cDNA
para quatro espécies de bivalves e obtiveram bibliotecas com em média 7% de
redundancia. Da mesma forma, Quilang et al. (2007) construiram uma biblioteca de

cDNA normalizada de C. virginica e obtiveram 15.4% de redundancia.

A redundancia das bibliotecas serd determinada com maior precisio com o
sequenciamento de um maior numero de clones, no entanto, os resultados obtidos
indicam que a normalizacdo do cDNA foi efetiva. A baixa redundancia em conjunto
com o elevado numero de clones independentes obtidos garantem a
representatividade das bibliotecas de cDNA obtidas em relagdo ao conjunto de

moléculas de mMRNA/cDNA presentes na amostra original.

4.3. Caracterizagao e anotag¢ao funcional das sequéncias

4.3.1. Identificagdao de sequéncias similares

As 82 sequéncias Unicas e de alta qualidade obtidas foram submetidas a buscas por
similaridade usando o algoritmo BLASTx contra o banco de dados nao redundante de

proteinas e BLASTn, contra o banco de dados ndo redundante de nucleotideos e o
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banco de dados de ESTs do NCBI. Os resultados de BLAST de cada uma das sequéncias
gue apresentaram hits significativos, incluindo valor e, similaridade e descricdo do
melhor hit,estdo descritos nos APENDICES A e B, para N. nodosus e C e D, para C.

rhizophorae.

A figura 18mostra a proporgdo de sequéncias que exibiram similaridade significativa
(valor e< -5) com outras sequéncias em cada uma das bibliotecas de cDNA analisadas.
A biblioteca de cDNA da glandula digestiva da ostra apresentou a maior proporc¢ao de
sequéncias com hits de BLASTx (70%). Mais da metade das sequéncias de N. nodosus
apresentaram hits (64%), sendo 43% deles obtidos por BLASTx contra o banco de dado
de proteinas. A biblioteca de cDNA dos hemdcitos da ostra apresentou a menor
proporcdo de sequéncias com hits de BLASTx (17%) e o maior niumero de sequéncias

sem hits contra todos os bancos de dados (50%).

C. rhizophorae C. rhizophorae
(glandula digestiva) (Hemocitos)
13% 17%
17%
20%
70% 33%
N. nodosus
(glandula digestiva)
36% Sequéncias com hits por BLASTx
0,
43% B Sequéncias com hits por BLASTn
~ Sequéncias sem hits

21%

Figura 18 — Proporc¢ao de sequéncias com hits significativos obtidos por BLAST em cada uma

das trés bibliotecas de cDNA sequenciadas.
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Um grande numero de sequéncias sem hits € comum na analise de sequéncias de
bivalves. Como exemplos, Roberts et al. (2009) construiram uma biblioteca de cDNA a
partir de hemdcitos plaqueados de C. cigas e encontraram 66% de sequéncias sem
hits. Quilang et al. (2007) encontraram 56% de sequéncias sem hits em uma biblioteca
de cDNA de diferentes tecidos de C. gigas. Em parte, isso se deve ao fato de que este
grupo ainda estd pouco representado nos bancos de dados de sequéncias
nucleotidicas e protéicas. Como muitos genes ainda ndao foram descritos em bivalves,
sdo identificados somente aqueles que sdo conservados em outros organismos
presentes nos bancos de dados, em grande parte pertencentes a grupos taxonémicos
distantes evolutivamente e divergentes quanto as sequéncias de aminodacidos de

invertebrados.Mas esta ndo é a Unica razdo.

O sequenciamento de genomas eucaridticos tem mostrado que em todas as espécies
ha sempre uma propor¢cao de genes, em torno de 10-20%, que ndo apresenta
similaridade com nenhum outro gene ja descrito, mesmo entre organismos
evolutivamente muito proximos (Khalturin et al., 2009). Tais genes tém sido chamados
“genes 6rfaos” e recebido pouca atencao, sendo suas fun¢des ainda pouco conhecidas.
Wilson etal., (2005) introduziram um termo mais adequado: “genes taxonomicamente
restritos” (TRGs - “Taxonomically-restricted genes”), uma vez que eles estariam
restritos a um grupo taxondmico ou mesmo a uma Unica espécie. Os TRGs seriam
particularmente importantes evolutivamente por estarem relacionados a novidades
evolutivas que foram selecionadas em cada grupo ou espécie ao longo da evolucao.
Desta forma, os TRGs estariam relacionados com a geracdo da diversidade bioldgica
gue permite aos organismos estarem adaptados a diferentes nichos ecoldgicos

(Khalturin et al., 2009).

Espécies de diferentes tdxons apresentam um numero significativo de genes “6rfaos”
gue codificam potenciais peptideos antimicrobianos (Khalturin et al., 2009). Estes
peptideos apresentam grande diversidade estrutural e de sequéncia de aminodcidos e
sdao definidos, de forma geral, pelo cardter catibnico, tamanho pequeno e
hidrofibicidade relativamente alta (Powers e Hancock, 2003; Yount e Yeaman, 2003), o

gue torna a identificacdo dos mesmos através de buscas por similaridade entre
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sequéncias dificil, especialmente considerando-se que ainda sdo poucos os peptideos
antimicrobianos identificados em bivalves. Pallavicini et al., (2008) construiram
bibliotecas de cDNA a partir de hemécitos de Mytilus galloprovincialisimuno
estimulados, simulando infeccbes por bactérias e virus e encontraram entre 25.9 e
43.4% de peptideos antimicrobianos entre as sequéncias obtidas, inclusive uma nova
forma, altamente polimdrfica, chamada miticina C. Em um trabalho posterior, Costa et
al., (2009) detectaram uma elevada diversidade do gene da miticina C entre individuos
de M. galloprovincialis em comparacdo com um gene ndo relacionado com o sistema
imune (B-actina). Recentemente, outros genes altamente polimadrficos possivelmente
envolvidos com o reconhecimento de padrées moleculares associados a patégenos
foram identificados em invertebrados, como por exemplo, as proteinas relacionadas
ao fibrinogénio de Biomphalaria glabrata (Zhang et al., 2004)e o gene altamente
polimdrifico FUHC (Ligante de histocompatibilidade secretado) de Botryllus schlosseri
(De Tomaso, 2009).Esta diversificacdo de alguns genes do sistema imune inato pode
ser explicada pelo fato de que cada individuo, espécie ou grupo taxonémico é exposto
a uma microbiota especifica de acordo com o ambiente em que vivem, onde devem
estar aptos a se defenderem contra o ataque de diferentes grupos de microorganismos
gue acabam por moldar a evolucdo destes genes (Khalturin et al., 2009). Este pode ser
um dos motivos para a observagdo de uma maior proporcdo de genes sem hits
observadas no grupo de sequéncias isoladas de hemdcitos da ostra neste trabalho,

assim como em outros estudos semelhantes.

