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6. Anexos

6.1. Anexo 1 — Dominios de miristoilagao

niProtKB -
UniProtKB/ Dominios de No de No de
£ e . TrEMBOL dominios de amino
Espécies de Planta | Defensina miristoilaciio S
entry miristoilacao acidos
Agglutinin Q9S7LI1 41 GVIGNI 46 2 102
Urtica dioica L isolectin I 74 GVSYGH 79
(urtiga)
53 GGDYCG 58
60 GCQNGA 65
73 GSQAGG 78
Triticum aestivum L. Agglutinin P10968 96 GAEYCG 101
(trigo) isolectin T 116 GSQAGG 121 10 212
(precursor) 139 GSEFCG 144
145 GGCQSG 150
163 GGRVCT 168
180 GIGPGY 185
189 GCQSGG 194
. 13 GVAIAE 18
Hevea brasiliensis
. . Pro-hevein P02877 64 GVGGGS 69 4 204
(Seringueira) (precursor) 124 GQSSCG 129
140 GAKTTYV 145
AMPl e?2 P27275 25 GVGECV 30 2 86
Amaranthus caudatus ¢
(precursor) 37 GMCCSQ 42
. .. AMP1 P25403 30 GGRCNE 35 2 61
Mirabilis jalapa
52 GQGYGY 57

(Maravilha)
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. Defensin Q5CC32 22GMDASA 27
Zea mays (milho)
(precursor) 41 GAIPGA 46 3 107
62 GGGFCN 67
74 GGPYGE 79
Hordeum vulgare
PRBI1-2 P35792 84 GSAGAD 89 5 164
(cevada) (precursor ) 109 GSNTCA 114
145 GVFITC 150
156 GNIVGQ 161
. .. DmAMP1 NCBI S66221 12 GNCGNT 17 2 50
Dahlia merckii
29 GAAHGA 34
. . AMPDI1 P81570 1GIFSSR 6 1 25
Spinacia oleracea
(espinafre)
. . . Defensin-lik 4VNZ1 22 GVPLCK 27 2 69
Arabidopsis Thaliana clensi-iike Q
protein 48 GAGICS 53
. . . Defensin-liki 4VNZ2 22 GVPLCK 2 3 66
Arabidopsis Thaliana clensim-ike Q GVPLCK 27
protein 48 GAGICS 53
. . . Psdl P81929 12 GVCFTN 17 2 46
Pisum sativum (ervilha) 5
33 GTCHNW 38
. . Psd2 P81930 - - 47
Pisum sativum
. . DRR230-c Q8H6L2 32 GVCFTD 37 2 60
Pisum sativum
53 GTCHNF 58
. . Def 1.1 4G34
Mendicapo sativa ¢ Q4G347
1.2 Q4G346 - - 72
(alfafa) 15 Q4G341
. 55 GCTNCC 60
Lycopersicon
62 GTEGCN 67
esculentum Mill (precursor) Q7M222 73 GTFICE 78 6 146

(tomate)

107 GNKRSE 112
122 GSKGCN 127
133 GTFVCE 138
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. J1-1 Q43413 35 GNFKGL 40 2 75
Capsicum annuum
. . 59 GSCIGF 64
(pimentdo) n-2 065740 39 GLCFSK 44 1 74
. THI2 QI9SBKS8 44 GASMTN 49 3 133
Brassica rapa
87 GCASSV 92
(nabo) 94 GALTTL 99
L. NaD1 8GTMO 37 GICITK 42 1 105
Nicotiana alata “ Q
(“fumo-de-jardim™)
Snakin2 93X17 47 GGACAA 52 3 104
Solanum Tuberosum nakin Q
68 GTCCAR 73
(batata) 80 GTSGNT 85
. . IB-AMP Q24006 5 GVVFGV 10 1 333
Impatiens balsamina
(balsamo)
. Sb alpha-1 P21923 29 GGWTAG 34 1 47
Sorghum bicolor L apha
(sorgo)
. formicina P10891 62 GTGINH 67 3 94
Protophormia
terraenovae 78 GNRGGY 83
88 GVCVCR 93
(mosca)

Tabela 1: Dominios de miristoilacio na seqiiéncia de aminoacidos de
defensinas de planta de diferentes espécies e o seu tamanho. Traco (-) refere-se a
auséncia do dominio. Observa-se na ultima linha da tabela os dominios de
miristoilacdo da defensina de inseto Protophormia terraenovae para comparagao

com os dominios de defensina de planta.
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6.2. Anexo 2 - Preparagao de meios e reagentes

LB Agar (por litro)

10 g NaCl

10 g triptona

5 g extrato de levedura

20 g agar

Ajustar pH = 7.0 com 5 N NaOH

Adicionar H,O miliq para volume final de 1L
Verificar pH = 7.0

Autoclavar

Distribuir em discos de Petri (~25 ml/100-mm)

LB-liquido (por litro)

10 g NaCl

10 g triptona

5 g extrato de levedura

Ajustar pH = 7.0 com 5 N NaOH

Adicionar H,O miliq para volume final de 1L

Verificar pH = 7.0 e autoclavar

Tampao TE
Tris-HCI 10 mM (pH= 7.5)
EDTA 1 mM
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NZY Agar (por litro)

5 g NaCl

2 g MgS0O4 . 7H20

5 g extrato de levedura

10 g NZ amina (‘casein hydrolysate”)

15 g agar

Ajustar pH = 7.5 com 5 N NaOH

Adicionar H,O miliq para volume final de 1L
Verificar pH = 7.5

Autoclavar

Distribuir em discos de Petri (~25 ml/100-mm)

NZY “Top Agar” (por litro)
Para 1 L de NZY liquido (sem agar)
Adicionar 0.7% (w/v) de agarose

Autoclavar

Tampiao SM (por litro)

5.8 g NaCl

2.0 g MgS0O4 - 7TH20

50.0 ml Tris-HCI 1 M (pH 7.5)

5.0 ml gelatina 2% (w/v)

Adicionar H,O miliq para volume final de 1L

Autoclavar


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220930/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0220930/CA

114

YPAD Agar (por litro)

20 g Difco peptona

10 g extrato de levedura

15-20 g agar

Adicionar H,O miliq para volume final de 960 mL

Ajustar pH = 5.8

Adicionar 40 mg sulfato de adenina

Autoclavar

Resfriar para 55°C

Adicionar glicose 2% (v/v) filtrada e esterilizada separadamente

Distribuir em discos de Petri (~25 ml/100-mm)

YPAD-liquido (por litro)

20 g Difco® peptone

10 g extrato de levedura

Adicionar H,O miliq para volume final de 960 mL
Ajustar pH = 5.8

Adicionar 40 mg sulfato de adenina

Autoclavar

Resfriar para 55°C

Adicionar glicose 2% (v/v) filtrada e esterilizada separadamente

SD Agar (por litro)

6.7 g Difco yeast nitrogen base sem aminoacidos (Catalog #0919-15-3)
182.2 g D-sorbitol

15-20 g agar

Adicionar H,O miliq para volume final de 860 mL

Ajustar pH = 5.8

Autoclavar

Resfriar para 55°C

Adicionar 100 mL da 10X solucao de aminodcidos apropriados
Adicionar glicose 2% (v/v) filtrada e esterilizada separadamente

Distribuir em discos de Petri (~25 ml/100-mm)
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10x soluciao de aminoacidos apropriados
Adicionar os aminoacidos relacionados abaixo, omitindo aqueles cuja
auséncia ¢ necessaria para a selecdo. Depois de filtrada, a solugdo pode ser
estocada a 4°C por 1 ano.

Concentragao (mg/L) /Sigma Catalog #
L-Isoleucine 300 /I 2752

L -Valine 1500 /V 0500

L -Adenine hemisulfate salt 200 /A 9126

L -Arginine HCI 200 /A 5131

L -Histidine HCl monohydratea 200 /H 8125
L -Leucineb 1000 /L 8000

L -Lysine HC1 300 /L 5626

L -Methionine 200 /M 9625

L -Phenylalanine 500 /P 2126

L -Threonine 2000 /T 8625

L -Tryptophanc 200 /T 0254

L -Tyrosine 300 /T 3754

L -Uracil 200 /U 0750

L -Glutamic acid 1000 /G 1251

L -Aspartic acid 1000 /A 9256

L -Serine 4000 /S 4500
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10x Acetato de litio (LiAc)

LiAc 1 M (Sigma Catalog #L 6883)
Ajustar o pH=7.5 com &cido acético
Autoclavar

Estocar a temperatura ambiente

PEG 3350 50% (m/v)

50 g polietilenoglicol (PEG)

Peso molecular = 3350 (Sigma Catalog #P 3640)
Adicionar H,O miliq para volume final de 100 mL
Autoclavar

Estocar a temperatura ambiente

Solucdao TE-LiAc-PEG

(1x TE, 1x LiAc, PEG 3350 40% (w/v))
I ml 10x TE

I ml 10x LiAc

8 ml PEG 3350 50% (w/v)

Solu¢iao TE-LiAc

(1x TE e 1x LiAc)

I ml 10x TE

I ml 10x LiAc

8 ml H,O miliq estéril
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Tampao Z (por litro)

16.1 g Na2HPO4 . 7TH20

5.5 g NaH2PO4 . H20

0.75 g KCl

0.246 g MgS0O4 . TH20

Ajustar pH = 7.0

Adicionar H,O miliq para volume final de 1L
Autoclavar

Estocar a 4°C

Tampao Z com X-gal (por 100 ml)

98 ml tampao Z
0.27 ml B-mercaptoetanol

1.67 ml X-gal 20mg/mL

Solucao para lise da levedura
Triton® X-100 2% (v/v)

SDS 1% (w/v)

NaCl 100 mM

Tris-HC1 10 mM (pH= 8.0)
EDTA 1 mM

Estocar a temperatura ambiente
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6.3. Anexo 3 - Protocolo do Duplo-Hibrido em oito etapas

Primeira etapa - Titulagdo e amplificagdo dos fagos A e “Helper” em
bactéria XL1-Blue MRF’:

1- Titular a biblioteca de fago A contendo cDNA da Neurospora crassa em
vetor HybridZAP-2.1:

(1) Preparagdo do material:

Célula: XL1-Blue MRF’

LB-tetraciclina agar

Parafilm ® laboratory film

LB liquido com suplementos de sulfato de magnésio e maltose
Erlenmeyer-250mL

Tubos Falcon - 15mL e 50mL

Célula: XL1-Blue MRF’ em 10mg/mL sulfato de magnésio estéril
(O D 600nm = 0.5)

Bibliotecas de Fago A diluido em tampao SM

Tubos Eppendorf - 0.5mL e 1.5mL

Incubadora a 37°C com agitacdo a 200rpm

NZY top agar

NZY agar

Placas de Petri de 10 mm de diametro (25 mL)

termometro

(i1) Inocular uma colonia XL1-Blue MRF’ de placa de Petri LB-tetraciclina
agar em 50mL de LB liquido com suplementos de sulfato de magnésio e
maltose em Erlenmeyer-250mL.

