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EXTRATO

MARTINS, Marta Fonseca, D. S., Universidade Federal de Vigosa, margo de
2000. Caracterizacdo de sondas hipervariaveis e de uma seqiiéncia
gendmica de soja homéloga a genes de resisténcia a doencas.
Orientador: Everaldo Gongalves de Barros. Conselheiros: Maurilio Alves
Moreira e Elza Fernandes de Aradjo.

Durante a construgdo de um mapa de RFLP de soja, na DuPont (EUA),
as sondas analisadas foram, em sua maioria, monomorficas, porém algumas
se mostraram altamente polimérficas (A1-10, A2-08, A45-10, AS53-09 e A75-
10). A fim de melhor caracterizar esse padrao hipervariavel, essas sondas
foram seqiienciadas. Duas delas (A1-10 e A2-08) nao apresentaram
similaridade relevante com nenhuma seqiiéncia do “GenBank”, entretanto, uma
caracteristica marcante dessas sondas foi a sua riqueza em seqiiéncias A:T.
As outras trés sondas continham seqiiéncias homoélogas a genes que
codificam proteinas de resisténcia a doengas. Devido ao padréao de
hibridizagdo extremamente polimérfico revelado pela sonda A45-10, foram
desenhados “primers” flanqueando essa sonda para amplificar regides
homélogas em diversos genétipos de soja, para que esse perfil de
amplificacdo pudesse ser utilizado como “fingerprint’. Os produtos de
amplificacdo obtidos, na faixa de 1,5 a 2,0 kb, foram capazes de identificar os
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diferentes gendtipos analisados. A partir de uma biblioteca gendmica da
variedade de soja FT-Cristalina, foram isolados quatro clones, usando-se a
sonda A53-09. Um deles, o clone CR44, continha um inserto de
aproximadamente 16 kb. Dois fragmentos de EcoRI e Pstl do clone CR44, que
hibridizaram com a sonda A53-09, foram subclonados e seqlienciados. Esses
dois fragmentos formaram um contiguo, denominado GR, de 4.198 pb. A
comparacgao da seqiiéncia de aminoacidos predita com outras existentes no
“GenBank” indicou uma homologia entre GR e a proteina “Cf-2.1-like” de
Arabidopsis thaliana, proteina de resisténcia a doengas homoéloga a Cf-2/Cf-5
de Hordeum vulgare e outras prdteinas de resisténcia de Lycopersicon. Além
disso, foi identificada uma ORF de 789 nucleotidios, que codifica uma proteina
de 262 aminoacidos com dominios LRRs, uma das caracteristicas estruturais
da maioria das proteinas de resisténcia. Um RT-PCR foi feito para detectar
transcritos homélogos a A53-09, A75-10 e A45-10, usando-se “primers” que
flanqueavam a regido de maior similaridade com genes de resisténcia. Em
amostras de RNA extraidas de folhas, raizes e haste foi detectada a presenga
de transcritos, usando-se os “primers” derivados de A53-09, o que indicou que
A53-09 ndao é expresso de modo orgao-especifico. Os produtos de
amplificagdo presentes nos trés oOrgados foram sequenciados e alinhados
perfeitamente com a ORF de 789 nucleotidios. Para A75-10, foi detectada a
presenga de varias bandas, nos trés 6rgéos examinados, indicando que,
possivelmente, os “primers” estariam pareando com mais de um transcrito.
Para A45-10, ndo foi detectada a presenga de nenhum transcrito nos trés

6rgéos analisados.



ABSTRACT

MARTINS, Marta Fonseca, D. S., Universidade Federal de Vigosa, March,
2000. Characterization of hipervariable probes and of a soybean
genomic sequence homologous to disease resistance genes. Adviser:
Everaldo Gongalves de Barros. Committee Members: Maurilio Alves Moreira
and Elza Fernandes de Araujo.

During the construction of one soybean RFLP map at DuPont (USA),
the majority of the probes analyzed were monomorphic, however, a few of them
were highly polymorphic (A1-10, A2-08, A45-10, A53-09, and A75-10). To
better understand the hypervariable pattern revealed by these probes, they
were sequenced. Two of them (A1-10 and A2-08) did not present any
similarities with sequences deposited in the GenBank. Their main feature was
that they were highly AT rich. The other three probes contained sequences
homologous to known disease resistance genes in plants. Due to the
hypervariable pattern revealed by probe A45-10, primers flanking this probe
were designed and used to amplify the corresponding region in several
soybean genotypes. The amplification products, in the range of 1.5 to 2 kb,
allowed the identification of each of the different genotypes analyzed. Probe
A53-09 was used to screen a genomic library prepared with DNA from cultivar
FT-Cristalina. Four clones were isolated. One of them, clone CR44 of
approximately 16 kb, was further analyzed. Restriction of this clone with EcoRl
and Pstl revealed two bands hybrizing with probe A53-09. These were



subcloned and sequenced. The two fragments partially overlapped and formed
a contig of 4,198 bp designated GR. Blast analyses of GR with sequences
deposited in the GenBank showed that it potentially encode a protein
homologous to “Cf-2.1-like” protein of Arabidopsis thaliana, to disease
resistance protein homologous to Cf-2/Cf-5 of Hordeum vulgare and to disease
resistance proteins of Lycopersicon. An open-reading frame of 789 nucleotides
was identified in GR. It potentially encode a sequence of 262 amino acid
residues with LRR motifs, a structural characteristic of most disease resistance
proteins described so far. RT-PCR was performed with primers flanking the
regions homologous to disease resistance genes present in probes A53-09,
A75-10, and A45-10. RNA samples extracted from leaves, roots, and stems
contained transcripts which were amplified with primers derived from probe
A53-09, indicating that expression of AS53-09 is not organ-specific. The
amplification products from the three organs were sequenced and presented
perfect homology with part of the 789 bp ORF present in A53-09. The primers
derived from A75-10 amplified several bands with different sizes in the three
organs analyzed indicating that more than one transcript homologous to A75-
10 was present in the different organs. The primers derived from A45-10 did

not detect any transcripts in the organs analyzed.
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1. INTRODUGAO

A soja cultivada, Glycine max (L.) Merrill, cultura autégama com
2n = 2x = 40, apresenta base genética bastante estreita, que é explicada néao
s6 pelo seu modo de propagacao, mas também pela enorme selecéao artificial a
qual ela tem sido submetida ao longo da sua domesticacdo e de seu
melhoramento. Embora como espécie apresente extensa base genética, varios
trabalhos tém demonstrado que a soja cultivada possui base genética muito
estreita (DELANNAY et al., 1983; HIROMOTO e VELLO, 1986; ABDELNOOR
et al., 1995; MACHADO, 1999).

O avango das técnicas moleculares, nos ultimos anos, tem permitido
analises mais precisas do genoma da soja, bem como fazer inferéncias sobre a
evolucdo da espécie e melhor escolha de progenitores para os programas de
melhoramento. A analise da variabilidade do genoma de variedades de soja por
hibridizagdo com sondas RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
revelou grande nimero de bandas monomorficas e algumas polimoérficas de
pequeno numero de cépias, sendo estas ultimas utilizadas normalmente na
construgdo de mapas de ligagdo. Além disso, numero bastante reduzido de
sondas mapeia em regides hipervariaveis do genoma, revelando grande
numero de bandas de DNA polimérficas entre diferentes cultivares.

A partir de uma biblioteca genémica da variedade Bénus (RAFALSKI e
TINGEY, 1993), foram selecionadas algumas sondas de RFLP (A45-10, A53-
09 e A75-10), que apresentavam perfil de hibridizagdo extremamente



polimoérfico, para caracterizagdo molecular no presente trabalho. Portanto, o
primeiro objetivo deste trabalho foi o de compreender a razéo e a origem desse
polimorfismo, revelado por sondas, em uma cultura com tdo pouca
variabilidade, como é o caso da soja.

A andlise de seqiiéncia dessas sondas hipervariaveis revelou que
existia similaridade de seqiiéncia com genes que codificam proteinas de
resisténcia a doencas em plantas. Essa caracterizacdo levou ao segundo
objetivo deste trabalho, que foi isolar regides homélogas a essas sondas no
cultivar brasileiro FT-Cristalina, resistente @ mancha olho-de-ra causada por
Cercospora sojina e ao cancro-da-haste causado por Diaporthe phaseolorum.

A clonagem de genes de resisténcia tem fornecido muitas
oportunidades para estratégias de obtengdo de plantas resistentes e selegéo
baseada em marcadores moleculares. Os melhoristas sempre quiseram
piramidar genes de resisténcia que fossem efetivos contra distintas racas de
um Unico patdégeno ou diferentes patéogenos. A transferéncia de genes por
métodos moleculares pode ser uma opg¢do, ja que apresenta algumas
vantagens quando comparada com os meétodos tradicionais de melhoramento.
O tempo requerido para introdug@o € menor, independentemente do numero de
genes da construgéo a ser transferida, e permite combinar diferentes tipos de
resisténcia.

O estudo da organizagdo dos genes de resisténcia no genoma da
planta e da sua dindmica de evolugédo €& importante na geragdo de novos
conhecimentos e tecnologias que possam ser usados no desenvolvimento de

novos cultivares.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Genoma e diversidade genética da soja

A soja (Glycine max L. Merrill) € uma espécie autégama, com 2n = 40.
O seu genoma hapléide & constituido de 1,81 x 10° pares de nucleotidios,
sendo estes distribuidos em seqiéncias nao-repetitivas (40%) e sequéncias
repetitivas (60%) (GOLDBERG, 1978).

Apesar da grande variabilidade genética do germoplasma mundial da
espécie, a soja cultivada possui base genética bastante estreita. Isso se deve,
principalmente, ao pequeno nimero de progenitores utilizados nos programas
de melhoramento. Varios autores tém relatado esse fato (DELANNAY et al.,
1983: HIROMOTO e VELLO, 1986; KEIM et al., 1989; ABDELNOOR et al.,
1995; POWELL et al., 1996; MACHADO, 1999).

Nos Estados Unidos, DELANNAY et al. (1983) verificaram que 88% do
conjunto génico do germoplasma do norte do pais derivava de 10 ancestrais, e
70% do conjunto génico do germoplasma do sul provinha de somente sete
progenitores. Em outro estudo com 14 ancestrais de soja, verificou-se que 25%
da base genética foi erodida dos conjuntos génicos do norte e do sul e que, se
a taxa de endogamia entre as linhagens utilizadas nos programas de
melhoramento daquele pais continuar constante, metade da diversidade
genética da soja cultivada sera perdida em 58 anos no conjunto génico do



norte e em 89 anos no conjunto génico do sul dos Estados Unidos (GIZLICE et
al., 1993).

No Brasil, situacdo semelhante também tem sido encontrada.
HIROMOTO e VELLO (1986) relataram que, para a safra agricola do ano
1983/1984, 100% do conjunto génico tinha origem em apenas 26 ancestrais,
nove desses ancestrais haviam contribuido com 80% do conjunto génico e
apenas quatro progenitores contribuiram com cerca de 50%.

Trabalhos com marcadores moleculares vém sendo muito utilizados no
estudo da variabilidade genética em plantas, por fornecerem melhor
entendimento da estrutura genética do germoplasma e, assim, auxiliarem na
escolha de progenitores para os programas de melhoramento. ABDELNOOR et
al. (1995), utilizando marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic),
agruparam 38 variedades brasileiras de soja em cinco subgrupos distintos (A1,
A2, B1, B2 e B3). Pl 60406 e Tanloxi contribuiram com pelo menos 50% do
conjunto génico do grupo A. Ja no subgrupo B1, que era composto de 14
variedades, os ancestrais Roanoke, Tokyo e Pl 54610 contribuiram com 37%
do conjunto génico. O subgrupo B2 continha quatro variedades que tinham PI
240664 como ancestral comum, o mesmo acontecendo com o subgrupo B3,
com seis variedades, que tinham Pl 37335 como progenitor comum.

Em outro estudo, utilizando marcadores SSRs - “simple sequence
repeats” - nucleares e do cloroplasto, POWELL et al. (1996) investigaram os
niveis e padrdes de variabilidade em gendtipos de G. soja e G. max. De um
total de 700 genétipos analisados com sondas de RFLP, foi detectado que 12
gendtipos eram responsaveis por 92% da variabilidade desse conjunto génico.
Quando se analisaram 12 genotipos, juntamente com 37 acessos de G. soja e
G. max, com 11 SSRs nucleares, foram encontrados 129 alelos. Os 12
gendtipos foram responsaveis por 40% da variabilidade alélica.

MAUGHAN et al. (1996), estudando 23 acessos de soja cultivada e
silvestre, verificaram que 36% dos fragmentos de AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphisms) gerados eram polimérficos e, desses, 17% eram
polimérficos em G. max e 31% em G. soja. De acordo com o que era esperado,
a diversidade genética nos acessos silvestres foi maior que nos cultivados. A
analise estatistica desses dados agrupou os acessos de G. soja
separadamente dos de G. max; dentro deste ultimo, as variedades de soja



cultivadas se agruparam de forma mais densa, evidenciando-se, mais uma vez,
que a base genética da soja cultivada é estreita.

MACHADO (1999) ao analisar 263 acessos de soja, sendo 31 de G.
soja, 10 de G. max adaptados e 222 de G. max nao-adaptados, utilizando
também a técnica de AFLP, verificou que os acessos de G. soja apresentaram
valor médio de dissimilaridade de 0,58; os de G. max nao-adaptados, valor de
0,43; e os de G. max adaptados, no valor de 0,29. Mais uma vez, demonstrou-
se que a soja cultivada apresenta base genética bastante estreita e que os
acessos silvestres possuem grande diversidade, que pode ser mais bem

explorada pelos programas de melhoramento.

2.2. Resisténcia a doengas em plantas

As plantas, assim como os animais, estdo constantemente sendo
desafiadas por ataques de patoégenos (virus, bactérias, fungos e nematéides),
mas, mesmo assim, eventos de doenga sao raros. Isso se deve ao fato de que,
como outros organismos, as plantas utilizam mecanismos para se protegerem.
Ha trés motivos principais que levam os patdégenos ao fracasso. O primeiro é
que nem sempre determinada planta €& capaz de fornecer todos os
requerimentos para o crescimento do patégeno, tornando-se, assim, uma
planta nédo-hospedeira. O segundo & que a planta possui estruturas pré-
formadas, que podem ser barreiras fisicas (parede celular e cuticula) ou
compostos toéxicos (substancias fendlicas e alcaldides em alta concentragéo ou
proteinas antimicrobianas), que impedem que a infec¢gdo tenha sucesso. O
ultimo motivo é o reconhecimento, pela planta, do patégeno, o que
desencadeia uma série de mecanismos de defesa que vao levar, quase
sempre, a morte celular e do tecido no local da infecgao, impedindo, assim, que
a doenga se dissemine pelo resto do organismo. Todos esses trés motivos
levam a uma interagéo planta-patégeno incompativel, mas s6 o ultimo depende
da indugdo de uma resposta, que é controlada por inumeros genes que estéo
envolvidos desde a detecgdo e discriminagao do patdégeno até a resposta final
(JOHAL et al., 1995; KIRALY e HORNOK, 1997).



A existéncia de genes que controlam a resisténcia a patégenos tem
sido usada pelos melhoristas ha muito tempo, mas s6 em 1905, com a
redescoberta dos trabalhos de Mendel, Biffen demonstrou que apenas um
inico locus condicionava o carater de resisténcia a ferrugem-amarela (Puccinia
striformis) em trigo (CRUTE e PINKI, 1996). S6 mais tarde foi que Flor
elucidou os mecanismos genéticos que controlam as interagbes entre
hospedeiro e patégeno. Com base em seus trabalhos, ele elaborou a teoria
gene-a-gene, na qual demonstrou que a resisténcia do linho (Linum
usitatissimum) a ferrugem (Melampsora lini) era conseqiiéncia da interagéo de
genes complementares no patégeno e hospedeiro. Os cultivares de linho que
tém o gene de resisténcia dominante (R) séo resistentes a ragas de ferrugem
que carregam o gene de aviruléncia dominante (Avr) correspondente,
entretanto cultivares que tém o gene que codifica suscetibilidade (r),
normalmente recessivo, desenvolvem doenc¢a. Do ponto de vista molecular,
essa hipétese pode ser interpretada como a interagao do produto do gene Avr
com o produto do gene R, em uma interagao do tipo receptor-ligante, em
analogia com o sistema imunolégico de vertebrados (FLOR, 1956 e 1971;
LAMB, 1994: JACKSON e TAYLOR, 1996; STASKAWICZ et al., 1995).

Nessas interagbes do tipo gene-a-gene, a resposta de defesa do
hospedeiro comega com o reconhecimento ou com a percepgao, pela planta,
de algumas estruturas ou caracteristicas quimicas do patégeno ou, ainda, com
estresse ou dano celular causado pela invasdo. Esse reconhecimento ativa a
producéo ou a liberagao de moléculas sinalizadoras que séo responsaveis pela
inducdo da resposta final de resisténcia. Tal resisténcia ao patégeno &
manifestada em varias vias e, freqiientemente, esta correlacionada com a
resposta de hipersensibilidade (HR). Classicamente, HR é definida como a
morte das células do hospedeiro dentro de poucas horas apés o contato com o
patégeno, formando lesées necréticas que impedem o crescimento do
patégeno para tecidos saudaveis (HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996;
JOHAL et al., 1995).

A inducao de HR, ocorrida apds a interacao de elicitores codificados
pelos genes de aviruléncia (Avr) do patégeno com os receptores codificados
pelos genes R do hospedeiro, é conseqiiéncia de uma cascata de eventos de
transdugéo de sinal. Essas respostas incluem a combustao oxidativa (liberagao



de radicais livres), o refor¢go da parede celular por lignificagdo ou deposicao de
calose, a producdo de compostos antimicrobianos (fitoalexina e enzimas
hidroliticas), a alteragcdo do potencial de membrana e a indugao de proteinas
relacionadas a patogénese (PR) (DIXON et al., 1994; STASKAWICZ et al.,
1995; KNOGGE, 1996; DANGL et al., 1996, OUSBOURN, 1996; KAMOUN et
al., 1999).

Um dos aspectos da resposta HR foi recentemente esclarecido. Uma
das duvidas era conhecer como os radicais livres (O2) e H,0,, liberados apoés o
contato com o patégeno, poderiam atuar como sinalizadores da morte celular.
O superéxido (0O2), primeiro produto da combustao oxidativa, era o candidato
menos cotado, ja que ele tem meia-vida muito curta e é rapidamente convertido
a peroxido de hidrogénio e, além disso, ndo se difunde rapidamente. O
peréxido de hidrogénio (H202), o outro candidato, é téxico a altas
concentragbes, mas nem sempre € produzido, durante a resposta de
resisténcia, em quantidades suficientes que possam levar a morte celular.

