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RESUMO

SOUSA, Edgar Paulino de, M.S., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2005. Clonagem e caracterizacdo de homdélogos do gene Sw-5
amplificados do acesso LA 371 de Lycopersicon peruvianum (L.) Mill.
Orientador: Sérgio Herminio Brommonschenkel. Conselheiros: Eduardo
Seiti Gomide Mizubuti e Francisco Murilo Zerbini Junior.

O gene Sw-5, membro de uma familia multigénica com membros
dispersos nos cromossomos 9 e 12 do tomateiro, € o principal gene de
resisténcia a tospovirus utilizado nos programas de melhoramento de tomateiro
para a industria e para mesa. O acesso LA 371 de Lycopersicon peruvianum
possui resisténcia de amplo espectro a tospovirus e estudos de introgressao e
analise genética da resisténcia demonstraram que a resisténcia desse acesso
€ determinada por um gene dominante localizado no loco Sw-5 ou em um loco
proximamente ligado. Estudos prévios haviam levantado a hip6tese de que
oligonucleotideos que anelam nas regides correspondentes ao inicio da ORF
codificada por Sw-5 e na regido 5’ deste gene poderiam amplificar sequéncias
do loco Sw-5 e de um loco proximamente ligado. Esta hipétese foi confirmada
neste trabalho. Utilizando esses oligonucleotideos foram amplificados e
clonados dois genes homodlogos ao Sw-5, denominados de homélogo 1 e
homologo 2, a partir de DNA extraido de uma planta resistente a tospovirus
denominada EP-1 derivada do acesso LA 371. As proteinas putativas
codificadas por esses homadlogos apresentam 92,94 % de similaridade diferindo
em 82 aminoacidos. A proteina 2 € mais similar a proteina codificada pelo gene
Sw-5 (99,28%) sugerindo que o homdlogo 2 é responsavel pela resisténcia a
tospovirus encontrada em LA 371. Essas sequéncias foram transferidas para o
vetor binario pBI121 e experimentos de transformacdo encontram-se em
andamento visando a comprovacdo da funcdo desses homodlogos na
resisténcia de LA 371 a tospovirus.
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ABSTRACT

SOUSA, Edgar Paulino de, M.S., Universidade Federal de Vigosa, April of
2005. Cloning and characterization of Sw-5 homologous sequences
amplified from Lycopersicon peruvianum (L.) Mill accession LA 371.
Adviser: Sérgio Herminio Brommonschenkel. Committee members: Eduardo
Seiti Gomide Mizubuti and Francisco Murilo Zerbini Junior.

The gene Sw-5, member of a multigenic family with members dispersed
in tomato chromosomes 9 and 12, is the most used tospovirus resistance gene
in tomato breeding programs. The Lycopersicon peruvianum accession LA 371
has a broad-spectrum toposvirus resistance. Genetic analysis has
demonstrated that a dominant gene located in the Sw-5 locus or in a closely
linked locus is responsible for tospovirus resistance of this accession. Prior
studies suggested that oligonucleotides with complementary sequences
corresponding to the terminal regions of the Sw-5 ORF would be able to amplify
sequences from the Sw-5 locus and from one closely linked locus. This
hypothesis was confirmed in this work. DNA extracted from a tospovirus
resistant plant called EP-1, derived from the accession LA 371, was used as
template for PCR amplification. The PCR product was cloned and restriction
analysis revealed that two Sw-5 homologous sequences, called homologous 1
and homologous 2, had been cloned. The putative protein codified by these
homologous display 92.94% of similarity for each other, differing in 82 amino
acids. The protein coded by homologous 2 is more similar to Sw-5 protein
(99.28%) suggesting that this homologous is responsible for the LA 371
tospovirus resistance. These sequences were transferred to the binary vector
pBl121 and transformation experiments are in progress aiming to test this

hypothesis.
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1. INTRODUCAO

Os tospovirus estdo entre os virus de maior importancia para a
agricultura mundial, provocando perdas significativas na producdo de véarias
culturas, principalmente em hortalicas (POZZER et al., 1996; FAJARDO et al.,
1997). Esses virus pertencentes a familia Bunyaviridae, género Tospovirus,
causam em tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill) a doengca conhecida
como “vira-cabeca” (GERMAN et al., 1992). Das treze espécies conhecidas de
tospovirus, pelo menos quatro ja foram relatadas infectando naturalmente o
tomateiro no Brasil: Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spot
virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV) (POZZER et al.,, 1996) e
Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) (COLARICCIO et al., 2000).