(i11))  Incubar a 30°C overnight, com agitacao de 200rpm (ndo ultrapassar a
ODgoonm=1.0). Crescer mais devagar a temperatura de 30°C (em vez de 37°C)
diminui o numero de células ndo viaveis, e conseqlientemente, melhora o
titulo.

(iv)  Centrifugar as células 500 x g por 10 min, em tubo Falcon-15 mL (4
tubos).

(v) Ressuspender as células gentilmente em 25mL (volume final) de sulfato
de magnésio estéril 10 mmol/L. Podem-se armazenar estas células em freezer
a 4°C, para uso posterior.
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(vi)  Diluir as células XL1-Blue MRF’ em 10 mmol/L de sulfato de magnésio
estéril, alcangando OD goonm = 0.5, para a titulacdo imediata da biblioteca de
Fago A. OBS: Células XL1-Blue MRF’ sdo RecA’, McrA™ e Mrr ~ de modo
que nao clivam (restringem) DNA metilado. O uso de células que ndo sejam
MREF’ resultara em um titulo muito baixo.

(vii)  Diluir a suspensao com a biblioteca de Fago A obtida do FGSC em
tampao SM em tubos Eppendorfs- 0.5mL (volume final de 100uL):

Tubo 1- Diluigdo 10™'- 90uL de tampdo SM + 10uL da biblioteca estoque do FGSC
Tubo 2- Dilui¢do 107- 90uL de tampdo SM + 10uL da diluigdo10™ (tubol)
Tubo 3- Dilui¢do 107- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 107 (tubo2)
Tubo 4- Dilui¢do 10™*- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 107 (tubo3)
Tubo 5- Diluigdo 10°- 90uL de tampdo SM + 10pL da diluigdo 10™ (tubo4)
Tubo 6- Diluigdo 10°- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 10” (tubo5)

Tubo 7- Diluigdo 2 X 107- 40pL de tampdo SM + 10pL da diluigio 107 (tubo2)
Tubo 8- Diluigdo 2 X 10 90uL de tampdo SM + 10uL da diluigdo 2 X 107
(tubo?7)

Tubo 9- Dilui¢do 5 X 10™- 50uL de tampdo SM + 50uL da dilui¢do10™ (tubo3)
Tubo 10- Dilui¢do 5 X 107- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 5 X 10™
(tubo9)

(viii) Em tubos Eppendorfs- 1.5 mL, misturar os fagos com as células e incubar
a 37°C por 15min., para os fagos aderirem as membranas das células:

Dez tubos, cada um com 1uL da biblioteca com diluicdo apropriada
(descrita acima) + 200uL das células XL1-Blue MRF’ em 10 mmol/L de
sulfato de magnésio estéril com OD goonm = 0.5. Agitacdo suave.

(ix)  Adicionar duas medidas de tubo Eppendorf - 1.5mL de NZY top agar
derretido e resfriado a 48°C na mistura de fagos e células acima (total de dez
tubos) com uma pipeta Pasteur de vidro, entornando imediatamente
(total=3mL por tubo), o mais rapido possivel, no topo de uma placa de Petri
com NZY agar (10mm de diametro). Deixar a placa sem mexer, por 10 min,
para o top agar esfriar e endurecer.

(x) Incubar as placas (total de dez) de cabega para baixo a 37°C por 6-8 hs.

(xi)  Contar o numero de pfus (“plaque forming units” = n) de cada placa
correspondente ao fator de diluigio= (dilui¢io) . Usar a formula abaixo
para calcular o titulo em [pfu/mL]:

[n x fator de dilui¢dao x 1000] = [pfu/mL]
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2- Titular o estoque de fago Helper: (ie calcular pfu/mL onde valor
esperado pela Stratagene é de 10" pfu/mL):

(1) Preparagdo do material:

Célula: uma colonia XL1-Blue MRF’ em LB-tetraciclina agar
LB-liquido

Tubo Falcon-50mL

Tubos Falcon -15mL (1000 x g)

Incubadora a 37°C com agitacdo a 200rpm
Banho Maria a 65°C

Fago “Helper” diluido em tampao SM

Tubos Eppendorfs- 0.5 mL e 1.5mL

1uL Fago “Helper” em 200uL de células
NZY top agar

NZY agar

Placas de Petri de 10 mm de didmetro (25 mL)
termometro

(i1) Inocular uma colonia XL1-Blue MRF’ em 10mL de LB-liquido com
suplementos de sulfato de magnésio e maltose em tubo Falcon-50mL
(conico).

(iii)  Incubar o tubo cdnico a 37°C, com agitacao a 200rpm, até alcangar OD
600nm = 1.0.

(iv)  Diluir o estoque de fago “Helper” em tampao SM em tubos Eppendorfs-
0.5 mL:

Tubo 1- Diluigdo 10™'- 90uL de SM buffer + 10uL do estoque de fago Helper da
Stratagene.

Tubo 2- Diluigdo 107- 90uL de tampdo SM + 10pL da diluigdo 10" (tubol)

Tubo 3- Diluigdo 107- 90uL de tampdo SM + 10uL da diluigdo 107 (tubo2)

Tubo 4- Diluigdo 10™*- 90uL de tampdo SM + 10uL da diluigdo 107 (tubo3)

Tubo 5- Dilui¢do 107- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 10™ (tubo4)

Tubo 6- Dilui¢do 10°- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 10™ (tubo3)

Tubo 7- Diluigio 2 X 10™- 40uL de tampdo SM + 10uL da diluigdo 107 (tubo3)
Tubo 8- Diluigdo 2 X 10°- 90uL de tampdo SM + 10pL da dilui¢do 2 X 10™
(tubo7)

Tubo 9- Diluigdo 2 X 10°- 90uL de tampdo SM + 10uL da diluigdo 2 X 107
(tubo8)

Tubo 10- Diluig¢do 5 X 107- 50pL de tampio SM + 50uL da dilui¢io10™ (tubo4)
Tubo 11- Diluigdo 5 X 10°- 90uL de tampio SM + 10uL da diluigio 5 X 107
(tubo10)

Tubo 12- Diluigdo 5 X 107- 90uL de tampio SM + 10uL da diluigio 5 X 10°
(tuboll)
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(V) Em tubos Eppendorf - 1.5 mL, misturar os fagos com as células (usando
os tubos de 3 a 12 do item anterior) e incubar a 37°C por 15min., para os
fagos aderirem as membranas das células:

Dez tubos, cada um com IpuL do fago “Helper” com dilui¢ao
apropriada (tubos de 3 a 12) + 200uL das células XL1-Blue MRF’ OD 40onm
= 1.0 do item (ii). Agitar gentilmente.

(vi)  Adicionar duas medidas de tubo Eppendorf - 1.5mL de NZY top agar
derretido e resfriado a 48°C na mistura de fagos e células acima (total de dez
tubos) com uma pipeta pasteur de vidro, entornando imediatamente
(total=3mL por tubo), o mais rapido possivel, no topo de uma placa de Petri
com NZY Agar (10mm de didmetro). Deixar a placa sem mexer, por 10min,
para o top agar esfriar e endurecer.

(vii)  Incubar as placas com NZY Agar (total de dez) de cabeca para baixo a
37°C “overnight”.

(viii) Contar o namero de pfus (n) de cada placa correspondente ao
fator de diluicsio= (diluicdo) .
Usar a formula abaixo para calcular o titulo:
[n x fator de dilui¢do x 1000] = [pfu/ mL]

3- Amplificar o estoque de fago “Helper” alcancando um titulo de 10 a
100 vezes maior do que o estoque fornecido pela Stratagene:

(1) Preparacao do material:

Célula: uma colonia XL1-Blue MRF’ em LB-tetraciclina agar
LB-liquido

Fago “Helper” moi=20:1 fago “Helper” / célula
Falcon tube-15mL e 50mL

(1000 x g)

Incubadora a 37°C com agitagao a 200rpm
Banho Maria a 65°C

Termdmetro

Eppendorfs- 0.5mL e 1.5 mL

NZY top agar

NZY agar

Placas de Petri de 10 mm de diametro (25 mL)
DMSO- 7%

Freezer —80°C
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(i)  Inocular uma colonia XL1-Blue MRF’ de estoque em LB-tetraciclina
agar em 10mL de LB-liquido com suplementos de sulfato de magnésio e
maltose em tubo Falcon-50mL (c6nico).

(i)  Incubar o tubo cdnico a 37°C, com agitacao a 200rpm, até alcangar OD
60onm = 0.3, correspondendo a aproximadamente 2.5 x 108 células / mL.

(iv)  Adicionar o fago “Helper”, titulado acima, com moi (multiplicity of
infection) de 20:1 (fago por célula).

Exemplo:
Seja o titulo do estoque 10'°pfu/mL, entdo:
( 10"pfu/mL x volume de fago) / (2.5 x 10® células/mL x 10mL) = 20

volume de fago~ 8ul

(v) Incubar o tubo conico a 37°C por 15 min., com agitagdo, para os fagos
aderirem as membranas das células.

(vi)  Incubar o tubo cdnico a 37°C por 8 horas, com agitacdo.

(vii)  Colocar em banho-maria a 65°C por 15 min, para a lise celular.

(viii)) Centrifugar, abaixando os debris celulares, a 1000 x g por 10 min. e
transferir o sobrenadante (volume ~10mL) para um novo tubo conico (Falcon
—15mL).

(ix)  Aliquotar o sobrenadante 10 X 930uL em tubos Eppendorfs -1.5mL.

(x) Adicionar dimetilsulfoxido (DMSO) para a concentracdo final de 7%
(v/v). Isto ¢, 70uL de DMSO em 930uL do sobrenadante. Armazenar em
Freezer —80°C.
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4- Titular o estoque de fago Helper amplificado: (ie calcular pfu/mL
esperado entre 7.5 X10' ¢ 1.0 X 10"* pfu/mL):

(1) Preparagdo do material para titular o sobrenadante do estoque de fago
Helper amplificado como descrito acima.

(1)  Inocular uma colonia XL1-Blue MRF’ do estoque em LB-tetraciclina
agar em 10mL de LB-liquido com suplementos de sulfato de magnésio e
maltose em tubo Falcon-50mL (conico).

(i)  Incubar o tubo cdnico a 37°C, com agitacao a 200rpm, até alcangar OD
600nm = 1.0.

(iv)  Diluir o estoque de fago “Helper” amplificado em tampao SM em tubos
Eppendorfs- 0.5mL (volumes finais de 100uL):

Tubo 1- Dilui¢do 10"~ 90uL de tampdo SM + 10uL do estoque de fago Helper
amplificado.