4.3.2. Anotacao funcional das sequéncias

As sequéncias que exibiram similaridade com outras pelo BLASTx tiveram seus hits
mapeados quanto a anotacdo de termos de ontologia génica (GO — gene ontology). O
programa Blast2GO foi utilizado para validar a transferéncia dos termos GO mapeados
para as sequéncias analisadas. Também foram anotados os cddigos de enzima (EC,

enzyme code) existentes. Todas as sequéncias, com ou sem hits, foram submetidas a
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buscas por dominios conservados e outras assinaturas de proteinas usando a
ferramenta InterproScan do EMBL-EBIle a ferramenta de buscas do banco de dominios

conservados (CDD) do NCBI.

A figura 19 mostra a proporcdo de sequéncias que foram anotadas com termos GO
e/ou assinaturas de proteinas ou que permaneceram sem anotag¢des funcionais em
cada uma das bibliotecas de cDNA analisadas. As sequéncias isoladas da glandula
digestiva da ostra apresentaram a maior proporcdo de genes anotados (63,33%),
sendo a maior parte das sequéncias (43%) anotadas com termos GO. Entre as
sequéncias da glandula digestiva de N. nodosus, 28,57% foram anotadas
funcionalmente, sendo 17,85% do total de sequéncias, anotadas com termos GO. A
biblioteca de c¢cDNA dos hemodcitos de C. rhizophorae teve somente 12,5% das
sequéncias anotadas com termos GO e assinaturas de proteinas, refletindo o baixo
numero de sequéncias com hits no BLASTx. Um total de 105 termos GO foram
atribuidos as sequéncias das trés bibliotecas de cDNA analisadas com uma média de
4,7 termos GO por sequéncia. Todas as sequéncias com anotacdes funcionais estdo

descritas nos APENDICES A (N. nodosus) e C (C. rhizophorae).

N. nodosus .

C. rhizophorae (Hemécitos)

C. rhizophorae (Glandula digestiva) -

0,00% 20,00% 40,00% 60,00% 80,00% 100,00% 120,00%

[] GO e Dominios £ Somente GO M Somente [l Sem anotacéo
Conservados Dominios funcional
Conservados

Figura 19 - Proporcdo de genes com anotacdes funcionais (termos GO e/ou dominios

conservados) em cada biblioteca de cDNA sequenciada.

De forma geral, para que duas proteinas possam ser consideradas homdlogas é
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necessario pelo menos 30% de similaridade. Noventa por cento das sequéncias com
simalridade maior que esse valor se revelam de fato homodlogas, contra apenas 10%
das sequéncias com similaridade inferior a 25% (Rost, 1999). Com excecdo da
sequéncia do clone D12, discutido na secdo seguinte, todas as sequéncias aqui
identificadas com anotacdes funcionais apresentaram similaridade superior a 30%,
com valores entre 52,3% e 96,2% (valores e entre -6 e -81) para C. rhizophorae e 25% e

88,3% (valores e entre -7 e -93) para N. nodosus (fig. 20).
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B N. nodosus ® C. rhizophorae

Figura 20 - Distribuicdo de valores de similaridade encontrados entre as sequéncias de C.

rhizophorae e N. nodosus com anotagdes funcionais e seus melhores hits.

4.3.3. Identificacdo de genes de Nodipecten nodosus

Oito novos genes de N. nodosus foram identificados funcionalmente através da
abordagem utilizada. As anotagGes funcionais destes genes (termos GO, niumeros EC e
dominios conservados) est3o descritas no APENDICE A em conjunto com os resultados

de BLAST (descricdo do melhor hit, similaridade e valor e).
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Entre as sequéncias identificadas,estdo dois genes relacionados ao metabolismo de
lipideos: glicoproteina sinaptica 2 (clone H12) e a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GPD, Clone C10). A GPD é uma enzima citoplasmatica que participa da
glicdlise produzindo um dos importantes precursores metabdlicos produzidos nesta via
e que é substrato para a acetilacdo de acidos graxos. Na vieira Pecten maximus, a
expressao de GPD foi associada com o metabolismo de lipideos em células da glandula
digestiva. Em pectinideos, a glandula digestiva acumula e libera lipideos sazonalmente
e a transferéncia de lipideos deste 6rgdo para a gbnada durante a gametogénese ja foi
observada em algumas espécies. Variacbes sazonais na expressdao de GPD também
foram observadas nestas células, diminuindo e aumentando, respectivamente, antes e
apos a liberacdo de gametas em P. maximus (Le Pennec e Le Pennec, 2002). A GPD
tem, portanto, o potencial de ser usada como um marcador funcional em estudos do
metabolismo de lipideos na glandula digestiva e da sua relagdo com a reproducdo

destes organismos, processos de particular interesse para a maricultura.

Uma lectina do tipo C (clone D12) foi identificada pela anotacdo do dominio de ligacdo
(CTLD — C-type Lectin-like Domain) caracteristico destas proteinas. A sequéncia deste
clone inicialmente ndo apresentou hits significativos através do algoritmo BLASTx. No
entanto, além da identificacdo do dominio CTLD, um quadro aberto de leitura (ORF) de
630 pb foi identificado. A sequéncia de aminoacidos prevista corresponde a uma
proteina com 209 aminoacidos contendo um Unico dominio CTLD e um peptideo sinal
N-terminal entre os aminodcidos 1 e 29.A sequéncia de aminodacidos prevista foi
comparada contra o banco de dados de proteinas através do algoritmo BLASTp e
exibiu similaridade, apesar de baixa, significativa com a lectina do tipo de C de

Tribolium castaneum (resultados descritos no Apéndice A).

As lectinas do tipo C exercem papéis importantes na defesa contra a infecgdo por
patdgenos, reconhecendo-os por meio da sua habilidade de se ligar a componentes,
em geral carboidratos, presentes na superficie dos microrganismos e atuando,
portanto, como moléculas reconhecedoras de padrdes moleculares associados a
patoégenos (PMAPs) (McGrealet al., 2004). Pelo menos uma lectina do tipo C

identificada no pectinideo Chlamys farreri (Wang et al., 2007) demonstrou ser capaz de
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agregar bactérias e inibir seu crescimento. Neste mesmo organismo, foram
posteriormente identificadas 4 tipos de lectinas do tipo C contendo entre 1 e 4 cdpias
do dominio de ligagdo a carboidratos. A ultima proteina deste tipo identificada, Cflec-
4, contém 4 dominios de ligacdo e sua expressao é induzida por patégenos, nos
hemécitos de C. farreri (Zhang et al.,, 2009a). No camardo Panaeus monodon e no
bivalve Ruditapes philippinarum, foram identificadas Lectinas do tipo C queaumentam
a atividade fagocitica dos hemécitos apds a agregacdo de bactérias, funcionando,

portanto, como opsoninas (Luo et al., 2006, Kim et al., 2006).

Mais recentemente, Yamaura et al., (2008) avaliaram a expressao de uma lectina do
tipo C (CgClLec-1) em diferentes tecidos de Crassostrea gigas e mostraram que este
gene é expresso ndo apenas pelos hemdcitos como pelas células basofilicas da
glandula digestiva, um tecido altamente suscetivel a infecgdes.As lectinas do tipo C
sdo, portanto, parte importante da linha de defesa do sistema imune inato de
invertebrados que permite a estes organismos resistirem a infecgdes mesmo vivendo

em ambientes com elevadas densidades de microrganismos.