O principal método de controle do “vira-cabeca” tem sido o uso de
cultivares resistentes. O gene Sw-5 é o principal gene de resisténcia a
tospovirus utilizado em programas de melhoramento de tomateiro para a
industria e para mesa (CHO et al. 1996; ROSELLO et al., 1998). Esse gene é
originario de uma espécie silvestre do tomateiro [L. peruvianum (L.) Mill] e foi
introgredido na cultivar Stevens (L. esculentum) (STEVENS et al., 1992). O
gene Sw-5 confere resisténcia efetiva contra isolados de TSWV (STEVENS et
al., 1992), TCSV, GRSV (BOITEUX e GIORDANO, 1993) e CSNV
(BROMMONSCHENKEL et al., 1998).

O gene Sw-5 é membro de uma familia multigénica com membros
dispersos nos cromossomos 9 e 12 do tomateiro (BROMMONSCHENKEL et
al., 2000). Andlise de sua expressao génica indicou a presenca de transcritos
de tamanhos similares em variedades resistentes e suscetiveis, sugerindo que
a diferenca quanto a resisténcia a tospovirus nestes materiais, possivelmente,
nao esta relacionada a variagdes na expressado do gene, mas sim a diferencas

estruturais nas proteinas codificadas pelos diferentes alelos do loco Sw-5



(BROMMONSCHENKEL et al., 2000). O gene Sw-5 codifica uma proteina de
1246 aminoacidos cuja estrutura € similar a de outras proteinas envolvidas na
resisténcia de plantas a doencas, incluindo as proteinas Mi, Prf, 12 e HERO do
tomateiro que conferem resisténcia a Meloidogyne spp. (MILLIGAN et al., 1998)
e ao inseto Macrosiphum euphorbiae (ROSSI et al., 1998, VOS et al.,1998), a
Pseudomonas syringae pv. tomato (SALMERON et al., 1996), Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici (ORI et al.,, 1997) e a Globodera pallida e G.
rostochiensis (ERNST et al., 2002), respectivamente, e RPM1 de Arabidopsis,
gue confere resisténcia a Pseudomonas syringae pv. maculicola (GRANT et al.,
1995; BROMMONSCHENKEL et al.,, 2000; TORNERO et al., 2002). Em
comum, sdo proteinas citoplasmaticas, que apresentam dominios que contém
repeticdes ricas em aminoacido leucina (LRR'’s, “leucine rich repeats”), sitios de
ligacdo a nucleotideos trifosfatados (NBS, “nucleotide binding site”) e na regiao
N-terminal um ziper de leucina (LZ, “leucine-zipper”) ou um dominio “coiled-
coil” (DANGL e JONES, 2001; MARTIN et al., 2003). Os dominios LRR atuam
em interacdes proteina-proteina (KOBE e KAJAVA, 2001), o que sugere que a
proteina Sw-5 pode se ligar diretamente ao produto do gene de aviruléncia do
patdgeno ou interagir com outras proteinas do hospedeiro que integram as vias
de transducao de sinais que conduzem a reacao de hipersensibilidade (HR) e a
outras respostas de defesa. Os dominios NBS tém sido relatados em varias
proteinas que atuam como sinalizadores celulares (ELLIS et al., 2000b; DANGL
e JONES, 2001) sugerindo que a ligacdo a nucleotideos trifosfatados (ATP e
GTP) seja essencial para a atividade da proteina Sw-5.

A linhagem Stevens, que contém o gene Sw-5, tem sido a principal
fonte de resisténcia a tospovirus nos programas de melhoramento (ROSELO et
al., 1998). Entretanto, a existéncia de isolados que superam parcialmente ou
totalmente a resisténcia conferida por Sw-5 pde em davida a durabilidade desta
resisténcia e reforca a necessidade da identificacdo de novos genes de
resisténcia (LATHAM e JONES, 1998; LAU, 2001; ARAMBURU e MARTI,
2003). Varios trabalhos tém relatado fontes de resisténcia a tospovirus em
acessos silvestres do tomateiro cultivado, principalmente das espécies L.
peruvianum, L. chilense Dun. e L. hirsutum (PATERSON et al.,, 1989;



KRISHNA-KUMAR et al., 1993; ROSELLO et al., 1998; LOURENCAO et al.,
2001; LIMA et. al., 2003).

