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CLONAGEM E CARACTERIZACAO GENETICA DE LOCOS HOMOLOGOS A
GENES DE RESISTENCIA EM Brassicaoleracea L. e Zea mays L.

Autor: CELIA CORREIA MALVAS
Orientador: Prof. Dr. LUIS EDUARDO ARANHA CAMARGO

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo identificar fragmentos homélogos
a genes de resisténcia em Brassica oleracea e Zea mays, por meio da
amplificacdo por PCR, utilizando oligonucleotideos homodlogos a regides
conservadas de genes de resisténcia de plantas. Em B. oleracea, o0s
oligonucleotideos foram desenhados com base na sequéncia de um gene
homdlogo ao RPS2 de Arabidopsis thaliana descrito em B. oleracea. Um
fragmento de 2,5 Kb foi amplificado em duas linhagens. Os fragmentos
amplificados apresentaram polimorfismo de comprimento entre as linhagens,
gerando um marcador molecular. Este marcador foi utilizado em uma populagéo
F, segregante para resisténcia a Xanthomonas campestris pv. campestris
oriunda do cruzamento entre as linhagens BF16 e Lc201. O marcador, no
entanto, ndo apresentou-se ligado a nenhum gene de resisténcia a este
patdégeno. Andlise da expressdo por meio de RT-PCR detectou a expresséo do
fragmento homologo nas linhagens resistente e suscetivel de B. oleracea com e
sem inoculagdo, indicando que 0 gene é expresso constitutivamente. Em Z.

mays, oligonucleotideos sintetizados com base em sequéncias de milho



homélogas a genes de resisténcia, denominadas Pics, e a ESTs de milho,
também homélogos a genes de resisténcia, foram utilizados para amplificacédo
em linhagens resistente e suscetivel a Exserohilum turcicum, Colletotrichum
graminicola e Phaeosphaeria maydis. Um par de oligonucleotideos amplificou
um fragmento polimorfico entre as linhagens resistente e suscetivel a E.
turcicum. Este foi utilizado em uma populacdo segregante, mas também nao
observou-se ligacdo com o gene Ht de resisténcia a E. turcicum. Nas demais
linhagens, os fragmentos foram monomorficos. Os oligonucleotideos baseados
em ESTs amplificaram fragmentos em todas as linhagens parentais. Esses
fragmentos foram digeridos com enzimas de restricdo, mas ndo apresentaram
polimorfismo entre nenhuma das linhagens. Os resultados indicaram que a
estratégia de utilizacdo de sequUéncias conservadas € eficiente para
amplificacdo de genes homodlogos. O polimorfismo entre estes homdélogos pode
ser usado como marcador molecular para deteccdo de genes de interesse.

Todavia, nem sempre estes marcadores estao ligados a esses genes.



CLONING AND GENETIC CHARACTERIZATION OF RESISTANCE GENE
HOMOLOGS OF Brassicaoleracea L. AND Zea mays L.

Author: CELIA CORREIA MALVAS
Adviser: Prof. Dr. LUIS EDUARDO ARANHA CAMARGO

SUMMARY

The aim of this work was to identify homologs of resistance genes in
Brassica oleracea and Zea mays by PCR amplification using primers based on
conserved domains of plant resistance genes. In B. oleracea, the primers were
based on the sequence of a homolog of the Arabidopsis thaliana RPS2 gene
previously described in B. oleracea. A 2.5 Kb fragment was amplified on two
lines. These fragments showed length polymorphisms between lines, based on
which a molecular marker was developed. This marker was used in a F»
population, derived from the crossing between the inbred lines BF16 and Lc201,
and which segregates to resistance to Xanthomonas campestris pv. campestris.
The marker, however, was not linked to any Xcc resistance gene. Expression
analyses by RT-PCR detected the expression of these homologs on both
resistant and susceptible lines with and without inoculation, indicating that the
gene is constitutively expressed. In Z. mays, primers based on resistance gene

homologs sequences, named Pics, and on maize ESTs homologous to disease



resistance genes, were used to amplify genomic fragments on resistant and
susceptible lines to Exserohilum turcicum, Colletotrichum graminicola and
Phaeosphaeria maydis. A set of primers amplified a polymorphic fragment
between lines resistant and susceptible to E. turcicum. This fragment was used
in a segregating population, but no linkage was detected between this marker
and the E. turcicum resistance gene Ht. Among the other lines, the fragments
were not polymorphic. The primers based on ESTs amplified fragments on all
parental lines. These fragments were digested with restriction enzymes but did
not reveal any polymorphism between lines. The results indicated that the
strategy of using conserved sequences is efficient to amplify disease resistance
gene homologs. The polymorphism among these homologs may be used as a
molecular marker, but these markers are not always linked to disease resistance

genes.



1 INTRODUGCAO

Genes de resisténcia de plantas a patdégenos apresentam homologia
entre si, particularmente em certos dominios conhecidos, tais como as
repeticbes do aminoé&cido leucina, ou LRR (do termo inglés Leucine Rich
Repeats), e os sitios de adesdo de nucleotideos, ou NBS (Nucleotide Binding
Sites). Estes dominios podem estar envolvidos no fendmeno de
reconhecimento do patdgeno pelo hospedeiro durante o processo de infec¢éo.

A descoberta da existéncia de similaridades estruturais entre genes de
resisténcia possibilitou a interessante estratégia de identificar genes homologos
a genes de resisténcia em diversas outras espécies vegetais por meio da
técnica de PCR. A sequéncia nucleotidica destes dominios pode ser usada para
gerar oligonucleotideos e amplificar fragmentos gendmicos homologos a genes
de resisténcia em espécies distantes e correlatas. Em varios casos, estes
fragmentos estdo ligados a genes de resisténcia previamente conhecidos.

O gene RPS2 de Arabidopsis thaliana confere resisténcia a
Pseudomonas syringae pv. tomato (Bent et al., 1994; Mindrinos et al., 1994).
Este gene, localizado no cromossomo 4, codifica uma proteina de 909

aminoacidos e contém os motivos NBS e LRRs. Alto polimorfismo em nivel de
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sequéncia foi demonstrado na regido terminal 3' (Caicedo et al., 1999).
Wroblewsky et al. (2000) descreveram a existéncia de uma cépia deste gene
em Brassica oleracea. Este homdlogo apresentou 85% de identidade com
sequéncias de nucleotideos de A. thaliana e 86% de identidade entre
aminoacidos. O gene ndo possui henhum intron e esta presente em apenas
uma cépia em B. oleracea, a exemplo de seu homélogo de A. thaliana.

No presente estudo, os objetivos foram amplificar fragmentos
homologos a genes de resisténcia em linhagens de B. oleracea e Zea mays,
identificar polimorfismos entre estas linhagens e utiliza-los como marcadores
moleculares em populac¢des F, segregantes para resisténcia.

Primeiramente, oligonucleotideos baseados na sequUéncia de
fragmentos homélogos a genes de resisténcia previamente mapeados foram
utilizados para amplificar fragmentos em linhagens das espécies vegetais acima
mencionadas. Em B. oleracea, oligonucleotideos foram desenhados baseando-
se na sequéncia de um gene homologo ao RPS2 de A. thaliana previamente
descrito em B. oleracea. Os fragmentos amplificados nas linhagens parentais
foram sequenciados, digeridos e usados como marcador molecular em uma
populacdo F, de B. oleracea segregante para resisténcia a Xanthomonas
campestris pv. campestris. Concomitante a isso foi estudada a expresséo do
fragmento homodlogo nas linhagens resistente e suscetivel. Em Z. mays,

oligonucleotideos baseados em sequiéncias previamente descritas e a ESTs
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homélogos a genes de resisténcia foram utilizados para amplificacdo em

linhagens resistente e suscetivel a varios patdgenos de milho.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas estruturais de genes de resisténcia

Genes de resisténcia raca-especificos, que operam no sistema gene-a-
gene proposto por Flor (1971), podem ser divididos em dois grandes grupos:
aqueles que apresentam uma regido rica em leucina (LRRs — leucine rich
repeats) e aqueles que ndo possuem este dominio. No primeiro grupo,
encontramos a maioria dos exemplos, ao passo que no segundo encontramos o
gene Pto de tomateiro, que confere resisténcia a Pseudomonas syringae pv.
tomato. Este gene codifica uma proteina quinase responséavel pela fosforilagdo
de outras enzimas envolvidas na reacdo de defesa da planta (Martin et al.,
1993). Entre 0s genes que apresentam LRRs, temos exemplos que sé
apresentam estas regides, mas a grande maioria apresenta também sitios de
adesédo de nucleotideos (NBS — nucleotide binding sites). Ha ainda aqueles que
apresentam, além de LRRs, funcdo de proteina quinase, mas nenhum NBS
(Hulbert et al., 2001).

Estes dominios podem estar envolvidos no fenbmeno de reconhecimento do

patdégeno pelo hospedeiro durante o processo de infecgdo (Hutcheson, 1998;
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Schaal & Olsen, 2000; Dangl & Jones, 2001; Bergelson et al., 2001). Proteinas

contendo os motivos NBS e LRRs supostamente reconhecem produtos
extracelulares de genes de aviruléncia de patégenos e iniciam as respostas de
defesa ao enviar sinais para outras células do hospedeiro. Proteinas que
contétm LRRs sdo proteinas que apresentam séries do amino-acido leucina
repetidos em numero de 24 ou mais a intervalos regulares, podendo conter
ainda outros residuos hidrofébicos, asparaginas e prolinas. Os motivos de
leucina geram uma estrutura terciaria semelhante a uma mola, com cada hélice
representando um motivo de leucina repetido. A funcdo dos LRRs parece ser de
mediacdo da interacdo entre proteinas, podendo atuar extracelularmente como
receptor do elicitor codificado pelo gene de aviruléncia do patégeno ou
intracelularmente, num passo anterior avia de transducdo dos sinais envolvidos
no processo de resisténcia (Bent et al., 1994; Bent, 1996). Suple-se que a
porcdo amino terminal do dominio de LRR, que é altamente varidvel, possui
papel mais importante no reconhecimento que a porgéao carboxi terminal, que é
mais conservada (Dixon et al., 1996).

Interacdes entre genes de resisténcia e de aviruléncia, que sugerem a
funcdo de reconhecimento dos primeiros, foram demonstradas quando
mutacdes dentro da porcdo C-terminal do gene avrRpt2 de Pseudomonas
syringae impediu 0 reconhecimento do patdogeno por A. thaliana.
Aparentemente a regido C-terminal do gene AvRpt2 é responséavel pelo inicio
da reacdo de hipersensibilidade causada pelo gene RPS2. Postula-se que a

regido LRR do gene RPS2 liga-se diretamente a proteina do gene de
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aviruléncia AvRpt2. Alelos do gene avrRpt2 com mutag&o na porgédo C-terminal

foram incapazes de causar reacdo de hipersensibilidade tipica da interacdo do
reconhecimento pelo RPS2. Ao mesmo tempo, seis alelos do RPS2 com
mutagdo em apenas um aminoacido do dominio LRR foram ineficientes para
reconhecer o avrRpt2, demonstrando a importancia destes dominios para o
reconhecimento (Axtel et al., 2001; Banerjee et al., 2001). Os genes Cf-9 e Cf-2,
gue conferem resisténcia de tomateiro a isolados de Cladosporium fulvum
portadores dos genes de aviruléncia Avr9 e Avr2, respectivamente, sdo aqueles
gue apresentam somente regides com motivos repetidos de leucina (Jones et
al., 1994; Dixon et al., 1996). Todavia, ndo foram demonstradas evidéncias de
ligacdo entre o gene Cf9 de tomateiro e o0 correspondente avr9 de
Cladosporium fulvum, sugerindo a presenca de um terceiro integrante mediando
0 processo de reconhecimento do gene de aviruléncia pelo gene de resisténcia.
Um sitio de alta afinidade para ligagdo, ou HABS @High afinity binding site),
presente na membrana plasmatica de plantas de tomate, fumo, batata e petunia
parece ser este terceiro agente, uma vez que esta altamente correlacionado
com necrose induzida pelo gene avr9 (Lurderer et al., 2001). O envolvimento de
um terceiro componente foi descrito para os genes AvrPto de P. s. pv. tomato e
AvrRpt2 de P. syringae por Arabidopsis. Estes resultados permitem supor que o
fendbmeno de reconhecimento elicitor-receptor seja mais complexo que o
suposto até o momento.

A maioria dos genes apresenta, além dos LRRs, sitios de adesdo de

nucleotideos.Neste grupo encontram-se 0s genes de Arabidopsis RPS2, RPM1
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e RPP5, repectivamente de resisténcia a P. s. pv. tomato, P. syringae e

Peronospora parasitica (Bent et al., 1994; Mindrinos et al., 1994; Grant et al.,
1995; Parker et al., 1997); o gene N que confere resisténcia ao virus do
mosaico do fumo em tabaco (Whitham et al., 1994); os genes L6 e M, ambos de
resisténcia de linho a ferrugem (Lawrence et al., 1995; Anderson et al., 1997); o
gene IC2 de resisténcia de tomateiro a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; e
0 gene Xa-1 de resisténcia de arroz araca 1 de Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Ori et al, 1997; Yoshimura et al., 1998). Sitios de adesdo de
nucleotideos, também referidos como “P-loops”, ocorrem em diversas proteinas
e sao responsaveis por atividades de ligacdo ao ATP ou GTP, tais como
subunidades da ATP sintetase e fatores de elongagcdo do ribossomo. A
presenca destes dominios em diversas proteinas de genes de resisténcia
sugere que estes sitios podem estar envolvidos na ativagcdo de proteinas
guinases e proteinas transportadoras (Hammond-Kosak & Jones, 1997).
Finalmente, temos ainda uma outra classe de genes de resisténcia
caracterizada por apresentar LRRs e também funcdo de proteina quinase, mas
nenhum NBS. Como exemplo desta classe, temos 0 gene Xa-21 que confere
resisténcia araca 6 de X. o. pv. oryzae (Song et al., 1995) em arroz e o gene
Lr10 de resisténcia de trigo a Puccinia recondita (Feuillet et al., 1997). O gene
Xa-21 € um membro de uma familia de sete genes e possui uma estrutura
diferenciada dos outros genes, apresentando trés dominios: um LRR

extracelular, um dominio transmembrana e um quinase intracelular. A sua
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expressao é constitutiva, mas aumenta progressivamente do estado juvenil para

plantas adultas (Song & Goodman, 2001; Wang et al., 1996).

Genes de resisténcia freqientemente sdo encontrados em mudltiplas
copias agrupadas no genoma. Teoricamente, clusters de genes funcionariam
como um reservatério de mutacdo. No genoma de Arabidospsis, 182 genes
formam 20 clusters de genes, sendo que quinze destes contém genes que
possuem o motivo LRR (Bergelson et al., 2001). Em tomate, os genes Pto, Fen,
Prf e Cfs também aparecem em clusters. (Hulbert et al., 2001; Aarts et al.,
1998). A organizacdo em clusters de genes contendo os dominios NBS-LRRs
mostrou-se conservada entre membros de diferentes tribos (Zhu et al., 2002;
Lee et al.,, 2001). Para as monocotiledbneas, embora ndo exista uma exata
colinearidade quanto a localizagcdo dos genes homélogos no mapa de arroz,
cevada e milho, existe uma organizacdo geral comum entre estas espécies.
Dentro destes clusters existe uma maior ocorréncia de duplicagdo e
recombinacéo entre os genes. Recombinacfes entre alelos do gene L de linho,
geraram novos alelos com especificidades diferentes para outras racas. Esse
arranjo estrutural dos genes homologos permite um melhor entendimento dos
mecanismos evoluciondrios destes dentro das diferentes espécies (Leister et

al., 1998; Hulbert et al., 2001).