A sequéncia do clone F10 foi identificada como uma proteina contendo o dominio
FAS1 (Fasciclin-like domain) e um peptideo sinal N-terminal localizado entre os
aminodcidos 1 e 25. O dominio FAS1 estd presente em uma variedade de proteinas
secretadas ou ancoradas por GPI (Glicosilfosfatidilinositol) na superficie extracelular e
podem estar presente em uma ou multiplas cépias em tandem ou ainda intercalados
com outros dominios. No clone F10 foi identificada uma cdpia completa deste dominio
seguida por outra cépia incompleta, sugerindo que este clone represente uma
sequéncia parcial de uma proteina com ao menos dois dominios FAS1. De fato, este
mesmo clone apresentou similaridade a proteina 8-Ig-H3/fasciclin de Octadecabacter
antarcticus 238, proteinas que caracteristicamente contém quatro cdépias do dominio
FAS1 e tém sido amplamente descritas como moléculas mediadoras da adesdo celular

em mamiferos, plantas, bactérias, leveduras e ouricos-do-mar (Kim et al., 2000).

A sequéncia do clone D11, embora pequena (127 pb), apresentou similaridade de
81,5% (valor e 5,0x10%°) com a sequéncia do gene HSP90 de Crassostrea gigas. Além

disso, esta mesma sequéncia foi anotada com o dominio conservado caracteristico
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desta mesma familia de proteinas. Algumas HSPs (proteinas de choque térmico) sdo
proteinas constitutivas que atuam na sintese e transporte de proteinas, garantindo o
correto enovelamento destas moléculas durante estes processos, enquanto outras sao
induzidas sob condicGes de estresse, auxiliando na manutencdo da integridade
estrutural das proteinas assim como prevenindo a agrega¢dao protéica. Embora a
temperatura tenha sido o primeiro fator descrito capaz de induzir a expressdo das
HSPs, atualmente sabe-se que estas proteinas sdo induzidas por uma série de outras
condicGes como estresse osmotico, anoxia e a exposicdo a xenobidticos (Gupta et al.,
2010). Neste sentido, ja foi demonstrado que a expressdo de HSP90 é induzida por
cadmio, cobre e chumbo em C. farreri (Gao et al., 2007) e pela exposi¢ao a patégenos
nos hemacitos de Argopecten irradians (Gao et al., 2008). Desta forma, esta proteina
exerce papéis importantes tanto na defesa contra patdégenos, como na exposicdo a
xenobidticos em moluscos bivalves, sendo um potencial biomarcador de estresse

ambiental.

Em N. nodosus, também foram identificados dois genes, nadh-ubiquinone
oxidoreductase fe-s protein 7 (clone C12) e dehydrogenase reductase sdr family
member 4 (clone B12) que codificam proteinas mitocondriais que participam de
reagoes de oxirredugdo nesta organela. Entre as sequéncias que apresentaram hits
pelo BLASTn, somente um clone foi identificado como referente a um RNA ribossomal
(Clone F12, sequéncia parcial do RNA ribossomal 28S). Os demais clones com hits de
BLASTx e BLASTn, descritos no APENDICE B, n3o puderam ser anotados
funcionalmente e permanecem classificados como “proteinas de funcdo
desconhecida”. Por fim, 10 sequéncias de N. nodosus ndo apresentaram nenhum hit

ou dominio conservado e podem se tratar de novos genes taxon-especificos (TRGs).
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4.3.4. Identificagcdao de genes de Crassostrea rhizophorae

Foram identificados e funcionalmente caracterizados 22 novos genes de C
rhizophorae, incluindo genes envolvidos em processos celulares, como a resposta ao
estresse, sintese de proteinas, catabolismo e processamento de RNA, transcricdo,
catabolismo de esterdides, entre outros. As anotac¢des funcionais destes genes (termos
GO, numeros EC e dominios conservados) est3o descritas no APENDICE C juntamente

com os resultados de BLAST (descricao do melhor hit, similaridade e valor e).

Uma das sequéncias identificadas codifica uma proteina Bcl-2 like (clone C3, isolado da
biblioteca de cDNA da glandula digestiva). Os membros da familia de proteinas Bcl-2
atuam na regulagdo da permeabilidade da membrana mitocondrial e podem prevenir
ou induzir a liberacdo de fatores apoptéticos, atuando como reguladores centrais da
apoptose (morte celular programada) (Chao e Korsmeyer, 1998). A apoptose é um
mecanismo de morte celular rigidamente controlado e organizado, conservado em
todos os metazoarios e ativado em inumeros processos bioldgicos para eliminar células
desnecessarias ao organismo adulto ou durante o seu desenvolvimento e ainda células
danificadas, infectadas ou em senescéncia (Ellis et al., 1991). Em moluscos, entre
outros contextos, a ocorréncia de apoptose tem sido investigada em func¢do da
exposicdo a metais pesados, como o cddmio, um conhecido indutor de apoptose em

vertebrados (Sokolova et al., 2004).

As proteinas Bcl-2 caracteristicamente apresentam de 1 a 4 dominios BH (“Bcl-2
Homology”) e alguns membros podem ainda apresentar um dominio transmembrana
C-terminal. Os dominios BH1 e BH2 estdo presentes em todos os membros anti-
apoptéticos, enquanto que o dominio BH3 esta presente em todos os membros proé-
apoptoticos, uma vez que é necessario para a dimerizagdo com outros membros Bcl-2
e consequente inducdo da apoptose. (Chao et al., 1998). Na sequéncia obtida a partir
do clone C3 de C. rhizophorae foram identificados pelo menos dois dominios BH (BH1 e
BH2) e foram anotados termos GO que indicam localizagio na membrana

mitocondrial, funcdo anti-apoptética e participacdo nos processos de resposta ao
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estresse e a substancias organicas.

Um dominio FRED (Fibrinogen-related domain) foi identificado na sequéncia do clone
B5, isolado da biblioteca de cDNA dos hemdcitos. Estes dominios estdo presentes em
uma série de proteinas como as ficolinas, proteinas que funcionam como lectinas, a
tenascina e a glicoproteina microfibrila associada 4 (MFAP4), envolvidas na interagdo
entre tecidos e na adesao celular (Zhao et al., 1995; Jones e Jones, 2000; Matsushita e
Fujita, 2004). Em moluscos, entre as proteinas contendo dominios FRED ja
identificadas, estdo uma lectina ligante de acido sialico no gastrépode Limax flavus
(Kurachi et al., 1998), uma familia de proteinas no caramujo Biomphalaria glabrata
(Zhang et al., 2004) e outra na lesma Aplysia californica (Gorbushin et al., 2010) e, mais
recentemente, uma proteina denominada AiFREP no pectnideo Argopecten irradians

(Zhang et al., 2009b).