Dado esse impasse, foi langada uma hipdtese de que haveria outra
molécula envolvida que fosse gerada durante a combustdo oxidativa. Em
macréfagos, células do sistema de defesa de mamiferos, os radicais livres
agem juntamente com o 6xido nitrico (NO) para matar patégenos bacterianos.
DELLEDONNE et al. (1998) e DURNER et al. (1998) indicaram que NO é a
molécula que, juntamente com os radicais livres, ativa a transcrigdo de genes
de defesa de plantas e a resposta de hipersensibilidade. DURNER et al. (1998)
observaram que, quando folhas de tabaco resistentes a TMV eram infectadas
com esse virus, a atividade da enzima NO sintase aumentava, o que nao
ocorria em plantas suscetiveis. Além disso, a administragao de doadores de
NO ativava a expresséo de genes relacionados a defesa, os quais codificavam
as proteinas PR-1 e fenilalanina aménia liase (PAL). DELLEDONNE et al.
(1998), trabalhando com cultura de células de soja em suspenséo, verificaram
que NO potencializa a indugdo da morte das células, juntamente com os
radicais livres, e atua, independentemente desses intermediarios, na indugéo
de genes para defesa. Além disso, inibidores da sintese de NO comprometiam
a resposta HR de folhas de Arabidopsis thaliana resistentes a Pseudomonas
syringae, causando o aparecimento da doenga e o crescimento bacteriano. A
partir desses dois trabalhos e de outros ja publicados, DANGL (1998) propés



um modelo de resposta de defesa contra a invasao de patégenos (Figura 1).
Nesse modelo, o NO é responsavel, juntamente com os radicais livres, pela
ativacdo do programa de morte celular programada e pela sintese de acido
salicilico (SA).

A resposta HR, no local da infecgéo, deixa o patégeno isolado do resto
da planta. A formacdo de lesées necroticas, como parte da HR ou de um
sintoma da doenga causada por um patégeno, &€ responsavel pela indugéao
coordenada de um conjunto de genes. Essa ativacado de genes nao é feita sé
localmente, estendendo-se pelo resto da planta e assegurando diminuigao da
severidade de doengas causadas por todas as classes de patégenos. Esse tipo
de resposta & denominado resisténcia sistémica adquirida (SAR), cuja indugéao
SAR coincide com aumento do nivel endégeno de SA no local da infecgdo e,
sistemicamente, em todos os tecidos nao-afetados. Acredita-se que SA seja
o principal componente sinalizador da via de resposta SAR (PIETERSE e
LOON, 1999; HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996).

Varios modelos tém sido propostos para interacdo entre os produtos
dos genes Avr e os dos genes R. BENT (1996) propés um modelo para explicar
a interagido entre P. syringae e tomate, envolvendo o gene de aviruléncia
avrPto e os genes de resisténcia Pto e Prf, que seguem o modelo da interagéo
gene-a-gene. Esse modelo foi proposto com base nos dados experimentais de
MARTIN et al. (1994), ROMMENS et al. (1995), SALMERON et al. (1994),
ZHOU et al. (1995) e de dados ndo publicados de outros laboratérios. Nesse
modelo, os produtos dos genes Pto e Prf estdo associados a face interna da
membrana plasmatica. Quando o produto do gene avrPto (elicitor) se liga ao
complexo Pto:Prf, ocorrem autofosforilagdo de Pto e fosforilagdo de Pti1 por
Pto, sendo Pti uma segunda cinase na cascata Pto cinase. Pti1 ativa direta ou
indiretamente os componentes intermediarios da via de transdugao de sinal,
como o complexo NADPH oxidase, que gera uma liberagao de radicais livres, e
a liberagdo de SA. Tais fatores estimulam as respostas de defesa, como a
lignificagdo da parede celular e a expressédo de genes que sintetizam proteinas
de defesa, como f-1, 3-glucanase e PAL. Outras respostas incluem a abertura
de canais iénicos e indugdo de HR. Uma segunda possivel via de sinalizagao

inclui a ativagao de Pti5 por Pto, promovendo a expressao de genes de defesa.



Embora esse modelo seja confirmado por muitos dados experimentais,
ha algumas perguntas a serem respondidas e, também, a necessidade da
identificagdo de mais componentes na via de transdugéo de sinal. Qual € o tipo
de interagdo quimica entre Pto e Prf? E Prf quem da a especificidade de
reconhecimento de avrPto? Pto atua sozinho no passo de reconhecimento?
Como Pti5 ativa a transcricdo dos genes de defesa? Esse modelo pode ser

aplicado a outras espécies e tipos de interagao?
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Figura 1 - Resposta de defesa das plantas a patégenos.



2.3. Genes de resisténcia (R)

Nos ultimos anos, grande numero de genes R foi clonado em varias
espécies de plantas. Embora esses genes sejam responsaveis pela resisténcia
a diversos tipos de patégenos, como bactérias, fungos, virus e nematéides, os
seus produtos génicos possuem similaridades estruturais, o que leva a pensar
que existiria uma seqliéncia de eventos de defesa comum. De acordo com as
suas caracteristicas estruturais, os genes R podem ser agrupados em seis
diferentes classes, como mostrado na Tabela 1 (STASKAWICZ et al., 1995;
BAKER et al., 1997; HAMMOND-KOSACK e JONES, 1997).

A primeira classe é representada pelo gene Hm1 de milho, que foi o
primeiro gene R a ser clonado (JOHAL e BRIGGS, 1992). Esse gene, que
confere resisténcia a raga 1 do fungo Cochliobolus carbonum, foi isolado por
“transposon tagging”, usando-se o transposon Mu de milho. O gene Hm1
codifica uma redutase dependente de NADPH (HTRC), que inativa a toxina HC
produzida pelo fungo C. carbonum. Essa interagéo foge do modelo gene-a-
gene, ja que nenhum componente Avr esta envolvido na degradagéao da toxina
HC, sendo o unico gene de resisténcia clonado até hoje que difere desse
modelo.

A segunda classe de genes inclui Pto, que confere resisténcia a
bactéria P. syringae pv. tomato, que expressa o gene avrPto, sendo o primeiro
gene a ser clonado que segue o modelo gene-a-gene (MARTIN et al., 1993). A
estratégia usada foi a clonagem baseada em mapa. Um marcador de RFLP
fortemente ligado ao locus Pto foi usado em um “screening” de uma biblioteca
gendmica construida em YAC (cromossomo artificial de levedura). O clone de
YAC identificado foi usado para isolar o cDNA correspondente ao gene Pto. A
analise da seqiiéncia do clone indicou que esse gene codifica uma proteina
cinase do tipo serina/treonina. Os dados experimentais gerados até hoje tém
indicado que a proteina Pto participa de um complexo protéico, junto com Prf,
ancorado na membrana que reconhece o elicitor e emite um sinal para outros
mensageiros, Pti1 e Pti5, que desencadeiam uma cascata de eventos que

culmina na resposta de resisténcia (BENT, 1996).
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A terceira classe inclui os genes que codificam proteinas receptoras
citoplasmaticas que contém dominios repetidos ricos em leucina (LRR) e um
sitio de ligagao a nucleotidios (NBS). Pertencem a essa classe os genes RPS2
(BENT et al., 1994; MINDRINOS et al., 1994), RPM1 (GRANT et al., 1995),
RPP5 (PARKER et al., 1997), RPP1 (BOTELLA et al., 1998), RPP8
(McDOWELL et al., 1998), Prf (SALMERON et al., 1996), /12 (ORI et al., 1997),
Mi-1 (VOS et al., 1998), N (WHITHAM et al.,.1994), L® (LAWRENCE et
al.,1995), M (ANDERSON et al., 1997), locus L (ELLIS et al., 1999), Rx
(BENDAHMANE et al., 1999) e a familia de genes RGC2 (MEYERS et al.,
1998b). Apesar de todos os membros dessa classe apresentarem os dominios
LRR e NBS em comum, a regido N-terminal possui algumas diferengas. Alguns
membros possuem dominio, denominado TIR, que apresenta alta homologia
com o dominio citoplasmatico do gene de desenvolvimento Toll de Drosophila e
do gene interleucina 1 (IL 1R), que codifica uma proteina de resposta do
sistema imune de mamiferos. Outros membros possuem, na sua regido N-
terminal, um motivo “leucine zipper" (LZ), ao passo que outros, ainda, sé
possuem os dominios LRR e NBS (Tabela 1).

A quarta classe é representada por genes que codificam proteinas que
estao ancoradas na membrana, possuindo dominios LRRs extracitoplasmaticos
e transmembrana (TM). Fazem parte dessa classe os genes Cf-9 (JONES et
al., 1994), Cf-2 (DIXON et al., 1996), Cf-4 (THOMAS et al., 1997), Hs1?°" (CAl
et al., 1997) e Cf-5 (DIXON et al., 1998).

Na quinta classe sdo agrupados os genes que codificam uma proteina
transmembrana com dominios LRRs extracitoplasmaticos e um dominio celular
que possui atividade cinase serina/treonina. O gene Xa21 (SONG et al., 1995)
é o Unico gene dessa classe clonado até o momento.

Recentemente, outros sete membros da familia génica Xa21 foram
clonados e agrupados em duas classes, de acordo com a similaridade de
seqiiéncia (SONG et al., 1997). A classe Xa21 contém os membros Xa21, D e
F. A segunda classe, denominada A2, é representada pelos membros A1, A2,
C e E, os quais foram testados quanto aos padrées de heranga e ao fenétipo
de resisténcia a oito ragas de Xantomonas oryzae pv. oryzae, usando- se
plantas transgénicas de arroz (WANG et al., 1998). Observou-se que os
membros A1, A2, C, E e F nao conferiam nenhum fenétipo de resisténcia e que
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Tabela 1 — Genes R isolados de plantas

Classe Gene R Planta Patégeno Estrutura®
1 Hm1 Milho Cochliobolus. Carbonum Toxina
raca 1
2 Pto Tomate Pseudomonas. Syringae Cinase
pv. tomato
3 RPS2 Arabidopsis  P. syringae pv. tomato LZ-NBS-LRR
RPMA1 Arabidopsis  P. syringae pv. maculicola LZ-NBS-LRR
RPP8 Arabidopsis  Peronospora parasitica LZ-NBS-LRR
Prf Tomate P. syringae pv. tomato LZ-NBS-LRR
Mi-1 Tomate Meloidogyne incognita e LZ-NBS-LRR
Macrosiphum euphorbiae
Rx Batata PVX LZ-NBS-LRR
RPP5 Arabidopsis  P. parasitica TIR-NBS-LRR
RPPA1 Arabidopsis P parasitica TIR-NBS-LRR
N Tabaco T™MV TIR-NBS-LRR
L2 Linho Melampsora lini TIR-NBS-LRR
M Linho M. lini TIR-NBS-LRR
locus L  Linho M. lini TIR-NBS-LRR
12 Tomate Fusarium oxysporum f. sp. NBS-LRR
Lycopersici, raga 2
RGC2  Alface Bremia lactucae NBS-LRR
4 Cf-9 Tomate Cladosporium fulvum LRR-TM
Cf-2 Tomate C. fulvum LRR-TM
Cf-4 Tomate C. fulvum LRR-TM
CF5 Tomate C. fulvum LRR-TM
Hs1P™! Beterraba  Heterodera schachtii LRR-TM
5 Xa21 Arroz Xantomonas oryzae pv. LRR-TM-
oryzae Cinase
6 Xa21D  Arroz Xantomonas oryzae pv. LRR

oryzae

*Repeticdes ricas em leucina (LRR), “Ieuci.ne zipper” (LZ), sitio de ligagao a
nucleotidios (NBS), regido com homologia a Toll-IL 1R (TIR) e dominio

transmembrana (TM).
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somente o membro D conferia resisténcia intermediaria aquela conferida por
Xa21. Analises de sequéncia indicaram que Xa21D codificava uma proteina
que tinha perdido os dominios cinase e transmembrana, mas que, mesmo
assim, era transcrita e exercia sua fungao. A perda desses dominios originou-
se da integracdo do retrotransposon Refrofit, que introduziu um cédon de
parada entre o dominio LRR e os dominios transmembrana e cinase, criando,
assim, uma nova proteina, com uma provavel localizagao celular diferente, que
pode representar uma possivel nova classe de genes de resisténcia.

Esses estudos de estrutura e fungdo de genes R evidenciaram que
existe grande similaridade de seqiiéncia entre os seus produtos protéicos, o
que indica um alto grau de conservagao das vias de respostas de defesa. A
clonagem dos genes R permitiu verificar que alguns dominios estruturais séo
conservados em diferentes plantas, em genes R, para a mesma classe de
patégenos, bem como para diferentes classes (virus, bactérias e fungos). Os
produtos protéicos dos genes R apresentam os seguintes dominios estruturais
conservados: cinase serina-treonina, LRR, NBS, TIR e LZ. A partir dessa
informagéo, podem-se fazer inferéncias, ligando a estrutura dos dominios e as
suas provaveis fungdes aquelas a que estao relacionados.

A partir da clonagem do gene Pfo, tornou-se possivel visualizar a
importancia dos eventos de transdugdo de sinal mediado por cinases na
resisténcia de plantas a doengas. O estado de fosforilagao € um mecanismo
muito comum nos seres vivos, queé O usam para controlar a atividade de
proteinas e expressao génica, mas ainda falta estabelecer relagao mais direta
entre proteinas de resisténcia contendo dominios com atividade cinase e
reconhecimento do patégeno. Normalmente, proteinas cinases nédo estao
envolvidas em interagbes do tipo receptor-ligante, que geralmente sao
exercidas por dominios LRRs, entretanto foi demonstrada, no sistema Pto-
avrPto, a interagao fisica e altamente especifica entre uma proteina cinase e o
correspondente produto do gene de aviruléncia (SCOFIELD et al., 1996; TANG
et al., 1996). Uma proteina de resisténcia que parece encaixar-se no modelo de
receptor e sinalizador é a proteina Xa21, que contém os dois dominios que
parecem ser as mais importantes para exercerem a funcédo de proteinas de

resisténcia; Xa21 possui o dominio que seria responsavel pelo reconhecimento
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do patégeno, o dominio LRR, e a porgdo com atividade cinase, que ativaria a
via de transducao de sinal.

O dominio LRR contém leucina ou outros residuos hidrofébicos em
intervalos regulares, podendo conter prolina e asparagina espacadas
regularmente. Em proteinas de resisténcia a doencas em plantas, esses
dominios estdo repetidos ao longo da molécula. Em termos de funcéo, os
dominios LRRs de proteinas de levedura, Drosophila, humanos e outras
espécies tém sido envolvidos na mediagdo de interagdes proteina:proteina.
Alguns exemplos incluem interagées entre componentes intracelulares de uma
cascata de transducgéo de sinal e ligagado de horménios peptidicos e receptores
transmembranas.

Devido ao fato do motivo LRR ser recorrente na maior parte dos genes
de resisténcia clonados, ele tem sido apontado como a regido da molécula
envolvida na especificidade das interagbes do tipo gene-a-gene e, como
conseqiiéncia, na determinagao da especificidade de diferentes alelos. A
importancia desses dominios LRRs foi demonstrada em experimentos com
alelos mutantes de RPS2 e RPM1, que nao eram funcionais devido a troca de
um Unico aminoacido dentro da regiao LRR (BENT et al., 1994: MINDRINOS et
al., 1994; GRANT et al., 1995). A delegéo de repetiges LRRs em alelos
mutantes do gene M era essencial para a fungdo de resisténcia e, ou,
especificidade (ANDERSON et al., 1997). Outra evidéncia para o envolvimento
dos dominios LRRs no reconhecimento e na ativagao das vias de defesa vem
do trabalho de WANG et al. (1998), que demonstrou que, mesmo perdendo os
dominios transmembrana e cinase, a proteina Xa21D foi capaz de transduzir
resposta de resisténcia parcial de modo raga-especifico. Além disso, ELLIS et
al. (1999) evidenciaram que a regiao LRR das proteinas L era a principal
responsavel pela especificidade gene-a-gene.

Os dominios NBS ocorrem em varias proteinas de mamiferos com
atividade de ligagao a nucleotidios e séo essenciais para o seu funcionamento.
Isso é confirmado, com relagdo aos genes de resisténcia, em experimentos
com mutantes de RPS2 (BENT, 1996). Um papel hipotético para os dominios
NBS seria a alteragéo das interagdes entre os produtos dos genes R e outros
membros da via de transdugdao de sinal. No entanto, experimentos de
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mutagénese sitio-dirigida dessas regides sao necessarios para melhor
compreensao do papel dos dominios NBS no funcionamento das proteinas R.

Em Drosophila, Toll € uma proteina receptora transmembrana ativada
proteoliticamente pelo seu ligante, Spatzle. Quando ativada, Toll interage com
a proteina citoplasmatica Tube, que entdo ativa uma cinase serina/treonina,
Pelle. A cinase fosforila a proteina inibitéria Cactus, que se desliga do fator de
transcricdo Dorsal, que vai entdo estimular a formagao do eixo dorso ventral.
Essa cascata de eventos também ocorre quando a proteina IL 1R, de
mamiferos, interage com o seu ligante, IL 1, e induz respostas imunes. Por
analogia com essas duas proteinas, € postulado que as proteinas N, L6 e
Rpp5, que possuem dominios citoplasmaticos similares ao das proteinas Toll e
IL 1R, participariam de uma cascata de eventos de transdugéo de sinal quando
se ligassem a proteinas Avr correspondentes (BAKER et al., 1997; JONES e
JONES, 1997).

Os genes Prf, RPS2 e RPM1, que tém os motivos LRR e NBS,
codificam proteinas com dominios LZ. Esse tipo de motivo tem sido
correlacionado com interagoes proteina-proteina. Alguns fatores de transcrigao
de eucariotos possuem seqiiéncias LZ, que sdo importantes na homo e
heterodimerizagao dos fatores de transcricdo (BENT, 1996). Entretanto, ainda
nao se conseguiu nenhum dado experimental que pudesse esclarecer a fungédo

de dominios LZ em proteinas R de plantas.

2.4. Evolugao de genes R

Normalmente, os genes Avr ndo exercem fungdes essenciais para a
sobrevivéncia do patégeno, e assim eles podem ser facilmente perdidos, o que
permite que haja razoavel diversidade dentro da populagéo. Por isso, quando
um cultivar que contém um gene R que reconhece uma raga especifica do
patégeno com o correspondente gene Avr € plantado em uma grande area,
ocorre selecdo na populagdo do patégeno de individuos que tenham sofrido
mutagdes em Avr, aumentando o nimero daqueles capazes de estabelecer

interagées de compatibilidade. Por sua vez, essa mudanga no patégeno exerce
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forte pressdo de selegdo na populagéo de plantas, em que ocorrera a selegao
de individuos capazes de reconhecer essa nova forma do gene Avr. Nesse
ponto, a situagdo novamente se invertara, e o ciclo de selegdo de novos genes
R e Avr sera repetido. E esse o tipo de jogo, entre o patégeno e a planta,
responsavel pela diversidade de genes R encontrada nas populagdes das
espécies hospedeiras e genes de Avr que ocorrem nas diferentes ragcas dos
patogenos (JOHAL et al., 1995; STASKAWICZ et al., 1995).