2.2. Expressdao de genes de resisténcia

Pouco se sabe sobre a expressdo dos genes de resisténcia. A maioria
dos genes estudados até o momento apresenta expressao constitutiva. O nivel
de expressao destes genes, no entanto, quase sempre € baixo. Os genes RPP5
de Arabidopsis e L6 de linho sdo bons exemplos disso. O gene RGC2
homologo ao Dm3 de alface também apresenta expressao constitutiva, em
baixo nivel. (Shen et al., 2002). O gene Xa-1 de resisténcia araca 1 de X. 0. pv.
oryzae de arroz, por sua vez, apresenta expressao induzida. O RNA
mensageiro foi detectado por RT-PCR, dos trés até os 15 dias apds inoculacéo
com o patdgeno e também em plantas inoculadas com agua, indicando que o
gene também é expresso em resposta ainjuria. O acumulo de RNA mensageiro
acompanhou o crescimento da bactéria dentro dos tecidos foliares, indicando
que o acumulo da-se pela inducdo do patdgeno. O gene Pib de resisténcia de
arroz a Magnaporthe grisea também apresenta expressao induzida tanto por
estirpes de M. grisea como por condicbes ambientais (Yoshimura et al., 1998;

Song & Goodman, 2001).

2.3 Polimorfismo entre alelos

Polimorfismos em alelos de genes de resisténcia podem ser
determinantes para a caracteristica de resisténcia ou suscetibilidade. Alelos de

suscetibilidade, de maneira geral, ocorrem por mutacdo em alelos de
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resisténcia (Bergelson et al., 2001). At¢é o momento, entretanto, pouco é

conhecido sobre a dinamica da evolucdo molecular de genes de resisténcia. No
loco RPS2, alelos de resisténcia sdo geneticamente mais similares entre si do
gue alelos de suscetibilidade. Num estudo de evolugdo molecular, o gene RPS2
apresentou um nivel de polimorfismo de 1,26%, sendo que aproximadamente
metade deste polimorfismo resultou em alteragdo de aminoacidos e 70% destes
casos foram alteracbes ndo conservadas. Este nivel de polimorfismo
geralmente ndo é encontrado em plantas e demonstra que, provavelmente, o
RPS2 é um gene que evolui rapidamente (Caicedo et al.,, 1999). Para o loco
RPM1, entretanto, linhagens de A. thaliana suscetiveis a P. s. pv. maculicola
nao apresentam o gene. Analise das regifes adjacentes ao gene em A. thaliana
e A. lyrata revelou divergéncia de sequéncia de 10%, um valor alto que indica
gue provavelmente o polimorfismo foi gerado no momento da especiacéo entre
as duas espécies (Bergelson et al., 2001). Estes dados sdo corroborados pelo
trabalho de Grant et al. (1998), que sugerem a ocorréncia de eventos de

delecao independentes do gene RPM1 em Brassica napus e A. thaliana.

2.4 Clonagem e analise de fragmentos homologos a genes de resisténcia

Uma maneira alternativa para a clonagem de genes de resisténcia, que
ndo a clonagem baseada em mapeamento ou clonagem pelo uso de elementos
de transposicéo, pode ser a utilizacdo de sequéncias conservadas entre genes

ja clonados.
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A existéncia de similaridades estruturais entre genes de resisténcia

possibilitou a interessante estratégia de identificar genes homélogos a genes de
resisténcia em outras espécies vegetais por meio da PCR e oligonucleotideos
homologos & regides conservadas dos genes de resisténcia, em particular &
regides ricas em leucina. Em muitos casos, estes fragmentos possuem alta
homologia com genes de resisténcia clonados e mostram-se ligados a outros
ainda nao clonados, mas ja identificados fenotipicamente.

A vantagem da utilizacdo de homologos como marcadores moleculares
em trabalhos de mapeamento € que estes podem representar genes em
potencial. Embora nem todos homologos amplificados sejam funcionais ou
estejam ligados a genes conhecidos, ha a possibilidade de que estes estejam
envolvidos em alguma via de transducéo de sinais dentro da planta (Chen et al.,
1998). Genes homologos ao gene Cf-9 de tomateiro, por exemplo, foram
mapeados junto a este no braco curto do cromossomo 1 de tomateiro e podem
estar envolvidos no mecanismo de reconhecimento de outros genes de
aviruléncia presentes em racas de Cladosporium fulvum portadoras dos genes
Avr4 e Avr9 (Parniske et al., 1999).

Fragmentos amplificados por PCR a partir de oligonucleotideos de
sequéncias homologas a regides conservadas de genes de resisténcia séo
denominados de resistance like-genes (RLGs) ou resistance gene analogs
(RGAs). Os primeiros trabalhos que relataram o0 uso de sequéncias
conservadas entre genes para identificar sequéncias similares em outras

espécies foram realizados por Kanazin et al. (1996) e Yu et al. (1996). Os
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primeiros autores utilizaram oligonucleotideos baseados nas seqUéncias

conservadas da regido NBS dos genes N, RPS2 e L6 para amplificar DNA de
soja. Foram amplificadas nove classes de sequiéncias distintas entre si que
apresentaram homologia de até 66% com o0s genes de resisténcia. Alguns
destes mostraram-se ligados a genes de resisténcia a importantes doencas da
cultura. Paralelamente, Yu et al. (1996) utilizaram oligonucleotideos baseados
na homologia entre a regido de adeséo de nucleotideos (NBS) dos genes N e
RPS2 para amplificar fragmentos também de soja. Os fragmentos foram
sequenciados e arranjados em trés classes de similaridade. Quando utilizados
como marcadores geneéticos, mostraram-se ligados a outros genes de
resisténcia previamente identificados. A partir destes, varios outros trabalhos
relataram o uso da técnica com sucesso nas mais diferentes espécies vegetais
tais como arroz, cevada, milho e trigo (Collins et al., 1998; Collins et al., 2001;
Seah et al., 1998; Leister et al., 1999; Mago et al., 1999), batata, alface, maca,
girassol, banana, Arabidopsis e Brassica (Leister et al., 1996; Shen et al., 1998;
Vinatzer et al., 2001; Gedil et al., 2001; Wiame et al., 2000; Botella et al., 1997,
Aarts et al., 1998; Vicente & King, 2001). As regifes NBS e LRR sao as mais
utilizadas para desenho de oligonucleotideos. Em trigo, entretanto, o gene
Lrk10 foi isolado usando oligonucleotideos baseados em dominios de quinase
(Feuillet et al., 1997).

O nivel de similaridade entre as sequéncias amplificadas € bastante
variavel podendo ser de até 58%, em alface, chegando até a 89% em espécies

como batata. De maneira geral, sequéncias com mais de 50% de similaridade
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entre si ocorrem de maneira agrupada (cluster) no genoma. Além disso, a

homologia a sequéncias de outros genes de resisténcia € variavel,
independente da espécie analisada (Leister et al., 1996; Shen et al., 1998). Em
linhagens quase isogénicas de tomateiro foram obtidas mdultiplas coépias de
homodlogos aos genes que contém LRRs e NBS e aqueles que ndo contém
NBS. Sequéncias homologas amplificadas em linhagens de tomateiro contendo
0s genes Tm-1 e Tm-2 de resisténcia ao virus do mosaico do tomateiro (ToMV)
apresentaram homologia com os genes RPS2 e N, que possuem NBS e LRR, e
com os genes Cf2 e Cf9, que possuem somente LRR (Ohmori et al., 1998)

A maioria dos fragmentos homélogos esta geneticamente ligada a outros
genes de resisténcia previamente conhecidos. Duas familias de fragmentos
homologos co-segregaram com genes de resisténcia a mildio em alface, por
exemplo. Em vérios casos, estes fragmentos estdo ligados aos mais diversos
patdgenos, como acontece com os genes Grol e R7 de resisténcia a Globodera
rostocchiensis e a Phytophythora infestans, respectivamente, em batata. Em
outros casos, esses fragmentos sdo o0s préprios genes. Um dos genes
pertencente aclasse de genes candidatos denominada de RGC2B de alface, foi
recentemente implicado ma expressdo do gene Dm3 (Shen et al., 2002). Uma
mutagdo de ponto provocou alteracdo no codon de terminacdo na sequéncia de
seis mutantes do gene RGC2. Todos os mutantes foram suscetiveis a isolados
de Bremia lactucae de diferentes regifes. Plantas suscetiveis transformadas

com o gene RGC2 néao foram resistentes a isolados de B. lactucae que ndo
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eram portadores do gene Avr3, comprovando a especificidade da relagcdo entre

0 gene de resisténcia e 0 gene de aviruléncia.

A despeito da grande utilizacdo de homdlogos para identificacdo de
monogenes de resisténcia, estes também podem ser usados para o
mapeamento de genes pertencentes a sistemas poligénicos de resisténcia
guantitativa. Em batata, uma regido gendémica com 50 a 60% de efeito na
expressao do fendtipo de esisténcia ao virus do enrolamento da folha PLRV
(Potato leafroll virus) foi detectada por um homoélogo ao gene N de fumo. A
sequéncia do homélogo PLRV.1 foi utilizada para desenvolver um marcador do
tipo SCAR com vistas a sua utlizacdo em um programa de selecéo
(Marczewski et al., 2001).

Baseando-se na homologia de sequéncias conservadas entre 0s genes
L6, N, RPP5, RPM1, RPS2 e 12C-1, Collins et al. (1998) identificaram onze
classes de sequéncias em milho, as quais foram utilizadas como marcadores e
localizadas em um mapa genético. Os resultados mostraram que varias destas
sequéncias localizaram-se em regides contendo locos de resisténcia ja
conhecidos, como por exemplo o gene Ht de resisténcia a Exserohilum
turcicum, e alguns locos de resisténcia a ferrugens em Varios cromossomos.
Para verificar a ligacdo destas seqUéncias com genes de resisténcia a
ferrugens, familias segregantes para os genes rpl, rp3 e rp4 foram estudadas.
Para os locos rpl e rp3, néo foi observado nenhum recombinante entre os locos
e 0os RLGs, indicando que as sequéncias estdo muito proximas a estes genes

ou sao os proprios genes. Entretanto, para o loco rp4 foram observados
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individuos recombinantes, indicando que o RLG estd apenas ligado a este

gene. Varios outros genes de resisténcia, entretanto, ndo foram identificados,
como no caso dos genes ht2, htnl, hm2 e msvl, mostrando que o uso de
sequéncias homodlogas pode ser eficiente para a deteccdo de genes de
resisténcia mas pode falhar em alguns casos.

Em Brassica oleracea, Wroblewsky et al. (2000) descreveram um
homologo do RPS2. Este homodlogo apresentou 85% de identidade com
sequéncias de nucleotideos de A. thaliana e 86% de identidade entre
aminodcidos. Uma cépia do gene foi detectada também em B. oleracea e
nenhum intron como em A. thaliana. As mutacfes encontradas foram usadas
para estudar a evolucdo de espécies do género Brassica e permitiram a
separacdo entre as diferentes tribos, confirmando a separacdo taxondémica. O

maior nimero de substituicbes nucleotidicas foi observado entre tribos.



3 MATERIAL E METODOS

Fragmentos homologos a genes de resisténcia foram amplificados em
linhagens de Brassica oleracea e Zea mays e em populagdes desenvolvidas a
partir dos cruzamentos destas. As populacbes segregantes foram utilizadas
para andlise dos marcadores moleculares desenvolvidos a partir dos
fragmentos amplificados. A metodologia sera descrita separadamente para

cada espécie.

3.1 Clonagem e caracterizacdo genética de um fragmento homélogo ao

gene RPS2 em Brassica oleracea

3.1.1 Material vegetal e extragdo de DNA

A populacdo de Brassica oleracea € uma populagdo F, obtida do
cruzamento entre a linhagem Badger Inbred-16 e Lc201. A linhagem Badger
Inbred-16 é resistente a Xanthomonas campestris pv. campestris e LC201 é
uma linhagem de ciclo curto e suscetivel (Camargo et al., 1995; Malvas et al.,

1999).



17
Para extracdo de DNA das linhagens parentais e dos individuos

segregantes utilizou-se o protocolo de Hoisington et al. (1994).

3.1.2 Clonagem do homologo ao gene RPS2

3.1.2.1 Amplificagcao dos fragmentos

Dois oligonucleotideos foram sintetizados com base nas extremidades da
sequéncia do gene homodlogo ao gene RPS2 do ecotipo B117 de B. oleracea
gh:AF180357.1 (Wroblewski et al., 2000). O desenho dos oligonucleotideos foi
feito com programa Primer 3 (http://alces.med.umn.edu/bin/webprimers). Os
oligonucleotideos B1F °"GCAGGACATTAAGACTGATCTTAAGC-® e BIR °-
GCTGGCAAGTTTGGCTGGACCCTTTCC-?, foram utilizados para amplificacdo
com o0 seguinte protocolo: 1 m de DNA (150ng/m), 0,25 nM de cada
oligonucleotideo, 0,5 mM de dNTPs (Life Technologies, Rockeville, MD), 1x de
tampédo da enzima e 3 U de Taq DNA polimerase Pfu (Promega, Madison, WIL.).
O volume final foi de 50 m. A amplificacdo foi realizada em termociclador PTC
100 (MJ Research Inc., Watertown, MA). O programa de amplificacdo foi
composto por uma desnaturagéo inicial a 94°C por cinco minutos; seguida por
30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por um minuto, hibridizacdo a 65°C por dois
minutos e extensdo a 72°C por cinco minutos. Seguiu-se uma extensao final por

15 minutos a 72°C. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de

agarose 1%. Apos separacao dos fragmentos, o gel foi corado em uma solucéo
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de 0,5 pg/ml de brometo de etidio. O produto de amplificacéo foi visualizado por

exposicdo a luz ultravioleta e registrado por aparelho Image Master VDS
(Pharmacia Biotech, San Francisco, CA). Os fragmentos amplificados foram

denominados BF16/RPS2 e Lc201/RPS2.

3.1.2.2 Clonagem dos fragmentos BI-16/RPS2 e LC201/RPS2

Para sequenciamento das extremidades 5 e 3, os fragmentos B}
16/RPS2 e Lc201/RPS2 foram clonados em vetor pGEM. Para ligagcéo no vetor,
o fragmento foi adicionado de uma adenina nas extremidades 5'. Para tal,
adotou-se 0 seguinte protocolo: 5 nL do produto de PCR, 1x de tampé&o da
enzima, 1,25 mM de MgCk, 0,2 mM de dATP, 5 U de Taqg DNA Polimerase
(Promega, Madison, WI) e agua estéril para 20 niL. A reacéao foi incubada por 30
minutos a 70°C e 5 nL foram utilizados para a reacdo de ligacdo. A ligacao
consistiu de 5 m do produto de PCR, 50 ng de vetor pGEM T easy, tampéao de

ligagédo 1x e 3 U de T4 DNA ligase em um volume de reagé&o de 10 mi.