Tubo 2- Dilui¢do 107- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 10 (tubol)

Tubo 3- Dilui¢do 107- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 107 (tubo2)

Tubo 4- Diluigdo 10™*- 90pL de tampdo SM + 10uL da diluigdo 107 (tubo3)

Tubo 5- Diluigdo 10°- 90uL de tampdo SM + 10uL da diluigdo 10™ (tubo4)

Tubo 6- Diluigdo 10°- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 10™ (tubo5)

Tubo 7- Diluigdo 107~ 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 10 (tubo6)

Tubo 8- Dilui¢do 10™*- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 107 (tubo7)

Tubo 9- Dilui¢io 2 X 10°- 40uL de tampio SM + 10uL da diluigdo 107 (tubo5)
Tubo 10- Diluigdo 2 X 107- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 2 X 107
(tubo9)

Tubo 11- Diluigdo 2 X 10®- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 2 X 107
(tubo10)

Tubo 12- Diluig¢do 5 X 10- 50pL de tampio SM + 50uL da dilui¢io10~ (tubo5)
Tubo 13- Diluigdo 5 X 107- 90puL de tampdo SM + 10uL da diluigdo 5 X 10
(tubo12)

Tubo 14- Diluigdo 5 X 10™- 90uL de tampio SM + 10uL da diluigio 5 X 107
(tubo13)

(v) Em tubos Eppendorf - 1.5 mL, misturar os fagos com as células (usando
os tubos de 5 a 14 do item anterior) e incubar a 37°C por 15min., para os
fagos aderirem as membranas das células:

Dez tubos, cada um com 1uL do fago Helper com dilui¢ao apropriada
(tubos de 5 a 14) + 200uL das células XL1-Blue MRF’ OD ¢ponm = 1.0 (do
item (ii)). Agitar gentilmente.
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(vi)  Adicionar duas medidas de tubo Eppendorf - 1.5mL de NZY top agar
derretido e resfriado a 48°C na mistura de fagos e células acima (total de dez
tubos) com uma pipeta de vidro, entornando imediatamente (total=3mL por
tubo), o mais rapido possivel, no topo de uma placa de Petri com NZY Agar
(10mm de didmetro). Deixar a placa sem mexer, por 10 min, para o top agar
esfriar e endurecer.

(vii)  Incubar as placas com NZY Agar (total de dez) de cabeca para baixo a
37°C overnight.

(viii) Contar o niimero de pfus (n) de cada placa correspondente ao fator de
diluicdio= (diluigdo) .
Usar a formula abaixo para calcular o titulo:
[n x fator de dilui¢ao x 1000] = [pfu/ mL]

Segunda etapa - Conversdo da biblioteca de fago A em vetor
HybridZAP-2.1 recombinante para uma biblioteca de fagos de plasmideos pAD
GALA4-2.1 recombinantes, denominada de biblioteca de “fagemideo”.

1- Co-infectar a bactéria XL1-Blue MREF’ simultaneamente com a
biblioteca A em vetor HybridZAP-2.1 (moi de 1:10) e o fago “Helper”
(moi=10:1) contendo as proteinas necessarias para a excisdo e
empacotamento do plasmideo pAD-GAL4-2.1 recombinante no
proprio fago “helper”:

(1) Preparacao do material:

Célula: XL1-Blue MRF’

LB-broth com suplementos de sulfato de magnésio e maltose
Erlenmeyer-250mL

Tubos Falcon -15mL e 50mL (1000 x g)

Incubadoras a 30°C e a 37°C com agitacdo a 200rpm

Banho Maria a 65°C

Termdmetro

Geladeira a 4°C

Células ressuspensas em 10mg/mL sulfato de magnésio estéril-
OD 600nm = 1.0

A biblioteca A em vetor HybridZAP-2.1 titulada - moi=1:10 Fago A/célula

Fago “Helper” titulado - moi= 10:1 fago “Helper” / cé¢lula
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(i1) Inocular uma colonia XL1-Blue MRF’ em 50mL de LB-liquido com
suplementos de sulfato de magnésio e maltose em Erlenmeyer-250mL.

Crescer overnight a 30°C, shaking at 200rpm (ndo ultrapassar a
OD600Hm=1 0)

(i11))  Centrifugar as células 1000 x g por 10min, em tubo Falcon-15mL (4
tubos).

(iv)  Ressuspender as células gentilmente em 25mL (volume final) de sulfato
de magnésio estéril 10 m mol L™

(v) Ajustar para OD goonm =1.0 com sulfato de magnésio estéril 10 m mol L

(vi)  Centrifugar a Biblioteca de Fago A para garantir que no caso de algum
residuo de cloroformio, este esteja completamente separado antes de retirar
uma aliquota.

(vii)) Combinar em tubo conico Falcon-50mL:
107 pfu Fago A + 10° células XL1-Blue MRF’ + 10° pfu fago “Helper”

Entdo, a combinagdo obtida foi:

100uL. de Biblioteca de Fago A em tampdo SM (com sulfato de
magnésio) se o titulo for de 10° pfu/mL

125uL de XL1-Blue MRF’ em 10 mmol/L de sulfato de magnésio
OD 60onm = 1.0

Note que a OD goponm = 1.0 correspondem a 8 X 10® células/mL.
13.3ul. de fago “Helper” amplificado, ie, se o titulo for de 7.5 x
10"pfu/mL

(viii) Incubar o tubo conico Falcon-50mL a 37°C por 15 min, para os fagos
aderirem as membranas das células. Agitar gentilmente.

(ix)  Adicionar 20mL de LB-liquido com suplementos de sulfato de magnésio
e maltose previamente aquecido a 37°C ao tubo conico Falcon-50mL e
incubar a 37°C por aproximadamente de 2.5 a 3 horas. Agitacao suave.
Incubagdo por mais de 3 horas pode alterar a representacao clonal.
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2- Estoque de particulas “fagemideos” de pAD-GAL4-2.1 recombinante:

(1) Aquecer entre 65 a 70 °C por 20 minutos, destroi-se o envoltdrio do fago
A e lisa-se as bactérias. Note que o fagemideo ndo ¢ afetado pelo tratamento
térmico.

(i)  Centrifugar a 1000 x g por 10 min para abaixar os debris celulares,
obtendo no sobrenadante as particulas de “fagemideos” de pAD-GAL4-2.1
recombinante. Recolher sobrenadante = “fagemideos” de pAD-GAL4-2.1
recombinante

(ii1))  Transferir o sobrenadante (volume~20mL) para um novo tubo Falcon-
50mL estéril. Aliquotar em 2 x 10mL em tubos conicos-15mL, separar uma
ou duas aliquota de aproximadamente 10 puL para a titulagdo. Armazenar a
4°C por 1 a 2 meses.

3- Titular o sobrenadante, ie estoque de “fagemideos”, em bactéria
XLOLR, ie calcular cfu/mL resgatadas - (cfu = “colony forming
unit”):

(1) Preparacdao do material:

Células: uma colonia XLOLR do estoque em LB-tetraciclina agar
LB-liquido com suplementos de sulfato de magnésio e maltose
Erlenmeyer-250mL

Tubos Falcon-15mL e 50mL (1000 x g)

Incubadora a 37°C com agitacdo a 200rpm

Banho Maria a 65°C

TermOmetro

10mg/mL sulfato de magnésio estéril- 100mL

Tubos Eppendorf- 0.5mL e 1.5 mL

Placas de Petri com LB-ampicilina (100pug/mL) agar (25mL/10mm)
(plaquear varias diluigdes a fim de obter coldnias isoladas)

(i1) Inocular uma colénia XLOLR em 50mL de meio LB-liquido com
suplementos de sulfato de magnésio e maltose em Erlenmayer-250mL.
Crescer overnight a 30°C, com agitacdo a 200rpm.

(iii)  Recomegar o crescimento e nao ultrapassar a ODgoopm=1.0.
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Diluir de 107 o estoque de fagemideos em tampdo SM em tubo
Eppendorf 1.5mL: ie, 990uL de SM buffer + 10uL do sobrenadante de
“fagemideos”

Em tubos Eppendorfs de 0.5mL.:

Tubo 2- Diluigdo 107 separar 100pL da diluigio 107 acima (tubo2)

Tubo 3- Dilui¢do 107- 90pL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 107 (tubo2)
Tubo 4- Dilui¢do 10™*- 90uL de tampio SM + 10uL da diluigdo 107 (tubo3)
Tubo 5- Diluigdo 107°- 90uL de tampdo SM + 10pL da diluigdo 10 (tubo4)
Tubo 6- Diluigdo 10°- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢do 107 (tubo5)

Tubo 7- Diluigdo 2 X 10™*- 40pL de tampdo SM + 10uL da diluigdo 107
(tubo3)
Tubo 8- Diluigdo 2 X 10°- 90uL de tampdo SM + 10uL da diluigdo 2 X 10™
(tubo7)
Tubo 9- Diluicdo 2 X 10°- 90pL de tampdo SM + 10uL da diluigdo 2 X 107
(tubo8)

Tubo 10- Diluigdo 5 X 10°- 50uL de tampdo SM + 50uL da diluigdo10™
(tubo4)

Tubo 11- Dilui¢do 5 X 10°- 90uL de tampdo SM + 10uL da dilui¢io 5 X
107 (tubo10)

Tubo 12- Dilui¢do 5 X 107- 90uL de tampdo SM + 10pL da dilui¢do 5 X
10 (tubo11)

Misturar os “fagemideos” com as células em tubos Eppendorf - 1.5 mL:
Onze tubos: 1uL do “fagemideo” com diluicao apropriada (do tubo 2 ao 12)
+ 200uL das células XLOLR, OD gponm = 1.0 (do item (i) anterior).

Incubar a 37°C por 15 min, para os “fagemideos” aderirem as membranas
das células.

(vii)  Plaquear 100pL das misturas das células XLOLR com os “fagemideos”

(total de onze) em placas de Petri com LB-ampicilina (100pug/mL) agar
(25mL/100mm de diametro). Somente as células que tiverem incorporado o
plasmideo pAD-GALA4-2.1 recombinante € que terdo resisténcia a ampicilina.

Pode ser preciso fazer varias diluigdes das misturas de células XLOLR
com os “fagemideos” (total de onze tubos do item (iii)), a fim de obter-se
colonias isoladas de células XLOLR contendo o plasmideo pAD-GAL4-2.1
recombinante.

(viii) Incubar as placas a 37°C “overnight”.
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4- As colonias XLOLR que aparecerem na placa de Agar com LB-
ampicilina contém o plasmideo pAD-GAL4-2.1 recombinante. O fago
Helper nio pode crescer em bactéria XLOLR (Su’) e nio tem o gene
de resisténcia a ampicilina. As Células XLOLR sio resistentes a
infec¢do por fago A, garantindo que niao haja lise por algum fago A
residual:

(1) Contar o nimero de cfus (n) de cada placa correspondendo a uma
determinada diluig3o.
fator de diluicfio= (diluicdo) .
Usar a formula abaixo para calcular o titulo:
[100uL /200uL] [n x fator de dilui¢do x 1000] = [pfu / mL]

(i1) Determinar a eficiéncia da excisdo pela fragcdo entre colonias resgatadas
e input de fago A. Se o titulo for baixo, repetir o protocolo acima com um
numero maior de fago A e cultura de células XL1-Blue MRF’ fresca.