Os mecanismos geradores dessa diversidade nos genes R tém sido
esclarecidos nos ultimos anos por meio de estudos genéticos e moleculares,
desenvolvidos em razdo do aumento do numero de genes clonados. Analises
genéticas tém evidenciado que muitos genes R pertencem a familias
multigénicas, estando arranjados em grandes blocos formando loci complexos.
Esses blocos seriam alvo de eventos de recombinagao que levariam a criagéo
de novas especificidades. Varias evidéncias tém levado ao pensamento de que
eventos de “crossing-over” desigual s@o o principal mecanismo de geragédo de
diversidade nas sequéncias dos genes R.

Muitos genes de resisténcia clonados até hoje possuem seqiéncias
que codificam dominios LRR repetidos. Os alelos que possuem essas
seqiiéncias, devido ao seu carater repetitivo, podem sofrer “crossing-over”
desigual. Tal fato foi observado em mutantes do Jocus M (ANDERSON et al.,
1997) em RPP5 (PARKER et al., 1997) e no tamanho de regi6es LRRs dos
alelos L (ELLIS et al., 1997) e dos genes RGC2 (MEYERS et al., 1998a e b).
Outros estudos evidenciaram que ocorre “crossing-over” desigual também fora
da regido LRR. Foram detectados eventos de recombinagéo nas regiées que
flanqueavam o locus Cf-4/9 (PARNISKE et al., 1997). Desse modo, os eventos
de recombinagéo estariam envolvidos na geragao de novas especificidades de
resisténcia e no nimero de cépias dos genes de resisténcia.

Além dos eventos de recombinagdo, as mutagées de ponto também
sdo importantes na evolugao de novas especificidades. Alguns trabalhos tém
evidenciado a presenca de mutagées de ponto em regiées do dominio LRR que
estariam expostas na proteina (PARNISKE et al., 1997, WANG et al., 1998;
MEYERS et al., 1998b). O acumulo dessas substituicées poderia afetar a
ligagao da proteina R a proteina Avr e, assim, contribuir para novas

especificidades.
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Em resumo, varios sdo os mecanismos que podem causar diversidade
nos genes de resisténcia. Um dos mecanismos principais & o “crossing over”
desigual, que pode gerar diferentes especificidades, seja na criagdo de novos
genes que podem evoluir independentemente, seja, entdo, no aumento do

numero de LRRs, sobre as quais mutagées podem agir.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Neste trabalho, foram utilizados DNA de oito genétipos de Glycine max:
Noir, Hardin, Bonus, P1 230970, P1 416937, Pl 51293, P| 153293 e N85-2176: e
dois gendtipos de Glycine soja: Pl 440913 e Pl 81762. O DNA desses
gendtipos foi obtido na DuPont (EUA). Além disso, foi utilizada a variedade FT-
Cristalina, obtida do Germoplasma do Grupo de Melhoramento de Soja do
BIOAGRO/UFV. Todo o material vegetal, como folhas, haste e raizes coletados
no estadio de desenvolvimento V3 da variedade FT-Cristalina, foi congelado
em nitrogénio liquido logo apés a sua coleta e armazenado a —-80°C, até que

fosse utilizado para extragao de acidos nucléicos.

3.2. Isolamento de DNA plasmidial

O isolamento do DNA plasmidial, em pequena escala, foi feito por meio
de dois métodos diferentes, de acordo com a finalidade: por purificacdo com
fenol: cloroférmio (SAMBROOK et al., 1989; AUSUBEL et al.,, 1998), para
diagndstico de clonagem e construgéo de mapa de restri¢éo; e por purificagao
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em colunas contidas no “QlAprep Spin Miniprep Kit" (Qiagen Inc.), para
sequenciamento e subclonagem. O isolamento do DNA plasmidial, em média
escala, foi feito por meio de purificagdo em colunas tipo 100 contidas no
“QIAGEN Plasmid Midi Kit" (Qiagen Inc.). Em todos os trés procedimentos,
inicialmente, as células foram rompidas pelo método de lise alcalina, sendo o
volume das solugdes ajustado de acordo com o volume inicial da cultura.
Basicamente, as bactérias transformadas cresceram em meio LB (Sigma) a
37°C, contendo 100 pg/mL de ampicilina, por 12 a 16 horas. Apos
centrifugagao a 5.000 g por dois minutos, a 4°C, as células foram ressuspensas
na solugao | [glicose 50 mmoles/L, Tris-HCI 25 mmoles/L pH 8,0 e EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) 20 mmoles/L]. Em seguida, a solugéo de lise [NaOH
0,2 mol/L e SDS (dodecil sulfato de sédio) 1%] foi adicionada e a mistura
incubada por cinco minutos, a temperatura ambiente. A essa mistura foi
adicionado acetato de potassio, a concentragéo final de 1 mol/L, prolongando-
se a incubagdo por mais 15 minutos. O DNA foi separado dos residuos
insoliveis, como parede celular, e do DNA cromossémico, por meio de
centrifugacdo a 11.000 g, por 10 minutos. O sobrenadante recebeu diferentes
tratamentos, de acordo com o0 método de isolamento de DNA plasmidial usado.

Para isolamento de DNA plasmidial, usando-se as colunas da Qiagen
Inc., a lise alcalina foi conduzida conforme descrito anteriormente, a excegao
da RNase A, que foi adicionada a solugdo | na concentragdo final de
100 pg/mL. Apés a lise alcalina, o DNA plasmidial foi isolado do sobrenadante,
usando-se a resina pré-empacotada QlAprep Spin e QIAGEN tipo 100 (Qiagen
Inc.), conforme as recomendagdes do fabricante.

No método de preparo de DNA plasmidial em pequena escala, para
diagnéstico e mapa de restricdo apés a lise alcalina, as amostras foram
desproteinizadas por tratamento com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(24:24:1), seguido de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), sendo os acidos
nucléicos precipitados com etanol a uma concentracdo final de 70% e

ressuspensos em TE contendo 50 pg/mL de RNase A.
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3.3. Isolamento de RNA total

Todas as etapas para isolamento do RNA foram conduzidas a 4°C,
sendo todas as solugées e agua usadas tratadas com dietilpirocarbonato
(DEPC) 0,1%, um inibidor de RNase, a 37°C, por trés horas, e, em seguida,
autoclavadas.

Cerca de 200 mg de raizes, hastes ou folhas da variedade de soja FT-
Cristalina, no estadio de desenvolvimento V3, foram triturados em nitrogénio
liquido. A cada amostra foram adicionados 500 uL de tampdo de extragéo
(citrato de sédio 25 mmoles/L, pH 7,0; isotiocianato de guanidina 4 moles/L:
lauril sarcosine de sédio 1,5%; e B-mercaptoetanol 100 mmoles/L) e 500 pL de
fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (24:24:1) (WADSWORTH et al., 1988). A
amostra foi vigorosamente agitada em voértex, por 15 segundos. As fases
orgénica e aquosa foram separadas por centrifugagdo a 16.000 g, por cinco
minutos. A fase aquosa foi reextraida com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(24:24:1) por mais duas vezes. A fase aquosa foi adicionada de 400 pL de LiCl
6 mmoles/L e incubada no gelo por, no minimo, 60 minutos. O RNA foi coletado
por centrifugagdo a 16.000 g por 10 minutos e o pelete, ressuspenso em 1 mL
de LiCl 3 moles/L, sendo, entdo, centrifugado por 10 minutos a 4°C. Essa fase
de lavagem foi repetida mais duas vezes, nas mesmas condicées. O
precipitado foi ressuspenso em 400 pulL de acetato de potassio 2% e o RNA,
reprecipitado pela adigao de 1 mL de etanol e incubagdo por 12 horas, a —
20°C. O RNA foi separado por centrifugacao a 16.000 g por 15 minutos, lavado
em etanol 70% e ressuspenso em 50 plL de agua. O RNA foi quantificado por
espectrofotometria a 260 nm e armazenado a —-80°C até o seu uso. A
integridade do RNA isolado foi avaliada por eletroforese em géis de agarose
1,8% contendo 0,1 mg/mL de brometo de etidio.
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3.4. Isolamento de DNA gendémico

A extragdo do DNA foi feita conforme descrito por DOYLE e DOYLE
(1990). O DNA foi ressuspenso em H,O e armazenado a —-20°C até a sua
utilizagdo. Tanto a quantidade de DNA nas amostras quanto a sua integridade
foram avaliadas por eletroforese em géis de agarose 0,8% contendo 0,1 mg/mL

de brometo de etidio.

3.5. Isolamento de fragmentos de DNA de géis de agarose

O isolamento e a purificagdo de fragmentos de DNA de géis de
agarose foram feitos pela técnica de adsor¢do de DNA em membrana de silica-
gel, utilizando-se o “QlAquick Gel Extraction Kit" da Qiagen Inc., conforme as
recomendagées do fabricante. Apos a purificagdo, os fragmentos de DNA
foram quantificados em géis de agarose 1% contendo 0,1 mg/mL de brometo

de etidio.

3.6. Construgao da biblioteca genémica da variedade de soja FT-Cristalina

A biblioteca gendmica foi construida, utilizando-se o vetor AEMBL3
fornecido no “Lambda EMBL3 Vector Kit" (Stratagene). O DNA genémico usado
foi extraido da variedade de soja FT-Cristalina. Todos os procedimentos para
construgao da biblioteca foram feitos segundo as recomendacgées do fabricante
(Stratagene). O DNA genémico foi digerido parcialmente com Sau3A I. Os
fragmentos de 9 a 23 kb foram separados em um gradiente de sacarose de 10
a 40% e, posteriormente, ligados ao vetor AEMBL3 pré-digerido com BamH |,
fornecidos no “kit". O DNA ligado foi empacotado, usando-se o extrato de
empacotamento “Gigapack® |l Gold Packaging Extracts” (Stratagene), e
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infectado na bactéria hospedeira Escherichia coli XL1-Blue MRA (P2)
(Stratagene) para selegao dos fagos recombinantes. O titulo da biblioteca foi 4
x 10° pfu/mL.

3.7. “Screening” da biblioteca genémica

Para o “screening” da biblioteca, as células hospedeiras E. coli XL1
Blue MRA foram crescidas a 37°C em meio LB (Sigma) contendo 0,2% de
maltose e MgS0O; 10 mmoles/L até atingirem ODgy entre 02 e 05
(SAMBROOK et al., 1989; AUSUBEL et al., 1998). Em seguida, as células
foram sedimentadas por centrifugagdo a 3.000 g a 4°C, por 10 minutos, e
ressuspensas em volume de MgSQO4 10 mmoles/L, correspondente a 1/10 do
volume inicial da cultura. Em seguida, 6,9 uL (3 x 10* pfu) da biblioteca
genémica de FT-Cristalina foram incubados com 600 uL de células hospedeiras
(XL1 Blue MRA) a 37°C, por 15 minutos. As células, foram adicionados 6 mL
de meio semi-solido (meio LB e 0,7% de agarose), apés o que foram vertidas
em placas de Petri esterilizadas de 150 mm contendo meio LB. As placas
foram incubadas a 37°C por, no minimo, oito horas. Em seguida, as placas
foram esfriadas a 4°C por duas horas. O DNA das placas de lise foi transferido
para membranas de ndilon por dois minutos. Em seguida, a membrana foi
incubada em uma solugéo de desnaturagao (NaCl 1,5 mol/L e NaOH 0,5 mol/L)
por dois minutos e, depois, na solugéo de neutralizagao (NaCl 1,5 moles/L e
Tris-HCI 0,5 mol/L, pH 8,0) por cinco minutos e por 30 segundos em Tris—HCI
02 mollL, pH 7,5 e SSC 2X (NaCl 300 mmoles/L e citrato de sédio
30 mmoles/L, pH 7,0). Logo apés, o DNA foi imobilizado nas membranas,
usando-se uma irradiagdo de 120.000 microjoules/cm? por 30 segundos, no
“Stratalinker UV Crosslinker” (Stratagene). As membranas foram secadas e
armazenadas a temperatura ambiente até o seu uso. As placas foram
guardadas a 4°C para coleta das pfus positivas.

Para hibridizagdo, as membranas, depois de secadas, foram
novamente hidratadas em H,O e, depois, incubadas em 10 mL de “QuikHyb
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Hybridization Solution” (Stratagene) por 15 minutos a 50 ou 55°C. Em seguida,
adicionaram-se a elas 100 ng de sonda marcada e 1 mg de DNA de esperma
de salmao, fazendo uma incubagédo a 50 ou 55°C, por duas horas. Apés o
periodo de incubagéo, a membrana foi lavada em SSC 0,15X e SDS 0,1%, por
uma vez a temperatura ambiente e duas vezes por 15 minutos, a 50 ou 55°C.
Todos os passos de detecgdo da sonda foram conduzidos a temperatura
ambiente, usando-se o “Kit llluminator Chemiluminescent Detection System”
(Stratagene). O DNA hibridizado foi visualizado por auto-radiografia.

As regides circulares em torno das pfus positivas foram cortadas do
agar e incubadas em 1 mL de SM (NacCl 0,58%; MgS0O4 0,2%; Tris-HCI
50 mmoles/L, pH 7,5; e gelatina 0,1%) contendo 0,2% de cloroférmio. As pfus
resultantes do primeiro “screening” foram usadas em um segundo e terceiro
“screening”, com o objetivo de isolar o clone desejado.

3.8. Marcacgio e obtencgédo das sondas para “screening”

As sondas de RFLP usadas para o “screening” foram cedidas pelo Dr.
Rafalski (DuPont, EUA) e pertencem a uma biblioteca gendmica da variedade
de soja Bénus, clonada no sitio Pst | do vetor pBluescript (STRATAGENE)
(RAFALSKI e TINGEY, 1993). A sonda A45-10 foi obtida pela digestdao do
clone de RFLP A45-10 com a enzima Pst |, sendo o inserto de
aproximadamente 2,1 kb isolado de géis de agarose conforme descrito
anteriormente. A sonda A53-09 foi obtida pela amplificag&o do inserto do clone
de RFLP A53-09 com os “primers” T3 (5’—AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’) e
S309A (Tabela 2); o fragmento de aproximadamente 400 pb foi purificado,
usando-se o “QlAquick PCR Purification Kit" (Qiagen Inc.), conforme
recomendagbes do fabricante. A sonda A75-10 foi obtida pela amplificagcdo do
clone de RFLP  A75-10 com os  ‘primers’ T7 (5-
GTAATACGACTCACTATAGGGC-3) e 7510A (Tabela 2); o fragmento de
aproximadamente 500 pb também foi purificado, usando-se o “QIAquick PCR
Purification Kit” (Qiagen Inc.). As sondas foram marcadas com fldor-12-dUTP,
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Tabela 2 - “Primers” usados nas reagées de PCR, seqilenciamento e RT-PCR

Clone Nome Posicéo Seqiéncia (5' - 3')
A53-09 5309A 357 a 376 CAGCGAGAAGGAAAGGAATG
53098 357 a 376 CATTCCTTTCCTTCTCGCTG
5309C 723 a 742 GGTCCTAGCCCTCCAAACT
5309D 82 a 101 CTCCAATGAGCCTAGGAAGC
5309E 604 a 624 AATGGTGGTGGTTGCAAAATG
A45-10 4510A 474 a 493 CATTTGCAGACACACTTGGGC
4510B 474 a 493 GCCAAGTGTGTCTGCAAATG
4510T7B1 1.011a1.028 GGCGGGTGAAAGATGACTT
4510T3C1 1.889a1.912 TCAAGTCTCAAGCTCGTCTAG
TTC
4510T3F  2.08922.109 CAGAATCCTATGCAAGCTCCA
4510T7F  31a50 TTGACTGGTGATGTGCCTGT
A2-08 208A 2.003a2.028 TTCCTGAATAAAGAACTTACTT
CTTG
208B 254 a 274 CCATAGAGCATGTGTGATGAG
208T3A2 1.6162a1.643 TAAAAGGAAGGAAAAGAAAAT
GATAAAA
208T7B2 529 a 551 AACAAACTAACGTCCGTGAAA
AA
208T3A3 1.349a1.374 GAATTTTTATTGTCAAACAATT
AGCAA
208T7B3 886 a 906 CCCATTTTAAAACTCAATGGC
208T3F 224022259 TCACCATCCTCAGTCCCTTC
208T7F 25a44 ACCCTCTTGTGTCACGTTCC
A75-10 7510A 217422193 ACAAGCAGCCCATCCAAATTC
7510B 217122193 GAATTTGGATGGCTGCTTGTT
GG
7510C 461 a 484 CATGGATATGGTTGGAAACTT
TTF
7510T3F 3a25 GCAGGTAAATGTTTCAGCTGT
T
7510T7F 2.634a2.653 GCAGAGCCATCTTCCAGTTC
7510T7B2 2.422a2.441 TCAGAGAGCACAGTGATGGC
7510T7B3 1.670a1.691 TTTGCTGGGTAATTATGGTTCA
7510T3C2 175a195 TGGTTAGAGGAGGCATGACTT
7510T3C3 832 a 911 CACTGGAGGAAGAAGCATGA
7510T3C4 971 a 992 éGTCAAGCTCAGACATGCTGT
Contiguo GR 2R 189421912 AAGCTGGTTGTTCTGCAGGT
4A 4.079a4.098 CACCGAGTGTGTCATTCCAG
4B 2.592a2.610 GAAAGTGCTGAATGTTGCCA
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utilizando-se “Primer-It® Fluor Fluorescence Labeling Kit", da Stratagene,

conforme recomendacgées do fabricante.