Apesar de muitas proteinas contendo estes dominios ja terem sido descritas em
invertebrados, suas funcdes ainda sdo pouco conhecidas, mas evidéncias indicam que
estejam envolvidas principalmente com o reconhecimento de padrées moleculares
associados a patégenos. Por exemplo, Zhang et al., (2009b) demonstraram que o nivel
de mRNA de AIFREP éfortemente aumentado apods estimulacdo com Listonella
anguillarum e que a proteina AiFREP recombinante apresenta atividade aglutinante
dependente de calcio contra bactérias gram positivas e negativas e contra eritrocitos

de galinha e humanos.

Genes envolvidos no metabolismo de RNA, proteinas, oligossacarideos e esterdides
também foram identificados. O clone G4 codifica a proteina MPDU1 (“mannose-p-
dolichol utilization defect 1”), envolvida na sintese de oligossacarideos, mas cuja
funcdo exata ainda ndo é clara. No entanto, em humanos, mutac¢Ges neste gene foram
associadas a uma desordem congénita de glicosilagao, indicando sua participagao

nesta via (Schenk et al., 2001).

A sulfatase esterdide (clone G2) exerce papel importante na producdo de esterdides
biologicamente ativos, pois é responsavel pela conversdo de sulfato de estrona em

estrona e estradiol. A deficiéncia desta enzima, em humanos, causa a Ictiose ligada ao



70

cromossomo X e a sulfatase esterdide também tem sido considerada um alvo para
terapias contra o cancer de mama, uma vez que sua expressdo é especificamente
aumentada nestes tumores e os esterdides por ela produzidos induzem o seu

crescimento (Reed et al., 2005).

Entre os genes associados ao metabolismo de proteinas, estdo os de duas proteinas
ribossomais, s3 (cloneC4) e 16 (clone B6), partes constituintes do ribossomo e,
portanto, envolvidas no processo de tradugao de proteinas. A KKR1, proteina que
participa da montagem do ribossomo e do seu transporte para o nucleo, também foi
identificada (clone B1) (Gromadka et al., 2004). A sequéncia do clone A3 também foi

associada a traducao, tendo sido identificada como o fator de alongamento EF-TS.

O clone H4 corresponde a uma das subunidades (tipo 1-a) do proteasomo, complexo
envolvido no catabolismo de proteinas, responsavel pela degradacdo de proteinas
danificadas ou com enovelamento incorreto, evitando que gerem efeitos toxicos. O
proteasomo esta também envolvido na regulagdo da concentragdo de proteinas
regulatdrias, fazendo com que estas sejam degradadas no tempo correto (Alberts et
al., 2004). Por fim, o clone B2, foi anotado com o dominio desacilase da familia Ybak
gue inclui o dominio de edicdo de aminoacidos da prolil tRNA sintetase do tipo Il
(ProRS) e seus homdlogos YbaK, ProX, e PrdX. A principal fungdo deste dominio é
hidrolisar tRNAs que deveriam carregar um aminoacido prolina, mas que foram
erroneamente carregados com uma cisteina ou alanina, auxiliando desta forma na

fidelidade do processo de traducdo de proteinas (Ruan e Séll, 2005).

Um grupo de 4 genes foi associado ao metabolismo de RNA. O fator de iniciagcdo da
transcricdo 1IB ou TFIIB (clone E2) é um dos fatores de transcricdo gerais necessarios
para a iniciacdo da transcricio pela RNA polimerase I, enzima responsavel pela
transcricdo de todos os genes que codificam proteinas, snoRNAs (small nucleolar
RNAs) e alguns snRNAs (small nuclear RNAs) (Alberts et al., 2004). A sequéncia do
clone H6 codifica a subunidade 2 do complexo CCR4-NOT (“carbon catabolite
repression”), um regulador global da expressdo génica, conservado de leveduras a
humanos. Evidéncias indicam que, em leveduras, este complexo atue como uma

plataforma regulatéria de inUmeros processos como a transcricdo e a degradacdo de



71

RNA e que funcione como um sensor de nutrientes, estresse e, possivelmente, outros
sinais extracelulares. O complexo CCR4-NOT seria, portanto, importante para a

manutencdo da homeostase celular em resposta a sinais extracelulares (Collart, 2003).

O clone E3 codifica um dos componentes com atividade exonuclease que constituem o
exossomo, um complexo multiprotéico responsavel pela degradagdao, no nucleo, de
RNAs danificados, incompletos ou que ndo foram corretamente processados,
impedindo que sejam traduzidos em proteinas (Alberts et al., 2004). A proteina Mago-
nashi (clone F8) esta envolvida em um mecanismo alternativo a este para o controle de
gualidade de RNA chamado NMD (Nonsense-mediated mRNA decay) e também
conhecido como “vigilancia do RNA”. Este processo elimina RNAs mensageiros que
contenham cédons de terminacdo em locais errados e desta forma previne a producao
de proteinas truncadas que podem nao funcionar corretamente ou ainda passar a

exercer atividades deletérias para a célula (Maquat, 2004).

Duas sequéncias estdo relacionadas com a divisao celular: a proteina ligante de Ran 1
(RanBP1, clone D3) e a proteina Yippee-like (clone B4). A RanBP1 é uma das proteinas
regulatdrias de Ran GTPase, proteina implicada em uma série de processos como o
transporte entre nucleo e citoplasma e a progressao do ciclo celular. A RanBP1 regula a
proteina Ran ligando-se a sua forma acoplada a GTP (Guanosina trifosfato) e
favorecendo a sua conversdo em Ran-GDP. Esta atividade regulatéria de RanBP1 é
necessaria para a organizacao e funcionamento do fuso mitético e evidéncias indicam
que esta proteina também regule a coesdo do centrossomo durante a mitose, em

células de mamiferos (Guarguaglini et al., 2000; Di Fiori et al., 2003).

As proteinas Yippee-like (YPEL) foram primeiramente identificadas em Drosophila e
posteriormente proteinas homodlogas foram encontradas também em pelo menos 68
outras espécies, incluindo, animais, plantas e fungos. As localizagdes subcelulares
destas proteinas, no nucleo, durante a interfase, e em associa¢do ao centrossomo e ao
fuso mitotico, durante a mitose, indicam que elas exergam alguma fungdo, ainda
desconhecida, na divisdao celular. Dada sua ampla conservagdo entre eucariontes, tal

funcdo possivelmente é essencial (Hosono et al., 2004).
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Duas repeticdes do moddulo tiroglobulina (Thyroglobulin-TY) do tipo | foram
identificadas na sequéncia do clone H3, isolado da glandula digestiva. Estes mddulos
protéicos ricos em cisteina foram primeiramente caracterizados na proteina
tiroglobulina humana, precursora dos hormonios tireoidianos e que possui 11
repeticdes deste modulo. A ocorréncia de 1 a 3 repeticdes TY foi detectada também
em 29 outras proteinas ndo relacionadas com a tiroglobulina, como proteinas que
atuam na adesdo celular, antigenos de superficie celular e proteinas soltuveis (Molina
et al., 1996). Embora estas proteinas exercam funcbes diferentes, grande parte delas
tem a propriedade de se ligar a outras proteinas ou a pequenos ligantes, o que pode

indicar a participagao das repeti¢des TY na mediagao destas interagdes.