3.1.2.3 Construcdao da biblioteca “shotgun”

Para realizar o sequenciamento do fragmento de 2,5 Kb foi necessaria a
construcdo de uma sub-biblioteca de fragmentos de aproximadamente 800
pares de bases por meio da sonicacdo dos fragmentos, numa abordagem

semelhante ao seqlienciamento aleatorio denominada ‘shotgun” (Green, 1997).
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Os produtos de PCR (item 3.1.2.1) foram sonicados em aparelho

Ultrasonic Homogenizer (Cole Parmer) por 30 segundos a 75% de intensidade
sem interrupgao. Para o reparo das extremidades dos fragmentos, foi utilizado o
seguinte protocolo: 20 m do DNA sonicado, 25 nM de dNTPs, 5 nl de tampéo da
enzima 1x, 2,5 U da enzima T4 DNA Polimerase (Promega Corp., Madison, Wi)
e agua para completar volume final de 50 m. A reacado foi incubada por 45
minutos em estufa a 37°C. A segquir, foi adicionado 1 nml de enzima Klenow e a
reacao foi mantida em temperatura ambiente por 15 minutos.

Para obtencdo de fragmentos de 500 a 800 pares de base, estes foram
eluidos de gel de agarose com o kit Sephaglas Band prep (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Toda a amostra foi utilizada para
eletroforese em gel de agarose 1% com tampdo TBE 1x. Pedacos de 250 mg
de gel de agarose foram cortados na regido dos pesos moleculares desejados e
adicionados a tubos contendo 250 mi de solugéo solubilizadora de gel do kit e 5
M de acido acético glacial. Estas amostras foram incubadas em banho-maria
por 10 minutos a 60°C e a seguir adicionadas de 5 ni de suspenséao de silica
(Sephaglas BP), sob leve agitagcdo por cinco minutos. Ao final, as amostras
foram centrifugadas por 30 segundos. O sobrenadante foi transferido para
novos tubos e novamente centrifugado. Adicionou-se 80 nmi da solucdo de
lavagem do kit contendo etanol por duas vezes consecutivas, seguidas de
centrifugacéao. O precipitado foi seco a temperatura ambiente por 30 segundos

e ressuspendido em 20 m de &gua ultrapura estéril durante cinco minutos.
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Amostras foram centrifugadas por um minuto e o sobrenadante utilizado para

clonagem no vetor pucl8.

Para ligagao, utilizou-se 6 m de DNA sonicado conforme descrito acima,
50 ng de vetor pUC18 Smal/Bap, 2 nm de tampé&o de ligagédo, 10 mM de DTT,
5,5 U da enzima T4 DNA ligase (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ) e agua estéril para completar um volume final de 20 m. A reacdo foi
incubada a 15°C por um periodo de 12 horas. As amostras foram armazenadas

a -20°C para posterior transformacéao.

3.1.2.4 Transformacédo de células competentes de Escherichia coli com os
fragmentos

A metodologia de transformagcdo de fragmentos inteiros e fragmentos
sonicados foi a mesma. Um volume de 10 m do produto da ligacdo foi
adicionado a 100 m de células competentes da cepa DH5a preparadas
conforme Hanahan (1983), descongeladas em gelo por cinco minutos. Os tubos
foram mantidos em gelo por 20 minutos e, a seguir, as células foram
submetidas a um choque térmico a 42°C por 90 segundos e transferidas
imediatamente para o gelo, onde foram mantidas por dois minutos. Em seguida,
900 m de meio SOC (1% de triptona; 0,5% de extrato de levedura; 8,5 mM de
NaCl; 2,5 mM de KCI; 0,01 mM de MgChk; 0,02 mM de glicose, agua
g.S.p.1000mL) foram adicionados & células transformadas que foram entédo

incubadas a 37°C por uma hora. As células foram centrifugadas rapidamente e



21
600 mM do sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido e

plagueado em meio LB (1% de triptona; 0,5% de extrato de levedura; 0,25% de
NaCl; 4% de agar) contendo 01 mM de IPTG (isopropila-D-
tiogalactopiranosida), 40 ng/mL de X-gal (5-bromo-4cloro-3-indolil-4-D-
galactopiranosida) e 10 pg/ml de ampicilina. As placas de petri foram incubadas
a 37°C por 13 horas. Apos esse periodo, as colonias recombinantes foram
coletadas sob condicbes estéreis e inoculadas em 1 ml de meio Circle Grow
(Bio 101 Inc., Carlsbad, CA) contendo 100 ng de ampicilina por ml de meio.

A extracdo dos plasmideos para posterior seqienciamento de seus
insertos foi realizada em placas de crescimento de 96 amostras (Masterblock,
Greiner Lab., Frickenhausen, AL.) pelo método da lise alcalina (Sambrook et al.,

1989)

3.1.3 Sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada com aproximadamente 200 ng
de DNA plasmidial, 2 mi de mix do kit DYEnamic ™ ET terminator cycle
sequencing premix (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ), 3,2
nM de oligonucleotideo M13F ou M13R e 4gua para completar volume de 10 ni.
As condicbes de amplificacdo foram as seguintes: 30 ciclos de desnaturacédo a
95°C por 20 segundos, hibridizagédo a 50°C por 15 segundos e extenséo a 60°C
por um minuto. As reagbes foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ

Research Inc., Watertown, MA).
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A precipitacdo dos dNTPs né&o incorporados foi realizada em placas de

acordo com o protocolo do fabricante. O sequenciamento foi realizado por
eletroforese em gel de poliacrilamida 4% em aparelho ABI Prism 377 DNA

Sequencer ™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) a 1680 volts a 50°C,

por dez horas, de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.

3.1.4 Andlise de polimorfismo e desenvolvimento de marcador CAPs

Para andlise de polimorfismo de comprimento entre os alelos B}
16/RPS2 e Lc201/RPS2, as sequéncias foram primeiramente analisadas com
auxilio do programa Sequencher 3.0 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Ml)
para identificar sitios de restricdo. Os fragmentos BF16/RPS2 e Lc201/RPS2
obtidos por PCR dos individuos parentais e F, foram entdo digeridos com as
enzimas sugeridas pelo programa e com algumas enzimas que hao
apresentavam sus sitios de clivagem na sequéncia para verificar a presenca
de erros nas sequéncias. As seguintes enzimas foram utilizadas: Not I, Pme |,
Pvu |, Xho |, Pst I, EcoR |, EcoR V, Xba |, Hpa I, BamH |, Taq |, Hind i, Alu I,
Swa |. As reacgdes contendo 1x do tampé&o da enzima, 10 U da enzima de
restricdo e 8 pl do produto de PCR foram incubadas por 6h a 37°C. Os
fragmentos digeridos foram visualizados em gel de agarose 0,8%. Fragmentos
com tamanhos muito proximos foram separados por eletroforese em gel de

agarose 2% durante 15 horas.
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A digestdo com a enzima Xba | (Invitrogen Corp., Carlsbard, CA) revelou

polimorfismo de comprimento entre os fragmentos BF16/RPS2 e Lc201/RPS2.
Este polimorfismo obtido pela clivagem de fragmentos amplificados por PCR,
“CAPs” (cleaved amplified polimorphisms) foi usado como marcador molecular

em individuos da populacéo F, conforme descrito a seguir.

3.1.5 Andlise da segregacdo entre marcador e gene de resisténcia a

Xanthomonas campestris pv. campestris

A andlise empregada para verificar a presenca de ligagdo entre o
genotipo obtido pelo padrdo de restricdo com a enzima Xba | e genes que
controlam a resisténcia a Xanthomonas campestris pv. campestris avaliados
pela area foliar lesionada em cm? (AFL) foi feita por meio de andlise de
variancia. O gendtipo no loco marcador foi considerado variavel independente e
a AFL como variavel dependente. Se houver diferenca significativa, a
interpretacdo € de que existe ligacdo entre o marcador e gene que controla a
caracteristica avaliada. As analises foram feitas pelo programa Statistica versao

5.0 (StatSoft, EUA).

3.1.6 Expressédo do homadlogo BI-16/RPS2 em Brassica oleracea

3.1.6.1 Amplificagéo por RT-PCR
Plantas da linhagem resistente BFl6 e suscetivel Lc201, foram

inoculadas com isolado PHW 1205 de X. c. pv. campestris aos 15 dias ap06s
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germinacdo por meio de corte na extremidade da folha conforme Malvas et al.

(1999).
Para extracdo do RNA mensageiro, a coleta do tecido foi realizada 24,
48, 72, 96 e 120 horas apos a inoculagéo. Tecido foliar foi coletado e congelado
em N liquido. O tecido foliar foi mantido em freezer —80°C até a extracao do
RNA mensageiro. O RNA mensageiro foi extraido seguindo protocolo do
Oligotex Direct mRNA midi kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). A
concentracdo de RNA mensageiro foi estimada por espectrofotdmetro
(Ultrospec 3100 pro, Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, UK).
O DNA complementar (DNAC) foi sintetizado com aproximadamente 3 ng de
RNAm. Inicialmente, 0 RNA foi incubado com 0,1 nM de Oligo dT a 70°C por 10

minutos. Em seguida os tubos foram mantidos em gelo por cinco minutos. As
amostras receberam 1x de tampdo da enzima, 0,1 nM de DTT, 0,5 mM de
dNTPs e 5 U da enzima RT/Platinum do kit Superscript One Step RT-PCR com
Platinum Taq (Life Technologies Inc. Galthersburg). A sintese da primeira fita
ocorreu a 45°C por 50 minutos. Apés a reacdo a enzima RT/Platinum foi
inativada por incubacao a 70°C por 15 minutos.

Iniciadores especificos desenhados entre as bases 425 e 950 da
sequéncia nucleotidica do fragmento BF16/RPS2 foram utilizados para
amplificar um fragmento de 500 pares de bases. Os oligonucleotideos
escolhidos  foram  °-CCGCATTTAGTGACTATGG-®>  (direto) e  °-

GCAGAGCATTAACAACGA-3’ (reverso).
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As reacoes de amplificacéo foram feitas com 10 ni da amostra do DNAc,

1 m de tampéo de PCR, 2 mM de MgCl, 0,2 mM de dNTP, 0,25 i M de cada
oligonucleotideo e 1,25 U da enzima Tag DNA polimerase (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). O programa de amplificacdo foi composto
por um ciclo de dois minutos a 93°C; 35 ciclos de 45 segundos a 93°C, 45
segundos a 51°C e um minuto a 72°C; e uma extenséo final a 72°C por dez
minutos. Os produtos da reacao foram separados em gel de agarose 1%
(Promega Inc., Madison, WI) em TBE 0,5x. O gel foi corado em uma solucdo
0,5 i g/ml de brometo de etidio e o produto de amplificacdo visualizado por luz
ultravioleta. Para detectar presenca de DNA nas amostras, aliquotas de RNA

foram usadas na reagao de PCR como controle negativo.

3.1.6.2 Clonagem do fragmento homologo obtido a partir de DNAc de BI-16

Para confirmagdo da expressdo do homologo, o fragmento obtido a
partir de DNAc da linhagem Lc201 foi sequienciado. As reacfes de ligacdo com
o kit pGEM-T Easy Vector Systems (Promega, Madison, WI) e transformacédo

foram feitas conforme descrito nos itens 3.1.2.2 e 3.1.2.4, respectivamente.

3.1.6.3 Northern Blot

Na andlise de Northen blot, amostras de RNA foram submetidas a
eletroforese conforme protocolo de Sambrook et al. (1989). Para marcacéo da
sonda, foi utilizado o fragmento interno previamente amplificado na linhagem BF

16 (item 3.1.6.2). A marcagao da sonda foi realizada com o kit PCR Dig Probe
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Synthesis (Roche Diagnostics, Mannhein, Germany). Os iniciadores especificos

(tem 3.1.6.1) foram utilizados para amplificar o fragmento de 320 pares de
bases a partir de 100ng de DNA plasmidial. Os demais reagentes foram
utilizados conforme indicagéo do kit.

Para amplificacdo foram utilizadas as seguintes condi¢des: um ciclo de
dois minutos a 95°C, 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e
um ciclo de 40 segundos a 72°C, e uma extenséo final a 72°C por sete minutos.
Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose 1% (Promega Inc.,
Madison, WI) em TBE 0,5X.

Para controle positivo da hibridizagdo foi utiizado um fragmento
amplificado com oligonucleotideos baseados no gene da b-actina de B.
oleracea. O produto de PCR foi diluido para as concentracdes de 10 ng, 1 ng,
100 pg e 1 pg de DNA, desnaturado e fixado em membrana de naylon. Este
mesmo fragmento foi utilizado como sonda para controle da hibridizacdo. A
transferéncia para membrana seguiu protocolo de Sambrook et al. (1989). A
hibridizacao foi feita de acordo com o kit Dig Easy Hybe e a detec¢éo de acordo
com o kit Dig Labeling and Detection (Roche Diagnostics, Mannhein,

Germany).



27

3.2 Clonagem e caracterizacdo genética de fragmentos homodlogos a

genes deresisténcia em Zea mays

3.2.1 Material vegetal

Para realizagdo do trabalho com Zea mays, foram utilizadas seis
linhagens (AG41, AG45, DAS4, DAS6, DAS21, DAS95) e quatro hibridos (AG41
x AG45, DAS4 x DAS6, DAS21 x DAS6, DAS95 x DAS21). As linhagens AG41
e AG45 sao resistente e suscetivel, respectivamente, a Exserohilum turcicum.
As linhagens DAS4 e DAS6, sao resistente e suscetivel, respectivamente, a
Colletotrichum graminicola causador da antracnose foliar. As linhagens DAS21
e DAS6 sao resistente e suscetivel, respectivamente, a Colletotrichum
graminicola causador da podriddo de colmo em milho. As linhagens DAS95 e
DAS21, sdo resistente e suscetivel, respectivamente, a Phaeosphaeria maydis

causador da mancha de phaeosphaeria.

3.2.2 Clonagem de homologos a genes de resisténcia em Zea mays

3.2.2.1 Amplificacéo dos fragmentos homologos a genes de resisténcia

A extracdo de DNA vegetal foi feita conforme descrito no item 3.1.2

Para amplificacdo de fragmentos homologos em Zea mays,
oligonucleotideos especificos nos sentidos direto e reverso foram sintetizados

com base nas seqiéncias denominadas Pic17 e Picl8 disponiveis no GenBank
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sob numeros @i|3982625 e @i|3982627, respectivamente. Com o auxilio do

programa PRIMER 3 (http://www.genome.wi.mit.edu//cgi-bin/primer/primer3.cqi)

foram escolhidos 0Ss seguintes oligonucleotideos: Picl7F >
GCTCCTGGATGACGTAAGGA-*,  Picl7TR  *"AGCGGGAGACCTCCACA-?,
Pic18F >"GGATGACGTCTGGAATAGGG-® e Pic18R >
GCAAAACATTGCTTCATGTCA-®,

As reacOes de amplificacdo ocorreram com 5 nm de tampéo da
enzima, 2 mM de MgChk, 0,1 mM de dNTP, 1 U de Taq DNA Polimerase
(Promega, Madison, WI) e 0,25 mM de cada oligonucleotideo. O volume final da
reacdo foi de 50 ni. As condi¢cdes de amplificacdo com o oligonucleotideo
Picl7 foram as seguintes: 93°C por dois minutos, seguidos de 35 ciclos de
93°C por 45 segundos, 51°C por 45 segundos, 72°C por um minuto e um ciclo
de extensdo final por 10 minutos a 72°C. Para amplificacdo com o

oligonucleotideo Pic18, foi utilizada temperatura de hibridizacao de 58°C.