3.9. Isolamento de DNA de fagos recombinantes

Para isolamento de DNA de fagos recombinantes contendo o inserto
dos clones selecionados durante o "screening”, as células hospedeiras E. coli
XL1 Blue MRA cresceram a 37°C em meio LB (Sigma), acrescido de 0,2% de
maltose e 10 mmoles/L de MgSOj, até atingir ODgoo de 0,2 a 0.5 (SAMBROOK
et al, 1989; AUSUBEL et al, 1998). Em seguida, as ceélulas foram
sedimentadas por centrifugagdo a 3.000 g, a 4°C, por 10 minutos, e
ressuspensas em volume de MgSO4 10 mmoles/L, correspondente a 1/10 do
volume inicial da cultura. Os fagos recombinantes, aproximadamente 5.000
pfus, ressuspensos em SM, foram incubados com 200 pL de células
hospedeiras a 37°C, por 15 minutos. As células foram diluidas em 50 mL de
meio NZY, pH 7,5 (caseina hidrolisada 1%, NaCl| 0,5%, MgSO4 0,2% e
bactoextrato de levedura 0,5%) e crescidas a 37°C, sob forte agitacao, até que
a lise das células fosse observada. A fim de assegurar a lise completa, 100 pL
de cloroférmio foram adicionados, prolongando-se a incubagao por mais 10
minutos, a 37°C. Ap6s a adigdo de 50 ng de DNase | (Stratagene) e 50 pg de
RNase A (Sigma), a incubagdo prosseguiu por mais 30 minutos, a 37°C. Em
seguida, foi-lhe adicionado NaCl, a uma concentragao final de 1 moliL,
incubando-se a solugao a 0°C, por uma hora. O residuo insoltvel foi removido
por centrifugagdo a 11.000 g, por 10 minutos, a 4°C. Ao sobrenadante foi
adicionado PEG (polietileno glicol) 8.000, a uma concentragao final de 10%,
sendo a mistura incubada a 4°C, por 12 horas. Os fagos foram coletados por
centrifugagéo a 10.000 g, por 30 minutos, a 4°C, e ressuspensos em 500 uL de
SM. Em seguida, foi adicionado a suspensdo um volume igual de cloroférmio, e
apos a centrifugagéo, por cinco minutos, adicionaram-se a fase aquosa 20 uL
de EDTA 0,5 mol/L, pH 8,0; 25 uL de SDS 10%; e 10 uL de Pronase (50
mg/mL), apds o que foi feita a incubagdo a 37°C, por 60 minutos. O DNA
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recombinante foi isolado por meio de extragdo com fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (24:24:1), reextragdo com cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1) e
precipitagédo pela adigao de acetato de aménio e etanol, nas concentracées
finais de 80 mmoles/L e 70%, respectivamente. O precipitado foi sedimentado
por centrifugagéo a 16.000 g por 15 minutos, lavado em etanol 70%, secado a

temperatura ambiente e ressuspenso em 200 uL de H,0.

3.10. Reagdes de amplificagao por PCR

As reagbes de amplificagdo foram conduzidas no termociclador da PE
Applied Biosystems, modelo 9.600, com periodo inicial de desnaturagao a
94°C, por um minuto, seguido de 35 ciclos (94°C por 30 segundos, 55°C por
um minuto e 72°C por dois minutos) e periodo adicional de polimerizagao a
72°C, por sete minutos. As reagdes foram realizadas em um volume final de
100 pL contendo 2,5 mmoles/L de cada dNTP, 1 U de Taq DNA Polimerase,
0,4 pmol de cada “primer’, 50 ng DNA-molde, KC| 50 mmoles/L, Tris-HCI
10 mmoles/L, H 8,3 e MgCl, 1,5 mmol/L.

Os produtos das reagées foram separados por eletroforese em géis de

agarose contendo brometo de etidio e visualizados por meio de luz ultravioleta.

3.11. Seqiienciamento do DNA

O DNA foi seqiienciado, usando-se o “ABl PRISM BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit" comercializado pela PE Applied
Biosystems. Esse “kit” é adequado para o seqiienciamento de DNA, usando-se
0 "ABI PRISM 310 Genetic Analyzer”, da PE Applied Biosystems. As reagoes
de seqlienciamento se baseiam na técnica de seqlienciamento por terminagao
de cadeia por dideoxinucleotidios (ddNTPs), descrita por SANGER et al.

(1977).
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As reagdes de amplificagao foram conduzidas pela amplificagéo linear
por PCR, usando-se o termociclador da PE Applied Biosystems, modelo 9.600,
programado para um periodo inicial de desnaturagéo a 96°C, por dois minutos,
seguido de 30 ciclos (96°C por 30 segundos, 50°C por 20 segundos e 60°C por
quatro minutos). As reacdes de seqienciamento foram realizadas em um
volume final de 20 pL contendo 8 pL de “mix” - fornecido no “kit” de
seqlenciamento -, 10 pmoles de um “primer” e 200 a 500 ng do DNA a ser
seqienciado. Os produtos de extensdo, produzidos na reacdo de
sequienciamento, foram purificados pela adigdo de 80 uL de isopropanol 75% e
pela incubagdo, a temperatura ambiente, por 15 minutos. Os fragmentos foram
coletados por centrifugagao a 16.000 g por 20 minutos. O pelete foi lavado com
250 uL de isopropanol 75%, centrifugado por cinco minutos e secado a
temperatura ambiente. O pelete foi ressuspenso em 15 puL de “Template
Suppression Reagent” (PE Applied Biosystems), desnaturados a 95°C por
cinco minutos e mantidos no gelo até a sua aplicagdo. Os produtos da
extensado foram separados por eletroforese capilar, utilizando-se como matriz o
polimero POP6 (PE Applied Biosystems), e a fluorescéncia emitida foi coletada
por uma camara CCD, sendo a informagao processada pelo “ABI PRISM 310
Genetic Analyzer” (PE Applied Biosystems). Os dados foram automaticamente
convertidos em seqiiéncias de deoxinucleotidios.

As seqiiéncias geradas foram montadas em contiguos, alinhadas e
analisadas, usando-se o programa DNASTAR (DNASTAR Inc.). A busca por
similaridades com outras seqiiéncias depositadas no “GenBank” foi feita,
usando-se o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) e a predicdo de
possiveis ORFs (seqiiéncia de leitura aberta) com o programa ORF Finder,
ambos NCBI (“National Center for Biotechnology Information”)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os possiveis sinais de poliadenilacdo foram
localizados, usando-se 0 programa “‘Gene-Finder”
(http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/gene-finder/gf.html). A predicdo dos
possiveis dominios protéicos das ORFs foi feita, usando-se o programa Pfam,
do “Sanger Center” (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml).
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O programa usado para desenhar os “primers” que seriam usados nas
reagdes de PCR, seqienciamento e RT-PCR foi 0 “Primer3 Input Program”
(http://www.genome.wi.mitedu//cgi-bin!primer/primerS.cgi).

3.12. “Southern Blot”

O DNA dos clones gendmicos (2 pg) ou DNA total (10 pg) de soja
foram digeridos com enzimas de restricao adequadas, sendo os fragmentos
separados em gel de agarose 0,7%. Apds a eletroforese, o gel foi incubado por
15 minutos na solugéo de desnaturagéo, por dois periodos de 30 minutos cada.
O gel foi, entao, transferido para a solucao de neutralizacdo, e o DNA foi
transferido por capilaridade, para uma membrana de nailon em SSC 10X, por
18 horas (SAMBROOK et al., 1989; AUSUBEL et al., 1998). Apéds a
transferéncia, a membrana foi lavada em SSC 2X por cinco minutos e secada
ao ar, sendo o DNA imobilizado no “Stratalinker UV Crosslinker” (Stratagene).
A membrana foi pré-hibridizada na solugédo de hibridizagdo (NaCl 0,5 moliL,
reagente de bloqueio 4% - Amersham-Pharmacia e “Hybridization Buffer” -
Amersham-Pharmacia), a 55°C, por 15 minutos. A reacado de hibridizagdo foi
conduzida a 55°C por, no minimo, 18 horas, em solugao de hibridizagao
contendo aproximadamente 10 ng/mL de sonda. Esta foi marcada, seguindo-se
as recomendagées do fabricante contidas no manual do “Gene Images Alkphos
Direct Labelling”, da Amersham-Pharmacia. Apds o periodo de incubacéo, a
membrana foi lavada na solugdo de lavagem primaria (uréia 2 moles/L: SDS
0,1%; fosfato de sédio 50 mmoles/L pH 7,0; NaCl 150 mmoles/L; MgCl,
10 mmoles/L; e reagente de bloqueio 0,2%) por duas vezes, durante 10
minutos a 55°C.

Todos os passos de detecgdo da sonda foram conduzidos a
temperatura ambiente. A membrana foi incubada na solugdo de lavagem
secundaria (Tris-HCI 50 mmoles/L, pH 10,0; NaCl 100 mmoles/L e MgCl,
2 mmoles/L) por dois periodos de cinco minutos cada. Em seguida, a
membrana foi imersa e incubada por cinco minutos no reagente de detecgao
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CDP-Star™

(Amersham-Pharmacia). Apos esse periodo, um filme de raios-X foi exposto a

fornecido pelo “Gene Images Alkphos Detection System”

Ll

membrana e o DNA hibridizado, visualizado por auto-radiografia.

3.13. RT-PCR

As amostras de RNA total de folha, raiz e haste da variedade FT-
Cristalina, no estadio V3 de desenvolvimento, foram usadas nas reagbes de
RT-PCR. Todas as amostras, antes de serem amplificadas, foram tratadas com
“RQ1 RNase-free DNase” (Promega), conforme as recomendagdes do
fabricante. As amostras foram incubadas em tampio da “RQ1 RNase-free
DNase” 1X (Tris-HCI 40 mmoles/L, pH 8,0; MgSO, 10 mmoles/L e CaCl;
1 mmol/L) por 30 minutos a 37°C, extraidas com igual volume de fenol:
cloroférmio: alcool isoamilico (24:24:1), reextraida com cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1) e precipitadas pela adigdo de acetato de sodio e etanol. O
RNA foi incubado a —20°C por, no minimo, 12 horas e, depois, coletado por
centrifugacdo a 16.000 g por 30 minutos. O pelete foi lavado em etanol 70%,
secado a temperatura ambiente e ressuspenso em Hx0.

A primeira fita de cDNA foi sintetizada, usando-se o “SuperScript Kit
Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis” (Life Technologies),
de acordo com as recomendagdes do fabricante. As amostras de RNA total
(2,5 pg) foram incubadas com 0,5 ug de oligo (dT)12.18 @ 70°C por 10 minutos e,
em seguida, no gelo. Logo ap6s, foram adicionados as amostras tampao PCR
1X (Tris-HCI 20 mmoles/L, pH 8,4 e KCI 50 mmoles/L), MgCl, 5 mmoles/L, os
quatro dNTPs 0,5 mmol/L cada e DTT (ditiotreitol) 5 mmoles/L, as quais foram
incubadas a 42°C por cinco minutos. Em seguida, foram adicionados 200 U da
enzima “SuperScript || RNase H™ Reverse Transcriptase” (Life Technologies),
sendo as amostras incubadas por mais 50 minutos a 42°C. Apés a sintese da
primeira fita de cDNA, o RNA foi degradado pela adi¢do de 2 U de RNase H
(Life Technologies) a 37°C, por 20 minutos. Para cada amostra, foi feito um
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controle negativo, que continha todos os reagentes, menos a Transcriptase
Reversa.

As reagbes de sintese da segunda fita e de amplificagdo foram
conduzidas no termociclador da PE Applied Biosystems, modelo 9.600, com
periodo inicial de desnaturagdo a 94°C por um minuto, sequidas de 35 ciclos
(94°C por 30 segundos, 55°C ou 50°C por um minuto e 72°C por dois minutos)
e de um periodo adicional de polimerizagdo a 72°C por sete minutos. As
reagbes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25 pL
contendo 2,5 mmoles/L de cada dNTP, 1 U de Tag DNA Polimerase, 0,4 pmol
de cada “primer”, 2,5 pL da reagdo de sintese da primeira fita, KCI
50 mmoles/L, Tris-HCI 10 mmoles/L, pH 8,3 e MgCl, 1,5 mmol/L. Nessa etapa
foi feita uma reagdo-controle, usando-se os “primers” de actina 3 de soja
(SHAH et al., 1982), F - 5-CCCCTCAACCCAAAGGTCAACAG-3' e R - 5'-
GGAATCTCTCTGCCCCAATTGTG-3', com as finalidades de verificar a
contaminagdo com DNA gendmico e normalizar as concentragdes de cDNA-
molde. Na presenga de DNA gendmico de soja, a reagdo de amplificacdo, com
o “primer” de actina 3, produz um fragmento de 520 pb, ao passo que na
presenga de cDNA se observa a presenga de um fragmento de 440 pb, devido

a presenga de um intron de 80 pb.

3.14. Clonagem molecular

O vetor usado nas subclonagens de fragmentos com extremidades
coesivas foi pUC18, previamente clivado com a enzima de restricao apropriada
e desfosforilado com a enzima fosfatase alcalina de intestino de bezerro (Life
Technologies), ao passo que nos fragmentos com extremidades abruptas foi o
pGEM-T, usando-se o “pGEM-T Easy Kit" (Promega).

As reagdes de ligagdo dos fragmentos de DNA ao vetor foram feitas,
usando-se a enzima T4 DNA Ligase (Life Technologies) em volume final de 10-
15 uL, de acordo com as técnicas de clonagem descritas por SAMBROOK et
al. (1989) e AUSUBEL et al. (1998). As reagbes de ligagao foram conduzidas
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em Tris-HCI 50 mmoles/L, pH 7,6; MgClz 10 mmoles/L; ATP 1 mmol/L; DTT
1 mmol/L; PEG 8.000 5%; o fragmento de DNA a ser clonado e o vetor, na
relagao 3:1; e T4 DNA Ligase. A reagao foi incubada a 4°C, por 24 horas.

As células competentes, E. coli DH5q, foram preparadas de acordo
com INOUE et al. (1990). Essas células foram crescidas em meio SOB
(bactotriptona 2%,; extrato de levedura 0,5%; NaCl 10 mmoles/L: KCI
2,5 mmoles/L; MgCl, 10 mmoles/L; e MgSOs 10 mmoles/L, pH 7,0) até
atingirem uma ODeg de 0,6, sendo posteriormente incubadas a 0°C, por 10
minutos, e concentradas por centrifugacéo a 2.500 g por 10 minutos, a 4°C. As
células foram ressuspensas em meio TB {PIPES (piperazina-N,N'-bis [2-acido
etanossulfénico] 10 mmoles/L; MnClz 55 mmoles/L; CaCl, 15 mmoles/L; e KCI
250 mmoles/L, pH 6,7} e incubadas por mais 10 minutos a 0°C. As células
foram coletadas por centrifugacdo a 2.500 g por 10 minutos, a 4°C, e
ressuspensas, novamente, em TB € DMSO (dimetilsulféxido de sédio), a uma
concentragao final de 7%. As células foram novamente incubadas a 0°C por 10
minutos e, em seguida, aliquotadas e armazenadas a —80°C até o seu uso.

Para as transformagdées, a 200 uL de células competentes foram
adicionados 10 a 15 ulL da reagao de ligase, sendo a suspensdo mantida a 0°C
por 30 minutos. Apés o choque térmico de dois minutos a 42°C, 800 pL de
meio SOB foram adicionados, prolongando-se a incubagdo por mais uma hora
a 37°C. As células foram concentradas por centrifugacéo, ressuspensas em
100 uL de meio SOB e espalhadas em placas contendo meio LB com
ampicilina a 100 pg/mL, X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosidio) e
IPTG (isopropiltio-B-galactosidio), para selegao dos clones transformantes e
recombinantes. As colénias brancas foram tocadas levemente com a ponta de
uma ponteira P10, inoculadas em uma placa de referéncia e incubada em uma
solugdo contendo todos os componentes necessarios para amplificar o inserto.
Cada reagdo continha tampao de PCR 1X, cada um dos dNTPs a
2,5 mmoles/L, “M13 Forward Primer” (5-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-
3') e “M13 Reverse Primer’ (5-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3'), cada
um a 10 pmoles e 1 U da enzima AmpliTaqg DNA Polimerase (PE Applied
Biosystems), em um volume final de 25 pL. As reagées de amplificagao foram

conduzidas no termociclador da PE Applied Biosystems, modelo 9.600, com
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periodo inicial de lise a 94°C, por 10 minutos, seguidas de 30 ciclos (94°C por
30 segundos, 55°C por um minuto e 72°C por um minuto) e um periodo
adicional de polimerizagdo de 72°C por sete minutos. A placa de referéncia foi
incubada a 37°C por 16 horas, e os fragmentos resultantes da reagdo de PCR
foram separados em um gel de agarose 1%. As colénias que continham o
inserto de interesse foram crescidas em 2 mL de meio LB contendo ampicilina.
O DNA plasmidial, isolado das bactérias transformadas, foi digerido com as
enzimas de restricdo apropriadas e separado por eletroforese em géis de
agarose 1%, para novo diagnéstico dos clones. As colénias recombinantes
foram armazenadas em 40% de glicerol a -80°C, para caracterizagdes

adicionais.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao das sondas de RFLP

RAFALSKI e TINGEY (1993) construiram um mapa genético de
ligacao, usando sondas de RFLP com baixo nimero de cépias obtidas de uma
biblioteca genémica do cultivar de soja Bénus. Quando os progenitores usados
no mapa (G. max X G. soja) e a populagao derivada desse cruzamento foram
analisados com essas sondas, observou-se que 75% das bandas eram
monomorficas. Tal percentagem & bastante elevada, principalmente se for
considerado que a populagdo de mapeamento era derivada de um cruzamento
interespecifico. Dentre as sondas que revelavam polimorfismos, algumas
mapeavam em regides altamente polimérficas ou hipervariaveis. Das 2.000
sondas analisadas, somente 0,5% foram extremamente polimérficas, sendo
cinco delas (A1-10, A2-08, A45-10, A53-09 e A75-10) selecionadas para ser
caracterizadas molecularmente neste trabalho.

Com a finalidade de verificar se essas sondas eram também
polimérficas em outras variedades € acessos de soja, elas foram hibridizadas
com o DNA gendmico de seis genotipos de soja (Figura 2). O padrao de
hibridizagao das cinco sondas foi muito semelhante ao observado
anteriormente (RAFALSKI e TINGEY, 1993), ou seja, nessas outras variedades
e acessos, as sondas foram altamente polimérficas ou hipervariaveis.
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A fim de determinar a base molecular desse padrao hipervariavel, as
sondas de RFLP foram seqiienciadas. Uma vez que essas sondas estavam
clonadas no sitio de Pst | no plasmidio pBS (Stratagene), as amostras de DNA
de cada clone foram digeridas com a enzima Pst |, e, ap6és a analise
eletroforética dos fragmentos, foi determinado o tamanho de cada inserto,
usando-se o programa Onedscan (Stratagene). A sonda A45-10 tinha um
tamanho de aproximadamente 2,0 kb; A53-09 e 1,0 kb; A1-10 e 0,6 kb; A75-10
e 2,6 kb; e A2-08, 2,4 kb (dados ndo mostrados).

Os clones foram inicialmente seqiienciados em ambos os sentidos,
utilizando-se os “primers” T3 e T7, que estao ancorados no vetor pBS. Uma vez
que a maioria dos clones excedia a 1 Kb, o seqiienciamento foi feito em
etapas. Com base nas sequiéncias obtidas em cada etapa do seqlilenciamento,
novos “primers” eram desenhados, sintetizados e utilizados na etapa seguinte
(Tabela 2). Dessa forma, os cinco clones foram seqiienciados completamente
(Figuras 3,4,5,6e 7).