Uma cépia de um motivo estrutural que sabidamente media intera¢des proteina-
proteina, o tetratricopeptideo (TPR), foi identificada na sequéncia do clone A4. Os TPRs
facilitam a interacdo entre proteinas parceiras e ocorrem em multiplas cépias em uma
grande variedade de proteinas de animais, plantas, bactérias e fungos, das quais
muitas fazem parte de complexos multiprotéicos. De fato, evidéncias indicam que os
TPRs sdo necessarios para o correto funcionamento de complexos protéicos como o da
transcricdo, de chaperonas e que atuam no ciclo celular e no transporte de proteinas

(Blatch eLassle, 1999).

Entre as sequéncias remanescentes, estdo o clone F4, anotado com uma regido of-
hidrolase presente principalmente em muitas lipases; uma proteina transmembrana
de fungdo desconhecida (clone C2); uma proteina envolvida em reagdes de oxiredugdo
(clone G1) e uma proteina com um dominio de ligacdo de FAD (Flavina adenina
dinucleotideo) (clone F3), presente em uma série de enzimas que usam esta molécula

como cofator.

Sequéncias referentes a RNA ribossomais foram encontradas somente na biblioteca de
cDNA dos hemdcitos que apresentou 4 sequéncias referentes ao RNA ribossomal
mitocondrial 16S (Clones C7, H7, D5 e H5). 15 sequéncias apresentaram hits,
principalmente contra os bancos de dados de nucleotideos, mas ndao puderam ser
funcionalmente anotadas. As demais 16 sequéncias ndo apresentaram hit algum e,

portanto, ndo possuem genes homodlogos conhecidos e podem representar novos
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genes taxon-especificos (TRGs), em sua grande maioria, genes expressos pelos

hemaocitos.

5. CONCLUSOES

Neste trabalho, iniciamos o sequenciamento do transcriptoma de dois bivalves
tropicais, a ostra C. rhizophorae e a vieira N. nodosus, espécies de particular interesse
para o estudo de mecanismos de toxicidade de poluentes ambientais no Brasil. Para
tanto, geramos bibliotecas de cDNA normalizadas tecido-especificas para estas duas

espécies.

A combinacdo de técnicas utilizadas se mostrou eficaz para gerar bibliotecas de cDNA
com baixa redundancia, insertos longos,possivelmente contendo sequéncias génicas
completas, além de uma alta proporcdo de clones recombinantes. O sequenciamento
de clones selecionados aleatoriamente a partir destas bibliotecas possibilitou a
identificacdo de genes envolvidos em uma diversidade de processos, demonstrando a
aplicabilidade destas bibliotecas para o isolamento e identificagdo de novos genes da

ostra C. rhizophorae e da vieira N. nodosus.

Frente aos objetivos pré-estabelecidos e em funcdo dos resultados obtidos e discutidos

ao longo desta dissertacao, concluimos que:
* Em relagdo a construgao e validagao de bibliotecas de cDNA ndo redundantes:

0 Trés bibliotecas de sequéncias expressas na glandula digestiva de N.
nodosus foram construidas, entre as quais uma (Gd.Nn.3) foi validada
como fonte ndo redundante de cDNA para o isolamento e

sequenciamento de novos genes desta espécie.

0 Seis bibliotecas de cDNA foram construidas para C. rhizophorae, sendo
metade com sequéncias expressas nos hemdcitos e as demais, com

sequéncias expressas na glandula digestiva. Para cada um destes
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tecidos, uma biblioteca de cDNA foi validada como fonte de cDNA nédo
redundante (glandula digestiva) ou pouco redundante (hemacitos) para

o isolamento de novos genes da ostra.

* Em relagdo a identificagdo e anotagdo funcional de genes por ferramentas de

bioinformatica:

0 foram identificados e anotados com termos de ontologia génica e/ou
dominios conservados 22 novos genes de C. rhizophorae e 8, de N.

nodosus

0 foram isoladas, mas ndo puderam ser caracterizadas funcionalmente 31
novas sequéncias da ostra e 19, da vieira e, portanto, suas funcdes sao

desconhecidas.

0 Todas as sequéncias produzidas foram depositadas no genbank (NCBI).

6. PERSPECTIVAS

Sequenciamento e anotacao funcional de genes.

Em um primeiro momento, daremos continuidade ao processo de sequenciamento e
anotacdo funcional de genes de C. rhizophorae e N. nodosus, isolando e sequenciando

clones em maior escala a partir das bibliotecas de cDNA geradas neste trabalho.
Desenvolvimento de microrranjos de DNA e estudo de perfis de expressao génica.

A construcdo de microrranjos de DNA para estas duas espécies poderd ser viabilizada
através do uso das sequéncias produzidas para o desenho de oligonucleotideos, assim
como através da producdo de sondas por PCR, a partir da colecdo de clones isolados
das bibliotecas. Em principio, estes microarranjos serdao aplicados para investigar os
mecanismos moleculares envolvidos na toxicidade causada pelo metal pesado cadmio

em ostras Crassostrea rhizophorae expostas em laboratorio.
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Melhor Ait de BLAST

Clone/N©° Espécie
de Ace/sso Descrigao VEE Te’rmos InterproScan/CDD Valor e Similaridade (Cédpigo de
(Genbank) (pb) ClopmETD 55 acesso)
IPR000173:Glyceraldehyde
C:cytoplasm; 3-phosphate dehydrogenase
F:NAD or NADH subfamily ; IPR016040:
binding; NAD(P)-binding domain;
C10/ P:oxidation IPR020828: Glyceraldehyde
glyceraldehyde-3- reduction; 3-phosphate dehydrogenase, Haliotis discus discus
GW314973 phosphate 787 P:glycolysis; NAD(P) binding domain; 1E-93 88.3% (ABO26632.1)
dehydrogenase F:glyceraldehyde- IPR020829: Glyceraldehyde
3-phosphate 3-phosphate dehydrogenase,
dehydrogenase catalytic domain;
(phosphorylating) IPR020832: Glyceraldehyde
activity EC:1.2.1.12 3-phosphate dehydrogenase,
catalytic domain, subgroup
C:integral to
membrane;
C:cytoplasm; IPR002198: Short-chain
H12/ _ F: o_xi_dored uc_tase dehydrogenase/reductase Branchiostoma
GW314974 synaptic 784  activity, acting on SDR; IPRO02347: 1E-78  78.15% Aoridae
glycoprotein sc2 the CH-CH group of Glucose/ribitol (XP_002602630)
donors;  P:protein dehydrogenase; IPR016040: -
modification NAD(P)-binding domain
process; P:lipid

metabolic process
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Melhor Ait de BLAST