3.2.2.2 Amplificacédo de fragmentos homélogos a ESTs

Para obtencédo dos oligonucleotideos baseados em ESTs, foram feitas
buscas no banco “maize dBase” (www.agron.missouri.edu/ests) com as
palavras “pathogen” e “disease resistance”. As sequéncias foram analisadas e
classificadas quanto a similaridade por meio do algoritmo BLAST (Altschul et

al., 1997).
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As sequéncias dos ESTs foram alinhadas pelo programa Sequencher 3.0

(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Mi). A sequéncia consenso daquelas que
agruparam entre si utilizando os parametros 85% de similaridade e 20 bases de
sobreposicéo foi utilizada para construcdo de oligonucleotideos pelo programa
Primer 3  (www-genome.wi.mit.Edu/cgi-bin/primer).  Foram  construidos
oligonucleotideos para as classes representativas dos ESTs: PR4, LRR,
quitinases, resisténcia a Fusarium, Cf2 e Cf5, PR1 e “putative disease
resistance”.

Para amplificacdo, inicialmente foram testadas diferentes temperaturas
de anelamento para cada conjunto de iniciadores. As condicfes basicas de
amplificacdo foram as seguintes: 93°C por dois minutos, seguidos de 35 ciclos
de 93°C por 45 segundos, temperatura de anelamento variavel entre 51 e 59°C
por 45 segundos, 72°C por um minuto e um ciclo de extensédo final por 10
minutos a 72°C. A reacao foi a seguinte: 5 m de tampéo da enzima, 2 mM de
MgCl,, 0,1 mM de dNTP, 1,5 U de Taq DNA Polimerase (Promega, Madison,
WI) e 0,25 nM de cada oligonucleotideo. O volume final da reacéo foi de 50 ni..

Os fragmentos foram resolvidos em gel de agarose 1%.

3.2.4 Analise de polimorfismo
Os produtos de PCR obtidos da amplificagdo de DNA dos individuos
parentais e hibridos foram digeridos com as enzimas de restricdo Xba |

(Invitrogen, Rockeville, MD), EcoR I, EcoR V, Pst |, Pvu I, Xho I, Hind Ill, BamH
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I (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) e Alu | (Promega

Incorporation, Madison, WI). As reacdes contendo 2m de tampé&o da enzima, 10
U da enzima de restricdo e 8 m do produto de PCR foram incubadas por 8

horas a 37°C. Os fragmentos foram visualizados em gel de agarose 2% com

tampéao TBE 1x.



4 RESULTADOS

4.1 Clonagem e caracterizacao genética de um fragmento homalogo ao
gene RPS2 em Brassica oleracea

4.1.1 Clonagem do homologo ao gene RPS2
4.1.1.1 Amplificagc&o dos fragmentos BI-16/RPS2 e Lc201/RPS2

Os oligonucleotideos baseados no gene RPS2 amplificaram um
fragmento de aproximadamente 2.500 pares de bases na linhagem parental
resistente a Xanthomonas campestris pv. campestris, Badger Inbred-16 e na
linhagem suscetivel, Lc201. Estes fragmentos foram denominados de BF

16/RPS2 e Lc201/RPS2, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 — Fragmentos de 2,5 Kb amplificados com os oligonucleotideos B1F e
B1R nas linhagens BF16 e Lc201. 1: marcador de peso molecular
1Kb Ladder (Promega, Madison, WI); 2: linhagem BF16; 3: linhagem

Lc201.

4.1.1.2 Sequenciamento dos fragmentos BI-16/RPS2 e Lc201/RPS2

Os fragmentos amplificados nas linhagens resistente e suscetivel foram
sequenciados e analisados. As sequéncias “shotgun” do fragmento BF16/RPS2
foram alinhadas pelo programa Sequencher 3.0 e geraram uma seqUéncia
consenso de 2506 pares de bases. Também foram alinhadas duas seqiéncias
obtidas pelo sequenciamento das extremidades 5 e 3 do fragmento B}
16/RPS2. Estas sequéncias identificaram os oligonucleotideos anverso e
reverso nas extremidades. De maneira similar, as sequéncias do fragmento

Lc201/RPS2 geraram uma sequéncia consenso de 2522 pares de bases. A
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comparagao entre as sequéncias de ambos os fragmentos revelou similaridade

de 95 % e a presenca de 112 substituicbes de nucleotideos, que corresponde a
aproximadamente 4,4%, e a presenca de 12 insercdes ou delecdes, que
correspondem a 0,7 % de nucleotideos (Figura 2). No alinhamento estéo
demonstrados os sitios de restricio da enzima Xba |. E possivel observar que
os sitios de restricdo ocorreram dentro das regifes identificadas como os
dominios conservados NBS e LRR.

A andlise das sequéncias consenso de ambos os fragmentos por meio
do algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997)
revelou alta similaridade com mais de 40 sequéncias do gene RPS2 de
diferentes espécies do género Brassica, bem como de varios ecotipos de
Arabidopsis thaliana e outras espécies (Tabela 1). A seqiéncia de Lc201/RPS2
revelou homologia com outras sequiéncias além daquelas descritas na tabela 1.
Entre elas, com o gene RPS2 de Brassica napus cultivar Drakkar (AF181727)
(96% de homologia, Valor E 0,0) e com o gene homdlogo ao RPS2 de um
cultivar “rapid cycling” de B. oleracea (AF181729) (96% de homologia, valor E

0,0).



Tabela 1. Porcentagem de homologia, dados pela razdo entre nucleotideos idénticos e
namero total de nucleotideos e nivel de significancia (valor-E) para as
comparacdes entre as seqléncias BI-16/RPS2 e Lc201/RPS2 e seqléncias

depositadas no banco de dados do NCBI.

Seqliéncias % Homologia Valor E
RPS2 de Brassica montana (AF 180358) 08 0.0
RPS2 de B. oleracea do ecotipo B117 (AF180357) 08 0.0
RPS2 do ecotipo B265 ABI1, N-myristoyl transferase e 08 0.0

proteina CKla de B. oleracea (AF180355)

RPS2 de B. rapa (AF180359) 95 0.0
RPS2 de B. nigra (AF180360) 92 0.0
RPS2 de Erucastrum laevigatum (AF180361) 91 0.0
RPS2 do ecotipo Kas-1 de Arabidopsis thaliana 88 0.0

(AF487814.1)

RPS2de A. lyrata (AF487796.1) 86 0.0
RPS2 do ecotipo Pog-0 de A. thaliana (AF487817.1) 88 0.0

RPS2 do ecotipo Ct-1 de A. thaliana (AF487816.1) 88 0.0
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Na regido da extremidade 5 do motivo rico em leucina (LRR), a

sequéncia nucleotidica BF16/RPS2 apresentou 100% de identidade com o gene
homologo ao RPS2 descrito no ecotipo B117 de B. oleracea e 88,5% de
identidade com o RPS2 de A. thaliana. Nesta mesma regido, a identidade entre

0 RPS2 de B117 e de A. thaliana foi de 88% (Wroblewski et al., 2000).
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AAGCCATCAGT CATCTCGAAACAGCCACAGGT CAACT GAAGGCCATACGTCACGACCTGA 60
AAGCCATCAGT GATCT CGAAACAGCCACAGGT GAACT GAAGGCCATACGTGACGACCTGA 60

ATCTACGCATCCAACGAGACAATATAGAGGGT CGAAGCT GCACAAACCGT GCCAGAGAGT 120
ATCGACGCAT CCAACGAGACAAT CGAGAGGGT CGAAGCT GCACAAACCGT GCCAGAGAGT 120

GGCTCAGT GCGGT GCAAGCAGCAGAGGT AAGAACAGAATCAATTCTAGCGAGGTTTATGC 180
GGCTCAGT GCGGT GCAAGCAGCAGAGGT AAGAACAGAATGAATTCGAGCAAGGTTTATGC 180

GT CGGGAACAGAGGAAGAT GATGCAGAGGAGATGCCTTCGTTGCTTAGGT TGTGCTTCAT 240
GT CGGGAACAGAAGAAGAT GAT GCAGAGGAGATGCCTTAGT TGCTGAGGT TGTGCTGAAT 240

ACAAACT GAGCAAGAAGG- TTTTGGGGT CACTGAAGAGTATCAATCAGCTGA- GACAAC- 297
ACAAACT GAGCAAGAAGGGT TTTGGGGT CACT GAAGAGT AT GAATGAGCTGAAGACAACC 300

GCTCTTTA- GATATACAAACAGAT GGCGGGT TGATTCAAGAGACT TGTACGAAGATACCT 356
GCTCTTGAAGATATACAAACAGAT GGCGGGT TGATTGAAGAGACT TGTACGAAGATACCT 360

ACCAATCTCTCGATTGGGATTACAACAATTCTAGAACAGGT GTGGGAACTTTTCAGT CAA 416
ACCAAGT CCGT GGT TGGGATTACA- ICAATTGTAGAACAGGT G- GGGAACTTCTGAGTGAA 418

GAAGAAGAAAGAGGAATCATTGGT GTTTAT GGACCT GGCGGGGT TGGGAAGACAACGTTA 476
GAAGAAGAAAGAGGAATCGT TGGTGTTTAT GGACCT GGCGGGGT TGGGAAGACAACGTTA 478

ATGCAGAGCATTCACAACGAGCT GATCACAAAAGGT CATCAGTACGATGTACTGATATGG 536
ATGCAGAGCAT GAACAACGAGCT GATGACAAAAGGT CATCAGTACGATGTACTGATATGG 538

GTTACAATGT CCCGT CAATTCGGAGAGT GTACAATTCAACAAGCT GTTGGAGCGCGGT TG 596
GTTGCAATGT CCCGT GAATTCGGAGAGT GTACAATTCAGCGAGCT GT TGGAGCGCGGT TG 598

GGTTTATCTTGGGAT CAGAAGGAGACAGGGGAAGGT CGAGCTTTCAGGATATACAGAGCT 656
GGTTTATCTTGGGAT GAGAAGGAGACAGGGGAAGGTAGAGCT TTGAGGATATACAGAGCT 658

TTGAAACAGAGACGGTTCTTGTTGTTGCTTTATCATGT CTGGGAAGAGATAGACTTTCAG 716
TTGAAACAGAGACGGTTCTTGTTGTTGCTTGATGATGT CTGGAAAGAGATAGACTTTGAG 718

AAAACCGGT GTTCCTCGACCT CACAGGGAAAACAAAT GCAAGATAATGT TCACAACACG 775
AAAACCGGT GT TCCTCGACCT GACAGGGAAAACAAAT GCAAGATAATGT TGACAACACGG 778

- TGTCTA- GACATTATGCAGCAACATTGGTGTAGAAT GCAAGCTGAGAGTGGAGTTTCTG 833
TCGICTCTGGCATTATGCAGCAACATTGGTGTAGAAT GCAAGCTGAGAGTGGAGTTTCTG 838

GAGAAGCAACACGCGT GGGAGCTCTTCTGT GGTAAAGT TGGGAGAAGAGACCTCTTGGAG 893
GAGAAGCAACACGCGT GGGAGCTCTTCTGT GGTAAAGT TGGGAGAAGAGGCCTCTTGGAG 898

TCACCGT TGATTCGCCGGCACGCT GAGAACATAGT CACTAAATGCGGTGGATTGCCACTA 953

TCGCCGATCCTAAAGGGT CGGGGT GATGGCATAGT CGCGAAATGCGGTGGATTGCCACTA 958

GCGTTGATCACTTTAGGAGGAGCCATGGCT CACAGAGAGACT GAAGAGGAGT GGATTCAC 1013
GCGTTGATGACT TTAGGAGGAGCCAT GGCT CACAGAGAGACT GAAGAGGAGT GGATTCAC 1018

- GCCAATGAAGT TCTGAATAGATTTCCAGCAGAGATGAAGGGTATGGACTATGTATTTAC 1072
TGCCAATGAAGT TCTGAATAGGT TTCCAGCAGAGAT GAAGGGTATGGACTATGTATTTGC 1078

CCTTTTAAAATTCAGCTACGACAACCTCGAGAG- - - - CGATCTGCTTCGAACTTGITTCT 1128
CCTTTGAAAATTCAGT TACGACAACCT CGAGAGAGAGCGATCCCCTTCGAACTTGITTCT 1138

TGTACTGCGCTTTATTCCCAGAAGATCACTCTATTGAGATCGAACAGCTTGTTGAGTACT 1188
TGTACTGCGCTTTATTCCCAGAAAATCACTCTATTGAGATCGAACAGCTTGT TGAGTACT 1198

GGGTCGGAGAAGGGT TTCTGAT CAGCT CCCATGGCGT TAACACTATATACCAGGGATATT 1248
GGGTCGGAGAGGGGT TTCTGAT CAGCT CCCATGGCGT TAACACTATATACCAGGGATATT 1258

TTCTGGT TGGAGAT CTTAAAGCGGCGT GT TTGT TGGAAACCGGAGAT GAGAAGACSCAGS 1308
TTCTGGT TGGAGATCTTAAAGCGGCGT GT TTGT TGGAAACCGGAGAT GAGAAGACCAGG 1318

TGAAGATGCATAATGT CGT TAGAAGCT TTGCACT GT GGATGGCATCTGAACAGGGGACTT 1368
TGAAGATGCATAATGT CGT TAGAAGCT TTGCACT GT GGATGGCATCTGAACAGGEGGACTG 1378
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ATAAGGAGCTGATCCTAGT AGAGCCAAGCATGGGACT TACT GGAGCTCCCAAAACAGAAA 1428
ATAAGGAGCT GATCCTAGTAGAGCCAAGCAT GGGACT TACT GAAGCTCCCAAAACAGAAA 1438

GATGGCGACATACGT TGGTGATTTCGT TGT TGGATAACAGACT CCAGATGT TGCCTGAAA 1488
GATGGCGACATACGT TGGTGATTTCGI TGT TGGATAACAGACT CCAGATGT TGCCTGAAA 1498

ATCCCATATGCCCGAATCTGACAACATTGCTGCTCCAGCAGAACAGCTCTTTGAAGMNGA 1548
ATCCCATATGCCCGAATCT GACAACATTGCT GCTCCAGCGGAACAGCTCTTTGAAGMACGA 1558

TTCCAGCAAACTTTTTCATGTATATGCCTGT TCTCAGGGTCCTTGACTTGTCCTTCACAA 1608
TTCCAACAAACTTTTTCATGTATATGCCTGITCTCAGGGTCCTTGACTTGTCCTTCACAA 1618

GTATCACTGAGATCCCACTGTCTATTAAGTATTTGGT GGAGT TGTATCATCTACGCTCTGI 1668
GTATCACTGAGATCCCACTGTCTATTAAGTATTTGGT GCGAGT TGTATCGTCTACCTCTGT 1678