Os dois clones de RFLP, A1-10 e A2-08 nédo apresentaram similaridade
com seqiiéncias depositadas no “GenBank”. Entretanto, esses dois clones s&o
ricos em A'T: A2-8 com 74% de AT e A1-10 com 64% de A:T. O fato de
seqiiéncias ricas em A:T serem freqlientemente encontradas em regides de
DNA repetitivo pode explicar o padrao de hibridizagéo altamente polimérfico
encontrado nessas sondas. Nessas regides ocorrem, freqiientemente,
“crossing-over” desigual e erros de replicagao pela DNA polimerase, fenémeno
conhecido como “slippage” da polimerase, provocando alta taxa de mutagao
(KORNBERG e BAKER, 1991).

A comparagao das seqiiéncias dos outros trés clones de RFLP, A45-
10, A53-09 e A75-10 (Figuras 4, 5 e 7), com outras seqiiéncias presentes no
“GenBank”, revelou que esses clones apresentam alta similaridade com outras
proteinas codificadas por genes de resisténcia a doengas, como pode ser visto
na Tabela 3. Os genes de resisténcia freqlientemente pertencem a familias
multigénicas e estdo arranjados em blocos génicos. Além disso, séo
encontradas, na maioria dos genes de resisténcia, regides com motivos ricos
em leucina (LRRs — “leucine rich repeats”), que sdo bastante conservados
entre diferentes genes. Tais motivos repetidos nas proteinas de resisténcia
variam, em numero, em diferentes proteinas, havendo, também,
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A1-10 EcoR|  A2-08 EcoRV  A45-10 Hind Il A53-09 Hind Il A75-10 BamH |

1 5rdeiaid 5 8 T A Yoa &4 68 1 2 3 4 5 6

Figura 2 - “Southern blot” de DNA gendmico de soja. O DNA gendmico de seis
genodtipos de soja foi digerido com as enzimas de restricdo EcoR |,
EcoR V, Hind Ill e BamH |, separado por eletroforese em gel de
agarose 0,7% e transferido para uma membrana de nailon. As
membranas foram hibridizadas com as sondas A1-10, A2-08, A45-
10, A53-09 e A75-10, em condi¢des de alto rigor. Os nimeros na
parte superior equivalem as amostras de DNA gendmico usadas (1 -
Bonus, 2 - P1 81762, 3 - P1416937, 4 - N85-2176, 5 - P1 153293 € 6 -
PI230970). Cada painel é identificado pela sonda utilizada na
hibridizagdo e pela enzima de restricdo com a qual os DNAs
gendmicos foram digeridos.
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CLONE A1-10

CTGCAGCATGGAAACGGGACTGCTGATGGAAAGAAGTCCCCAAGATGGAAATGCTGGTGGATTGCTCTAA. .. ... 70
CATGGGACAATTTGGCAGCACAGAAATAAAATAGTTTTCCAAAATGCAAGTTTTGATGCAAGCAAAATGE. . ... 140
TGGACGATGCAATTCTCTTAATCTGGACGTGGATCAAATCCATGGAGAAGGATTTTGCACTACATTTTAA. . ... 210
CCAATGGTCCTCTAATCTAAAGGAAGGATTTAGTAACTAGGAGGGGATGGGTGATGCTGAATTTATGTAA. . . .. 280
CTTAATGTGGATCTAGCTTGGTTCTATGAAAAACTGGAACCAGATGGATCCCTATCTCATGTTATGTAAT. .. .. 350
TATAGTACTACTGGTACTACTACAGCTTAATAAAATATATATTTTTGCTGAGCAAAAAAAAAAAATTTAG. . . .. 420
CAGTACATCAATGAACAAGTAAGCTATATTGAGAAGTCCACTTACATGCAACAAGCAAGAGCAAAAACAC. . ... 490
ATGAAACAGCAGACACCTCATAAATCAAATTAAATGCAATTTATAAACATTAGATGCATGTTGTAAAAAA. .. .. 560

TGAGCACTGTTAGGCTAATACCTGCAG 587

Figura 3 - Seqiiéncia de nucleotidios do clone de RFLP A1-10.

CLONE A53-09

CTGCAGGTTTIGAGAGGTTTCCTAGTTGATGAGGGATTAATCCCATCGAACCCACTTAAGCTAAGGTCCAAG. .. ... 70

TAICTCACACTCTCCAATRAGCCTAGGAAGCTIGGIAT TGGALTAAGAACAAAATAATTTGAACTCAAGT. . . .. 140

AAACGA AAATA A AAGCAAAGAAGGACTAA A AA ATA ARA . -4 210
GCCCCCACGGTRTGTCAAGATTGATTITICCATGACTTTACCTGIGTTGTTGCAGTGAACCCCTGGCCATRTA. . . .. 280
CAGCAATCCGATTIGTCAGACCACGATGAAAGCCTGTITTGAAGGGTCTGCTAGTCCATGCTIGAAGCTGA. . . . . 350
GGAGTGCATICCTITICCTTCTCGCTGCAAGTCATATTGAGCCTTGCTECCTTRCTTGCACTGAAGTGRAG. . . . . 420
AGTTGTTGCAGTGGACAATATCAAGAGAAGAACATCAGTTGCATATAGCACTGCCATGAAGAAGAAGGAA . . . .. 490
AACGAAAAAGGTTGAATCCACAATTTTCTGGTTCACGGTTGGTATTTACTACTA&CAATGCCTATAT&GG ,,,,, 560
ATATATACCATAGAAGGGTTTGCATTTAAAATTTTATTCCACT&ATGGTGGTGGTTGCAaﬁATGCACACA ____ 630
TATGTAGAGGTATATATGTCTACAAGGAGACATTCAGGATTAAAAGTGTCTAACCACATGTTAGGAACCA ..... 700
AGCTTGAGAACGTGAACCACCT&GTTTCGAGGGCTnGGAACCTCCATAG&AGAAG&GGAAGAGAG#GACT ..... 770
AAGGG#GAACTTGCTGTTATATTTTCTGATATCAAAAGCGCTTAATTCATCTACATATATAGCTGTTATG ,,,,, 840
CAGGGAACAAGGCCCCACAAGCAAAACAGAAAAGATAAAATGGAATATCCTAACAACEATATTCCCTTAT ..... 910
TCCACTACCTACATATCTTCTAGAAAGCACGATGATATCTTCCTTCACGATTATACCAGCTGCATGGGTC ..... 980

TCATGCTTTTTCTTCCTGCAACCCCTTTACTCCCTGCAG 1019

Figura 4 - Seqiiéncia de nucleotidios do clone de RFLP A53-09. As sequiéncias
sublinhadas correspondem a sequéncias de leitura aberta (ORF),
que sdo similares a genes de resisténcia a doengas. As seqiiéncias
marcadas de vermelho correspondem aos sitios de pareamento dos
“primers” usados nas reagoes de PCR, seqienciamento e RT-PCR.
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CLONE A#45-10

CIGCAGRTATTAAATCTTGRAGCTAATTICTTTGACTGGTGATGTGCCTGTAACTCTTGRAACACTCTCAA
ATTTAGTGACGTTAGACCTT

TCATCTAATTTGTTAGAAGGATCTATAAAAGAGTCAAATTITGTAAAACT. . .
TITTACATTAAAGGAACTACGTITIGICITGEACAAACTTGTTICCTCAGTGTCAACTCTGGATGRRCTCCT . . . .
CCITIICAGCTTGAATATIGTTTITACTGAGCTCCTTTGGAATAGGTCCTAAGTTTCCAGAATGGCTAAAAA . . . .
GGCAAAGTTCTGTGAAGGTTTTGACAATGTICTAAGGCAGGTATTGCAGACTTIGGTTICCAAGTTIGGTITITIG. . . .
GATTTGGACTTTGCAAATTGAATTCCTIGGATCTGTCAAACAATCTGTTAAGGGGAGACCTATCTAACATC. . .
TTICTAAATTCCAGCGTGATAAATTTIGAGTTCTAATTIGTTCAAGGGTAGATTGCCAAGTGTGTCTGCAA . . . .
ATGIIGAAGTGCTGAATGTTGCCAATAACTCAATTTCCGGAACAATTTCTCCCTTTITTATGTIGGAAATCE . . . .
AAATGCTACTAATAAGTTAAGTGTGCTIGATTTTTCAAATAATGTCTIGTCTGATGATCTTGRICACTGT. . . .

TGECTGCATTGGCAAGCTITGRTIGCATAGTGAACTTGGGCAGTAACAATTIGTICTGGTIGAAATTCCAAACT . . . .
CCATCGRGTATCIGTCTCAACTIGAGICTTTIGCTGTTAGACCGACAACCGCTTCTCAGGATATATTICCTIC. . ..

A H AA R H A4

CTCAAAAGATGIGTCAACTTICTICCCTTATAGTGCTGGATCITGGCAATAACAGCCTGTCAGGATCCAT . . . .
ICCAAATTGTTTGGATGACATGAAAACAATGACGEGTGAAGATGACTTCTTTGCAAACCCTTCAAGTTAT. . .

aaaaaa

TIITIGCAGTGITGTITICIICAACAGAACTTIGRAGGCTTGCTTATTTTCATTATCTTGACCACTTIGAGA. . .

GATCTGATTTATGTGATGATAGTTTTGAAG!

A A A AAAA A ATA A

CTACCTOITCATCTOTOGIGTICTGTCIGTTTIGCTITCATIGGTATTAAATGTICTTAATGT TAAGAGA . . |
ACTAGACGAGCTTGAGACTTGAGTATCAAATTICIGITITGTATTTATGACGCATTATTGTCTICTACTAT. ..

A A AAA ) [\ A

CIGCTGCA| ACAATGATTAGCATTAAAATAA alata A A A
CTTITACACAACATGTIAACTAAGAATTTIGCCTGAATGAATTTAATTAGTGTAGAAAGTTGGRA

AGGATTCTGCAG 2112

GCTTGCAT. . .

Figura 5 - Sequéncia de nucleotidios do clone de RFLP A45-10. As sequéncias
sublinhadas correspondem a uma ORF, que é similar a seqténcia de
genes de resisténcia a doencas. As seqiéncias marcadas de
vermelho correspondem aos sitios de pareamento dos “primers”

usados nas reagdes de PCR, sequenciamento e RT-PCR.
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CLONE A2-08

CTGCAGCAAGAGCCAGTGCCGTGTACCCTCTTGTGTCACGTTCCAACAAAAGCCGTTTGGGCACTTTGTT. ... .. 70
TACTAACTTTTCCACCATGTCTTCTTGTCCTGTGAGAACTGCAACATGAACAACCGTCTTGCCCAGTTTT. . ... 140
GAAGTTTCATACATTGCCTTACGATTGTTGTTCACAAAAGTGCGTGCAGTGTCCCAATCACCTCTTTGTA. .. .. 210
CACATCTGTGTAGTAATGGAAGACCTGCCATTTTGTTGATTAACCATAGAGCATGTGTGATGAGAATTTT. .. .. 280
TTTTGCTTAATTAAATTTTTCATATATATGGAATATAAATCGTTTTTAAAAATAACTATATTTTATATAT. ... 360
GAAAAACTTAATTAAACCTTTTTTTATGACCTAACAATTAGAGATAGTAATAATCAAATTGAAAATAATT. .. .. 420
AAATTTAAATAAGTATTTAGACTATACAAATATACTAGTTTTAATTTTTCTAAAAAAAATAGAACTTATA. .. .. 490
AGAGATGCACATTTAATATAAGATATTTTAATAAAACTAACAAACTAACGTCCGTGAAAAAAAAAACTGT. . ... 560
TAATATAAAATTTTTAATAGGATCAAACAATAAAAAAAATCAATTTTAATTGATATAATTTTAAGATAAT. .. .. 630
TAAATATAATATATTACAAAAATTAACTACCTTATCATGCAAAATATTTAAATACATGATAGTGTAAAAA. .. .. 700
TATTTTACTTATTAGTACATATATTACATATTAAAAATATATCTAGCATGAGAAATAACTCAATTTATTA. .. .. 770
AGCAAAATATATTAATTGTTATAAACTTCCTGATAATTATCTTTAATAACTATGAATAAAAAAAGATATC. . ... 840
TATTTTTATACTTAAAAATCACAATATTTTTAAAAAAGAAAAAAACCCATTTTAAAACTCAATGGCTAAA. .. .. 910
TGGTATAGATACAATTAATTACATTAATATAAAACAAGATAAAAAAAGAAAAGGAAAAGAGGGATTAGAA. . . .. 980

TTGGATTGGATTTACCTTGTTCTATATCAGCTTTAGCTGCAAGTCTAGACTTGTACAAAGATGCCAAGGT. ... 1060
ATTCCATGCCCCTCTGGCTGTGGTAGTTTCTTTAATCTGAGAGAAAGTTTCAGATCCACAAGACATCTGA. ... 1120
ATAATATGCAAAAATAACTTTTAATGTATCCATTCAAATAAGCTTTATCCGATAAATACAATCTTACCCT. ... 1190
TTACATTTAAATCACCTAAATCAAAATGTTAAAAAATCAATTCCTACCATGCATGTAGCTTATCTTTTAA. ... 1260
CTTAAAACTCTATATTAACTTCATATTCTTGAAAAAAACTAAAAACTTTTCTATACTAAACACTCCTTAA. ... 1330
AAGTCAAATCTAAGATTATTGCTAATTGTTTGACAATAAAAATCTTAGTTTACTTAAAAGTTAAACTATA. .. . 1400
TTTTCCCTTTTTAATAAATATTAGAGAATTTAATTAAAATATTCTGAAAATGTAAACATGTAATCATAAA. ... 1470
TTATCATATAATTACTTGAATTATATAGTAACTAATTAATTAAATGTCATTTAAGAATCTGTAAAATAGC. . .. 1540
ATTTAACCGTGTATGTTTAAAACAAATACACTGTTAGACATGCACTAAAAAACATTTTTAAAAAATAATT, ... 1610
AATTATTTTATCATTTTCTTTTCCTTCCTTTTAATAATATAACCAAAAATAATTAGTATATTTTTTTGAC. ... 1680
TGGGTATAAAATAAATAATATTTAAAACTTATTAAAGTTGTATATGTATATCCTATTTAGCAAATATTAA. ... 1750
AGAATTTAATTGGAATAAATTTGCACCATTATTAATTATGAATTTTCATATAAGCAAAATTTGTTTTTTT. ... 1820
AATTTTCATATATTAAGCAAAATTTGTTTTTTTAATTCTATTTATTGTGATTTTGCATTCCATGAAAGCA. ... 1890
TTACTTTACCTTTTTTTTATCAAAACAAAAGTAATCATTGTCAATTACTTCCCCATATGTAATTCTAGTT. ... 1960
AACTATTCGACACGAGATCTTATAGAATTAATGTTTTCTAGTCCAAGAGTTAGTTCTTTATTCAGGAAGA. . . .2030
TATATTAAGTACTATCTATCTTCTTGTTCTATTTCCTTTCCTTTTCCCTCTTGGTGATTACTTCAATTCA. .. .2100
CTACTTTCATATATGAACAACTGGTCTTGCATCTTGGGTCTTTCATTGGGCTGATTTGCCTCTGCATGAG. .. .2170
TAGGATATCCCTGATGGTGACTGGTTTTGTCCATCTTGTCGTTGCGGGATTTGCAGACAAACCAAAATAG . . . . 2240
AAGGGACTGAGGATGGTGATTTACTTGCTTGCATTCAATGTCAACATAAATGTAAGTTGATTTGCATATT. .. .2310
TGCTTCAATATTTCATCCATTCTTTTTGTGAGTTTGTTTTTGCAGATGACTGCAG 2365

Figura 6 - Seqiiéncia de nucleotidios do clone de RFLP A2-08. As sequéncias
marcadas de vermelho correspondem aos sitios de pareamento dos
“primers” usados nas reagoes de PCR e seqiienciamento.
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CLONE A75-10

CTGCAGGTAAATGTTTCAGCTGTTTATTATTAGTTCTAAAATTAGGGAATAGATTAATGGAGTTTCTGTA. ... .. 70
ATCAACATTGTAAACTTAAAACCCTGTACTTAAATTACTTGAAATAGTAACAGGTTAATAGCCCTTAAGC. . ... 140
TRTCTGATTCTTTTTTCTTGTTATTTCCTATAAATGGT TAGAGGAGGCATGACTTCTGTCCCTATGTTCA. .. .. 210
TCAGCTTGAATGTCAAAGGAACAGTATGGCCTTGGAAGATAAACAAAGGCAAAGGTTTTTTTAGTTTGAA. . . .. 280
CCAGAATGTTTGATTTTGTGAAATTAAAAAGTTTAATTTCTTTTTAAAAAATATTTTGATCATACAAGGA. . . .. 350
CTAAATTACAAGATATAAAAAATTATCATTAAATTTTAAAATAACAATATAATAATACAACTTAATTCCT. . ... 420
ATTAGTTGAAAAAATAACAGTATCAATACTTCTAAATTAACATGGATATGGTGGAAACTTTTTTAATTTT. .. .. 490
TAACCCATAAAAAAATGTATTTAAAATAGCGTGTCAGATAATATCTTCCAAACATTTCTGGCTAATCCAA. . ... 560
TACTTGCTTATGTTTATAACTAATTTTTGACAGAAAAAAAAAATCATTAAAGTCAATACCTACCGCTCGT. . ... 630
AAAGAAAAGTTGCAACAAAAGGCTGAAAGTATTTAAATTGTCTTTGATGAATTATAAATGCCTTATAATT ... .. 700
TGTTGTATGATGGATACATATAAGCTTAAATTAGAAGATAATCCAAATTAAGACCTTGCAAATAATATAA. .. .. 770
AATATTTATACATTTTAAAAAAATAAAAATAGAACTCAATAAATAAAAAGTAAGTCCTACTACTTTTATA. .. .. 840
ATTTTTTTGATAAATTTTAGTTAGTAAAAATGTGT TTATAATTTTAGTTAATCATGCTTCTTCCTCCAGT . .. .. 910
GTCTTCTCTCTTGTCATCACTTATCAGACATCTACCAAGCTTCTCACTACGEGTGAACTCAAGTCAAGECTC., .. .. 980