Clomayht - Tamanho Termos E§pécie
de Acesso Descricao (pb) GO/Ndmero EC InterproScan/CDD Valor e Similaridade (Cddigo de
(Genbank) acesso)
P:mitochondrial
electron transport,
NADH to
ubiquinone;
F:NADH
Ci12/ . dehydrogenase IPR091104- 3-oxo-5-alpha-
nadh-ubiquinone biqui steroid 4-dehydrogenase, C- . ik
GW314975 oxidoreductase fe-s 733 (MPiguinone) o inal, clo0419, 1E-70  88.85% Apis mellifera
. activity; F:iron ion . (XP_392437.2)
protein 7 binding: Ox_ldo.red_q6, _NADH
C:mitoc’hondrial ubiquinone oxidoreductase
respiratory chain
complex I; F:4 iron,
4  sulfur cluster
binding EC:1.6.5.3
B12/ F:binding;
dehydrogenase F:oxidoreductase Xenopus (Silurana)
GW314984 reductase sdr 788 activity; P:oxidation . 1E-60 74.1% tropicalis
family member 4 reduction; (NP_001015784.1)
C:mitochondrion
PTZ00272, heat shock
protein 83 kDa (Hsp83);
All/ Provisional; IPR001404:
Heat Shock Protein Chaperone protein htpG 5,08E- Crassostrea gigas
GW314977 90 127 o IPRO01404 Chaperone 26 8150% (EF687776.1)

protein htpG,

PTHR11528:SF20: Heat
Shock Protein 90 (Family)
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Melhor Ait de BLAST

Clomayht Tamanho Termos E§pécie
de Acesso Descrigao b) GO/Ndmero EC InterproScan/CDD Valor e Similaridade (Cddigo de
(Genbank) (p acesso)
F10/
. PRI Octadecabacter
GW314978 Fasciclin 771 o ?;a?gg;gg_' ; :gcl'cd"”' . Z'EE' 55.1% antarcticus 238
' omain (ZP_05065063.1)
C:heterogeneous
nuclear
ribonucleoprotein
heterogeneous complex; F:RNA
H11/ Guclear 651 binding; F:protein (B4 79.15% Pinctada fucata
GW392489.2 . . binding; P:nuclear E— ' (ABP04054)
ribonucleoprotein r . :
mRNA splicing, via
spliceosome;
F:nucleotide
binding
IPR001304: C-type lectin;
D12/ IPR016186: C-type lectin-
) . like; IPR016187: C-type 2,00E- o Tribolium castaneum
GW314979 C-type lectin 696 — lectin fold; cd00037: C-type 07 25% (XP_970274.2)

lectin (CTL)/C-type lectin-
like (CTLD)
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Clone/N©° de acesso no

Melhor hit

Algoritmo BLAST e

genbank Pb Descrigcao Codigo de acesso Banco de dados Valor e Similaridade
F12/ GU574707 637 P. magellanicus internal transcribed spacer and 28s AF342798.1 BLASTN - nr 0 100.00%
ribosomal rna partial sequence : VY70
G11/GW314980 Pm_Admus_12G11_T3 Hele and Hannah P. maximus BLASTn - dbEST
__ — — . 0]
690 cDNA clone Pm_Admus_12G11 5-, mRNA seq DN793786.1 others 0 87%
D11/GW314981 i i
681 hyp°thetfg‘f’;f’;;’;ggg;ff';(?)}d’:g—123718 XP_002606230.1 BLASTX - nr 4,92E-25  56.85%
G9/GW314982 ] o .
743 GL13736 [Drosophila persimilis] XP_002019990.1 BLASTX - nr 3,45E-16 59.4%
E12/GW314983 i i ;
518 hypothetical protein BRA;{L)I?/S?;I’_68822 (Branchiostoma P 0025861621 BLASTX - nr 1,36E-12 44.7%
G12/GW314984 FP000964 Pasc Fav cDNA library hemocyte (wyOaba) C. BLASTN - dbEST
. - o]
228 gigas cDNA clone wy0Oaba17g20, mRNA seq FP000964.1 others 2,76€-07 74,8%
E11/GW314985 ) ) .
787 hypothetical protein (Strongylocentrotus purpuratus) XP_001203942.1 BLASTX - nr 7,29E-07 57.95%
H10/GW314986 523 EST665450 RAB R. appendiculatus cDNA clone RABBE79 CD794089.1 BLASTn - dbEST 6.49E-06 60%
5- end, mRNA sequence ’ others !
B11/GW314987 273 pm_admus_17e09_t3 helene and hannah pecten DN793786.1 BLASTn - dbEST 5 42E-05 83.00%
maximus cdna clone pm_admus_17e09 5 mrna ) others ! !
E10/GW314988 .
784 hypothetical protein BRAFLDRAFT_113518 (B. floridae) XP_002611504.1 BLASTX - nr 3,97E-05 66.5%
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Clone/N©° de acesso

no genbank (Tecido) DEEEillEst

Tamanho
(pb)

Termos GO/

Numero EC

InterproScan/CDD

Melhor Ait de BLAST

Espécie
(Cédigo de
acesso)

Valor e Similaridade

c4/
GW314920
(G. digestiva)

ribosomal
protein s3

605

C:ruffle membrane;
F:protein kinase binding;
P:activation of caspase
activity; P:translational
elongation; P:negative
regulation of DNA repair;
P:negative regulation of NF-
kappaB transcription factor
activity; C:dendrite;
P:induction of apoptosis;
F:NF-kappaB binding;
F:endonuclease activity;
F:structural constituent of
ribosome; C:endomembrane
system; C:nucleus; F:DNA-
(apurinic or apyrimidinic site)
lyase activity; F:mRNA
binding; C:cytosolic small
ribosomal subunit
EC:4.2.99.18

Lineus viridis
(ABZ04254. 1
)

1,93E-81 96.25%

B3/
GW314921
(G. digestiva)

ribosomal
protein 16

750

C:ribosome; F:structural
constituent of ribosome;
P:translation EC:3.6.5.3

IPR0O00915: Ribosomal
protein L6E (Family)

Lineus viridis
(ABzZ04219.1
)

1,56E-72 77.95%
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Melhor Ait de BLAST

Termos GO Espécie
Clomehtt i acesso Descrigao VEED / InterproScan/CDD Valor e Similaridade (Cédigo de
no genbank (Tecido) (pb) NGmero EC acesso)
F8/ . , Rattus
mago-nashi P:nuclear-transcribed mRNA . . ;
GW314950 proliferation- 603 catabolic process, nonsense- II;EtOe(?:OB. Mago nashi 1E-69 95.75% (;,grgg%/ggjg
(Hemécitos) associated mediated decay —29'1)
E3/GW314922 F:identical protein binding; Homo
exosome 228 Fiexonuclease aCtIV.Ity% 3,70E-68 76.0% sapiens
component 8 P:RNA processing; — (2NN6_C)

(G. digestiva)

C:intracellular part
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Melhor Ait de BLAST