5- As colonias resgatadas sao selecionadas por minipreps. de plasmideos,
prosseguindo analise do DNA plasmidial:

(1) Analise dos plasmideos pAD-GAL4-2.1 recombinantes (presas) isolados
com enzimas de restri¢do. pAD-GAL4-2.1- tratado com as com enzimas de
restri¢ao: EcoR I, Xho I, Pst I e Bgl II (sitios tinicos)

(i1) Gel de agarose para analise dos fragmentos de DNA plasmidial com
padrdao de DNA de 100bp - 8kbp
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Terceira etapa - Amplificacdo da biblioteca de “fagemideos” em bactéria
XLOLR em LB-liquido com ampicilina, a fim de produzir uma biblioteca estavel
de plasmideos de pAD-GAL4-2.1 recombinante:

(1) Preparagdo do material:

Células: XLOLR

LB-liquido com suplementos de sulfato de magnésio e maltose
Erlenmeyer-250mL

Tubos Falcon-15mL e 50mL (1000 x g)

Incubadoras a 30°C e a 37°C com agita¢do a 200rpm

Banho Maria a 65°C

10mg/mL sulfato de magnésio estéril- 100mL

Erlenmeyer de capacidade para 2 L

500mL LB-liquido com 100pug/pL de ampicilina

(i)  Crescer a 30°C pela noite cultura de bactéria XLOLR em 50mL LB-
liquido com suplementos de sulfato de magnésio e maltose em um
Erlenmeyer -250mL.

(iii))  Recolocar crescimento a 37°C para ODgoonm de 0.3-0.4 (mid-log phase):
0.25mL da cultura anterior + 50mL LB-liquido com suplementos de sulfato
de magnésio e maltose em um Erlenmayer -250mL.

(iv)  Centrifugar as células XLOLR em tubo Falcon-15mL (1000 x g por 10
min.) e ressuspender em sulfato de magnésio estéril 10mmol/mL, ajustando a
ODeoonm para 1.0 (=8 X 10° células /mL).

(v) Combinar bactéria XLOLR com o sobrenadante obtido na segunda etapa
(“Mass Excision Protocol”, item 2) com um minimo de moi de 1:10
fagemideo por célula. Em Erlenmayer de capacidade para 2L, combinar:

1.6 x 10° “fagemideos” + 20mL de XLOLR 8 x 10® células/mL (ODegonm =
1.0).

(vi)  Incubar a 37°C por 15 min, para os “fagemideos” aderirem as membranas
das células.

(vii)  Adicionar 500mL LB-liquido contendo 100pg/pL de ampicilina.

(viii) Incubar a 37°C até alcangar ODgoonm de 0.3-0.4 (mid-log phase). Nao
incubar overnight.
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(ix)  Centrifugar os 500mL de células em 500 x g por 10 min., descartar o
sobrenadante.

(x) Isolar o0 DNA plasmidial dos pellets de células com um protocolo em
massa de lise alcalina.

Quarta etapa - Construgao do plasmideo “isca” pBD-Psd1:

(1) Preparagdo do material:

Primers 5’ e 3’- terminal das proteinas iscas Psdl:

5’-terminal Psd1 primer

5’- ATGAAGACTTGTGAACACTTAGCTGACACC-3’
Tamanho= 30 aa

Tm= 66.9°C

GC%=43.3

AG=-50.5 Kcal/mol

Atividade= 31.5 ng/OD

Degenerescéncia = 1 (Dimero AG = -6.3 Kcal/mol)

3’-terminal Psd1 primer:

5’- GACACAGTTTTGAGTACAGAAACACTTCCA -3’
Tamanho = 30 aa

Tm= 65.7°C

GC%=40.0

AG=-49.5 Kcal/mol

Atividade= 30.8 ng/OD

Degenerescéncia = 1 (Dimero AG = -5.2 Kcal/mol)

EcoR I- 10,000U- #:500480 Stratagene

Sal I- 2,000U- #:500930 Stratagene ou 2,000U- #:R6051 Promega
Tubos Eppendorf- 0.5mL e 1.5mL

Fenol

Clorofoérmio

Acetato de amoénia- 4mM

Etanol 100% (v/v)

Tampao TE

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) — Estoque de 1,000U
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(i))  Digestdo do plasmideo recombinante contendo o cDNA “isca” Psdl com
as enzimas de restri¢cdo EcoRI e Sall, a fim de transferi-lo para o vetor pBD-
GAL4 Cam.

(iii))  Purificagdo do cDNA da Psdl com extremidades 5’EcoR I e 3°Sal I para
insercao no plasmideo pBD-GAL4 Cam. Gel de DNA para analise dos
produtos DNA com padrado para ~150 bp.

(iv)  Digestdo do vetor pPBD-GAL4 Cam com EcoR I e Sal I: 5ug do vetor
com EcoRI- estoque de 10,000U e Sall- estoque de 2,000U em volume final
de 50uL.

(v) Extragdo com o mesmo volume (50uL) de fenol-cloroférmio até obter
uma interface clara e limpa. Repetir a extracdo com igual volume de
cloroférmio puro e precipitar, adicionando a fase aquosa mesmo volume
(50uL) de acetato de amdnia 4mol/L.

(vi)  Adicionar 2.5 volumes (250uL) de etanol 100% (v/v) equilibrado a
temperatura ambiente.

(vii)  Centrifugar em Eppendorf-1.5mL para precipitar o vetor DNA. Lavar o
pellet com etanol 70% (v/v).

(viii) Ressuspender o pellet em tampao TE em volume final de 50uL, para que
a concentracao do vetor DNA seja de aproximadamente 0.1pg/uL.

(ix)  Sug pBD-GAL4 Cam vetor (0.1pug/ulL) em volume final de S0uL tratar
com 1U/uL de CIAP

(x) Defosforilacdo com CIAP do vetor pPBD-GAL4 Cam digerido com EcoRI
e Sall.

(xi)  Liga¢@o dos cDNA- Psdl com extremidades 5’EcoR I e 3’Sal I (inserto)
com pBD-GAL4 Cam digeridos com EcoR I e Sal I (vetor), utilizando as
reagdes abaixo:
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Reacgoées de ligagao: 1 2 3 4 5
0.1pg/uL do vetor DNA 1.0 uL 1.0 uL 1.0 yL 1.0 uL 0 uL

0.1ug/pL do Psd1 DNA X uL 2X uL 0L 0L 1.0 uL
rATP (pH=7.0) -10mM 1.0 L 1.0 L 1.0 uL 1.0 uL 1.0 L
10xtampéo de ligagao 1.0 uL 1.0 uL 1.0 uL 1.0 uL 1.0 uL
4U/uL T4 DNA ligase 0.5 pL 0.5 L 0.5puL 0L 0.5 uL
Agua milliq estéril Y;uL Y, uL Y3 WL Y, ulL Y5 UL
P/ volume total de 10 pL

AMOSTRAS com o plasmideo recombinante contendo Psd1 cDNA:
Reacbes 1 e 2 variam a razdo de cDNA inserto para vetor. A eficiéncia da reacdo € medida por

cfu/ug.

CONTROLES: Reagoes 3,4 e 5.

Controle 3: teste efetivo da digestao e tratamento com CIAP do vetor pBD-GAL4 Cam.

Controle 4: teste para certificar se ha algum vetor residual ou se o residual ndo digerido
permanece.

Controle 5: teste para certificar se a solugdo com o inserto de cDNA Psd1 esta contaminada com

algum vetor DNA.

(xi)  Incubar overnight a 4°C.

(xii)  Transformacao das bactérias XL1-Blue MRF’ competentes com 1-5uL
da mistura da reagdo de ligagdo.

xiii) Plaquear em placa de Petri (25mL/10mm)com LB-clorafenicol
q p
(30pg/mL) agar.

(xiv) Sele¢do de colonias isoladas para analise por minipreparacao de DNA.
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(xv)  Determinagdo da seqiiéncia de nucleotideos do cDNA da Psd 1 no
plasmideo pBD-GAL4 Cam recombinante, a fim de certificar-se de que nao
ha mutag¢des no cDNA inserido.

(xvi) Expressdo da proteina Psd1 pode ser verificada pelo perfil protéico
obtido por espectrometria de massa.

(xvii) Verificar se o nivel de expressao pode ser toxico para levedura
comparando-se as curvas de crescimento: da levedura YRG-2 transformada
com o plasmideo recombinante (Psd1-isca) e da levedura YRG-2
transformada com o plasmideo pBD-WT (“wild-type”) (sem a proteina isca).

Quinta etapa - Transformagdo da Levedura com o Duplo-Hibrido: Inserto
de cDNA da Psdl em plasmideo pBD-GAL4 Cam recombinante (“isca”) e
biblioteca de ¢cDNA da Neurospora crassa em pAD-GAL4-2.1 recombinante
(“presas”):

1- Preparacio das células de Levedura competentes:

(1) Material:

2 a 4 colonias da levedura YRG-2 de 2-3 mm de didmetro com no
maximo uma semana.

Meio YPAD liquido

Tubos Eppendorf- 1.5 mL

Vortex

Erlenmeyers- 250 mL e 2L

Incubadora a 30°C com agitagao 200-250 rpm
Centrifuga para 3,000 x g de volume de células de SOmL
Agua deionizada miliq estéril

DNA de esperma de salmao

Meio TE-LiAc

DMSO

Banho-Maria a 42°C

Gelo
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(ii))  Colocar 2 mL de meio YPAD liquido em tubo cdnico-50 mL e inocular
este meio com 2 a 4 coldnias de levedura YRG-2 de 2-3mm de didmetro. E
aconselhavel dissolver as colonias em vortex vigorosamente até nao se
observar mais grumos de células com pequeno volume de meio liquido antes
de inocular um volume maior. Incubar “overnight” a 30°C.

(ii1)  Adicionar os 2 mL de cultura do item anterior a 100mL de meio YPAD
liquido em Erlenmeyer de 500 mL e incubar esta cultura diluida em
incubadora a 30°C com agitador a 200rpm por 18-24 horas, onde a OD
600nm deve alcangar um valor maior do que 1,2.

(iv)  Adicionar os 100 mL da cultura do item anterior a 300mL de meio
YPAD liquido em Erlenmeyer de 2 L e incubar esta cultura diluida em
incubadora a 30°C com agita¢do a 200rpm por 3 hs.

(v) Coletar as células por centrifugacao a 3000xg por 5 min. a temperatura
ambiente e desprezar o sobrenadante.

(vi)  Ressuspender as células com ponteira cortada em aprox. 50 mL de agua
deionizada estéril em um Unico frasco.

(vii)  Coletar as células por centrifugacio a 3000xg por 2 min. a temperatura
ambiente e desprezar o sobrenadante.

(viii) Ressuspender as células vagarosamente com ponteira cortada em 700 pL.
de solucao TE-LiAc estéril (o volume final deve ser aprox. 750 pL)

2- Transformacio das células de Levedura competentes com 0 DNA
circular plasmidial “isca” pBD-Psd1 para certificar-se de que pBD-
Psd1 nao ¢ capaz de auto-ativar o sistema Duplo-Hibrido.

(1) Aliquotar 100 uL das células de levedura competentes por transformacao
em tubo de microcentrifuga- 1,5 mL. (total de 5 tubos). Aliquotas podem ser
guardadas a —80°C ou usadas imediatamente.