AGACATGCTGTCCCGACAAGAAGTTGAGATGCAATGAAGAGGCAGATGAACACAAGAGGRTGAGCGAAGG. . . . 1050
GTAAGACGGAGAGGGAAAAAGGGTAAGACGGAGATATTTTATTTTTTCTGTGGTGCATCAAACAAAAAAA. ... 1120
GACAAGCAATTGCCAATACAATTAACATAACAACACATGACCTTATTTCATTGTCCCAACACACCCAAAA. ... 1190
AGCTAATGACTTGTGGGTGTGTGTAGGTCTATTACTAATGTTTTTTGTTATAAGTCAAACATATAAGATA. ... 1260
AAAAATTAATTTCCAAAAAATTCATCCGCTTAATGTATGGTATGTCTATTAATTTCGAGAAATGCTATAA. ... 1330
CCACCTAAAAGAATACCAGAAAAATTGGCTGTCCCCATGCAACTAACTATTAATTAATTTCTACTTTTTA. ... 1400
AAATGTTTTTCAGATTAGAGAATAAATAATTAAATAAAGATATATATAAAAATAACTAATGCATCTATAA. ... 1470
ATTAATTATGGATCCTTTTGTTCATATAGTTGGTTGGTCCAATAAATAGTTAGTTGGTGCAATAAAGGAT. ... 1540
ACACCCGTGTTCACTTTACTCCTGCACCTTCATATTTGAACGAGTCAAAGTTTCATGGATCCAATTCAAA. ... 1610

AGCCATCCACAATCATACTAAGTTTCCAGTTTTCTTCTAGGAAGTTTCGTTGGAAAAAATGAACCATAAT. ... 1680
TACCCAGCAAATATAAGATCGATTAAATGATTCAAAAAAATAATTACGGATTCACATACTCTTTAGGATA. ... 1750
AAAAAATCTAACAAATTTTTTGAAGTTCTTGAATAAAACTTATCAGCTTACTTTTTAGTTAACATTCACC. ... 1820
AGTATTTTATTTATCGCTAACAATTAACTTTTTTGGGGATGTACCATTATCAATAGTCAATTATTCTTAA. ... 1890

TATGGTGACAATTATAAAAATTGACTGTATACTTTATTAATTTGTAATGATTATTACAAATAAAAAGTAT., ... 1960
TTTTTGTAAGAGTTTAAATAGTGCGGTGTAGAACGTATGCCACGGGTTATGCACAGCCAAAGGTTTTAAC. .. .2030
TTCTAAGAAAGAGAGACGAAACAGAGAGAGATTTTCCATAAAGTTGATATGTCCATGAAAATCTAATAAT . .. .2100
ATATATGTTTGGTTCTGAGTGTAATTAACACTTATCAGTTTCATACCTACTCAAGTTTGATTTTGGAGAC., ...2170
CCAACAAGCAGCCATCCAAATTCATACTAAGATTTCATATCATGGCTTGGGGATCACGTTCCTCTTCCTC. .. .2240
TTCCTCCAAITACGATGIGITCCTICAGCTICAGGGGTGAAGACACACGTAGTGCTTTITACTGGCCATCIC. .. .2310

A A A e &

: CCATCACTGTGCTCTCTGAACACTATGE. . . . 2450
LT{‘TTC'['T(‘GTTTTGTTTAGATGAAFTTG(‘AA(‘I"ﬂTf‘rTTrM‘TGTGACFAGAGGA&M‘GGTTGTTGGTI. e 2520
ALTGG. . ..2590

ATACCGGTCTTITATAAGGTGGATCCTTICTGATGTGAGACACCAGAAAGGTAGTTATGBAGAAGC ;
CAAAGCTTIGAGAGGAGGTICCAGCATGACCCGGAGAAGTTGCAGAACTGGAAGATGGLTCTGRCAG 2655

Figura 7 - Seqiiéncia de nucleotidios do clone de RFLP A75-10. As sequéncias
sublinhadas correspondem a ORF, que & similar a seqiiéncias de
genes de resisténcia a doencas. As seqUéncias marcadas de
vermelho correspondem aos sitios de pareamento dos “primers”
usados nas reagdes de PCR, sequenciamento e RT-PCR.
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Tabela 3 - Anélise de similaridade entre as seqliéncias deduzidas de
aminoacidos das sondas A45-10, A53-09 e A75-10 e as
seqiiéncias depositadas no “GenBank”

Clone Clone do Acesso no Espécie Valor P
“GenBank” “GenBank”
A45-10 Proteina AWJL218 X81369 Triticum aestivum  2e™°
cf-2.2 U42445 Lycopersicon 2¢™
pimpinellifolium
er2.1 U42444 Lycopersicon 2¢™
pimpinellifolium
Proteina precursora U15936 Lycopersicon 2e™°
de Cf-9 pimpinellifolium
A53-09 Proteina inibidorade  AF020785  Prunus armeniaca  1e™?
poligalacturonase
Proteina LRR X95269 Lycopersicon L
esculentum
Proteina precursora U15936 Lycopersicon 2e12
de Cf-9 pimpinellifolium
Proteina inibidora de L26529 Lycopersicon 9e™?
poligalacturonase esculentum
A75-10 Proteina N U15605 Nicotiana glutinosa ~ 7e¢™>®
(resisténcia ao TMV)
Proteina L6 U27081 Linum 1
usitatissimum
Proteina M U73916 Linum 1%
(resisténcia a usitatissimum
ferrugem)
Proteina Rpp5 U97106 Arabidopsis 8e™®
(resisténcia ao thaliana

mildio)
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polimorfismos dentro dessas regides, em comparagdo com outros alelos
(JONES e JONES, 1997). Como pode ser visto nas Figuras 8 e 9, esses clones
(A45-10, A53-09 e A75-10) possuem esses motivos arranjados em suas
seqiiéncias de modo repetido.

Tem sido proposto que os dominios LRRs estdo associados com
interagbes proteina:proteina e que tais interagées seriam responsaveis pelo
reconhecimento do patégeno pela célula vegetal, sendo esta a regido envolvida
na especificidade das interagées gene-a-gene (BAKER et al., 1997; ELLIS et
al., 1999). Varios genes de proteinas de resisténcia clonados até hoje possuem
sequéncias que codificam LRRs (JONES e JONES, 1997), o que vem ao
encontro dessa hipétese. Os genes de resisténcia evoluem mais rapidamente
do que outros genes, devido a forte pressao de selegdo exercida sobre eles.
Alguns pesquisadores acreditam que as regiées LRRs seriam uma das regides
da molécula que teriam evolugdo mais acelerada (MEYERS et al., 1998a).

Nesse caso, o polimorfismo e o padrdo hipervaridvel observados
podem ter ocorrido em virtude da hibridizagdo destas sondas (A45-10, A75-10
e A53-09) com outros membros da sua familia génica ou, ainda, com outras

regides LRRs presentes em outros genes.

4.2. Caracterizagdo dos polimorfismos por PCR

Devido ao fato de toda a seqiiéncia do clone A45-10 ser uma ORF e ter
apresentado padrao polimérfico entre os genétipos de soja analisados (Figura
2), foram desenhados os “primers” 4510T7F e 4510T3F (Tabela 2), com o
objetivo de verificar se eles amplificavam regides polimérficas que pudessem
ser usadas para identificagdo molecular de variedades.

DNA genémico de trés variedades (Bonus, Hardin e Noir), de quatro
acessos de G. max (Pl 230970, Pl 416977, N 85-2176 e Pl 51293) e de dois
acessos de G. soja (Pl 440913 e Pl 81.762) foi amplificado com o par de
“primers” 4510T7F e 4510T3F, produzindo de dois a quatro fragmentos por
reagao, que variavam entre 200 e 2.000 pb. Os produtos de amplificagdo na
faixa de 2.000 a 1.500 pb eram bastante polimérficos, sendo o perfil de
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Clone A45-10 (ORF +1)

LOVI NI GANSL TGDVPVTLGTLSNLVTL DL SSNLLEFGSIKFSNFVKIFTLKFLRL SWTNLFL SYNSGWAPPFQLEYVL
EfSEGLGEKEEEHLKRDS5IK!LIHSKAElADLIESHEHLHILDlEELDLSNNLLRBﬂLSNlELNSSIlﬂLSSNLEKB

PSYSANVEVL NVANNSISGTISPFL CGNPNATNKIL SVL.DFSNNVI SGOL GHCWVHWOAL VHVNI GSNNIL SGE IPNS
MGYLSOLFSLLLODNRESGY IPSTLONCSTMKE IDMGNNQLSDTIPDWMWEMOYI MVI R RSNNFNGSTAQKMCOL SS
LIVIDI GNNSL SGSIPNCI DOMKTMAGEDDFFANPSSYSYGSDESYNHYKFTL VI VPKKDELEYRDNL IL VRMIDL SS
NKI SGAIPSFISKI FAI RFI NI SRNHI SGF IPNDMGKMKLLESLDL SLNNISGOIPQSE SDLSELSFLNLSYHNL SGR
IPISTOLOSFNFL SYTGNPEL CGPPYTKNCTNKEWL RESASVEHGDGNFFGTSFFY I GMGYVGFAAGEWGFCSYYFENR
IWRI AYFHYL DHLROL TYVMIVI KVRRL LGKL

A53-09 (ORF -3)

MAVLYATHVLLL ILSTATTLHFSASKAARI NMTCSEKERNAL I SEKHGL ADPSNRI SSWSDKSOCCTWPEVHCNNTGK
VMEINLDTPAGSPYREL SGF1SPSLLFElI KYILNRLDLSSNYFYI TPIPSFLGSLESLRYLDLSI SGFMGL IPHAOLGNL S
NLQ

A75-10 (ORF +1)

MAWGSRSSSSSSNYDYEL SEFRGEFNTRSAFTGHL YNTLOSKGIHTFIDDFK| ORGEQITPAL MKATEDSRYAITVL SEH
YASSSECLODELATILHCDORKRLL VIPYEYKVODPSOVRHOKGSYGEAL AKL FRREQHDPEK| ONWKMAL Q

Figura 8 - Seqiiéncias de leitura aberta (ORF) encontradas nos clones A45-10,
A53-09 e A75-10. Os residuos de leucina estio destacados de
vermelho.

LQVLNL--~-GANSLTGD-VPVT--LGTLSN
LVTLDL---SSNLLEGS-IKESNFVKLFT
LKELRL---SWTNLFLS-VNSGWAPPFQ
LEYVLL---SSFGIGPK-FPEW--LKRQSS
VKVLTM---SKAGIADL-VPSWFWIWTLQ
[EFLDL---SNNLLRGD-LSN---IFLN
SSVINL---SSNLFKGR-LPS-~-=-VSAN
VEVLNVA---NNSISGT - ISPF--LCGNPNATNK
LSVLDF---SNNVLSGD-LGHCW-VHWQA
LVHVNLG--SNN-LSGE-IPNS--MGYLSQ
LESLLL--~DDNRFSGY-1PST-~LANCST

MKF IDM---GNNQOLSDT-1PDW--MWEMQY
LMVLRLR--SNN-FNGS-IAQK--MCQLSS
LIVLDL---GNNSLSGS-IPNC--LDDMKTMAGEDDFFANPSSYSYGSDFSYNHYKET
o B PKK---DE-LEY---RDNLIL
VRMIDL---SSNKLSGA-IPSE--ISKLFA
LRFLNL---SRNHLSGE - 1PND--MGKMKL
LESLDLSL--NN-1SGQ-1PQS--LSDL-SF
LSFLNL---SYHNLSGR-IPTST---QLQSF
-DELSYT--GNPLCGPPVTKNCTNKEWLRE
SASVGHGDGNFFGTSEFY IGMGVGF AAGFWGF
CSVVFFNRTWRLAYFHYLDHLRDL I YVMIVLKVRRLLGKL

Figura 9 - Seqiiéncia do clone A45-10 arranjado em um padréo de LRR. Os
residuos de leucina estdo destacados de vermelho.
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amplificacdo capaz de distinguir os diferentes gendtipos de G. max, com
excecdo das variedades Hardin e Noir e do acesso Pl 230970, que
apresentaram o mesmo padrdo de bandas (Figura 10). Portanto, esses
“primers”, em conjunto com outros marcadores, podem ser usados como
“fingerprinting” para distinguir cultivares de soja. No entanto, a presenga do
fragmento de 200 pb em todas as variedades e acessos néo era esperada, ja
que a regido delimitada pelos “primers” corresponde, no clone A45-10, a
aproximadamente 2.000 pb. Esse dado indica que os “primers” desenhados
poderiam estar pareando em mais de uma regido do genoma.

Com o objetivo de obter maiores informagées a respeito da natureza do
polimorfismo e da presenga da banda monomorfica de 200 pb, os diferentes
produtos de amplificagdo, dos diferentes genétipos, foram clonados,
seqilenciados e comparados. Os fragmentos de 200 pb foram totalmente
sequenciados, porém somente cerca de 400 nucleotidios em cada uma das
extremidades dos produtos de PCR, de 1.500 a 2.000 pb, foram seqiienciados.

Como pode ser observado na Figura 11, o polimorfismo de tamanho
entre os fragmentos de PCR de 1,5 a 2 kb deve-se a pequenas delegbes e
insergées; além disso, foram observadas mutagdes de ponto nas sequéncias
de nucleotidios.

Os fragmentos monomoérficos de 200 pb aparentemente séo do mesmo
tamanho, mas no seqiienciamento foi observada pequena diferenga, que pode
ser atribuida a pequenas insergdes, ou delegdes, de um a quatro nucleotidios,
principalmente no acesso N852176-10 (Figura 12). Este acesso foi o mais
divergente entre todos os genotipos quando analisado pelo método de
alinhamento de Jotun Hein, com o uso do programa Megalign - DNASTAR
(Figura 13). Apesar de os fragmentos terem sido delimitados pelos “primers”
derivados do clone A45-10, a percentagem de similaridade entre os fragmentos
e a sonda de RFLP ficou em torno de 30%. Esses dados, juntamente com os
resultados de hibridizagdo (Figura 2), indicam que a sonda A45-10 pertence a
uma familia multigénica e os “primers” estariam pareando com mais de um

membro dessa familia.
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4.3. Amplificacdo do DNA genomico de FT-Cristalina com “primers”

especificos para os clones de RFLP

Pelo fato de as trés sondas de RFLP A45-10, A53-09 e A75-10
apresentarem similaridade de seqiiéncia com genes de resisténcia e serem
altamente polimoérficas entre as variedades analisadas, foi feita uma
amplificacdo do DNA gendémico de FT-Cristalina, com a finalidade de identificar
sequéncias homélogas as sondas de RFLP nesse cultivar, j4 que essa
variedade é resistente a algumas doencgas. A partir das seqiiéncias dos trés
clones (Figuras 4, 5 e 7) foram construidos “primers” especificos para os clones
A45-10 (4510T7B1 e 4510T3C1), A75-10 (7510C e 7510B) e A53-09 (5309D e
5309A), apresentados na Tabela 2. Tais pares de “primers” amplificam as
pressupostas regides codificadoras.

Figura 10 - Produtos da reagdo de amplificagdo do DNA genémico de
diferentes genétipos de soja amplificado com os “primers”
4510T7F e 4510T3F. Os produtos de amplificagdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1%. Os numeros
na parte superior se referem as amostras de DNA de soja usadas
(1 - P1 230970, 2 - P1 416937, 3 - N85-2176, 4 - P| 51293, 5 - PI
440913 , 6 - Bénus, 7 - Hardin, 8 - Noir e 9 - P| 81.762), e M
refere-se ao marcador de peso molecular ("1 Kb DNA Ladder" -
Life Techonologies). Os numeros a direita correspondem ao
tamanho das bandas em kb.
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1 115
AR5-10 CTGCAGGTATTARATC T TGGAGCTAATTCTIIGAC TAGTGATRIGELTGTAACTCTTGGAACACTCTCAAATTTAGTGACGTTAGACCTTTCATCTAATTTETTAGAAGGATCTA
BONUS- 14 : i e o = 5 T : SR ; ?
BONUS-2
HARDIN-10
HARDIN=12
NOIR-§
NOIR-T
NBS2176-1
NB52176-2
Pl 230970~
Pl 230070-
Pl 410877~
Pl 416077-1§ -~
Pl 416877-
Pl 416977-9
Pl S40913-4
Pl 651203-156
Pl 51203-2
Pl 651203-3
Pl 51203-7
Pl B81.762-2

- -

L

Ald5-10
BONUS- 1§
BONUS-2 eI D oo . : ¥s HETHT
HARDIN-10 TR o S e e ST : A e N T O W B S G A AN NN e .
HARDIN-12 S STy RO A Y ey S A v R B ey oW ! e e
HOIR-4  L.l... TR D s R S Ay e e S B iRk R T R N T e S bR T B ks T

ROLE=F. R N T e ST TR YL T NP v e T r S v oI kA e s 4 AT IR AT el W, 5 Frgoh st

HB52176-1 T TH A TaTah A N TR e n 5 T 6 N AT o n h e A D R R4 W) PRI I m o n B 08 00K e BT gk W A e 8 i s .
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Pl 440813-4
Fl 512093-15
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231 345
A4S-10 TTTACTGAGCTCCTTTGGAATAGGTCCTAAGTTTCCAGAATGGC TAAAAAGGEAAAGTTCTGTGAAGGTTTTGACAATGTC TAAGGCAGETATTGCAGAE TTGETTCCAAGTTGE
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Figura 11 - Comparagéo das seqiiéncias dos produtos de PCR de 1,5 a 2 kb
amplificados com os “primers” 4510T7F e 4510T3F a partir de DNA
gendmico de diferentes genétipos de soja. Apenas cerca de 400
nucleotidios em cada uma das extremidades dos clones foram
seqiienciados. A parte intermediaria dos clones que nao foram
seqiienciados esta representada por N. Os nimeros que seguem
os nomes dos genttipos de soja correspondem aos diferentes
clones analisados. As seqiiéncias dos “primers” utilizados estdo
sublinhadas, os pontos indicam identidade com a seqiiéncia do
clone de RFLP original e os tragcos designam delegées ou
insergdes introduzidas no alinhamento.
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1161 1256
AlG-10 ATATTGGTGAGAATGATTGATCTTTCAAGTAATAAGE TGTC TEGAGCAATTCCATCTGAAATTTCC - AAGCTATTTGCTTTGCGGTTTTIGAAC TTGTCTAGAAATCATCTGTCT
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Pl B1.762-2
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Figura 11, Cont.
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BONUS
HARDIN
NOIR
NB52176
P1 416977
Pl 651283
Pl 81.762

BONUS
HARDIN

NO LR
NB52176
P1 416977
P1 51293
Pl 81.762

BONUS
HARDIN
NOIR
NB52176
P1 416977
Pl 51293
Pl 81.762

BONUS
HARDIN
NOIR
NB52176
Pl1 416977
Pl 51283
P1 81.762

1 60
CAGAATCCTATGCAAGCTCCACTATATATACAAAATGTTGAAGCTAAGCTATGACTGCAA

G.- ERRECBT R T

61 120
AACTTGTTTACTTTGTTCCTC----ACTGAATTCAATGGC ---~AACCAATACCTCAACT
e o R R AN RTEAG. o BT SECTTY
121 180

TTATCTCATGTTGCAGCACTCAGGCGTTGTCTGCATCTGCAATTTGTCCCACAGGCACA

Figura 12 - Comparagao dos produtos de amplificagdo de cerca de 200 pb

produzidos a partir dos “primers” 4510T7F e 4510T3F,
amplificados a partir de DNA gendmico de diferentes genotipos de
soja. As seqiiéncias dos “primers” utilizados estdo sublinhadas, os
pontos indicam identidade com a sequéncia do clone derivado do
cultivar bénus e os tragos designam delegbes ou insergoes
produzidas no alinhamento.