CGGGAACAAAGATAAGT GT GCTGCCTCAAGAGCT TAGGAATCTTAGAAT GCT GAACCATC 1728
CGGGAACAAAGATAAGT GT GCT GCCTCGAGAGCTTGGGAATCTTAGAATGCT CAAGCATC 1738

TAGACCTACAAAGAACGCAGT TTCTCCAGACAAT CCCACGAGATGCCATATGITGECTAA 1788
TAGACCTACAAAGAACGCAGT TTCTCCAGACAAT CTCACGAGATGCCATATGITGGCTAA 1798

GCAAGCTCGAGG- - - TTCTGAACCTATACTACAGT TACGCTGGT TGGGAACT GCAGACCT 1845
GCAAGCT CGGGGAAT CTATAGGGT CGT GCAACAGT GACGCT GGT TGGGAACT GCAGAGG 1858

ATGGAGAAGAT GAAGAAGAAGA- ACTTGGATTTGCCGACCT GGAACACTTAGAAAACCTC 1904
AT GGAGAAAAT GAAGAAGAAGACACT TGGATTTGCCGACTTGGAACACT TAGAAAACCTG 1918

ACCACACTCGGTATCACTGTTCTCTCACT GGAGAGCCTGAAAACACTCTACGAGITTGAC 1964
ACCACACTCGGTATGACTGTTCTCTCACT GGAGAGCCT GAAAACACTCTACGAGI TTGAC 1978

GTCTTGCATAAATGTATACAGCATCTGCACGT TGAAGAAT GCAATGGTCTCCCCCACTTC 2024
GCCTTGCATAAATGTATACAGCAT CTGCATGT TGAAGAATGCAATGGT CTCCCCCACTTC 2038

GATCTCTCATCACTCTCAAACCACGGT GGGAACAT AAGAAGTICTAGACATTAAAAGITGC 2084
GATCTCTCATCACTCTCAAACCACGGT GGGAACTTAAGAAGIICTAGACATTAAAAGITGC 2098

AATGACTTGGAGTACCTGATCACACCTACAGATGTTGATTGGCTTCCAAGTCTAGAGGIT 2144
CATGACTTGGAGTACCT GGT GACACCCACAGATGT TGATTGGCTTCCCAGTCTAGAGSTT 2158

CTGACGGTACACAGCCTCCACAAGT TAAGCAGAGT GT GGGGAAATTCTGTAAGCCAAGAG 2204
CTGACGGT ACACAGCCT CCACAAGT TAAGCAGAGT GT GGGGAAAT TCTGT AAGCCAAGAG 2218

AGTCTGCGGAACAT CCGT TGCATCAACATTTCACACT GCCNCAAGCITCTAGAACGTCTCA 2264
AGT CTGCGGAACAT CCGTTGCATGAACATTTCACACT GCCACAAGCT CTAGAACGTCTCA 2278

TGGGCTCAGCAACT CCCAAAGCTAGAGACGATTGACCT GTTCGACT GCAGAGAGCTAGAG 2324
TGGGCT CAGCAACT CCCAAAGCTAGAGACGATTGACCT GTTCGACT GCAGAGAGCTAGAG 2338

GAACTGATTAGT GATCTAGAGAGT CCATCCATTGAAGATCTAGTATTGT TCCCAGXCTG 2384
GAACT GATGAGT GACCAT GAGAGT CCATCCATTGAAGATCTAGTATTGI TCCCAGECTG 2398

AAGACTTTGTCAATTAGGGAT CTACCAGAACTAAGCAGCATCCTTCCATCTCGA CT 2444
AAGACTTTGTCAATTAGGGAT CTACCAGAACTAAGCAGCATCCTTCCATCTCGA CT 2458

TTCCAGAAACTAGAAACTTTAGT CATCATAAATTGCCCCAAAGT GAAGAAACTGCCATTT 2504
TTCCAGAAACTAGAAACTTTAGT GATGATAAATTGCCCCAAAGT GAAGAAACTGCCATTT 2518

CA 2506
CA 2520

Figura 2 — Alinhamento entre as sequéncias BI-16/RPS2 e Lc201/RPS2. Regides em

caixas sdo sitios de Xbal. Regides sublinhadas em preto correspondem ao

dominio NBS e em vermelho ao LRR.
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As fases de leitura foram preditas por meio do programa ORFinder do

National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nim.nih.gov). Na
sequéncia de BI16/RPS2 foi identificada uma fase de leitura situada entre os
nucleotideos 177 e 2506, com uma possivel alteragdo no quadro de leitura
(frameshift) no nucleotideo 782. Com base na sequéncia de Lc201/RPS2, o
programa identificou trés possiveis fases de leitura. A primeira situada entre os
nucleotideos 473 e 1357, a segunda entre os nucleotideos 1730 e 2520 e a
terceira entre 1069 e 2520 com um possivel “frameshift” no nucleotideo 909. A
sequéncia de aminoacidos foi analisada quanto a similaridades por meio dos
programas BLASTX e TBLASTX. As sequéncias revelaram identidade de
sequéncia média de 80% com 100 sequéncias de proteinas relacionadas a
genes de resisténcia a doencas de plantas depositadas no banco de dados do
NCBI (RPS2 de B. oleracea, AAF19803.1; RPS2 de A. thaliana, AF 487814.1;
NBS-LRR de A. thaliana, AF506028.19; RPR1 de Oryza sativa, BAA75812.1;
complexo 12C-2, TO6404). O alinhamento entre a seqiéncia de aminoacidos do
fragmento BIF16/RPS2 e Lc201/RPS2 e do RPS2 de A. thaliana e de B.
oleracea revelou regides de alta homologia (Figura 3). Dentro da regido NBS
compreendida entre os aminoécidos 182 e 335 foram detectados 23
substituicdes de nucleotideos (15%) e duas inser¢des (1,3%) entre a sequéncia
de BI16/RPS2 e RPS2 de A. thaliana. Para a regido LRR, entre os
aminoacidos 505 e 867 do RPS2 de A. thaliana, foram detectadas 44 mutacdes

(12,1%) e 2 insercdes (0,5%).
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A seqiéncia de nucleotideos foi analisada quanto a presenca de

dominios funcionais usando o programa PROSITE (Hoffmann et al., 1999)
disponivel na internet no site http://bo.expasy.org/prosite. A proteina derivada do
fragmento BF16/RPS2 possui um sitio de Nmiristoilagdo e um grande numero
dos aminoéacidos alanina, cisteina, glicina e treonina tipicos de proteinas com
funcdo de adicdo do carboidrato miristato a porcdo N-terminal da proteina
durante sua conformacdo. Proteinas miristoiladas freqientemente, mas nao

sempre, estao associadas amembrana (Lewin, 2000).
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Figura 3 - Alinhamento entre sequiéncias de aminoacidos dos fragmentos Bl
16/RPS2, Lc201/RPS2, RPS2 de B117 (AF180357) e RPS2 de A.
thaliana (ATU14158). Sublinhado em vermelho indica regido NBS do
gene RPS2. Sublinhado em preto indica regido LRR.

4.1.2 Analise de polimorfismo e segregacédo dos fragmentos BI-16/RPS2 e
Lc201/RPS2

Para analise de polimorfismo de comprimento entre os alelos dos dois
parentais, as sequéncias foram primeiramente digeridas eletronicamente. As
enzimas sugeridas foram testadas nos fragmentos BF16/RPS2 e Lc201/RPS2 e
no fragmento amplificado de um individuo F. Aquela que revelou polimorfismo
foi utilizada como marcador em uma populacdo F, segregante para resisténcia
a Xanthomonas campestris pv. campestris, previamente avaliada para
resisténcia a este patégeno (Camargo et al., 1995; Malvas et al., 1999).

As enzimas Pstl, EcoRI, EcCORV e Xbal apresentaram sitios de restricdo
mas, dentre estas, apenas a enzima Xbal (TCTAGA) revelou polimorfismo de
comprimento entre os fragmentos BF16/RPS2 e Lc201/RPS2, confirmando o
padrdo esperado pela digestdo eletrénica da sequéncia nucleotidica. Segundo
esta analise, a digestdo de BF16/RPS2 deveria gerar cinco fragmentos de 389,
393, 1564, 81 e 115 pares de base, respectivamente. A seqiéncia da linhagem
Lc201, indicou a existéncia de trés sitios de restricdo que deveriam gerar quatro

fragmentos de 393, 412, 1654 e 112 pares de base (Figura 4). No gel de
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agarose os fragmentos de 1564 bases de BI16/RPS2 e 1654 de Lc201/RPS2

séo facilmente visualizados enquanto os demais aparecem mais fracos (Figura
5).

Estudo de co-segregacdo foi efetuado entre o fenoétipo area de
lesdo causada por X. c. pv. campestris e o padrdo de restricdo de cada
individuo F,. Dos 43 individuos resistentes, cinco apresentaram o padréo de
restricdo igual ao parental resistente BF16 e 7 padréo igual ao suscetivel Lc201.
Destes, 31 apresentaram o0 mesmo gendtipo que o individuo F; que também é
resistente. Entre aqueles individuos fenotipados como suscetivel, oito
apresentaram genétipo igual a BF16/RPS2 (R) e 18 igual a Lc201 (S). Vinte e
cinco destes apresentaram o mesmo genotipo que o hibrido F;. O fenétipo e o
genotipo de cada individuo F, estdo descritos a seguir (Tabela 2) e o padrao de
restricdo para alguns individuos estad representado na Figura 6. Andlise de
variancia demonstrou ndo haver ligacdo (F= 2,81; p>0,05) entre este marcador
e QTLs (quantitative trait loci) de resisténcia a X. c. pv. campestris. Estes dados
indicam que o fragmento homodlogo aqui amplificado ndo faz parte da regido
gendmica responsavel pelo fendétipo de resisténcia a X. c. pv. campestris neste

cruzamento.
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Figura 4 - Esquema representativo do corte da enzima Xba | na sequéncia de
BI-16/RPS2 e Lc201/RPS2. Barra preta representa os dois
fragmentos. Setas e barras vermelhas correspondem aos sitios de
restricio e tamanho dos fragmentos gerados em BF16/RPS2,

respectivamente. Setas e barras verdes correspondem aos sitios de
restricio e tamanho dos fragmentos em Lc201/RPS2,

respectivamente (Para detalhes, vide texto).
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Figura 5 - Padrao de restricao obtido com digestédo dos fragmentos BF16/RPS2,
Lc201/RPS2 e do Fi/RPS2, com enzima de restricdo Xba I. (1)
Padrdo de peso molecular 1Kb Ladder (Promega); (2) BF16/RPS2;
(3) Lc201/RPS2 (4) F1/RPS2.
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Figura 6 - Padrao de restricdo obtido com digestédo dos fragmentos BF16/RPS2,
Lc201/RPS2 e fragmentos amplificados nos individuos F e F, com

enzima de restricdo Xba I. (1) Padrao de peso molecular 1Kb Ladder
(Promega); (2) BF16; (3) Lc201; (4) F1; (5 a 20) F-.
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Tabela 2. Area foliar lesionada (AFL) e gendtipo obtido pela restricdo com a

enzima Xbal na populagéo F; .

Individuos AFL (cn?) Genétipo Individuos AFL (cnf) Genotipo
1 13,38 A 48 6,21 H
2 16,91 H 49 6,07 H
3 13,02 A 50 6,27 H
4 16,85 A 51 8,32 B
5 9,49 H 52 1,2 H
6 6,89 H 53 1,44 H
7 7,13 A 54 1,07 H
8 6,19 A 55 2,1 H
9 12,93 B 56 1,72 H
10 8,53 H 57 1,58 H
11 8,49 H 58 0,35 H
12 9,96 H 59 0,35 B
13 9,25 H 60 1,59 B
14 13,05 A 61 1,46 H
15 6,73 A 62 1,4 A
16 6,35 B 63 0,98 H
17 9,18 H 64 0,69 B
18 10,16 H 65 0,32 H
19 11,76 B 66 1,81 H
20 8,59 H 67 0,69 H
21 8,6 H 68 1,87 H
22 14,84 B 69 1,6 H
23 7,02 B 70 1,67 H
24 7,09 H 71 1,59 H
25 7,06 B 72 1,09 H
26 7,22 H 73 0,92 H
27 7,8 H 74 1,79 H
28 7,52 B 75 0,67 H
29 7,46 B 76 2,16 H
30 6,35 A 77 2,06 H
31 6,93 B 78 1,85 H
32 6,03 H 79 1,64 H
33 10,64 B 80 1,87 A
34 8,5 B 81 1,7 A
35 14,32 H 82 1,27 H
36 7,01 H 79 1,06 H
37 6,86 H 80 2,13 A
38 6,87 H 81 2,12 H
39 6,54 B 82 2,07 H
40 16,55 H 83 0,14 B
41 8,76 B 84 0,21 H
42 13,8 B 85 1,73 A
43 6,17 B 86 0,18 H
44 6,18 H 87 0,22 H
45 8,67 H 88 0,32 B
46 10,62 B 89 2,06 B
47 12,32 B 90 0,67 B

A = Individuos com gendétipo do parental BI-16/BI-16, B = Individuos com genétipo do parental
Lc201/Lc201, H = Individuos com genétipo do hibrido BI-16/Lc201.
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4.1.3 Expressado do homélogo BI-16/RPS2 em Brassica oleracea

No experimento para verificar a patogenicidade do isolado os sintomas
foram visualizados uma semana apds a inoculacdo. No parental resistente,
observou-se um pequeno halo amarelado em volta da area de inoculacéo,
enquanto no parental suscetivel a area sintomatica foi maior (Figura 7). Para
avaliar a expressao do homologo BF16/RPS2 em resposta a inoculacdo, o RNA
mensageiro extraido de folhas coletadas 24 horas apés a inoculagdo foi
transcrito e submetido aamplificacdo com os oligonucleotideos especificos. Um
fragmento de 453 pares de bases foi amplificado nos pais resistente e
suscetivel (Figura 8). No tratamento controle sem inoculagdo também houve a
amplificacdo do referido fragmento. No controle negativo da reagédo de PCR
usando apenas RNA mensageiro ndo houve amplificacdo, indicando ndo haver
contaminacdo das amostras com DNA gendmico. No controle positivo contendo
DNA genbmico, por sua vez, houve amplificacdo de uma banda de
aproximadamente 500 pares de base, indicando a otimizacdo da reacao de
PCR e a inexisténcia de introns dentro do fragmento sequenciado, tal como
inexiste no gene RPS2 de A. thaliana. Esse fragmento foi sequenciado e
revelou homologia com 0s mesmos genes de resisténcia descritos no item
4.1.1.2. No alinhamento entre as sequéncias nucleotidicas de BF16/RPS2 e a
sequéncia obtida a partir de DNA complementar, observou-se o alinhamento
entre as bases 479 e 931. Dentro desta regidao que apresentou 97% de
similaridade, foram observadas 14 substituicbes de bases (3%) e duas

insercdes ou delegbes (0,44%). Em relagdo a Lc201, o fragmento de DNAc
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apresentou 93 % de identidade e situou-se entre os nucleotideos 482 e 937 da

sequéncia de Lc201/RPS2. Foram observadas 25 (5,5%) substituicbes e 3
inser¢cdes ou delecdes (0,6%). Na analise de Northern blot, ndo foi possivel
detectar a presenca de fragmentos que indicasse a expressao d gene Bl
16/RPS2. Tal fato pode ser devido ao baixo nivel de expressédo do gene e a
sensibilidade da andlise uma vez que o controle positivo, utilizando como sonda

0 gene de b-actina de B. oleracea (AF044573), so foi possivel detectar até 100

picogramas de DNA, indicando que expressées em concentracdes menores
nao podem ser detectadas (Figura 9).