(i)  Adicionar 600 pL da solu¢dao TE-LiAc-PEG por aliquota de células
competentes misturando o conteudo com um vortex.
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Adicionar 100 pg por tubo de DNA carreador (ss-DNA de esperma de
Salmao) previamente fervido por 5 min. e resfriado em gelo.

Adicionar 1 pg do DNA plasmidial por tubo.
Transformacoes:

1°) pGAL4 Wild-type: cont¢tm o GAL4 completo, Genotipo:
LEU2, Ampr  LacZ Controle positivo. Colonias cresceram azuis em
SD-sem Leu.

2°) pBD-WT: vetor tipo-selvagem pBD-GAL4 Cam, Genotipo:
TRPI, Camr LacZ. Controle negativo. Colonias cresceram brancas ou
rosas em SD-sem Trp.

3°) pAD-WT: Wild-type pAD-GAL4-2.1 , Genoétipo: LEU2,, Amp.
Controle de intera¢do. Colonias cresceram brancas ou rosas em SD-sem
Leu.

4°) pLamin C: Human lamin C (aa 67-230) in pBD-GALA4,
Genodtipo: TRPI, Ampr Lac Z. Controle negativo. Colonias cresceram
brancas ou rosas em SD-sem Trp

5°) pBD-Psdl1 (isca-Psd 1) Genétipo: TRPI, Cam. Controle de
interacdo. Colonias cresceram brancas ou rosas em SD-sem Trp

Incubar as amostras a 30°C por 30 min. misturando-as a cada 10 min.
invertendo o tubo.

Adicionar 70 pL de DMSO por tubo e misturar gentilmente.

(vil)  Submeter as amostras ao choque-térmico por 22 min. em banho-maria a

42°C. E misturar a cada 10 min. invertendo o tubo.

(viii)) Deixar os tubos em gelo por 10 min. Centrifugar as amostras a 3000xg

(ix)

por 5 min. e desprezar o sobrenadante. Remover qualquer sobrenadante
residual por nova centrifugacao.

Ressuspender as células muito gentilmente com ponteiras com as pontas
cortadas em 500 puL de 1x tampao TE ou 4gua deionizada estéril.
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(x) Com ponteiras com as pontas cortadas, plaquear 150 uL das células
transformadas em meio SD-agar sem o aminoacido apropriado para a
selegao.

(xi)  Incubar as placas a 30°C de 3-7 dias até as colonias alcancarem 1-2mm
de diametro.

(xii)  Proceder com o ensaio da atividade da B-galactosidase por papel de filtro,
a fim de verificar a expressao do gene reporter LacZ.

3- Ensaio da atividade da -galactosidase em papel de filtro:

(1) Adicionar 2 mL de tampao Z com X-gal (preparado “fresco”, ie, no
momento de uso) no fundo de uma placa de vidro de 100 mm de didmetro.

(i)  Embeber no tampdo acima uma membrana de nitrocelulose ou papel de
filtro circular. O papel de filtro circular deve estar completamente umedecido
de tampao Z com X-gal. O excesso de tampao deve ser removido.

(iii)  Marcar uma nova membrana de nitrocelulose ou papel de filtro seco com
as orientacdes dos pontos cardeais (N S L O) e fazer exatamente as mesmas
marcas na placa de Petri do item anterior, onde as marcas serdo coincidentes.

(iv)  Segure a extremidade S (sul) do papel de filtro circular, seco e
devidamente marcado, com uma pinga. Deite primeiramente a extremidade N
(norte) sobre as colonias de células transformadas. Permita o contato
vagarosamente até a extremidade S (sul), espere aprox.. 1 min e passe o
espalhador. Certifique-se de que a placa de papel de filtro ou nitrocelulose
entre em contato com todas as colonias.

(v) Usando a pinga, por uma das extremidades do papel de filtro circular,
levante-o com cuidado, certificando-se de que as colonias foram transferidas
para o papel.

(vi)  Segurando o papel de filtro circular com a pinga, agora o coloque com o
lado da transferéncia para cima, boiando em nitrogénio liquido por 10 s.
Retire o papel do nitrogénio liquido e deixe-o descongelar com o lado das
coldnias transferidas para cima.
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(vil)  Repetir a etapa acima com cada papel de filtro por 3 vezes, isto
permeabilizard a membrana plasmatica das células.

(viii) Coloque vagarosamente o papel descongelado com as colonias
transferidas para cima sobre o outro papel de filtro embebido com tampao Z
com X-gal preparado anteriormente. Remova quaisquer bolhas que estiverem
presas entre as membranas.

(ix)  Incubar a temperatura ambiente. Durante a incubacao, as coldnias
contendo o controle pGal4 ou contendo a interagdo proteina-proteina ficardo
azuis.

4- Transformacio seqiiencial:

Anteriormente, fez-se uma transformacdo em pequena escala das células
de Levedura competentes com o plasmideo isca pBD-Psdl recombinante. Em
seguida, foi realizada uma transformagdo em larga escala com a biblioteca de
presas pAD-Yi.

(1) Preparacao das células competentes de Levedura contendo o plasmideo
“isca” pBD-Psd1(PARA DUAS TRANSFORMACOES):

a. Colocar 2 mL de meio SD-sem Trp liquido em tubo conico-50 mL e
inocular este meio com 2 colonias de levedura YRG-2 contendo o
plasmideo pBD-Psd] com 2-3mm de diametro e ndo mais do que com
uma semana de repique. Dissolver as colonias em vortex vigorosamente
até ndo se observar mais grumos de células. Incubar a 30°C, overnight.

b. Adicionar os 2 mL de cultura do item anterior a 100mL de meio de meio
SD sem Trp liquido em Erlenmeyer de 500 mL e incubar esta cultura
diluida em incubadora a 30°C com agitador a 200 rpm por 18-24 hs, onde
a OD 600nm deve alcangar um valor maior do que 1,2.

c. Adicionar os 100 mL da cultura de levedura do item anterior contendo o
plasmideo isca pBD-Psd1 recombinante a 300mL de meio SD sem Trp
liquido em Erlenmeyer de 2 L e incubar esta cultura diluida em
incubadora a 30°C com agitador a 250 rpm até a OD 600nm deve alcancar
um valor 0,5 (por aprox. 3 hs).

d. Coletar as cé¢lulas por centrifugacao a 3000xg por 5 min. a temperatura
ambiente e desprezar o sobrenadante.

e. Ressuspender as células em aprox. 50 mL de 4gua deionizada estéril em
um Unico frasco.
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f. Coletar as células por centrifugag¢do a 3000xg por 2 min. a temperatura
ambiente e desprezar o sobrenadante.

g. Ressuspender as células vagarosamente com ponteira cortada em 1 mL de

solugdo TE-LiAc estéril (o volume final deve ser aprox. 2 mL)

(i)  Transformagdo das células de Levedura competentes com os cDNAs
circulares plasmidial “presas” dados pela biblioteca de cDNA de Neurospora
crassa conidial

a. Aliquotar 1 mL das células de levedura competentes para cada
transformag¢@o em tubo conico - 50 mL. Aliquotas podem ser guardadas a
—80°C ou usadas imediatamente.

b. Adicionar por aliquota de células competentes PEG- LiAc-TE nesta
ordem, sem misturar o conteudo:

4,8 mL PEG 50%
0,6 mL solugao de LiAc 10x
0,6 mL solu¢ao de TE 10x

c. Adicionar 1 mg por tubo de DNA carreador (ss-DNA de esperma de
Salmao) previamente fervido por 5 min. e resfriado em gelo.

d. Adicionar 40 pg do pool de cDNA plasmidial pAD-Yi biblioteca conidial.
e. Agitar vigorosamente (em vortex e invertendo o tubo).

f. Incubar as amostras a 30°C por 30 min.com agita¢do. E misturar a cada 10
min. invertendo o tubo.

g. Adicionar 700 pL. de DMSO por tubo e misturar gentilmente.
h. Aliquotar o contetido em tubos de microcentrifuga de 1 mL (10 tubos).

i.  Submeter as amostras ao choque-térmico por 22 min em BANHO-MARIA
a 42°C e misturar a cada 10 min, invertendo o tubo.

j. Deixar os tubos em gelo por 10 min.

k. Centrifugar as amostras a 1000xg por 5 min. e desprezar o sobrenadante.
Remover qualquer sobrenadante residual por nova centrifugacao.

. Ressuspender as células muito gentilmente com ponteiras com a ponta
cortada em 5 mL de 1x tampao TE ou 4gua deionizada estéril.
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m. Com ponteiras com a ponta cortada, plaquear 100 pL e 200 puL das células
transformadas em meio SD agar sem Leu e sem Trp. Plaquear 50 uL em
meio SD Agar sem Leu e 50 uL em SD Agar sem Trp.

n. Plaquear o restante em aliquotas de 250 uL de células em SD sem Trp e
sem Leu.

0. Incubar as placas a 30°C de 3-7 dias até as colonias alcangarem 1-2mm de
diametro.

p. Proceder com o ensaio da atividade da 3-galactosidase por papel de filtro,

a fim de verificar a expressao do gene reporter LacZ (item 3 da Quinta
etapa).

5. Co-Transformacoes:

(1) Aliquotar 1 mL das células de levedura competentes (item 1 desta quinta
etapa) para cada transformagao em tubo conico - 50 mL.

(1))  Adicionar por aliquota de células competentes PEG- LiAc-TE nesta
ordem, sem misturar o conteudo:
4,8 mL PEG 50%
0,6 mL soluc¢ao de LiAc 10x
0,6 mL solugdo de TE 10x

(ii1))  Adicionar 1 mg por tubo de DNA carreador (ss-DNA de esperma de
Salmao) previamente fervido por 5 min. e resfriado em gelo.

(iv)  Adicionar 2ug do pool de cDNA plasmidial pAD-Y1i (biblioteca conidial)
e 2ug do plasmideo “isca” pBD-Psdl1.

(v) Agitar vigorosamente (em vortex e invertendo o tubo).

(vi)  Incubar as amostras a 30°C por 30 min com agitagdo a 200rpm. E
misturar a cada 10 min. invertendo o tubo.

(vil)  Adicionar 70 uL. de DMSO por tubo e misturar gentilmente.

(viii)  Aliquotar o contetido em tubos de microcentrifuga de 1 mL (10 tubos).
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(ix)  Submeter as amostras ao choque-térmico por 22 min. em banho-maria a
42°C e misturar a cada 10 min, invertendo o tubo.

(x)  Deixar os tubos em gelo por 10 min.

(xi)  Centrifugar as amostras a 1000xg por 5 min. e desprezar o sobrenadante.
Remover qualquer sobrenadante residual por nova centrifugacao.

(xii)  Ressuspender as células muito gentilmente com ponteiras com a ponta
cortada em 5 mL de 1x tampao TE ou dgua deionizada estéril.