P151293
—_—E P1416977
Pl 81,762

Hardin
Noir
Bonus
NB52176
T T T T T 1
100 80 60 40 20 0

Figura 13 - Arvore filogenética construida a partir da matriz de distancia,

usando-se seqiéncias de nucleotidios dos produtos de
amplificagéo de cerca de 200 pb, pelo método de alinhamento de

Jotun Hein.
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Primeiramente, as reacdes foram feitas, usando-se uma temperatura
de anelamento de 55°C, mas nenhuma banda era visualizada com os “primers”
desenhados com base na seqiéncia do clone A75-10 (dados ndo mostrados).
Desse modo, usou-se uma temperatura de anelamento de 50°C em todas as
reagcdées. A amplificacdo com os “primers” desenhados para a ORF do clone
A75-10 resultou em pelo menos seis bandas, que variavam de 900 a 200 pb
(Figura 14). Ja com os “primers” para o clone A45-10, foram produzidos dois
fragmentos, um de 900 e outro de 564 pb. Para o clone A53-09, verificou-se a
presenca de uma Unica banda de aproximadamente 250 pb. Tais resultados
indicam que as trés sondas possuem sequéncias homologas na variedade FT-
Cristalina e que, assim como nos outros gendtipos analisados (Figura 2), a

sonda A53-09 apresentou padrao menos hipervariavel que as outras.

Figura 14 - DNA gendmico da variedade FT-Cristalina amplificado com
“primers” derivados dos clones A45-10, A75-10 e A53-09. Os
produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1%. Os numeros na parte superior se referem aos
“primers” usados (1 - A45-10, 2 - A75-10 e 3 - A53-09), e M
refere-se ao marcador de peso molecular (DNA de A digerido com
EcoR | e Hind 1ll). Os numeros & direita correspondem ao
tamanho das bandas em kb.
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4.4. Isolamento de clones genémicos homdélogos as sondas de RFLP

Uma vez detectadas seqiiéncias homélogas aos trés clones de RFLP
na variedade FT-Cristalina, foi construida uma biblioteca genémica, com as
finalidades de melhor caracterizar regiées hipervariaveis em uma variedade de
soja brasileira e isolar possiveis candidatos a genes de resisténcia.

A sonda A53-09 foi produzida pela amplificagéo do clone de RFLP A53-
09 com os “primers” T3 e 5309A (Tabela 2); a sonda A75-10 foi gerada pela
amplificagdo do clone de RFLP A75-10, com os “primers” T7 e 7510A (Tabela
2); e a sonda A45-10 correspondia ao fragmento de Pst |, do clone de RFLP
A45-10. As trés sondas constituiam possiveis regiées codificadoras dos trés
clones. A temperatura de hibridizagdo usada para as sondas dos clones A53-
09 e A45-10 foi de 55°C; para o clone A75-10, foi de 50°C, posto que nenhum
clone foi identificado quando se usou temperatura de hibridizagdo de 55°C.
Trés clones foram identificados, usando-se a sonda A53-09 de 3 x 10° fagos
recombinantes analisados: dois clones isolados, utilizando-se a sonda A45-10
de 9 x 10° fagos recombinantes; e somente um clone, usando-se a sonda A75-
10 de 9 x 10° fagos recombinantes. No presente trabalho, sé foi seqlienciado

um clone homélogo a sonda A53-09.

4.5. Caracterizagao molecular do clone CR44

Dos trés clones isolados da biblioteca genédmica de FT-Cristalina com a
sonda A53-09, dois clones, designados clones CR44 e CR45, pareciam ser
iguais, j& que aparentemente tinham 0 mesmo tamanho, cerca de 16 kb, e o
mesmo padrdo de restrigdo quando 0S seus DNAs foram submetidos a
digestiao com enzimas de restrigdo (dados nao mostrados). O terceiro fago
recombinante, chamado de clone CR40, € menor que os clones CR44 e CR45,
tendo um tamanho estimado de cerca de 10 kb. Como o clone CR40 era menor
que os outros dois e os clones CR44 e CRA45 pareciam ser iguais, foi escolhido

o clone CR44 para caracterizagao molecular.
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O DNA do fago recombinante, clone CR44, foi submetido a digestao
com as enzimas EcoR |, Sal | e BamH |, para construgdo do mapa de restrigao.
Os produtos de digestdo foram analisados em géis de agarose 0,7% e seus
tamanhos em pares de bases, estimados em relagdo a padrées de DNA,
usando-se o programa Onedscan (Stratagene). A ordem dos fragmentos e a
respectiva localizagdo dos sitios de restricdo foram confirmadas por meio de
digestées duplas e triplas do DNA do clone CR44 (Figura 15).
Concomitantemente a construgcdo do mapa de restricdo do clone CR44, foi feita
uma andlise de “Southern blot” (Figura 16) para identificar qual (ou quais)
era(m) o(s) fragmento(s) homdlogo(s) @ sonda AS53-09, para posteriores
subclonagem e sequienciamento.

Como pode ser visto na Figura 16, dois fragmentos menores
hibridizaram com a sonda A53-09: um fragmento de cerca de 2,4 kb, produzido
pela clivagem do DNA do fago recombinante CR44 com a enzima EcoR |; e um
segundo fragmento de cerca de 2,0 kb, produzido pela digestéo do clone CR44
com Pst |. Esses dois fragmentos foram subclonados no vetor pUC18 e
denominados clone A53-09 E2 (fragmento de 2,4 kb de EcoR |) e clone A53-09
P4 (fragmento de 2,0 kb de Pst ).

O DNA dos dois subclones foi isolado e submetido a clivagem com as
enzimas de restricao BamH |, EcoR |, Hind Ill e Pst |, com a finalidade de
construir um mapa fisico deles (Figuras 17 e 18). A partir desse mapa, foram
determinadas as estratégias de subclonagem e de seqlienciamento dos dois
subclones. O fragmento Pst | de 1,0 kb foi isolado do subclone A53-09 E2 e
ligado ao vetor pUC18, previamente digerido com Pst |, resultando no subclone
21. A ordem dos fragmentos e os sitios de restricéo foram, depois, confirmados
por sequenciamento. Tragada essa estratégia de subclonagem, os clones
foram seqiienciados e apos a etapa de subclonagem, desenhados “primers”,

para finalizar o seqiienciamento (Tabela 2).
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Figura 15 - Mapa de restri¢ao do clone CR44. A - Digest&o do clone CR44 com
as enzimas Pst | (1); EcoR | (2); BamH | (3); Sal | (4); EcoR | e
BamH | (5); EcoR | e Sal | (6), BamH | e Sal | (7); EcoR |, BamH | e
Sal | (8); e DNA de fago A clivado com EcoR | e Hind Ill (M). As
setas indicam o tamanho das bandas em kb. B - Esquema do clone
CR44. A linha grossa representa o inserto do fago recombinante, e
as linhas fracas indicam as regides adjacentes do vetor AEMBL3. A
linha pontilhada corresponde a regidao seqienciada. As posicdes
dos sitios das enzimas de restricdo estdo indicadas. As letras
correspondem as iniciais das enzimas de restri¢cao (S — Sal |, B -
BamH | e E - EcoR I).
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Figura 16 - “Southern blot” do clone CR44. O DNA do clone CR44 foi clivado
com enzimas de restricdo, separado por eletroforese em gel de
agarose 0,7% e transferido para uma membrana de nailon. A
membrana foi hibridizada com a sonda A53-09, marcada com
fosfatase alcalina, em condi¢6es de alto rigor. Os nimeros na parte
superior da figura equivalem as enzimas de restrigao utilizadas (1 -
Pstl;2-EcoR |;3-Sall;4-Smal;5-Pvul;6-Kpnl;7-Salle
Smal;8-SallePvul;9-SalleKpnl; 10 -Smale Pw I 11 -
SmaleKpnl;12-Pvule Kpnl; 13-Kpnle Pvule Smal; 14 -
EcoR | e Sal I; 15 - EcoR | e BamH |; 16 - BamH |: 17 - Sal | e
BamH |; e 18 - EcoR | e BamH | e Sal |) e os nimeros a direita, a
padrées de DNA em kb.
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Figura 17 - Mapa de restrigdo do clone A53-09 E2. A - Padrao de restrigao do

clone A53-09 E2. Os numeros correspondem a digestdo com
enzimas de restricdo (1 - EcoR I; 2 - Hind Ill; 3 - Sall: 4 - Pst |: 5 -
Pstle Hind Ill: 6 - Pst 1 e Sall; 7 - Sal | e Hind Ill: 8 - EcoR | e Hind
IIl; 9- EcoR | e Sall; 10 - EcoR | e Pst |; 11 - Hind Ill e Pst |; e 12 -
Hind 111, Pst | e EcoR 1), e M corresponde ao marcador de peso
molecular (DNA de A clivado com EcoR |, Hind Il e BamH 1). As
setas indicam o tamanho das bandas em kb. B - Esquema do mapa
de restricdo. Na primeira linha esta esquematizado o clone A53-09
E2. As posicbes dos sitios das enzimas de restricdo estdo
indicadas, estando o sitio de clonagem EcoR | entre parénteses. A
linha inferior representa o subclone 21, fragmento de 1,0 kb Pst1. O
numero acima do fragmento indica o seu tamanho em kb, e as
letras correspondem as iniciais das enzimas de restri¢do (E - EcoR
|, P - PstleH- Hind Ill).
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Figura 18 - Mapa de restricdo do clone A53-09 P4. A - Padrao de bandas do

clone A53-09 P4. Os numeros correspondem a reagao de clivagem
do DNA com as enzimas de restricdo (1 - Pst |; 2 - EcoR |; 3 -
BamH I: 4 - Hind lll; 5 - EcoR | e BamH I; 6 - EcoR | e Hind IlI; 7 -
BamH | e Hind Ill; 8 - EcoR 1 e Pst1;9 - Pstl e BamH |; 10 - Pst | e
Hind IIl: 11 - EcoR |, BamH | e Hind 1lI; 12 - EcoR |, BamH | e Pst I;
e 13 - BamH |, Hind Il e Pst I), € M corresponde ao DNA do fago A
clivado com EcoR |, Hind Il e BamH 1. B. Esquema do mapa de
restricaio do clone AS53-09 P4. Na primeira linha esta
esquematizado o clone A53-09 P4. As posigcbes dos sitios das
enzimas de restriao estdo indicadas, estando o sitio de clonagem
Pst | entre parénteses. As letras correspondem as iniciais das
enzimas de restrigao (E - EcoR |, P - Pst |, H - Hind lll e B — BamH

1).
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4.6. Analise da seqiiéncia dos subclones A53-09 E2 e A53-09 P4

Os DNAs dos clones A53-09 E2 e A53-09 P4 foram subclonados no
vetor pUC18 e seqiienciados em ambas as diregdes, conforme a estratégia de
seqiienciamento mencionada no item anterior. Quando foram feitos o mapa de
restricao e o “Southern blot” (Figuras 15 e 16) do clone CR44, a hipétese inicial
era de que os dois subclones, A53-09 E2 e A53-09 P4, estariam sobrepostos.
Essa hipotese foi confirmada pelo sequenciamento, podendo o alinhamento
dos dois clones ser visto na Figura 19. O contiguo formado pelo alinhamento
dos clones A53-09 E2 e A53-09 P4 foi denominado GR. A seqiiéncia completa
do clone A53-09 E2 contém 2.475 pb; a do clone A53-09 P4, 2.102 pb; e 0
contiguo GR, 4.198 pb (Figura 20).

A seqiiéncia do contiguo GR foi analisada pelo programa ORF Finder,
para detectar possiveis ORFs. Foram identificadas quatro possiveis ORFs; a
maior delas potencialmente codifica um polipeptidio de 262 aminoacidos
(Figura 20). A seqléncia predita pode ser visualizada na Figura 21. Uma busca
por dominios conservados nesta potencial proteina identificou seis repeticoes
de leucina contendo, em média, 24 aminoacidos cada uma. Esses dominios
LRRs tém semelhangca com LRRs extracitoplasmaticas de proteinas de
resisténcia, que possuem a seguinte seqliéncia-consenso:
LXXLXOWXXLXLXXNXLXGXIPXX (JONES e JONES, 1997). Além disso, foi

P B 3 P H E

I | | |

GR

P B E R

| |

A53-09 E4
E E
A53-09 E2 r T'

Figura 19 - Mapa de restricao de GR, contiguo de DNA formado pela
sobreposigdo dos clones A53-09 E2 e A53-09 P4. As posigoes
dos sitios das enzimas de restricdo (E - EcoR |, P - Pst |, H -
Hind Il e B - BamH |) estao indicadas.
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GAATTCAAAGATTTCACACGTAGTCCATTGTTTAGAATAAACTGCTACATATATATAACCCGTTGTTACAAAAAAAATAA 80
AAAATAAAAAGTTTAATTATTCTTTTGGCCCTTAAAGT TACGACAATATTTTTTTTAGTCCTTATAATTTAAATCATTET 1680
ATTTTAGTCCCAGTTGAATTTTTTTTTTACTCTTTTGATTCTCACCATCAAGTTTCGACTAACGTCAATTGTTGAAACTA 240
ATGTTGTGEAGAGRECAAACGACACTCTCCTATGCACACACGAGACGTEECTRATCATCTITICTCTCAACAACAAACCER 320
CACCTGCAACATBCATCATCCCAACTATGAABGCACAAACTACCTCACCTCTGTTACTCATGRGACCAGAAACTCACAAT 400
CACACACTTTATCTGCAGCAATCAAAACCATCATCCCAT T GEAACGATCAACT TACTTCAATGCTGTGATACCACTCCAA 48D
CTTGATGAGAGACTGTCAAGAAGGAGATTACATCATGGCAATTGGCAAATOC TAAGCTTGCAGACGGTCEETGREAGACTE 560
AAGAATAATGBAATGTGTAGTGECTTTETCTCATACCTCCATTACACTTCAGTTGTACCTCAGCTIGCTTECCTATTITT 640
ATTAATTTTGTTCATGTTTATGTGTGAGTTGAATCTTCCCCGCAAGGACCAAAAGATAAAAAAAATTGTAAATATAGGAA 720
CCAAAATGAATGTTTTAAACTATAATGACTAAAAAAAATGATCACAACTATAAGGACTAAAAGGATAGTTAAATCAAAAT 800
AAAATAAACTAGTGCAAAATAATGGTGGTGTGGTTAGACACTTTTAGTCCTAAATGTCTCGTTGTAGACATATATACCTC 880
TACATATGTGTGCATTTACCACCATTAGTGGAATAAAATTTTAAATGCAAACCCTTCTATGGTATATATCCTATATAGGE 960
ATTGTTAGTAGTAAATACCAACCGTGAACCAGAAAATTGTGGATTCAACCTTTTTGCGCTTCCTTCTTCTTCATCECART 1040
GCTATATGCAACTCATGTTCTICTCTTGATATTGTCCACTGCAACAACTCTCCAGTTICAGTGCAAGCAAGGCAGCAAGRE 1120
TCAATATGACTTGCAGCGAGAAGBAAAGGAATGCACTCCTCAGCT ICAAACATGGACTAGCAGACCETTCAAACAGRCTT 1200
TCATCETRETCTGACAAATCCRATTBCTRTACATEECCAGGGGT TCACTGCAACAACACAGGTAAAGTCATEGAAATCAA 1280
TCTTGACACACCTGCGBGCTCTCCCTATAGGBAGT TEAGTGGAGAGATTAGTCCTTCTTTECTTGAACTAAAATATTTGA 1360
ATCRTTTGGACTTGACTTCAAATTATTTTBTTCTTACTCCAATACCAAGCT TCETACGGCTCATTCRACGAGTCTEAGATAC 1440
TTGGACCTTAGCTTAAGTRERTTCATGERBATTAATCCCTCATCAACTAGGAAACCTCTCAAACCTCCACCACCTTAATCT 1520
TGGATACAATTATGCTCTTCAGATAGATAACCTTAATTGGATATCAAGEGCTATCTTCCTTCGAGTACETTIGATTTBAGTE 1600
GTTCAGACCTTCATAAACAACGGTAACTBECTTCAAGTACTGAGTGCACTICCATCTCTTTCAGAACTACACT TECAGAGE 1680
TGTCAAAT TGATAACT TAGEACCACCAAAAGGAAAAGCCAACT TCACACATCTCCAAGTCCTTIGATCTTTICAAT TAACAA 1760
TCTCAATCAGAAAATCCCTTCATGGBCTATTTAATCTCAGCACAACTCTTGT ICCAACTTGATTTACACAGTAACCTTTTA 1840
CAGGGACAAATTCCACAAATAATATCAAGCCTTCGAGAACATAAAAAATCTAGACCTGCAGAACAACCAGCTCAGTGEEE 1920
CACTTCCAGATTCATTAGGCCAGCTTAAGCATCTTGAAGTTCTAAATCTCAGTAATAATACCTTTACTTGTCCAATTCCC 2000
TCACCATTTGCAAACTTGTCATCCTTGAGAACTTTAAACCTGGCTCACAACCGACTGAATGGAACCATTCCTAAGAGTTT 2080
TGAGTTCCTCAGAAACCTGCAGGTATTAAATCTTGGAACTAATTCTTTGACTGGTGATATGCCTGTAACTCTTGGAACTE 2180
TCTCAAATTTAGTAATGTTAGACCTTTCATCTAATTTGTTAGAAGGATCTATAAAAGAGTCAAATTTCGTAAAACTTTTG 2240
AAATTAAAGGAACTACGTTTGTCTTGGACAAACTTGTTCCTCAGTGTCAACTCAGGATGGGTTCCTCCTTTTCAGCTTGA 2320
ATATGTTTTACTGAGCTCCTTTGGAATAGGTCCTAACTTTCCAGAATGGCTAAAAAGGCAAAGTTCTGTGAAGGTTTTGA 2400
CAATGTCTAAGACAGGTATCGCAGACTTGGTTCCAAGTTGGTTTTGGAAT TGAACTTCGCAAATTGAATTCCTGGATCTE 2480
TCAAACAATCTGTTAAGTGCAGACCTATCTAACATCTTTCTCAATTCCAGCGTCATAAATTTGAGTTCTAATTTGTTCAA 2560
GGGTACATTGCCAAGTGTGTCTGCAAATGTTGAAGTGCTGAATGT TGCCAATAACTCAATTTCCGRAACAATTICTECET 2640
TTTTATGTTGRAAAGGAAAATGCTACTEATAAGT TAAGTGTGE T TRGATT T T TCAAATAATGTCTTATATAGEBTBATETTE 2720
GTCACTGGTGEGTECATTGGCAACATTGGGTGCATTGAACTTGGGTAGTAACAATTGTCTGETGTTATTCCAACTCCATG 2800
GGGTTCTATCTAACTGGATCTTGTGTTAACAAAACCCGTTCTCTGGATATATTCCTTCAACACTGCAAGTTTGAACAAAG 2880
GAGAATTTCATGAACAATGGGCAATAAACCAACTTTTCGGACGCAATAACCAGATTGGGATGGGGGAAAGGCAAAATCTA 2960
AATGGTTTCTTCGTCTAAGATCCAACAATTTCAATGGCAGCATTACTCAAAAGATTTGTCAACTTTCTTCCCTTATAGTE 3040
CTGGATCTTGGCAATAACAGCCTGTCAGGATCCATTCCAAATTGTTTGGATGACATGAAGACAATGGCTGGTGAAGATGA 3120
CTTCTTTGCCAACCCTTTAAGTTATTCATATAGCTCTGACTTCAGTTATAACCACTACAAGGAAACTCTTGTCTTAGTTC 3200
CCAAAGGAGATGAGTTAGAGTACAGAGACAATCTGATATTGGTGAGAATGATTGATCTTTTAAGTAATAAGCTGTCTGGA 3280
GCAATTCCATCTGAAATTTCCAAGCTATCTGCTTTGCGGTTTTTGAACTTGTCTAGAAATCATCTGTCTGGAGERATACT 3360
AAATGACATGCGGAAAAATGAAATTGTTAGAATCCCTTGTCTCTCACTAAACAACATTTCAGEGTCAATCCCTCAAAGCTTA 3440
TCTGACACTCTCCTCGGTCCGATTAATCAAACACAACTATCGGCAGATTCCCACGAGCACCCAACTTCAGAGCTTGGAGA 3520
ACTTAGCTACACTGBAAATCCTGAAGCTTTGTGGTCCTTCCTGTAACAAAAAATTGCACAGACCAAGGAAGAGTTBACCE 3600
GAGAGTGCTTCTGTTGGACACGGTGATGGTAATTTTCTTTGGAACATCAGAGTTTGATATCGRTATGGRAGTTGGATTTE 3680
CAGCAGGATTTTGGGGTTTTTGCAGTGTGGTTTTCTTCAACAGAACTTGGAGGCGTGCTTATTTTCATTATCTTGACCAC 3760
TTGAGAGATCTGATTTATGTGATAATAGTTTTGAAGGTAAGAAGGTTACTTGGGAAATTGTGAGTTTACATGTTAACTGT 3840
TAGGAGTGAGAAACATTACAACGTGTTATTCTAGACATTAAAAATGTGAAAAGGTTTACCATACTATGTACATGTTCATA 3920
TGGGGTGTCTETTTGTTTTGCTTTCATTGGTAATAAATGTTCTTAATGTTAAGAGAACTAGACGAGCTTCAGACTTGAGE 4000
ATCAAATTCTGTTTTGTATTTATGACGCATTATTGTCTTCTACTATCTGTGCACTAACAATGATTAGCATTAAAATACCT 4080
GGAATGACACACTCGGTGATTGGATTTAAGAAGATTGT TTTACGCAACGTGTAACTTAGAATTTGCCTGAATGAATTTAA 4160
TTAGTGTAGAAAGTTGGAGCTTGCATAGGATTCTGCAG 4198