Os resultados do RT-PCR indicam que os genes BF16/RPS2 e
Lc201/RPS2 sédo expressos constitutivamente, em concordancia com outros

trabalhos de genes de resisténcia.

Figura 7 - Sintomas nas linhagens parentais BF16 e Lc201 uma semana apos
inoculacdo com isolado PHW 1205 de Xanthomonas campestris pv.

campestris.



Figura 8 - PCR de DNAc obtido de folhas 24 horas apos a inoculagdo com
Xanthomonas campestris pv. campestris. (1) 1Kb DNA ladder
(Promega); (2 e 3) controle positivo com DNA genémico de BF16 e
Lc201, respectivamente; (4 e 5) PCR com DNAc de BF16 e Lc201,

respectivamente; (6 e 7) controle negativo com RNA mensageiro.

Figura 9 - Perfil de hibridizagdo com sonda de b-actina. Diluigdes variaram de

10ng alpg de DNA. Dilui¢cdo a 1 pg ndo houve hibridizagéo.
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4.2 Clonagem e caracterizacdo genética de fragmentos homédlogos a
genes deresisténcia em Zea mays

4.2.1 Clonagem de fragmentos em Zea mays
4.2.1.1 Amplificacdo de fragmentos com os oligonucleotideos Pics

O oligonucleotideo Picl8 amplificou fragmentos que apresentaram
polimorfismo de comprimento entre as linhagens parentais AG41 e AG45 e o
hibrido AG41xAG45 (Figura 10). A linhagem AG41 apresentou um fragmento de
aproximadamente 650 pares de bases, enquanto que a linhagem AGA45
apresentou um fragmento de aproximadamente 490 pares de bases. Os dois
fragmentos foram amplificados no hibrido. A reacéo foi repetida trés vezes para
certificar-se da presenca do polimorfismo. Em todas as reac¢des, o polimorfismo

foi constante para as linhagens.
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Figura 10 - Fragmentos das linhagens parentais AG41l, AG45 e do hibrido AG41xAG45,

amplificados com os oligonucleotideos especificos Picl8. 1Kb Ladder é o

marcador de peso molecular (Promega, Madison, WI).

Para o conjunto de oligonucleotideos denominado Pic 17, apenas um
fragmento de aproximadamente 300 pares de bases foi amplificado em todas as
linhagens e nos hibridos (Figura 11). Ndo houve polimorfismo de comprimento

entre nenhum material vegetal.

1 2 3 45 6 78 9 1011 12 13

Figura 11 - Perfil de amplificacdo do oligonucleotideo Pic 17. Amostra 1: marcador de peso
molecular 1 kb ladder (Promega, Madison, WI); 2: DAS21; 3: DASG6; 4: hibrido
DAS21x DASG6, 5: DAS4, 6: DAS6, 7. DAS4x DASG6; 8. DAS95; 9; DAS21; 10:
DAS95xDAS21; 11: AG41; 12: AG45; 13:AG41xAG45.
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4.2.1.2 Digestéo dos produtos de PCR nas linhagens parentais

Dentre as enzimas testadas para o oligonucleotideo Pic17, nenhuma revelou

sitio de restricdo, apesar das enzimas selecionadas serem de corte frequente.

4.2.1.3 Sequenciamento de fragmentos amplificados

Os fragmentos amplificados com os oligonucleotideos Picl18 foram
extraidos de gel de agarose e sequenciados. As sequéncias foram editadas e a
andlise por meio de BLASTN revelou homologia com a sequéncia Picl8
(AF056158) previamente descrita por Collins et al. (1998). A sequéncia do
fragmento da linhagem suscetivel AG45 apresentou 97% de homologia com a
mesma sequéncia.

Os fragmentos amplificados com oligonucleotideo Picl7 foram
sequenciados utilizando-se os proprios oligonucleotideos especificos Picl7 no
sentido anverso e reverso. As seqiéncias dos fragmentos foram editadas e a
analise por meio de BLAST revelou homologia com a sequéncia Picl7
(AF056157) previamente descrita por Collins et al. (1998), conforme esperado.
Nos dois casos foi obtido homologia com a seqiéncia de RNA mensageiro de

milho denominada PCO145579 (AY106802.1).
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4.2.2 Analise de cosegregacdo do fragmento Pic18

Uma vez identificada a homologia dos fragmentos polimorficos com a
sequéncia do Picl8 disponivel no banco de dados do NCBI, procedeu-se a
amplificacdo de DNA de individuos obtidos do cruzamento entre a linhagem
resistente a Exserohilum turcicum convertida e a linhagem suscetivel. Nesta
analise, foram incluidos individuos que apresentaram a nota S5, que indica alta
suscetibilidade, segundo escala de notas descrita por Esteves (1989) na analise
fenotipica da populacdo segregante obtida por Ogliari (1999). Foram
genotipados 30 individuos, previamente avaliados fenotipicamente. A estratégia
utilizada foi aquela proposta por Zhang et al. (1994), onde apenas os individuos
segregantes recessivos sao genotipados, pois sdo homozigotos para alelos no
loco Ht e contribuem significativamente para expressao do carater em questao.

Através do teste de X2, observou-se que a segregacdo do marcador
Picl8 se adequou a proporcao esperada de 1 HtMiM; : 1 HtM;M2 no extremo
de suscetibilidade no caso de segregacdo independente para o caso de um
monogene em uma primeira geracdo de retrocruzamento. Assim, observou-se
gue ndo ha ligacdo entre o marcador Picl8 e o gene Ht. Dezenove individuos
apresentaram genotipos idénticos ao do hibrido e 11 individuos tiveram
genotipo idéntico ao parental suscetivel.

Analise de ligacdo também foi feita pelo programa MAPMAKER verséo
3.0 (Lander et al., 1987) com LOD score >2, através de gendtipo no loco
marcador Picl8 e locos microssatélites previamente localizados no

cromossomo 2 (Ogliari, 1999). Nesta analise, também néo foi observada ligacao
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entre o loco amplificado por Picl8 e os locos microssatélites, confirmando que

este marcador amplifica uma regido distante dos locos previamente descritos
como ligados ao gene Ht nesta populacdo. Na figura 12 estdo apresentados os
perfis de bandeamento de parte dos individuos da populacdo segregante. Os

gendtipos e fendtipos dos individuos encontram-se a seguir (Tabela 3).

8 13 16 20 22 28 31 38 46 52 55 56

i L o - -
— — e e — —

1Kb 58 61' 636516979 183 192 11031105112 116121136

Figura 12 - Fragmentos amplificados com o oligonucleotideo Picl8 em
individuos da populagdo segregante para resisténcia a
Exserohilum turcicum. 1Kb Ladder encontra-se na primeira linha

de cada gel. Os demais sao individuos da populacdo segregante.
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Tabela 3. Fendtipos segundo a escala de notas descrita por Esteves (1989) e

genotipos no loco Picl8 de individuos suscetiveis derivados de AG41

X AG45.
Individuo Fendtipo Genotipo
1 S5° H
2 S5 H
4 S5 H
6 S5 H
7 S5 H
8 S5 H
13 S5 H
16 S5 H
18 S5 H
20 S5 H
21 S5 H
22 S5 H
27 S5 H
28 S5 H
29 S5 H
30 S5 H
31 S5 B
32 S5 B
35 S5 B
37 S5 B
38 S5 H
39 S5 B
40 S5 B
41 S5 B
45 S5 H
46 S5 B
48 S5 B
50 S5 B
52 S5 H
53 S5 B

 Indica que o individuo recebeu nota 5, com presenca de lesdes necréticas delimitadas, sem
halo clorético e com bordos mais escuros na periferia das lesdes. B= individuos com gendtipo
do parental L45/L45, H= Individuos com genétipo do hibrido AG41xAG45
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4.2.3. Clonagem de fragmentos homdlogos a ESTs de milho
4.2.3.1 Amplificacdo de fragmentos por meio de oligonucleotideos
baseados em ESTs de milho
Foram sintetizados sete pares de oligonucleotideos homélogos a ESTs
envolvidos em resisténcia a patégenos (Tabela 4).
Tabela 4. Sequéncias dos oligonucleotideos sintetizados a partir de sequéncias

homélogas a ESTs de resisténcia em milho

EST Direto (5" - 3) Reverso (5'- 3’)

PR41 TGACAGTCGGCAATAATAAGCTG CGTGTGGGATCACATCCATA
LRR CATACAGCACGCCTACTCCA CAGTACCACAGGGCGAACTA
ResFus GTCCTCCTGCTGCTCCTG CCTATTCCGATTTCCGATA
quitinase GTGCCGGAGACCAACAAC GCCCGTAGTTGAAGTTCCAG
Cf2/Cf5 ACCAAGGGGCAACTGTA CGGGGCTGTCAAATTGTTAT
PR1 GTACCGGCCAAACAGCAG GAGCTCCTGTCGGCTCAC
PDR ACATCAGTCCGCTAGCCAGT GCTGAAGAACCTCGACAAGA

Entre os sete pares de oligonucleotideos testados, apenas o0s
oligonucleotideos LRR e PDR amplificaram fragmentos definidos nas linhagens
e hibridos. Os oligonucleotideos PR4, quitinase, ResFus, Cf2/Cf5 e PR1 néo
amplificaram fragmentos de DNA, apresentando sempre um rastro no gel de
agarose. O iniciador LRR amplificou fragmentos de aproximadamente 500
pares de bases ao passo que o iniciador PDR amplificou fragmentos de

aproximadamente 650 pares de bases (Figura 13).
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Figura 13 - Fragmentos obtidos com os oligonucleotideos LRR (A) e PDR (B). 1:
marcador de peso molecular 1Kb Ladder (Promega, Madison, WI);
2: DAS21; 3: DASS6; 4: hibrido DAS21x DAS6, 5: DAS4, 6: DASS6, 7.
DAS4x DASG6; 8. DAS95; 9; DAS21,; 10: DAS95xDAS?21; 11: AGA41,
12: AG45; 13:AG41xAG45.

4.2.4 Anédlise de polimorfismo de comprimento por meio de enzima de

restricao

Para andlise de polimorfismo de comprimento entre os individuos
parentais e os hibridos, os fragmentos produtos de PCR obtidos da
amplificacdo foram digeridos com varias enzimas de restricdo. Entre as enzimas

testadas, apenas a enzima Alu | digeriu tanto os fragmentos amplificados pelo
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iniciador PDR como pelo iniciador LRR. Os fragmentos gerados pela enzima

Alu I, menores de 250 pares de base, aparecem com pouca intensidade no gel
de agarose 2% (Figura 14 e 15). Um controle positivo para verificar a eficiéncia
das enzimas foi feito por meio de digestdo de 50 ng de DNA do fago | com as

enzimas usadas neste trabalho e todas as enzimas digeriram o DNA do fago| .



Figura 14 -

Figura 15 -
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Perfil de bandeamento obtido pela digestdo dos fragmentos
amplificados pelo iniciador PDR nos parentais AG41 e AG45 e no
hibrido AG41xAG45 com Alu I. 1: 1 Kb DNA Ladder (Promega,
Madison, WI) 2, 3 e 4 linhagem AG41, AG45 e hibrido
AG41xAG45, sem digerir, repectivamente; 5, 6 e 7, AG41, AG45

e AG41xAG45 digeridos com Alu |, respectivamente.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

Perfil de bandeamento obtido pela digestdo dos fragmentos
amplificados pelo iniciador LRR com a enzima Alu | nas
linhagens parentais. 1Kb Ladder (Promega, Madison, WI); 2:
linhagem DAS21; 3: linhagem DASG6; 4: hibrido DAS21x DASS6, 5:
DAS4, 6: DAS6, 7. DAS4x DASG6; 8. DAS95; 9; DAS21; 10:

DAS95xXDAS21; 11: AG41,; 12: AGA5; 13:AG41xAGA45.



5 DISCUSSAO

A alta homologia de sequéncia dos fragmentos BF16/RPS2 e
Lc201/RPS2 com genes de resisténcia que possuem motivos NBS e LRR e a
similaridade com o gene RPS2 sugerem que estes fagam parte de um loco
envolvido na resisténcia a patdgenos. A presenca de dominios de associacdo a
membrana, caracteristica do gene RPS2, reforca tal sugestao.

A homologia de sequéncias entre dominios conservados de diferentes
genes de resisténcia ndo indica necessariamente que estes também sejam
genes de resisténcia. Segundo Graham et al. (2000), estes motivos ndo sao
comuns apenas aos genes aqui estudados. Proteinas inibidoras de
poligalacturonases e extensinas também contém motivos LRRs. Embora estas
proteinas estejam envolvidas no processo de interacdo entre o hospedeiro e
patogeno, elas sdo consideradas proteinas de defesa e néo de resisténcia
(Jones, 2001). E possivel ainda que estes genes ndo sejam funcionais. Genes
nao funcionais ocorrendo em cluster de genes homodlogos a genes de
resisténcia foram rlatados em tomateiro e arroz (Ori et al., 1997; Song et al.,
1997). A maior dificuldade até o momento, todavia, persiste na identificagdo
desses genes funcionais. No caso do RPS2 por exemplo, os alelos que

codificam para suscetibilidade apresentam pequenas variacoes em relacado aos
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alelos de resisténcia (Caicedo et al., 1999). Aliado a este fator, outros genes

foram identificados como atuando no processo de reconhecimento do gene
avrRpt2 em Arabidopsis thaliana. Ao menos seis aminoacidos presentes na
regido LRR deste gene foram identificados como responsaveis pela reacdo de
reconhecimento. Este fato indica a presenca de outros alelos auxiliando no
processo de resisténcia codificado pelo RPS2 (Banerjee et al., 2001). Assim, é
possivel que o homologo descrito neste trabalho seja um alelo presente em um
cluster de gene envolvido na resisténcia a Xanthomonas campestris pv.
campestris (Camargo et al., 1995), muito embora os resultados de Southern blot
indicaram a existéncia de apenas uma coépia do gene tanto em Arabidopsis
(Mindrinos et al., 1994) quanto em diferentes espécies do género Brassica
(Wroblewski et al., 2000).

O fato de o homodlogo BF16/RPS2 nédo estar associado aresisténcia a
Xcc ndo é unico. Também em B. oleracea, foi demonstrado que quatro locos
homadlogos a genes de resisténcia ndo foram associados a QTLs de resisténcia
(Vicente & King, 2001). Os autores atribuem este fato ao pequeno numero de
genes de resisténcia identificados nesta espécie em comparacdo a outras
espécies mais estudadas. A auséncia de ligacao entre locos homélogos com
genes de resisténcia pode ocorrer pelo fato destes genes ndo possuirem 0s
motivos utilizados para construcdo dos oligonucleotideos (Collins et al., 1998).
Estes homédlogos podem, entretanto, ser utilizados como marcadores
moleculares em populacdes segregantes para genes de resisténcia a outros

patégenos. De acordo com Melotto & Kelly (2001), os genes homdlogos podem
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nao estar sempre associados com o fendtipo de resisténcia e podem estar

ligados a genes de resisténcia mas a uma grande distancia. Para comprovar a
associacdo de um gene com a resisténcia a um determinado patdgeno, plantas
suscetiveis devem ser transformadas geneticamente e expressar o fendtipo de
resisténcia quando inoculadas (Shen et al., 1998).