(xiii)) Com ponteiras com a ponta cortada, plaquear 100 uL e 200 uL das
células transformadas em meio SD agar sem Leu e sem Trp. Plaquear 50 pL
em meio SD Agar sem Leu e 50 uL em SD Agar sem Trp.

Placas de Petri (25mL/10mm) com agar:

SD-sem Leu (meio para sele¢do de plasmideos de vetores pAD e pGAL4)
SD-sem Trp (meio para selecdo de plasmideos de vetores pBD e pLaminC)
SD-sem Leu e sem Trp (meio para a selegdo dos plasmideos de vetores pAD
e pBD)

(xvi) Plaquear o restante em aliquotas de 250 pL de células em SD sem Trp e
sem Leu.

(xvii) Incubar as placas a 30°C de 3-7 dias até as coldnias alcangarem 1-2mm
de diametro.

(xviii) Proceder com o ensaio da atividade da B-galactosidase por papel de filtro
(item 3 acima), a fim de verificar a expressao do gene reporter LacZ, como
primeiro critério de selecdo do Duplo-Hibrido. A expressdo do gene reporter
LacZ seleciona expressoes devido a interagdes especificas. Colonias que
produzem [-galactosidase tornam-se azuis.
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Sexta etapa - Confirmagdo da interagdo proteina-proteina através do
gene reporter HIS3:

Detecciio das interacdes em placas com auséncia de His, Trp e Leu

Placas de Petri (25mL/10mm) com agar:

SD-sem Leu e sem Trp (meio para a selecdo dos plasmideos de vetores pAD
e pBD)

SD-sem Leu, sem Trp e sem His (meio para selecdo da expressdo do gene
reporter HIS3) e em seguida, suplementar com 3-AT devido a falso positivos
resultantes do vazamento da expressao do gene HIS3.

Expressdo dos genes reporteres LacZ e HIS3:

1°) pBD-WT and pAD-WT: Controle de interacdo positiva. Coldnias
cresceram azuis em SD- sem Leu e sem Trp e cresceram ativamente em meio
seletivo para o gene reporter HIS3 (SD- sem Leu, sem Trp ¢ sem His).

2°) pLamin C and pAD-WT: Controle de interacdo negativa. Coldnias
cresceram brancas ou rosas em SD- sem Leu e sem Trp e ndo cresceram em
meio seletivo para o gene reporter HIS3.

3°) pBD-Psd1 “isca” e biblioteca pAD-Y1i conidial

Sétima etapa - Verificacdo da Interagdo isca-presa:

Deteccdo dos plasmideos Cam" e Amp':

(1) Isolar os plasmideos DNA e cromossomos fragmentados da levedura por
lise celular com solugdo Triton X-10: SDS (2:1). Isolar os plasmideos
contidos na levedura.

(1))  Transformar as bactérias XL1-Blue MRF’ supercompetentes com a
suspensao de DNA plasmidial isolado, contendo ambos plasmideos BD e
AD

(ii1))  Selecionar as coldnias de bactérias contendo os plasmideos:
isca (BD) em meio LB-clorafenicol e presa (AD) em LB-ampicilina.

(iv)  Isolar os plasmideos das colonias Amp" por minipreps de DNA ¢
confirmar a presenga de Psd1 nas colonias Cam'.
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(v)  Sequenciamento e analise por PCR dos plasmideos pAD-Yi “presas”
isolados, utilizando primers com 5’ e 3’- AD especificos (seqiliéncia dada
no manual da Stratagene). O plasmideo pAD-WT ¢ o controle positivo
nesta reacdo, resultando em um produto PCR de 0.5 kb.

AD Primers:

5’-AD primer: 5'-AGGGATGTTTAATACCACTAC-3’
3’-AD primer: 5-GCACAGTTGAAGTGAACTTGC-3"

(vi)  Repetir o Duplo-Hibrido com os pares pBD-Psd1 e pAD-Yi selecionados
e isolados separadamente nas etapas anteriores. Deteccdo dos insertos de
cDNA da biblioteca de pAD-Yi (“presas”)

(vii)  Tratar os plasmideos pAD-Yi recombinantes (presas) isolados pelo
sistema Duplo-Hibrido, com EcoRI e Xhol e analisa-los em gel com
marcadores padrao de DNA.

(viii) Extrair do gel as bandas de interesse, correspondendo aos insertos de
cDNA das “presas”.

QOitava etapa - Expressao e purificacio da proteina “presa”:

(1) Transferir o cDNA codificando a proteina presa do vetor pAD-GAL4-2.1

para o vetor de expressao e purificagdo pGEX-4T-1 com 5’-EcoRI e 3’-Xhol.

(i1))  Expressdao em bactéria BL21 (DE3) pLysS por indugdo com IPTG.

(ii1)  Purificagdo através da resina “Gluthatione-Sepharose 4B~ (material
estratégico) e a analise por gel de eletroforese da proteina nativa.

(iv)  Analise por espectrometria de massa e verificacdo de homologia de
seqiiéncias em banco de dados da Neurospora crassa.
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pGEX-1)T (27-4805-01)

Thrombin

Leu Val Pro ArqIGIy SerIFro Glu Phe lle Val Thr Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC,CCG GAA TTC ATC GTG ACT GAC TGA CGA

BamH | EcoR | Stop codons
pGEX-2T (27-4801-01)
Thrombin

Leu Val Pro Ar LGIy Ser!Pro G(I;y lle_His Arq_ Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GGA ATT CAT CGT GAC TGA CTG ACG

BamH I~ gma 1 ECoR | Stop codons
pGEX-2TK (27-4587-01)
Thrombin Kinase

[eu Val Pro ArgYGly SerllArg Arg Ala Ser Vall
CTG GTT CCG CGT GGA TCT CGT CGT GCA TCT GIT GGA TOF,CCG GEA AT GAT CGT GAC TGA
BamH I~ gma EcoR | Stop codons

pGEX-4T-1 (27-4580-01)
Thrombin
Leu Val Pro ArglGIy Ser!Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA 'I'Tg cca %T CGACTC GAE CGG CCG GAT CGT GAC TGA
BamH | EcoR | —gma1 Sall ~xpor  Notl Stop codons
pGEX-4T-2 (27-4581-01)
Thrombin
Leu Val Pro Arg*Gly SeriPro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT CCG CGT GGA TCC,CCA GGA ATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA
BamH | ECORISmat1 Sall —xnoT . Notl Stop codon
pGEX-4T-3 (27-4583-01)
Thrombin

Leu Val Pro ArglGly SerlPro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg lle Val Thr Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC,CCG AAT TCC CGG GTC GAC TCG AGC GGC CGC ATC GTG ACT GAC TGA

BamH | EcoR | —gma1 Sall "Xhot Not | Stop codons
pGEX-3X (27-4803-01)
Factor Xa
lle Glu Gly Arq_ Gly lle Pro Gly Asn Ser Ser
ATC GAA GGT CGT GGG ATC CCC GGG,AAT TCA TCG TGA CTG ACT GAC
BamH I gma 1 ECOR | Stop codons
PGEX-5X-1 (27-4584-01)

Factor Xa

lle Glu Gly ArgMGly lle Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
ATC GAA GGT CGT GGG ATC CCC GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT CGT GAC TGA

BamHI  EcoRl gmay Sall xpo1 . Notl Stop codons
pGEX-5X-2 (27-4585-01)
Factor Xa

lle Glu Gly Ar N’Gly lle Pro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
ATC GAA GGT CGT GGG ATC CCC GGA ATT,CCC GG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA

BamH | EcoR I gmar 4l Xhol Not | Stop codon
PGEX-5X-3 (27-4586-01)
Factor Xa

lle Glu Gly ArguGIy lle Pro Arg Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg lle Val Thr Asp
ATC GAA GGT CGT GGG ATC CCC AGG AAT TCC CGG GTC GAC TCG AGC GGC CGC,ATC GIG ACT GAC TGA

BamH | EcoR I —gmar Sall Txno1 Not | Stop codons
pGEX-6P-1 (27-4597-01)
PreScission ™ Protease

Leu Glu Val Leu Phe GInLGIy Pro! Leu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC,CCG, GAA TTC, CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT

BamH1  EcoR| —gmal  Sall  Xhol = Notl
pGEX-6P-2 (27-4598-01)
PreScission™ Protease

Leu Glu Val Leu Phe GInYGly ProlLeu Gly Ser Pro Gly lle Pro Gly Ser Thr Ar% Ala Ala Ala Ser
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC,CCA GGA ATT GCC GGG TCG AGT CGA 6CG GCC GCA TCG

BamH | EcOR | —gma1—Sall o7 Notl

pGEX-6P-3 (27-4599-01)
PreScission™ Protease

Leu Glu Val Leu Phe GInVGly ProlLeu Gly Ser Pro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gg A(rig
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC CCG AAT TCC CGG GTC GAC, TCG AGC GGC CGC,

BamAl  EcoRT gy S8l —yro7 Notl |

Tthi111
Aatll

pSj10aBam7Stop7

pGEX

~4900 bp

146
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pCITE-4a-c(+) Vectors TBO% 1298

The pCITE®-4-a-c(+) vectors are designed for dramatic enhancement of the efficiency of
in vitro translation of cloned sequences. Unique sites are shown on the circle map below. The
maps for pCITE-4b(+) (Cat. No. 69914-3) and pCITE-4c(+) (Cat. No. 69915-3) are the same as
pCITE-4a(+) (Cat. No. 69913-3) (shown) with the following exceptions: pCITE-4b(+) is a 3702
bp plasmid; subtract 1bp from each site beyond NcoT at 610. pCITE-4c(+) is a 3704bp plasmid;
EcoR V cuts at 618. Add 1bp to each site beyond EcoR V (e.g. BamH I cuts at 625). The f1 origin is
oriented so that infection with helper phage will produce virions containing single-stranded DNA
that corresponds to the T7 RNA polymerase coding strand. Therefore, single-stranded sequencing
should be performed using the T7 terminator primer (Cat. No. 69337-3).