Figura 20 - Sequéncia de nucleotidios do contiguo GR. As ORF estao
destacadas de vermelho. O sinal de poliadenilagdo esta

destacado de azul.
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também encontrado o sinal classico de poliadenilagdo (AATAAA) localizado na
posi¢ao 2.903 a 2.908 (Figura 20).

A comparagdo da sequéncia de aminoacidos predita em todas as
possiveis ORFs com outras existentes no “GenBank” revelou homologia entre
GR e outras proteinas codificadas por genes de resisténcia. GR apresentou
similaridade de seqiiéncia com as proteinas “Cf-2.1-like” de Arabidopsis
thaliana (acesso no “GenBank” AC004238), proteina de resisténcia a doencas
homoéloga a Cf2/Cf-5 de Hordeum vulgare (acesso no “GenBank” AF166121) e
outras proteinas de resisténcia de Lycopersicon esculentum. Esses dados em
conjunto indicam que GR possui similaridade com genes de resisténcia.

4.7. Analise da expressio orgao-especifica de A45-10, A53-09 e A75-10

Foi feito um RT-PCR, com o objetivo de verificar se os clones de RFLP
continham seqiiéncias que eram expressas em diferentes érgéaos da variedade
de soja FT-Cristalina, bem como eliminar o fato de que esses clones poderiam
ser pseudogenes. O RNA total de raiz, haste e folha do cultivar FT- Cristalina,
estadio V3, foi isolado e amplificado, usando-se a técnica de RT-PCR descrita
em “Material e Métodos”. A etapa de amplificacdo da primeira fita de cDNA foi

MAVLYATHVLLL ILSTATTLQF SASKAARLNMTCSEKERNALL SFKHGLADPSNRL SSWSDKSDCCTWPG
VHCNNTGKVME INLDTPAGSPYRELSGE ISPSLLELK

........ YLNRLDLSSNYFVLTP1PSFLGSLE

SLRYLDLSLSGFMGL I PHOLGNLS

........ NLQHLNLGYNYALQIDNLNWISRLS

........ SLEYLDLSGSDLHKQGNWLQVLS

AL i warir SLSELHLESCQIDNLGPPKGKA
| 7Rl HLOVLDLSINNLNQK IPSWLFNLST
TLVPT

Figura 21 - Seqiiéncia de aminoacidos predita pela maior ORF presente no
contiguo GR. A seqiiéncia mostra seis dominios LRR alinhados
entre si. Os pontos foram inseridos para facilitar o alinhamento dos
dominios LRR. Os residuos de leucina estdo destacados de
vermelho.
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feita para o clone A45-10 com os “primers” 4510T7B1 e 4510T3C1; para o
clone A53-09, usaram-se os “primers” 5309A e 5309D e para o clone A75-10,
os “primers” 7510A e 7510T7F (Tabela 2). Esses “primers” foram escolhidos
porque amplificavam regides possivelmente transcritas. As amostras de RNA
total também foram amplificadas com os “primers” para actina 3, a fim de
verificar se havia contaminagao com DNA e eliminar artefatos experimentais. A
temperatura de pareamento nas reagdes para A45-10 e A53-09 foi de 55°C e
para A75-10 e actina 3, de 50°C.

Na Figura 22, mostra-se que existem seqiiéncias transcritas similares
aos trés clones analisados em todos os 6rgdos examinados. A amplificagao
com os ‘“primers” para o clone AS53-09 resultou em uma banda de
aproximadamente 300 pb, em todas as amostras, porém o actimulo de mRNA
parece ser diferente. O 6rgdo que aparenta ter maior expressao é a haste,
seguida pela raiz e folha. Esse resultado indica que, apesar de ter sido
detectada a expressao em todos os 6rgéos, deve haver controle do nivel de
expressao.

Os produtos de amplificagdo com os “primers” para A53-09 foram
seqiienciados diretamente e alinhados com GR. Eles apresentam 100% de
identidade entre si, nos trés 6rgaos, e se alinham entre os nucleotidios 1.033 e
1.821, onde se localiza a ORF predita de 789 nucleotidios (Figura 23). Isso
indica que a ORF deduzida é, de fato, transcrita. Para testar essa hipétese, um
clone de cDNA correspondente ao contiguo GR devera ser clonado e, assim,
delimitado o gene.

Ja para o clone A75-10 foi detectada a presenga de seqiiéncias
similares em todos os 6rgdos. A amplificagao com esse conjunto de “primers”
resultou em mais de uma banda para cada amostra, e, ainda, as bandas
apresentaram tamanhos diferentes e foram polimoérficas em relagao aos 6rgéaos
examinados. Isso indica que os “primers” estavam pareando com mais de um
transcrito.

A amplificagdo com 0s “primers” para o clone A45-10 resultou em Unica
banda fraca, de aproximadamente 900 pb, em todos os 6rgdos analisados.
Esse resultado ndo era esperado, ja que, dos trés clones, esse era o que
possuia ORF maior e, talvez, fosse 0 Gnico com seqiéncias transcritas. Os
resultados apresentados aqui estao de acordo com os alcangados nos
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Figura 22 - RT-PCR de diferentes 6rgaos da variedade de soja FT-Cristalina
com os “primers” para A45-10, A53-09 e A75-10. A partir do RNA
total de raiz, haste e folha, foi sintetizada a primeira fita de cDNA,
usando-se como “primer” oligo d(T), que depois foi amplificado com
os “primers” para A45-10, A53-09 e A75-10. Os numeros na parte
superior equivalem a diferentes amostras usadas: DNA genémico
(1, 8 e 21), raiz (3, 9, 15 e 22), haste (5, 11, 17 e 24), folha (7, 13,
19 e 26), controle negativo de raiz (2, 10, 16 e 23), controle de
negativo de haste (4, 12, 18 e 25) e controle negativo de folha (6,
14, 20 e 27). Os “primers” usados na amplificagdo do cDNA estéo
identificados acima dos numeros. M indica o marcador de peso
molecular, DNA de ) digerido com EcoR | e Hind lll. Os nimeros a
direita correspondem ao tamanho das bandas em kb.
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GR s e ATGGCAGTGCTATATGCAACTCATGTTCTTCTCTTGATATTGTCCACTGCAACAACTCTCCAGTTCAGTGCAAGCAAG

REI2 GiTas:

Haste. .. ..

Folho.....

B M aN GCAGCAAGGCTCAATATGACTTGCAGCGAGAAGGAAAGGAATGCACTCCTCAGCTTCAAACATGGACTAGCAGACCCT
RO 2 avate CAGCGAGAAGGAAAGGAATGCACTCCTCAGCTTCAAACATGGACTAGCAGACCCT
Haste..... CAGCGAGAAGGAAAGGAATGCACTCCTCAGCTTCAAACATGGACTAGCAGACCCT
Folha..... CAGCGAGAAGGAAAGGAATGCACTCCTCAGCTTCAAACATGGACTAGCAGACCCT
GR........ TEAAACﬁGGCTTTCATCGTGGTCTGAC&AATCGGATTGETGTACATGGCCAGGGGTTCACTGCnACAACACkGGTAAA
Rale. v TCAAAE&GGCTTTC&TEGTGGTCTG&CAAATCGGATTGCTGTAC&TGGECAGGGGTTCACTGCAAC&RC&C#GGTAAA
Haste. .. .. TCAA#EAGGCTTTC&TCGTGGTETGACAAATCGGATTGCTGTACATGGECAGGGGTTCACTGCAACAACAE&GGTAAA
Folha..... TCAR&CAGGCTTTC&TCGTGGTCTGACAAATCGGATTGCTG1AC&TGGCC&GGGGTTC&ETGCA&C#AC&CABGTA&A
T GTCATGGAAATCAATCTTGAC#E&CCTGCGGGCTCTCCCTATAGGGAGTTGAGTGG&G&GATTAGTCETTCTTTGCTT
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Figura 23 - Comparagao da ORF de 789 nucleotidios com os produtos de RT-
PCR amplificados a partir de amostras de RNA total de raiz, haste e
folha da variedade de soja FT-Cristalina. As seqiiéncias dos
“primers” utilizados no RT-PCR estao sublinhadas.
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laboratérios da DuPont (EUA). Em uma busca no banco de dados de EST
(“Expressed Sequence Tags”), da DuPont, foram encontrados dois clones
homologos a A53-09, um a A75-10 e nenhum a A45-10 (Dr. Rafalski,
comunicagao pessoal).

Os dois clones de cDNA homélogos a A53-09 foram isolados de vagens
em desenvolvimento de soja. O clone de cDNA sdp2c.pk007.p18 apresentou
100% de homologia a A53-09 do nucleotideo 49 ao 522. O clone cDNA
sdp2c.pk007.a22 é 95% homoélogo a AS53-09, do nucleotideo 49 ao 526. Os
dois clones cDNA sdao homélogos a proteina “Cf-2.1-like” de Arabidopsis e a
outros genes de resisténcia de tomate. O clone de cDNA sis7c.pk010.j1,
isolado de soja infectada com Sclerotinia sclerotiorum, apresentou 83% de
similaridade com A75-10. Esse clone de cDNA é homélogo a proteina N, que
confere resisténcia ao TMV. Esses dados, em conjunto (Dr. Rafalski, dados
ndo publicados) com os obtidos neste trabalho, indicaram que A53-09 &
ativamente transcrito e que A75-10 € membro de uma familia multigénica de
genes com homologia com genes de resisténcia a doengas. Apesar de A45-10
ter mostrado alta similaridade com genes de resisténcia (Tabela 3) e padréo
bem definido de LRR (Figura 9) nao foi possivel detectar expressao
significativa no experimento de RT-PCR (Figura 22) e encontrar um clone de
cDNA (dados da DuPont) que indicasse que ele era ativamente transcrito.
Portanto, A45-10 pode ser um pseudogene nas variedades de soja analisadas
nesses dois trabalhos ou, ainda, ser expresso em situagdes diferentes das

analisadas no presente trabalho.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma cultura autégama que vem sendo
cultivada pelo homem h& muito tempo. Apesar de possuir base genética
extensa, como espécie, a soja cultivada apresenta essa base genética bastante
estreita. A analise da variabilidade genética de variedades de soja por meio de
hibridizagées com sondas de RFLP revelou grande numero de bandas
monomoérficas e algumas bandas polimérficas de baixo numero de coépias, e
nimero muito pequeno de sondas mapeia em regides hipervariaveis do
genoma. Durante a construgédo de um mapa genético entre G. max e G. soja,
na DuPont (EUA), usando-se sondas de RFLP de uma biblioteca gendmica da
variedade de soja Bénus, foram analisadas 2.000 sondas, 75% das quais eram
monomoérficas (RAFASLKI e TINGEY, 1993). Dentre as sondas polimorficas,
0,5% delas eram extremamente polimérficas. Cinco dessas sondas foram
selecionadas e caracterizadas molecularmente.

Duas sondas (A1-10 e A2-08) ndo apresentaram similaridade com
seqliéncias depositadas no “GenBank”. Entretanto, esses dois clones eram
ricos em sequéncias A:T. Tal fato pode explicar o padrédo de hibridizagao
altamente polimérfico, revelado por essas sondas. A comparagao das
seqiléncias das outras trés sondas (A45-10, A53-09 e A75-10) revelou que
existia alta similaridade entre elas e outras seqiiéncias de genes que codificam

proteinas de resisténcia a doengas em varias espécies de plantas. Nesse caso,

63



o polimorfismo pode ser explicado devido a presenca de dominios LRRs
nesses clones.

Devido ao fato de a sonda A45-10 apresentar padrdo de hibridizagao
extremamente polimérfico entre os genétipos de soja analisados, foram
construidos “primers” que amplificavam regiées polimérficas em soja com a
finalidade de obter padrao de amplificagdo que pudesse ser usado como
“fingerprint” na identificagdo molecular de variedades. Os produtos, na faixa de
1,5 a 2,0 kb, resultantes das reagées de amplificagédo foram capazes de
distinguir os diferentes genétipos analisados, podendo, em conjunto com outros
tipos de marcadores, ser usados para identificagao de variedades de soja.

A partir de uma biblioteca genémica da variedade de soja FT-Cristalina,
foram isolados clones, usando-se as trés sondas de RFLP (A45-10, A53-09 e
A75-10), com a finalidade de obter sequéncias homélogas a genes de
resisténcia em um cultivar brasileiro resistente a algumas doengas. No
presente trabalho, somente um dos clones, que apresentava homologia com a
sonda A53-09, denominado clone 44, foi caracterizado molecularmente, o qual
possui tamanho aproximado de 16 kb. Dois fragmentos que hibridizaram com a
sonda A53-09 foram subclonados e seqiienciados. O contiguo formado por
esses dois clones contém 4.198 pb e foi denominado GR.

GR possui similaridade de sequéncia com genes que codificam as
proteinas “Cf-2.1-like” de A. thaliana, proteina de resisténcia a doengas
homoéloga a Cf2/Cf5 de Hordeum vulgare e outras proteinas de resisténcia do
género Lycopersicum. Quando a seqiiéncia de GR foi analisada pelo programa
ORF Finder, para predigao de possiveis ORFs, encontrou-se uma ORF de 789
nucleotidios, que codificava uma potencial proteina com 262 aminoacidos.
Essa proteina possui seis dominios LRRs, em um padrdao semelhante ao de
proteinas de resisténcia extracitoplasmaticas. Além disso, a seqliéncia de GR
possui, logo em seguida a ORF de 789 nucleotidios, um sinal de
poliadenilagao.

Quando amostras de RNA de raiz, haste e folha foram amplificadas com
“primers” especificos para as sondas A45-10, A75-10 e A53-09, detectaram-se
transcritos homélogos aos trés clones de RFLP. A amplificagdo com os
“primers” para A45-10 resultou em uma banda muito fraca nos trés 6rgaos.

64



Para A75-10, foi detectada a presenga de varias bandas polimérficas, nos trés
6rgéos, indicando que os “primers” pareavam com mais de um transcrito.

A amplificagdo para A53-09 resultou em uma banda de
aproximadamente 300 pb em todos os érgaos analisados. Entretanto, a maior
intensidade da banda presente na amostra da haste indicou maior nivel de
expressdo neste 6rgao em relagéo aos outros dois analisados. Os produtos de
amplificacédo para A53-09 dos trés 6rgaos foram seqiienciados. O alinhamento
dessas seqiiéncias com o clone GR revelou que elas se alinhavam
perfeitamente com a ORF predita de 789 nucleotidios, indicando que essa ORF
é realmente transcrita nos trés 6rgdos da variedade de soja FT-Cristalina
analisados. Tal resultado, juntamente com a anélise de similaridade de
seqliéncia, evidenciou que GR codifica uma proteina homéloga a proteinas de
genes de resisténcia a doengas.

Como continuagdo do presente trabalho, o clone 44 devera ser
seqiienciado completamente, com a finalidade de identificar possiveis
elementos cis que possam estar atuando na regulagéo deste gene. Além disso,
o clone de cDNA correspondente devera ser isolado para delimitar possiveis
introns e exons. Para determinar se esse gene codifica um gene R, deveréo ser
conduzidos experimentos que indiquem que GR esta co-segregando com
algum marcador de resisténcia e, depois, experimentos de

complementariedade genética.
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