Espécie
Clomehtt i acesso Descrigao VEED Ui S0y InterproScan/CDD Valor e Similaridade (Cédpigo de
no genbank (Tecido) (pb) NGmero EC acesso)
IPRO01353:
Proteasome, subunit
alpha/beta (family);
P:anaphase-promoting IPR016050:
complex-dependent Proteasome, beta-type
proteasomal ubiquitin- subunit, conserved
dependent protein catabolic site;
process; P:positive G3DSA:3.60.20.10:
regulation of ubiquitin- Glutamine
H4/ protein ligase activity during Phosphoribosylpyropho Rattus
GW314923 prgtea_lts%mte 240 mitotic cell cycle; P:negative sphate, subunit 1, 8 85E-65 80.8% norvegicus
S”t “2‘_1_: a regulation  of  ubiquitin- domain 1, PTHR11599: ' 70 (AAH58455.1
(G. digestiva) ypP protein ligase activity during Proteasome subunit )

mitotic cell cycle;
C:proteasome core complex;
F:protein binding; C:nucleus;

C:cytosol; F:threonine-type
endopeptidase activity
EC:3.4.25.0

alpha/beta (family),
PTHR11599:
Proteasome subunit
beta type 1 (Family);
SSF56235: N-terminal
nucleophile
aminohydrolases (Ntn
hydrolases)
superfamily
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Melhor Ait de BLAST

Espécie
rﬁ)logneer{bN:n(lj(e('?'gifjg) Descrigao Ta?;ir)]ho Te’rmos S InterproScan/CDD Valor e Similaridade (Cdédigo de
Numero EC acesso)
IPR003196:
Transcription initiation
factor IIF, beta subunit
F:helicase activity; F:RNA (Family); IPR0O11039:
E2/ polymerase II transcription Transcription Factor
transcription factor activity; F:ATP IIF, Rap30/Rap74, Apis mellifera
GW314924 initiation factor 710 binding; C:transcription interaction (Domain); 2,83E-49 66.15% (XP_623868.
. . IIFB factor TFIIF complex; IPHR01199: Winged 1)
(G. digestiva) P:transcription initiation from helix repressor DNA-
RNA polymerase II promoter binding (Domain);
SSF46785:"Winged
helix" DNA-binding
domain (superfamily)
© transmembrane IPRO19184: Prptem of Brgnfjrgrlz;‘:‘atgm
GW314925 . 740 C:membrane unknown function, 2,59E-48 71.6%
protein 17 transmembrane-17 (XP_0026058
(G.digestiva) 70.1)
G1/ F:oxidoreductase activity; Branchiostom
GW314926 loc407663 605 P:oxidation reduction; 5,49E-45  77.55% a floraae
. _ protein F:binding (XP_0026133
(G. digestiva) ’ 81.1)
D3/ P:positive regulation of Xenopus
ran binding mitotic centrosome (Silurana)
GW314927 . 746 separation; P:intracellular 3,56E-45 69.95% tropicalis
protein 1 . L
. . transport; P:spindle (NP_989020.
(G. digestiva) AN
organization; C:centrosome 1)
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Melhor Ait de BLAST

Espécie
Clomehtt i acesso Descrigao VEED Ui S0y InterproScan/CDD Valor e Similaridade (Cédpigo de
no genbank (Tecido) (pb) NGmero EC acesso)
IPR011990:
Tetratricopeptide-like
helical (Domain);
IPR013026:
Tetratricopeptide
A4/ repeat-containing Strongylocen
tetratricopeptid domain; IPR019734: trotus
GW314928 e repeat domain 735 F:binding Tetratricopeptide 6,33E-39 75.15% purpuratus
. . 21b repeat (Repeat); (XP_793431.
(Gl. Digestiva) PTHR14699: STI2 2)
PROTEIN-RELATED
(Family);
SSF48452:TPR-like
superfamily
(superfamily)
C:lysosome; P:steroid
catabolic process;
G2/ P:epidermis development; Branchiostom
. C:endosome; C:microsome; o a floridae
GW314929 steroid sulfatase 791 F:steryl-sulfatase activity: —— 3,26E-39 65.85% (EEN62448.1
(G. digestiva) C:endoplasmic reticulum; )

C:Golgi apparatus; C:plasma
membrane EC:3.1.6.2
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Melhor Ait de BLAST

Termos GO/ Espécie
rgoneer{bN:nie(.?_gifjg) Descrigao TaEnir)]ho ’ InterproScan/CDD Valor e Similaridade (Cdédigo de
g p Numero EC acesso)
G4/ mannose-p- Rattus
dolichol P:oligosaccharide ) o norvegicus
GW314930 utilization 674 biosynthetic process B— 2,55E-38 57.9% (AAH58455. 1
(G. digestiva) defect 1 )
cl00085: FReD;
Fibrinogen-related
domains (FReDs):
B5/ IPR002181: Fibrinogen, Branchiostom
FReD containing P:neuromuscular junction alpha/beta/gamma a floridae
GW314951 . 742 ) chain, C-terminal 1E-16 65.8%
protein development lobular: IPRO14716: (XP_0022336
(Hemocitos) 9 ! ) 35.1)

Fibrinogen,
alpha/beta/gamma
chain, C-terminal
globular, subdomain 1
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Melhor Ait de BLAST

Espécie
rﬁ)logneer{bN:n(lj(e('?'gifjg) Descrigao Ta?;il;ho Telrmos S InterproScan/CDD Valor e Similaridade (Cédigo de
Numero EC acesso)
cd06845: Bcl-2_like,
IPR0O00712: Apoptosis
F:protein binding; regulator, Bcl-2, BH
P:multicellular organismal (Domain); IPR002475:
development; P:response to BCL2-like apoptosis
organic substance; P:sexual inhibitor (domain);
3/ reproduction; P:anti- G3DSA:1.10.437.10: Nematostella
GW314931 bcl2-like 1 779 apoptosis; P:anatomical Apoptosis Regulator 1,43E-15 52.3% (XP_0016295
(G. digestive) structure development; Bcl-x (superfamily), 27 1)
' C:organelle membrane; PTHR11256: BCL-2 )
C:mitochondrial envelope; RELATED (family);
P:response to stress; SSF56854: Bcl-2
P:reproductive process inhibitors of
programmed cell death
superfamily
H3/ TY . Branchiostom
(Thyroglobulin) cd00191, TY, 2 floridae
GW314932 repeat 748 P:cellular process Thyroglobulin type I 4,90E-10 41.75%
. (XP_0026071
(G. digestiva) contaln_lng repeats 32.1)
protein
H6/ Xc?nopus
ccrd-not IPR007282: (Silurana)
GW314952 transcription 603 C:cytoplasm NOT2/NOT3/NOT5 1E-08 82.1% tropicalis

(Hemocitos) subunit 2

(NP_0011066
00.1)
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Melhor Ait de BLAST