BsmF 1(494)

Msc I(519)
PCITE-4a(+) sequence landmarks Nde I(529)
T7 promoter 3687-3703 Nsp V(556)
T7 transcription start 1 Bae (593)
CITE region 16-518 Elco;(%io)
Se Tag coding sequence 534-578 Ngo IV oee) B:%H |((:§2))
Multiple cloning sites S gcol;l 1(630)
(Neol - Xhol) 610669 s oy
His® Tag coding sequence  670-687 Acc I(644)
poly(A) coding sequence  701-730 H:;cl(l‘ls(;g)s)
T7 terminator 759-806 Not 1(656)
pUC origin 1007 Q;: :((?;:))
bla coding sequence 1768-2625 Bgl 11(690)
f1 origin 3064-3519 d(A)30(701)

Pme 1(734)

Spe 1(739)

S Bpu1102 (748)
Aat ll2760 pCITE-4a(+) S Tfl l(920)
(3703bp) =
§
AlwN I(1361)

Sca I(2318)
HgiE I1(1531)

Pfl1108 I(1856)

T7 promoter primer #69348-3

U-19mer primer #69819-3 ter
7 promoi CITE

GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTAATTCCGGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAAT . . . 428bp
CITE primer #69297-3 Mscl Nde| SeTag _NspV

CCACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATGATAATATGGCCACCACCCATATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCAGGGTACC
MetAlaThrThrHisMetLysGluThrAlaAlaAlalysPheGluArgGinHisMetAspSerProAspGinGlyThr

PCITE-4a(+) Acc| Hinc Il Eagl  Aval
Ncol  EcoRV BamH | EcoR| Sacl Sall Not | Xhol His*Tag Bglll
CTGGTGCCACGCGGTTCCATGGCTGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCTGACTGAAAAAAAAAAAA
LeuVolProAr?GIzSerMetAluAsp[ leGlySerGluPheGlulLeuArgArgGInAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProleuArgSerAspEnd

thrombin z

-CACGCGGTTCCATGGCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA. . . pCITE-4b(+)
MetAlalleSerAspProAsnSerSerSerValAsplLysLeuAlaAlaAlaLeuGluHisHisHisHisHisHisEnd

- .CACGCGGTTCCATGGGATATCTGTGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCTGA . . . pCITE-4¢(+)
MetGlyTyrLeuTrplleArglleArgAlaProSerThrSerLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlulleEnd

Pmel Spel Bpul1021 T7 terminator
AAAAAAAAAAAAAAAAAAGTTTAAACACTAGTCCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

T7 terminator primer #69337-3

pCITE-4a-c(+) cloning/expression region

Novagen - oroeriNG 800-526-7319 - TECHNICAL SUPPORT 800-207-0144
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6.5. Anexo 5 — Candidato Y3 do Duplo-Hibrido
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Candidato Y3 do Duplo-Hibrido

BLASTX sequence query of A3

li:
g
g

I}
1
!
{
{
!
{
{

17e5.176 rel..

See 688 647

fQuery

Sinilaritu(z} =78 78{sin.{=88 88<sin.<=98 98{sin.{=95 295

BLASTX 2.0MP-WashU [09-Sep-2002] [decunix4.0-ev56-I32LPF64 2002-09-09T17:45:09]

Copyright (C) 1996-2002 Washington University, Saint Louis, Missouri USA.

All Rights Reserved.

Reference: Gish, W. (1996-2002) http://blast.wustl.edu

Gish, Warren and David J. States (1993). Identification of protein coding

regions by database similarity search. Nat. Genet. 3:266-72.

Notice: statistical significance is estimated under the assumption that the
equivalent of one entire reading frame in the query sequence codes for protein
and that significant alignments will involve only coding reading frames.

Query= A3
{647 letters)

Translating both strands of query sequence in all 6 reading frames

Database: Ncrassa.prot
9356 sequences; 4,819,102 total letters.

Searchimg. sl 0: 12200 2 50 .. 40 . o500 060. [ 0 F0 000800 19000 0. 1008 done
Smallest
Sum

High Probability
Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Score P (N) N
29e8_260 conserved hypothetical protein 79" D61 5t
inc466 030 related to proline-rich protein verprolin 73 0,85 it
b8j22 170 related to protein transport protein SEC9 67 0.9996 it
2nc560 130 hypothetical protein 68 0.9997 E
bl1b22 110 putative protein S5i 5 0. 9998 ik
blia5 080 conserved hypothetical protein 70 0.99%8 A
7£4 020 conserved hypothetical protein 69 0.9999 0
17e5_170 related to acid phosphatase 69 0.99994 L

>29e8 260 conserved hypothetical protein

Length = 948
Plus Strand HSPs:
Score = 79 (32.9 bits), Expect = 0.95, P = 0.61

hittp://mips.gsf de/cgi-bin/tools/common_blast.pl

19/08/05
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Identities = 23/63 (36%), Positives = 33/63 (52%), Frame = +1

Query: 280 KNLTRINSVECVSVRVWKVP-RLPSROKYAKHASSVSQOPGVEKSPAPQQREKVCKACISI 456
R RSV WSS P RLPSR KYA £t ne EPAEE FAE S e S
Sbhick: 655 KTSSREKGSVAVVSHPVPAQPVRLPSRPKYADAGTQTN--PDTEANPAPSPARPKRRLVSV 712

Query: 457 SQQ 465
+ +
Shijetas FY3 MR 715

>1ncd66 030 related to proline-rich protein verprolin
Length = 452

Plus Strand HSPs:

Scpre = 73 (30.8 bits), Ezxpect = 1.9, P = 0.85
Identities = 25/63 (39%), Positives = 32/63 (50%), Frame = +1

Query: 337 PRLPSRQKYAKHASSVSQQPGV-EKSPAPQOAKVCKACISISQQP*SAP-—-—YFANPAP 501
P +P+ +tK A ASS PEVE LGP P bk A S POSAP AR B
Shicts 196 PSMPNLKKTANGASSKPPPPPVGKKPPPPPGSRKPSAATHSSAPP-SAPPPPPSFAPPPP 254

Query: 502 NSA 510
+SA
Sbict: 255 SSN- 257

>b8j22 170 related to protein transport protein SECS
Length = 388

Minus Strand HSPs:

Score = 67 (28.6 bits), Expect = 7.7, P = 0.9996
Identities = 22/59 (37%), Positives = 37/59 (62%), Frame = -1

Query: 293 RVKFL--LNQLIF*PIGRNRQNPL* IKRIDRDRVECCSSLEQESTIKERGLORQRAKNR 123
RVK L N+ +F P+G +++ + R+DRDR++ + LE E TI+E+ R+ KNR
Shict: 241 RVKELERVNRSMFLPVGHSKKT---LDRMDRDRLO--AELE-EKEIREQNA-RELYKNR 292

>2nc560 130 hypothetical protein
Length = 507

Plus Strand HSPs:

Score = 68 {29.0 bits), Expect = 8.1, P = 0.9997
Identities = 21/60 (35%), Positives = 28/60 (46%), Frame = +1

Query: 337 PRLP--SRQKY-AKHASSVSQQPGVEKSPAPQQAKVCKACISISQQP*SAPYFANPAPNS 507

PLE RO++ A+H S+S P P Bt - AC P STPEERLE. PES
Skick: 324 PLLPRKERQEWVAQHRPSLSLSP-CSSEPPPESPCPCPACTGHYHYPSSKPH-GHPHPMS 381

>p11b22 110 putative protein
Length = 75

Plus Strand HSPs:

Score = 51 (23.0 bits), Expect = 8.4, P = 0.9998

http://mips.gsf.de/cgi-bin/tools/common_blast.pl 19/08/05
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e e =

Candidato Y3 do Duplo-Hibrido e

DNAVIEWER |  PROTEINVIEWER | {%

@ Report @ ProtSeq @ DnaSeq @ Aln @ BLOCKS @ PROSITE @ PFAM @ INTERPRO
@ 3D @ SCOP @ AUTOFUNCAT @ COGs @ BLASTP @ INTERGENOME COMPARISON
@ INTRAGENOME COMPARISON @ est

@ Compare genomes starting from this gene

Title: 29¢8 260 conserved hypothetical protein

General properties

Length [an} 943

Molecular weight [Da] 102503.0

Isoclectric point S.4

{ Eé““/ edited yes

Classification similarity to unknown protein

Contig name 1.61V:9a30

Position [73961] 73961-71115 [71115]

GC content [ %] 359,

TargetP -

Classification_Blast Hit Ppnl“oRtein YKR029c homolog YJL105w, Saccharomyces cerevisiae,
PIR:S53382

PSORT _Loealisation  nuclear

Whitehead_code NCU04389.1

Protein function

" PF00628 PHD-finger 6.3e-08
PFAM domains  proggse SET domain Se-05
BLOCKS 121;_(1()_1}14 SET-domain of transcriptional regulators (TRX, EZ, ASH1
INTERPRO IPR001214 Nuclear protein SET (3)
domains IPR001965 Zn-finger-like, PHD finger (2)

http://pedant. gsf de/cgi-bin/wwwdbp.pl7Db=Ncrassa_annotations&Alias=Ncrassa anno... 20/08/05
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Ncrassa annotations Pagina 2 de 3

Protein structure

Low

complexity

Abrias srrzer memr rmom T AT AT TR AT
Seguence MTDELESLLTFIAFR £ JEVGDGIRAQENVEEEPYTIRCICKYFPLDDG

StrueckURa oe o sl eeeeee. . ... . .eee..eee.....hhhhhh

Non-glcbular

Seguence
Structure

Structure

T.ow complaxity

Structure hhhheeeeceee............ceeecee..

Low complexity

n-gl

iy

st

Structure
summary ILow complexity

Sequence

Structura

¥ GGCACNLGSECAFARFHR
& .hhhhhhhhhhh

DGEYQALTSWLHNILSE
hhhhhhhhhhhhhhe

Non-glcobular

Seqguence

e
Structure

..ceee. ..
T LLLLLL

Low

NININININ
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Ncrassa annotations Pagina 3 de 3

Sequence GSVAVVSHPVPAQPVRLPSRPKYADAGTQTNPD TEANPAPS PARPKRRLVSVTMRI
i e swea it s eashhbhbhh

¢ plexity
Non-globular  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN. . .

VSVAGSVODTTLKPSAPSKVTITS
co

i
|
:
B

Sequence RWLKEQUGKCRLLNOAVATV
Structure hhhhhhhhhhhhhhhhheee

Non-globular

Sequence
Structure

cx

Non-globular i

Structure

Non-globular

Structure

on-giopuiar

Export

Export this entry in |TeXtFASTA =] format for iUmX -] Gol

http://pedant gsf de/cgi-bin/wwwdbp.pl?Db=Ncrassa_annotations&Alias=Ncrassa anno... 20/08/05
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6.6. Anexo 6 — Candidato Y9 do Duplo-Hibrido
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Candidato Y9 do Duplo-Hibrido sl ded
BLASTN sequence query of A9 | Joe
m 1 i 1 1 i k| 1 ] ¢ [

1688 166
nCBB4_125_{2.. ma— o T TR
mo?:!kg.' e e e o e i P i SR s W .

[ ———————————
ncBB4_171_ed., .
] i88 166
Query RV N NI W]
E——
Sinilarity{) <=78 Fa{sin {=88 8 . {=98 898<{sin.{=95 >85

BLASTN 2.0MP-WashU [09-Sep-2002] [decunix4.0-ev56-I32LPF64 2002-09-09T17:45:09]

Copyright (C) 1996-2002 Washington University, Saint Louis, Missouri USA.
All Rights Reserved.

Reference: Gish, W. (1996-2002} http://blast.wustl.edu
Notice: this program and its default parameter settings are optimized to find
nearly identical sequences rapidly. To identify weak similarities encoded in

nucleic acid, use BLASTX, TBLASTN or TBLASTX.