A amplificacdo do fragmento BF16/RPS2 a partir de DNA complementar
(DNAc) demonstrou que este é parte de um gene expresso constitutivamente. A
expressdo constitutiva € a mais comum entre 0os genes de resisténcia, a
exemplo do gene RPS2, que também é expresso em tecido nao infectado
(Mindrinos et al., 1994). O fragmento de 453 pares de bases obtido a partir de
DNA complementar alinhou entre os nucleotideos 473 e 953 da sequéncia de
DNA gendmico de BF16/RPS2 e entre os nucleotideos 475 e 958 da seqiiéncia
de Lc201/RPS2. Esta regido se sobrepbe aregidao do fragmento BF16/RPS2
que contém a alteragdo no quadro de leitura localizado no nucleotideo 782. Na
sequéncia de DNA complementar foram observadas 14 substituicbes de bases
e duas insercbes e ou delecdes em relacdo asequéncia de BF16/RPS2. Com
base nestas diferencas entre as sequéncias, duas possibilidades podem ser
consideradas: a primeira é que exista um erro na identificacdo da fase de
leitura. Assim, apds o sequenciamento do gene inteiro, com identificacdo da
sequéncia promotora e codon de iniciacdo, é possivel que ocorra alteracdo no
guadro de leitura da seqiéncia e a fase correta seja identificada. Ocorréncia de
alteracdo no quadro de leitura e presenca de codon de terminacdo em

homdélogos ja foram descritas (Vicente & King, 2001). A segunda possibilidade é
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gue duas copias diferentes deste gene estejam sendo identificadas. Deste

modo, a copia identificada a partir do RNA mensageiro transcrito e que estaria
sendo expressa seria homéloga aguela identificada a partir do DNA gendmico.
Aliado a isto, clones de ESTs de A. thaliana com 80% de homologia com o
DNAc parcial foi mapeado no cromossomo 4 desta espécie, junto ao gene
RPS2. Em couve-flor, quatro conjuntos de oligonucleotideos amplificaram
fragmentos homodlogos a genes de resisténcia a partir de DNA complementar e
DNA genomico. Estes fragmentos foram digeridos com enzimas de restricdo e o
padrdo de fragmentos analisados. Dois conjuntos de oligonucleotideos
apresentaram o mesmo numero de fragmentos na digestdo de produtos obtidos
da amplificacdo de DNA genb6mico e DNA complementar. Os outros dois
conjuntos apresentaram diferencas no padrdao de digestdo dos produtos de
PCR, apresentando um numero menor de fragmentos na digestdo dos produtos
amplificados com DNA complementar que na digestdao daqueles amplificados
com DNA gendmico. Essa observacao sugere que um determinado numero de
genes foi amplificado a partir de DNA genOdmico e apenas parte destes genes
foram expressos em niveis detectaveis nos tecidos amostrados (Vicente & King,
2001). Diferencas no numero de coépias também foram relatadas para o gene
RPP8 de Arabidopsis. O acesso Col-0 apresenta apenas uma copia, ao passo
gue o acesso Ler apresenta copias duplicadas (Dangl & Jones, 2001).

Nas andlises de identificacdo de fragmentos homoélogos em milho, o
oligonucleotideo Pic18 amplificou fragmentos polimorficos entre as linhagens

resistente e suscetivel a E. turcicum gerando um marcador molecular.
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Entretanto, na analise da populagédo segregante ndo foi detectada ligacdo entre

tal marcador e o gene Ht previamente identificado no cromossomo 2 (Ogliari,
1999). E possivel que uma outra copia esteja sendo amplificada, uma vez que
este oligonucleotideo provavelmente amplifica uma regido duplicada (Collins et
al., 1998) sendo uma copia localizada no cromossomo 2 e a outra no
cromossomo 4. Neste caso, é interessante a utilizagdo deste marcador em
populacdes segregantes para resisténcia a ferrugens do milho, uma vez que a
copia do cromossomo 4 estd ligada a genes de resisténcia a ferrugens.
Ademais, recentemente outros genes de resisténcia a E. turcicum foram
identificados na linhagem AG41, mas ainda ndo foram mapeados (Ogliari,
comunicacdo pessoal). O marcador Picl8 pode estar também amplificando um
destes outros genes. Collins et al. (1998) identificaram onze diferentes classes
de genes homologos e nenhuma delas mostrou-se ligada aos genes ht2, htnil,
hm2 e msv1l.

Os demais fragmentos amplificados com os oligonucleotideos Picl7,
LRR e PDR nédo apresentaram polimorfismo entre as linhagens avaliadas.
Segundo Bhattramakki et al. (2000), polimorfismos de seqiiéncia Unica ocorrem
no genoma de milho em média a cada 70 bases. Entretanto, em fragmentos de
aproximadamente 300 pares de bases foi observada uma menor ocorréncia
desse tipo de polimorfismo. Ocorréncia muito provavel em virtude da
domesticacdo dessa espécie. Neste trabalho, foram amplificados fragmentos de
500 a 600 pares de bases, tamanho ainda relativamente pequeno para

ocorréncia de polimorfismos. As enzimas utilizadas neste trabalho sdo enzimas
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de corte frequiente mas, mesmo assim, ndo detectaram nenhum polimorfismo.

Parece comum que o polimorfismo ocorra mais em introns que em exons
(Caicedo et al.,, 1999; Iwata et al., 2001). Assim, considerando que estas
sequéncias homodlogas fagcam parte de um loco envolvido na resisténcia e
portanto sejam expressas, a quantidade de polimorfismo deveria ser menor,
como observado. Auséncia de polimorfismo também pode estar relacionada a
similaridade genética entre as linhagens analisadas, uma vez que estas séo
todas oriundas da mesma populacao sintética (Morello, 2000).

Em feijoeiro, apenas um grupo de fragmentos homdélogos ao gene Pto foi
polimorfico, enquanto outros quatro foram monomorficos mesmo entre
genotipos de diferentes centros de origem (Vallad et al., 2001). Independente
da espécie, a quantidade de polimorfismo observada tem sido baixa.
Aproximadamente 40% dos fragmentos homélogos em linhagens de girassol
segregantes para resisténcia a mildio (Plasmopara halstedii) ndo foram
polimérficos. Em pimentéo, 39% tiveram o mesmo comportamento (Gedil et al.,
2001; Pflieger et al., 2001). Em soja, por sua vez, um marcador ligado ao gene
de resisténcia ao virus do mosaico da soja (Soybean mosaic virus) apresentou
duas substituicbes de bases e um sitio de insercdo/delecédo de quatro bases
entre as linhagens resistente e suscetivel em um fragmento de 1349 pares de
base (Jeong et al., 2002).

Marcadores obtidos por meio de polimorfismo de fragmentos
amplificados sdo mais vantajosos em relacéo a outros tipos de marcadores pois

baseiam-se na amplificacdo de DNA e digestdo dos fragmentos amplificados e



65
sado herdados de maneira codominate e sdo quase sempre baseados em

amplificacdo de DNA complementar ou ESTs. Desta forma, estes representam
genes funcionais, uma vantagem em relacdo aqueles baseados em sequéncias
nao funcionais.

A estratégia de utilizacdo de fragmentos homologos a genes de
resisténcia deve ser considerada como uma ferramenta em potencial para
trabalhos de mapeamento de genes, visto que o numero de polimorfismo
parece ser fungdo do tamanho dos fragmentos amplificados, das enzimas de
restricdo utilizadas e da distancia genética entre as populagcbes. Assim, a
utilizacédo de populagcbes obtidas de cruzamentos entre materiais geneticamente

distantes pode gerar maior polimorfismo.



6 CONCLUSOES

Com base nos resultados pode-se concluir:

1 A utilizacdo de sequéncias conservadas entre genes de resisténcia para
desenvolvimento de oligonulceotideos é eficiente para amplificacdo de
fragmentos homologos a estes genes.

2 O fragmento homologo ao gene RPS2 de Arabidopsis thaliana ndo esta
ligado a gene de resisténcia a Xanthomonas campestris pv. campestris na
linhagem BF16 de Brassica oleracea.

3 O fragmento homdélogo ao gene RPS2 é expresso constitutivamente em B.
oleracea.

4 N&o hé ligacdo entre o marcador Picl8 e o gene Ht. Este marcador ainda
pode estar no cromossomo 2, mas a uma distancia maior que 50 cM do
gene Ht.

5 N&o h& polimorfismo entre os fragmentos homélogos a ESTs de milho devido

a similaridade genética entre as linhagens estudadas.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AARTS, M.G.M.; HEKKERT, B.L.; HOLUB, E.B.; BEYNON, J.L.; STIEKEMA,
W.J.; PEREIRA, A. Identification of R-gene homologous DNA fragments

genetically linked to disease resistance loci in Arabidopsis thaliana.
Molecular Plant Microbe Interactions, v.11, n.4, p.251-258, 1998.

ALTSCHUL, S.F.; MADDEN, T.L.; SCHAFFER, AA.; ZHANG, Z.; MILLER, W;
LIPMAN, D.J. ‘Gapped BLAST and PSIBLAST: a new generation of protein
database search programs”. Nucleics Acids Research, v.25, p.3389-3402,

1997.

ANDERSON, P.A.; LAWRENCE, G.J.; MORRISH, B.C.; AYLIFFE, M.A;
FINNEGAN, E.J.; ELLIS, J.G. Inactivation of the flax rust resistance gene M
associated with loss of a repeated unit within the leucine-rich repeat coding
region. The Plant Cell, v.9, p.641-651, 1997.

AXTELL, M.J.; McNELLIS, T. W.; MUDGETT, M.B.; HSU, C. S.; STASKAWICZ,
B. Mutational analysis of the Arabidopsis RPS2 disease resistance gene

and corresponding Pseudomonas syringae avrRpt2 avirulence gene.
Molecular Plant Microbe Interactions, v.14, n.2, p.181-188, 2001.



68
BANERJEE, D.; ZHANG, X.; BENT, A.F. The leucine-rich repeat domain can

determine effective interaction between RPS2 and other host factors in
Arabidopsis RPS2-mediated disease resistance. Genetics, v.158, p.439-
450, 2001.

BENT, A.F. Plant disease resistance genes: function meets structure. The
Plant Cell, v.8, p.1757-1771, 1996.

BENT, A.F.; KUNKEL, B.N.; DAHLBECK, D.; BROWN, K.L.; SCHMIDT, R
GIRAIDAT, J.; LEUNG, J.; STASKAWICZ, B.J. RPS2 of Arabidopsis
thaliana: a leucine-rich repeat class of plant disease resistance genes.
Science, v.265, p.1856-1860, 1994.

BERGELSON, J.; KREITMAN, M.; STAHL, E.A.; TIAN, D. Evolutionary
dynamics of plant R-genes. Science, v.292, p.2281-2285, 2001.

BHATTRAMAKKI, D.; CHING, A.; MORGANTE, M,; DOLAV, M.; REGISTER, J,;
SMITH, H.; TINGEY, S.; RAFALSKI, J.A. Conserved single nucleotide
polymorphism (SNP) haplotypes in maize.  Http://www.intl-
pag.org/8/abstracts/pag8420.html. (26 Nov. 2002).

BOTELLA, M.A.; COLEMAN, M.J.; HUGHES, D.E.; NISHIMURA, M.T.; JONES,
J.D.G.; SOMERVILLE, S. C. Map positions of 47 Arabidopsis sequences
with sequence similarity to disease resistance genes. The Plant Journal,

v.12, p.1197-1211, 1997.

CAICEDO, A.L.; SCHAAL, B.A.; KUNKEL, B.N. Diversity and molecular
evolution of the RPS2 resistance gene in Arabidopsis thaliana.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, v.96, p.302-306, 1999.



69

CAMARGO, L.E.A.; WILLIAMS, P.H.; OSBORN, T.C. Mapping of quantitative
trait loci controlling resistance of Brassica oleracea to Xanthomonas
campestris pv. campestris in the field and greenhouse. Phytopathology,

v.85, n.10, p.1296-1300, 1995.

CHEN, X.M.; LINE, R.F.; LEUNG, H. Genome scanning for resistance-gene

analogs in rice, barley, and wheat by high-resolution electrophoresis.
Theoretical Applied Genetics, v.97, p.345-355, 1998.

CHIN, E.C.L.; SENIOR, M.L.; SHU, H.; SMITH, J.S.C. Maize simple repetitive

DNA sequences: abundance and allele variation. Genome, v.39, p.866-

873, 1996.

COLLINS, N.; PARK, R.; SPIELMEYER, W.; ELLIS, J.; PRYOR, A.J.
Resistance gene analogs in barley and their relationship to rust resistance
genes. Genome, v.44, p.375-381, 2001.

COLLINS, N.; WEBB, C.A.; SEAH, S.; ELLIS, J.G.; HULBERT, S.H.; PRYOR, A.

The isolation and mapping of disease resistance gene analogs in maize.
Molecular Plant-Microbe Interactions, v.11, n.10, p.968-978, 1998.

DANGL, J.L.; JONES, J.D.G. Plant pathogens and integrated defense
responses to infection. Nature, v.411, n.14, p.826-833, 2001.

DIXON, M.S.; JONES, D.A.; KEDDIE, J.S.; THOMAS, C.M.; HARRISON, K
JONES, JDG. The tomato Cf-2 disease resistance locus comprises two
functional genes encoding leucine-rich repeat proteins. Cell, v.84, p.451-
459, 1996.



70
ESTEVES, M.C.F. Reacdes a Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard & Suggs

em milho (Zea mays L.) e variabilidade do patégeno. Piracicaba, 1989. 55p.
Dissertacao (Mestrado) — Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queirdz”,

Universidade de Sao Paulo.

FEUILLET, C.; SCHACHERMAYR, G.; KELLER, B. Molecular cloning of a new
receptor-like kinase gene encoded at the Lrl0 disease resistance locus of
wheat. The Plant Journal, v.11, n.1, p.45-52, 1997.

FLOR, H.H. Current status of the gene-for-gene concept. Annual Review of
Phytopathology, v.9, p.275-296, 1971.

GEDIL, M.A.; SLABAUGH, M.B.; BERRY, S.; JOHNSON, R.; MICHELMORE,
R.; MILLER, J.; GUYLA, T.; KNAPP, S.J. Candidate disease resistance
genes in sunflower cloned using conserved nucleotide-binding site motifs:
Genetics mapping and linkage to the downy mildew resistance gene PI1.
Genome, v.44, p.205-212, 2001.

GRAHAM, M.A.; MAREK, L.F.; LOHNES, D.; CREGAN, P. SHOEMAKER, R.C.

Expression and genome organization of resistance gene analogs in
soybean. Genome, v.43, p.86-93, 2000.