Termos GO Espécie
Clomehtt i acesso Descrigao VEED / InterproScan/CDD Valor e Similaridade (Cdédigo de
no genbank (Tecido) (pb) NGmero EC acesso)
IPR004910: Yippee-like
protein (family)
B4/ g-{lcglll\? (8;47: FAD NAD Branchiostom
GW314933 Yippee-like 643 o OXIDOREDUCTASES ~ 3,74E-52  93.5% a floridae
protein . (XP_0025968
(G. digestive) (Family), 02.1)
' PTHR13847:SF1: )
YIPPEE PROTEIN
(Family)
pfam04083, .
F4/ Protein with an Abhydro_lipase, ab- ;—Zgggféi);
GW314934 ab-hydrolase 724 _ hydrolase associated 1,00E-27 64.35% (XP_0021110
. . lipase _region lipase region -
(G. digestiva) (superfamily) 54.1)
A3/ Branchiostom
Elongation pfam00889, EF_TS, ) o a floridae
GW314935 Factor TS 677 E— Elongation factor TS 6,73E-10 61.8% (XP_0026051
(G.digestiva) 09)
B1/ KRR1 IPRO07851:KRR1 CZZ?;/;ZZ’/’??
GW314936 interacting 698 _ interacting protein 1, 1,67E-06 65.5% (XP_973472
(G. digestiva) protein 1 subgroup - 2)
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Melhor Ait de BLAST

Termos GO/ Espécie
rgoneer{bN:n?(e(.?_gifjg) Descrigao Ta?"ir)]ho ’ InterproScan/CDD Valor e Similaridade (Cddigo de
g p NumerO EC acesso)
F3/ FAD binding cl10516, penicillium
domain FAD_binding_4, FAD marnefrei
GW314937 . 736 LT 9 1,00E-08 63,15% ATCC 18224
containing E— binding domain
. . . ) (XP_0021530
(G. digestiva) protein (superfamily) 34.1)
B2/ Crassostrea
YbaK-like cl00022, YbaK_like, ) o gigas
GW314938 protein 784 — YbaK-like (superfamily) 10068 72,50%  ;995089.1

(G. digestiva) )




APENDICE D - Genes de C. rhizophorae com hits de BLAST e sem anotacédo funcional.

Melhor hit
Clone/ N°© .

. Tamanho o " Algoritmo BLAST e P
n(legae%esjgk Tecido (pb) Descrigao Codigo de acesso Banco de dados Valor e Similaridade
(CC7:OT_|U79 1D5 crassostrea brasiliana isolate cb20 16s

e,H5)’/ Hemdcitos 732 ribosomal rna partial sequence F1478028.1 BLASTn - nr 0 93.5%
GU574706 mitochondrial
D4/ AUF_104_GO04_T7 Crassostrea virginica Gill
GW314939 E'agsdtf\iz 572 Crassostrea virginica cDNA 5-, mRNA CD649023.1 B"Asgt”héribEST 1,00E-111 76,60%
9 sequence
Hemocitos ~ 652 ~ Cr@ssostrea  virginica  mitochondrion,  ayg5542 2 BLASTh - nr  1,00E-119  74,85%
GW314970 complete genome
E1/ A au_cv_est_007d_a08 oyster mixed tissue }
g'ag;'t‘iﬂ: 755  normalized cdna library crassostrea  EH645424.1 BLASZ:heribEST 8,88E-109 75.5%
GW314940 9 virginica cdna 5 mrna
D2/ A au_cv_est_005a_h04 oyster mixed tissue )
g'ag;'t‘iﬂ: 738  normalized cdna library crassostrea  EH644559.1 BLASZ{‘heribEST 4,22E-81 71%
GW314941 9 virginica cdna 5 mrna
A8/ ; -
Hemacitos 479 AM856481 cDN21 Crassostrea gigas cDNA AM856481.1 BLASTn - dbEST 1,00E-80 90%

GW314953

clone cDN21P0002D14 5-, mRNA sequence

others

95
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Melhor hit
Clone/ N°© .
de acesso Tecido Tamzla)nho Descrigao Cddigo de acesso Ag;or|tm(§) B(;‘AdST € Valor e Similaridade
no genbank (pb) anco de dados
B6/ CU995089 Pascal Favrel cDNA library all BLASTh - dbEST
Hemocitos 514 stages (wyQaaa) Crassostrea gigas cDNA CuU995089.1 1,00E-75 80%
others
GW314954 clone wy0aaa35a05, mMRNA sequence
A7/ ; -
Hemdcitos 640 am869282 cdn37 crassostrea gigas cdna AM869282.1 BLASTNn - dbEST 1,00E-52 77%
GW314955 clone cdn37p0036¢c21 5 mrna others
B7/ AM859065 cdn37 Crassostrea gigas cDNA BLASTn - dbEST
.- ) o
GW314956 Hemocitos >82 clone cdn37P0005P24 5-, mRNA sequence AM859065.1 others 1,00E-38 80%
Dl/ A S .
Glandula 762 ~ regeneration-upregulated  protein 2 pipg35yy 4 BLASTX - nr 1,00E-38 47%
GW314942  digestiva [Enchytraeus japonensis]
F2/ A ; -
G'Iandl_,lla 699 am865904 cdn37 crassostrea gigas cdna AM865904.1 BLASTn - dbEST 9,41E-26 78.5%
GW314943  digestiva clone cdn37p0026d06 5 mrna others
Glandula 644 mitochondrial 28S ribosomal protein S18B, XP_002426373.1 BLASTx - nr 9,92E-21 57.5%
GW314944  digestiva putative [ Pediculus humanus corporis)
E8/ AM859854 cdn37 Crassostrea gigas cDNA BLASTn - dbEST
.- ) o
Gw3lqgsy emodtos 587 one cdn37P0008SF17 5-, mRNA sequence 1 1o>9834.1 others 1,00E-15 83%
B8/ .
Hemocitos 745 Ostrea edulis microsatellite HA10 sequence AF297863.1 BLASTN - nr 2,75E-14 81,30%

GW314958




Melhor hit

Clone/ N°© .
de acesso Tecido Tar(r;zla)r)lho Descrigao Cddigo de acesso AE::Ct?geBé‘:j;e Valor e Similaridade
no genbank

D8/ hypothetical protein BRAFLDRAFT_68846

. _ ) ) o

GW314959 Hemocitos 543 [ Branchiostoma floridael XP_002206201.1 BLASTx - nr 1,00E-10 56%

E4/ Glandula PREDICTED: similar  to  glycerol-3-
GW314945 digestiva 682 phosphate acyltransferase XP_790882.1 BLASTX - nr 2,29E-05 55.75%

[Strongylocentrotus purpuratus]
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APENDICE E - Sequéncias que nao apresentaram Aijts.

N° de acesso no

Clone genbank

Crassostrea rhizophorae
(Hemocitos)

D7 GW314961
E7 GW314962
F7 GW314963
G7 GW314964
G8 GW314965
H8 GW314966
Cé6 GW314967
A6 GW314968
D6 GW314969
F5 GW314971
C5 GW314972

Crassostrea rhizophorae
(Glandula digestiva)

C1 GW314946
A2 GW314947
H2 GW314948
G3 GW314949
C8 GW314960

Nodipecten nodosus
(glandula digestiva)

E9 GW314989
B10 GW314990
D9 GW314991
Fo GW314992
H9 GW314993
G10 GW314994
A10 GW314995
C11 GW314996
F11 GW314997

D10 GW392490



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