Query= A9
(166 letters)

Database: mncrassa shotgun
108,189 sequences; 37,986,636 total letters.
Segpchinge | 10° 0. 2000 B0 ADL S0, 060, . 0 SCCU80 o090 - TOU s done
Smallest
Sum

High Probability

Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Score P(N) N

nc004 125 £22.plca.exp 830 - F le=32 It

ncO04 107 h0l.gqlcb.exp 830 flee 32 s

nc002 001 _k22.qlca 1..540 500 *.le-17 1

nc004_171 el7.plca.exp 144 0.50 1

B

Length = 709
Minus Strand HSPs:

Score = 830 (130.6 bits), Expect = P = 1.1e-32
Identities = 166/166 (100%), Positives = 166/166 (100%), Strand = Minus / Plus

Query: 166 GCTGGAAUAAA&;C&,AGTTGATZ-\L,CCGCC&..ACGF'CAVJGC GTAGTAGTGCAGRAGRAGAR 107
PERVERRRR R R R L LR R R R R LRI PR L
Sbjct: 386 GGTGGAAGAAAGCCACTT*‘AnCCCFCCCACGCCACGGCA GTAG TRSTGCAGAAGE%AGAA 445
Query: 106 ACAGGACGATGACCCCAACGCCATGATGTCATCGCGTCTAGTCAACCCGTGGGTATCAGC 47
gl b R e R R TR e (L R A ]
Sbijct: 446 ACAGGACGATGACCCCAACGCCATGATGTCATCGCGTCTAGTCAACCCGTGGGTATCAGC 505

http://mips.gsf.de/cgi-bin/tools/common_blast.pl 08/10/05
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Pagina 1 de 2

Candidato Y9 do Duplo-Hibrido

BLASTX sequence query of A9

Query
ln 1 1 1 1 '!m 1 ¥ 1 1156
b16bS_358 huy.. | ———— S
a . : 188 ; 166
i 1 3
g i =] ) R )
Sinilarity{%) {=78 7osin, (=88 88<{cin.<{=98 98<{sin.{=85 >95

BLASTX 2.0MP-WashU [09-Sep-2002] [decunix4.0-ev56-I32LPF64 2002-08-09T17:45:09]

Copyright (C) 1996-2002 Washington University, Saint Louis, Missouri USA.
A1l Rights Reserved.

Reference: Gish, W. (1996-2002) http://blast.wustl.edu

Gish, Warren and David J. States (1993). Identification of protein coding
regions by database similarity search. Nat. Genet. 3:266-72.

Notice: statistical significance is estimated under the assumption that the
equivalent of one entire reading frame in the query sequence codes for protein

and that significant alignments will involve only coding reading frames.

Query= AS
{166 letters)

Translating both strands of query sequence in all 6 reading frames

batabase: Ncrassa.prot
9356 segquences; 4,819,102 total letters.

Searching...-10....20. .- . 86. .40 . .50 . 60 .. .76 1..80._..96.. . 100% done
Smallest
Sum
High Probability
Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Score P(N) N
blébB_ 350 hypothetical protein 271 1.4e-23 1
>pl6b3 350 hypothetical protein

Length = 587

Minus Strand HSPs:

Score = 271 (100.5 bits), Expect = 1.4e-23, P = 1.4e-23
Identities = 55/55 (100%), Positives = 55/55 (100%), Frame = -2
Query: 165 VEESQLIPAHATAVVVQKKKQDDDPNAMMSSRLVNPWVSAADSAKIATFEVVVEK 1

VEESQLIPAHATAVVVOKKKODDDPNAMMSSRLVNPWVSAADSAKIATFEVVVEK
skjct: 409 VEESQLIPAHATAVVVQKKKODDDPNAMMSSRLVNPWVSAADSAKIATFEVVVEK 463

Parameters:
cpus=1
putenv="WUBLASTFILTER=/home/app/bio/wublast/filter”
E=le-3

http://mips.gsf.de/cgi-bin/tools/common_blast.pl 08/10/05
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!

Candidato Y9 do Duplo-Hibrido Pagina 1 dc2

DNAVIEWER |  PROTEINVIEWER | AHOSTFA 1

@ Report @ ProtSeq ¢ DnaSeq ¢ Aln ¢ BLOCKS @ PROSITE 9 PFAM 9 INTERPRO
? 3D 9 SCOP ¢ AUTOFUNCAT @ COGs ¢ BLASTP @ INTERGENOME COMPARISON
@ INTRAGENOME COMPARISON # est

Compare genomes starting from this gene

Title: b16b8_350 hypothetical protein

General properties

Length [aa] 587

Molecular weight

[Da} 651257

Isoelectric point 5.8

Manually edited yes

Classification no similarity

Contig name LGI:9a79

Position [135754] 135754-137517 [137517]
GC content [%] 52.5

TargetP -

PSORT _Localisation nuciear
Whitehead_code NCU02686.1

Protein function

Functional

. 99 UNCLASSIFIED PROTEINS
categories
Protein structure

Structural All Alpha
class =
Low 5
complexity H0ve

Sequence MDSFRETLEAVQKVLOPY TRPREEAAHIRRILTLHLSSGLKDGATLTEPLSLTESS

Structure .« Ahhhhhhhhhhh.. . JololaiglsUstolgUalntolalslel sl b R i B R S Sl

LOW COMPLEXitY . cvivavoicvon s socimuinioioine o asie sioedeioinisie siss o slsisioeisiossie sis slioions
Non=gliobuliar " 0ol idls Uil oo e e S s a vl s et e Al taas

http://pedant.gsf.de/ogi-bin/wwwdbp.pl?’Db=Ncrassa_annotations&Name=dynrep&Strin... 08/10/05
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Pagina 2 de 2
Sequence YSQODTRGLYRE FLEALRANIKARKEYHTLSQKRSHHEVSVPQPTE IQSNYLLNHLT
Structurep nl .. i hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh........eeee.....hhhhhhhhhhhh
Low complexityi ... ..onvi i D8 00 To L S i
Non=gliebular = ... ... 00 ol = | D OIS 60 500600 O o e R
Sequence QKKQEKLLVVKKNLDLLRQKPAAS PDFLDHQKL.FRVCRPLPEVPTE I INSLALEE T
Structure hhhhhhhhhhhhhhhhhh. ... ......... eeeeee..........hhhhhhhhh
Low complexity LEELLGLELLEELEELLL ... emoes . vae i G G e e
Noncglobular. e Bbge Sl © e NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Sequence TASSSVRLEDLVKTLEHRTFQTKLSLKQEE TLLENAKSHPFTVOPDE INPEAKLQA
Structure . . . .hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhbh. . ... ... ... ... hhhhh
Low 'complexifyi: (ool e [0 GO0 000 0 0.0 D010 5,070 B0 6010 50 0 e s e 1
Non-globular NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Sequence RTELINWVE TE LGKASGEEKDGGGERAGQDD FQVORDQOLAHKTQOLLKQQLTSIKE
Structure hhhBhRhhhhhhhicl oo L e d S hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
LowW complaxttvileaStie 1 s o e e GO he s SRcReRe o v eroneilosohatiote
Non-globular NNNNNNNNN NN NN NN NN NN NN NN NN N NN NN NN N NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN
Sequence YLSMRKALLELVTTQLRSLPSLDFPAITAFS SSPSAASPERSSTQAVAAAAAAEAS
Structural structure hhhhhbBhhhhhhhhhhh'. oo oo S e BB el hhhhhhhhhhhhh
summary Eowiicomplexi by iiics e Sl s e TSR LLLLLLLLLLLLLLLLLLL. ,LLLLLLLLLL.
Non-globular NN N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N NN NN N N NN N NN RN NN
Sequence IIDHLLTPTLTRLLTLSHEHKGLMAHKAHV'T TLLTKQLRENAQVLDHLVEESQLIP
Structure eeeee. .hhhhhhhhh. . . .hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh. . . .
Loy complexity i STALLELLELL LT s o e o o
Non-globular NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Sequence AVVVQKKKQDDDPNAMMSSRLVNPWVSAADSAKIATFEVVVEKIEKGQIALEGAIR
Structure Mieeaa T i LD D S eee. . hhhhhhhhhhhhh. .hhhhhhhhhh
Low complexXi Y . 1. vionesnn. sosrs i e R S s D s e S e
Non-globular NNNNNNNNNNNNNNN. . . . ... ... NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Sequence ADRLLGRGLQQQQQQQRQQPVKAACGEEEGNDDDNDGDDDEVGEESDIWLVEGQKS
Structure hhhhh. . hhhhhhhhhhh: ohBhhfic .. e oo s e ...Cccce....
Low complexity ..LLLLLLLLLLLLLLLLL......LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL...........
Non-globular NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Sequence NATGGSGLGTRYDE GGRKGKE TIGHREGGSLSMWNMVDVHVGLEKSG
Structure o e v eeee...... eee. .ceeeceee. . ..

Lowi compillax byt ol L0 0 L e . Slcie olaieiniactmisto et R L
Non-globular

Export

Export this entry in [TeXYFASTA ~| format for tUnEx 'i Gof

http://pedant. gsf.de/l cgi-bin/wwwdbp.pl?Db=Ncrassa_annotations&Name=dynrep&Strin... 08/10/05
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6.7. Anexo 7 — Candidato Y8 do Duplo-Hibrido

VvD/0€60220 oN [e}fig oedesyad - ol4-dNd
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Candidato Y8 do Duplo-Hibrido Pagina 1 de 2

DNAVIEWER |  PROTEINVIEWER |

@ Report @ ProtSeq ¥ DnaSeq ¥ Aln % BLOCKS @ PROSITE @ PFAM @ INTERPRO
@ 3D ¢ SCOP @ AUTOFUNCAT @ COGs ¢ BLASTP @ INTERGENOME COMPARISON
& INTRAGENOME COMPARISON @ est

Compare genomes starting from this gene

Title: 1nc400_220 conserved hypothetical protein

General properties

Length [aa] 369
Molecular weight [Da] 41740.6
Isoelectric point 9.6
Manually edited yes
Classification similarity to unknown protein
Contig name LGI:1nc400
Position [89845] 89845-89823, 89755-88690, 88619-88599 [88599]
GC content [%] 50.4
Target?P -

3 : .. hypothetical protein YGR280¢, Saccharomyces cerevisiae,
Classification_Blast Hit PIR:S64615
PSORT _Localisation  nuclear
Whitehead_code NCU02528.1

Protein function

e TRCDSEMBL:AF432905 : "PinX1"; Sacch isi
homologue i"nx‘ll)% ERNA 2 F4312 (L‘_il %L“f:“' PinX1"; Saccharomyces cerevisiae
(BLASTP) i m , complete cds. 3
£ ancoonal 99 UNCLASSIFIED PROTEINS
categories
PFAM domains  PF01585 G-patch domain 0.00034
BLOCKS 1PB001422 Neuromodulin (GAP-43)
INTERPRO

donai IPR000467 D111/G-patch domain (3)
omains
SWISSPROT:PII1_MOUSE anti-oncogene ie-06
SWISSPROT:PII1_MOUSE nuclear protein 1e-06
SWISSPROT:PII1_MOUSE chromosomal protein 1e-06
SWISSPROT:PII1_MOUSE telomere 1e-06

http://pedant.gsf.de/cgi-bin/wwwdbp.pl?Db=Ncrassa_annotations&Alias=Ncrassa_anno... 09/10/05
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