GRANT, M.R.; GODIARD, L.; STRAUBE, E.; ASHFIELD, T.; LEWALD, J,
SATTLER, A.; INNES, R.W.; DNGL, J.L. Structure of the Arabidopsis RPM1

gene enabling dual specificity disease resistance. Science, v.269, p.843-

846, 1995.

GRANT, M.R.; McDOWELL, J.M.; SHARPE, A.G.; ZABALA, M.T.; LYDIATES,
D.J.; DANGL, J.L. Independent deletions of pathogen-resistance gene in



71
Brassica e Arabidopsis. Proceedings of the National Academy of

Sciences of the United States of America, v.95, p.15843-15848, 1998.

GREEN, P. Against a whole-genome shotgun. Genome Research, v.7, n.5,
p.410-417, 1997.

HAMMOND-KOSACK, K.E.; JONES, J.D.G. Plant disease resistance genes.
Annual Review Plant Physiology and Plant Molecular Biology, v.48,
p.575-607, 1997.

HANAHAN, D. Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids.

Journal of Molecular Biology, v.166, n.4, p. 557-580, 1983.

HOFMANN, K.; BUCHER, P.; FALQUET, L.; BAIROCH, A. The PROSITE

database, its status in 1999. Nucleic Acids Research, v.27, p.215-219,

1999.

HOISINGTON, D.; KAIRHALLAH, M.; GONZALEZ-DE LEON, D. Laboratory
protocols: CIMMYT applied Molecular Genetics Laboratory. 2. ed. México:

D. F. CIMMYT, 1994. 51p.

HULBERT, S.H.; WEBB, C.A.; SMITH, S.M.; SUN, Q. Resistance gene
complexes: evolution and utilization. Annual Review of Phytopathology,
v.39, p.285-312, 2001.



72
HUTCHESON, S.W. Current concepts of active defense in plants. Annual

Review of Phytopathology, v.36, p.59-90, 1998.

IWATA, H.; UJINO-IHARA, T.; YOSHIMURA, K.; NAGASAKA, K.; MUKAI, Y.;
TSUMURA, Y. Cleaved amplified polymorpic sequence markers in sugi,
Cryptomeria japonica D. Don, and their locations on a linkage map.

Theoretical Applied Genetics, v.103, p.881-895, 2001.

JEONG, S.C.; KRISTIPATI, S.; HAYES, A.J.; MAUGHAN, P.J.; NOFFSINGER,
S.L.; GUNDUZ, |.; BUSS, G.R.; SAGHAI MAROOF, M.A. Genetic and
sequence analysis of markers tightly linked to the Soybean mosaic virus

resistance gene, Rsv3. Crop Science, v.42, p.265-270, 2002.

JONES, D.A.; THOMAS, C.M.; HAMMOND-KOSACK, K.E.; BALINT-KURTI,

P.J.; JONES, J.D.G. Isolation of the tomato Cf-9 genes for resistance to

Cladosporium fulvum by transposon tagging. Science, v.266, p.789-793,

1994.

JONES, J.D.G. Putting knowledge of plant disease resistance genes to work.
Current Opinion in Plant Biology, v.4, p.281-287, 2001.

KANAZIN, V.; MAREK, L.F.; SCHOEMAKER, R.C. Resistance gene analogs

are conserved and clustered in soybean. Proceedings of the National

Academy of Sciences of the United States of America, v.93, p.11746-

11750, 1996.

LANDER, E.S.; GREEN, P.; ABRAHAMSON, J.; BARLOW, A.; DALY, M.J.;

LINCOLN, S.E.; NEWBURG, L. MAPMAKER: an interactive computer

package for constructing primary genetic linkage maps of experimental and

natural populations. Genomics, v.1, p.174-181, 1987.



73

LAWRENCE, G.J.; FINNEGAN, E.J.; AYLIFFE, M.A.; ELLIS, J.G. The L6 gene
for flax rust resistance is related to the Arabidopsis bacterial resistance gene

RPS2 and the tobacco viral resistance gene N. The Plant Cell, v.7, p.1195-
1206, 1995.

LEE, J.M.; GRANT, D.; VALLEJOS, C.E.; SHOEMAKER, R.C. Genome
organization in dicots. Il. Arabidopsis is a “bridging species” to resolve

genome evolution events among legumes. Theoretical Applied Genetics,

v.103, p. 765-773, 2001.

LEISTER, D.; BALLVORA, A.; SALAMINI, F.; GEBHARDT, C. A PCR-based

approach for isolating pathogen resistance genes from potato with potencial
for wide application in plants. Nature Genetics, v.14, p.421-429, 1996.

LEISTER, D.; KURTH, J.; LAURIE, D.A.; YANO, M.; SASAKI, K.; GRANER, A;;
SCHULZE-LEFERT, P. RFLP and physical mapping of resistance gene
homologues in rice (O. sativa) and barley (H. vulgare). Theoretical Applied
Genetics, v.98, p.509-520, 1999.

LEISTER, D.; KURTH, J.; YANO, M.; SASAKI, T.; DEVOS, K.; GRANER, A.;
SCHULZE-LEFERT, P. Rapid reorganization of resistance gene
homologues is cereal genomes. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, v.95, p. 370-375, 1998.

LEWIN, B. Genes VII. Oxford: University Press, 2000. 990p.



74
LURDERER, R.; RIVAS, S.; NURNBERGER, T.; MATTEI, B.; VAN der

HOOVEN, H.W.; VAN der HOORN, R. A.L.; ROMEIS, T.; WEHRFRITZ, J.;
BLUME, B.; NENNSTIEL, D.; ZUIDEMA, D.; VERVOORT, J.; DE
LORENZO, G.; JONES, J.D.G.; DE WI T.G.M.; JOOSTEN, M.H.AJ. No
evidence for binding between resistance gene product Cf-9 of tomato and
avirulence gene product AVR9 of Cladosporium fulvum. Molecular Plant

Microbe Interactions, v.14, n.7, p.867-876, 2001.

MAGO, R.; NAIR, S.; MOHAN, M. Resistance gene analogues from rice:
cloning, sequencing and mapping. Theoretical Applied Genetics, v.99,

p.50-57, 1999.

MALVAS, C.C., COELHO, R.M.S.; CAMARGO, L.E.A. Identificacdo de genes
de resisténcia a podriddo negra em Brassica oleracea por meio da

genotipagem seletiva.  Fitopatologia Brasileira, v.24, n.2, p.143-148,
1999.

MARCZEWSKI, W.; FLIS, B.; SYLLER, J.; SCHAFER-PREGL, R.; GEBHARDT,
C. A major quantitative trait locus for resistance to potato lefroll virus is
located in a resistance hotspot on tomato chromosome Xl and is tightly

linked to N-gene-like markers. Molecular Plant Microbe Interactions,

v.14, n.12, p.1420-1425, 2001.

MARTIN, G.B.; BROMMONSCHENKEL, S.H.; CHUNWONGSE, J.; FRARY, A,
GANAL, M.\W.; SPIVEY, R.; WU, T.; EARLE, E.D.; TANKSLEY, S.D. Map-
based cloning of a protein kinase gene conferring disease resistance in
tomato. Science, v.262, p.1432-1436, 1993.



75
MELOTTO, M.; KELLY, J.D. Fine maping of the Co-4 locus of common bean

reveals a resistance gene candidate, COK-4, that encodes for a protein
kinase. Theoretical Applied Genetics, v.103, p.508-517, 2001.

MINDRINOS, M.; KATAGIRI, F.; YU, G-L.; AUSUBEL, F.M. The A. thaliana
disease resistance gene RPS2 encodes a protein containing a nucleotide-
binding site and leucine-rich repeats. Cell, v.78, p.1089-1099, 1994.

MORELLO, R.M.S.C. Resisténcia em milho gea mays L.) a Colletotrichum
graminicola (Ces.) Wils. Piracicaba, 2000. 94p. Tese (Doutorado) — Escola

Superior de Agricultura “Luiz de Queirdz”, Universidade de Séao Paulo.

OGLIARI, J. B. Identificacdo e localizacdo de um gene de resisténcia de milho
a Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard & Suggs. através do uso de
marcadores mirossatélites. Piracicaba, 1999. 115p. Tese (Doutorado) —
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o

Paulo.

OHMORI, T.; MURATA, M.; MOTOYOSHI, F. Characterization of disease

resistance gene-like sequences in near-isogenic lines of tomato.
Theoretical Applied Genetics, v.96, p.331-338, 1998.

ORI, N.; ESHED, Y.; PARAN, |.; PRESTING, G.; AVIV, D.; TANKSLEY, S.;
ZAMIR, D.; FLUHR, R. The I2C family from the wilt disease resistance
locus 12 belongs to the nucleotide binding, leucine-rich repeat supefamily of
plant resistance genes. The Plant Cell, v.9, p.521-532, 1997.



76
PARKER, J.E.; COLEMAN, M.J.; SZABO, V.; FROST, L.N.; SCHMIDT, R.; van

der BIEZEN, E.; MOORES, T.; DEAN, C.; DANIELS, M.J.; JONES, J.D.G.
The Arabidopsis downy mildew resistance gene RPP5 shares similarity to
the Toll and interleukin-1 receptors with N and L6. The Plant Cell, v.9,

p.879-894, 1997.

PARNISKE, M.; WULFF, B.B.H.; BONNEMA, G.; THOMAS, C.M.; JONES, D.A;;
JONES, J.D.G. Homologues of the Cf-9 disease resistance gene Hcr9s)
are present at multiple loci on the short arm of tomato chromossome 1.
Molecular Plant Microbe Interactions, v.12, n.2, p.93-102, 1999.

PFLIEGER, S.; PALLOIX, A.; CARANTA, C.; BLATTES, A. Defense response

genes co-localize with quantitative disease resistance loci in pepper.
Theoretical Applied Genetics, v.103, p.920-929, 2001.

SAMBROOK, J., FRITSCH, E.F; MANIATIS, T. Molecular Cloning: A
laboratory manual. 2.ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989. 3v.

SCHAAL, B.A.; OLSEN, K.M. Gene genealogies and population variation in
plants. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United

States of America, v.97, n.13, p.7024-7029, 2000.

SEAH, S.; SIVASITHAMPARAM, K.; KARAKOUSIS, A.; LAGUDAH, E.S.

Cloning and characterization of a family of disease resistance gene analogs
from wheat and barley. Theoretical Applied Genetics, v.97, p.937-945,

1998.



77
SHEN, K.A.; MEYERS, B.C.; ISLAM-FARIDI, M.N.; CHIN, D.B.; STELLY, D.M;

MICHELMORE, R.W. Resistance gene candidates identified by PCR with

degenerate oligonucleotide primers map to clusters of resistance genes in
lettuce. Molecular Plant Microbe Interactions, v.11, n.8, p.815-823, 1998.

SHEN, K.A.; CHIN, D.B.; ARROYO-GERCIA, R.; OCHOA, O.E.; LAVELLE,
D.O.; WROBLEWSKI, T.; MEYERS, B.C.; MICHELMORE, RW. Dm3 is

one member of large constitutively expressed family of nucleotide binding
site-Leucine-rich repeat encoding genes. Molecular Plant Microbe
Interactions, v.15, n.3, p. 251-261, 2002.

SONG, F.; GOODMAN, R.M. Molecular biology of disease resistance in rice.
Physiological and Molecular Plant Pathology, v.59, p.1-11, 2001.

SONG, W-Y.; PI, L-Y.; WANG, G.L.; GARDNER, J.; HOLSTEN, T.; RONALD,
P.C. Evolution of the rice Xa21 disease resistance gene family. The Plant
Cell, v.9, p.1279-1287, 1997.

SONG, W-Y.; WANG, G-L.; CHEN, L-L.; KIM, H-S.; PI, L-Y.; HOLSTEN, T,
GARDNER, J.; WANG, B.; ZHAIl, W-X., ZHU, L-H.;, FAUQUET, C.;
RONALD, P. A receptor kinase-like protein encoded by the rice disease
resistance gene, Xa2l. Science, v.270, p.1804-1806, 1995.

VALLAD, G.; RIVKIN, M.; VALLEJOS, C.; McCLEAN, P. Cloning and homology

modelling of a Pto-like protein kinase family of common bean Phaseolus
vulgaris L.). Theoretical Applied Genetics, v.103, p.1046-1058, 2001.

VICENTE, J.G.; KING, G.J. Characterisation of disease resistance gene-like
sequences in Brassica oleracea L. Theoretical Applied Genetics, v.102,

p.555-563, 2001.



78

VINATZER, B.A.; PATOCCHI, A.; GIANFRANCESCHI, L.; TARTARINI, S,
ZHANG, HB.; GESSLER, C.; SANSAVINI, S. Apple contains receptor-like
gene homologous to the Cladosporium fulvum resistance gene family of

tomato with a cluster of genes cosegegating with Vf apple scab resistance.
Molecular Plant Microbe Interactions, v.14, n.4, p.508-515, 2001.

WANG, G.L.; SONG, W.Y.; RUAN, D.L.; SIDERIS, S.; RONALD, P.C. The
cloned gene, Xa-21, confers resistance to multiple Xanthomonas oryzae pv.
oryzae isolates in transgenic plants. Molecular Plant Microbe
Interactions, v.9, n.9, p.850-855, 1996.

WHITHAN, S.; DINESH-KUMAR, S.P.; CHOI, D.; HEHL, R.; CORR, C.; BAKER,
B. The product of the tobacco mosaic virus resistance gene N: similarity to
toll and the interleukin-1 receptor. The Cell, v.78, p.1101-1115, 1994.

WIAME, 1.; SWENNEN, R.; SAGI, L. PCR-based cloning of candidate disease

resistance genes from banana (Musa acuminata). Acta Horticultura,

v.521, p.51-57, 2000.

WROBLEWSKI, T.; COULIBALY, S.; SADOWSKI, J.; QUIROS, C.F. Variation
and phylogenetic utility of the Arabidopsis thaliana RPS2 homolog in various
species of the tribe brassiceae. Molecular Phylogenetic Evolution, v.16,

n.3, p. 440-448, 2000.

YOSHIMURA, S.; YAMANOUCHI, U.; KATAYOSE, Y.; TOKI, S.; WANG, Z,
KONO, I.; KURATA, N.; YANO, M.; IWATA, N.; SASAKI, T. Expression of

Xal, a bacterial blight-resistance gene in rice, is induced by bacterial
inoculation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the

United States of America, v.95, p.1663-1668, 1998.



79

YU, Y.G.; BUSS, G.R.; SAGHAFMAROOF, M.A. Isolation of a superfamily of

candidate disease-resistance genes in soybean based on a conserved
nucleotide-binding site.  Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, v.93, p.11751-11756, 1996.

ZHANG, Q.; SHEN, B.Z.; DAI, X.K.; MEIl, M.H.; SAGHAFMAROOF, M.A.; LlI,
Z.B. Using bulked extremes and recessive class to map genes for
photoperiod-sensitive genic male sterility in rice. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v.91,
p.8675-8679, 1994.

ZHU, H. CANNON, S.B.; YOUNG, N.D.; COOK, D.R. Phylogeny and genomic
organization of the TIR and Non-TIR NBS-LRR resistance gene family in
Medicago truncatula. Molecular Plant Microbe Interactions, v.15, n.6,
p.529-539, 2002.