GUIMARAES (2002) realizando estudos de heranca da resisténcia
originaria de L. peruvianum acesso LA 371 demonstrou que a resisténcia
encontrada nesse acesso € governada por um gene dominante e é efetiva
contra trés espécies de tospovirus (TCSV, GRSV e TSWV). Através de estudo
de co-segregacao entre um marcador CAPS, localizado proximo ao loco Sw-5,
e o fenétipo da resisténcia, GUIMARAES (2002) demonstrou que a resisténcia
encontrada nesse acesso € devida a um alelo do gene Sw-5 ou de um loco
proximamente ligado. Utilizando a técnica de PCR (polymerase chain reaction)
com oligonucleotideos que anelam no inicio e no final da ORF (open reading
frame) do gene Sw-5, LAU (2004) amplificou e clonou uma sequéncia
homéloga ao gene Sw-5 que co-segregava com o fenétipo da resisténcia a
tospovirus, a partir do acesso LA 371. No entanto, a analise funcional revelou
que esse homoélogo ndo é capaz de conferir resisténcia a tospovirus em plantas
transgénicas de tomateiro (L. esculentum cv. Moneymaker) e tabaco (Nicotiana
tabacum ‘Havana 425’) sugerindo que o gene clonado néo era o responsavel
pela resisténcia encontrada neste acesso de L. peruvianum (LAU, 2004).

SPASSOVA et al. (2001) sequenciaram aproximadamente 35 Kb de um
clone BAC contendo o marcador CT220 que estd ligado ao loco Sw-5 e
identificaram dois genes candidatos a resisténcia altamente homologos (95%)
que foram denominados Sw5-a e Sw5-b. A analise funcional desses homologos
em plantas de N. tabacum cv. SR1 transformadas revelou que Sw5-b é
necessario e suficiente para conferir resisténcia contra TSWV (SPASSOVA et
al., 2001). Com base neste estudo e em amplificacbes da regidao 5’ do gene
Sw-5, LAU (2004) propds que outros homodlogos, além do clonado em seu
trabalho, estivessem presentes na regido genbmica que co-segrega com a
resisténcia a tospovirus no acesso LA 371. Este trabalho teve por objetivo
confirmar esta hip6tese. Para tanto, oligonucleotideos desenhados para
anelarem nas regifes correspondentes ao inicio da ORF codificada pelo Sw-5
e na regido 3’ ndo traduzida do gene foram utilizados em PCR contendo como
molde DNA extraido de uma planta RC;F;, resistente a TCSV, derivada do

cruzamento entre ‘Moneymaker’ (L. esculentum) X LA 371 obtida por



GUIMARAES (2002). Foram amplificados na mesma reacdo de PCR e
clonados dois genes homélogos a Sw-5 denominados de homélogo 1 e
homélogo 2. A proteina putativa codificada pelo homoélogo 2 é mais similar a
proteina codificada pelo gene Sw-5 (99,28%) (BRMMONSCHENKEL et al.,
2000) sugerindo que este homodlogo seja responsavel pela resisténcia a
tospovirus encontrada em LA 371. As sequéncias clonadas foram transferidas
para o vetor binario pBl121 e experimentos de transformacdo genética de
plantas de tabaco encontram-se em andamento visando a comprovacgao desta

hipétese.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

A clonagem de homologos do gene Sw-5 foi realizada a partir de uma
planta selecionada na populacdo RC;F, (denominada EP-1) que se encontra
em homozigose para o loco que confere resisténcia a tospovirus. Essa
populacéo foi obtida por GUIMARAES (2002) por meio da autofecundacéo de
uma planta resistente a TCSV proveniente do retrocruzamento ‘Moneymaker’

(L. esculentum) X [‘Moneymaker’ x LA 371 (L. peruvianum)].

2.2 Clonagem e caracterizacao das sequéncias amplificadas

O DNA da planta EP-1 foi extraido de acordo com o protocolo proposto
por FULTON et al. (1995). A partir desse DNA foi amplificado um fragmento de
aproximadamente 4,1 Kb (o que corresponde a ORF completa do gene Sw-5
mais a regido 3' ndo traduzida do gene) utilizando-se os oligonucleotideos
1958B (5" - GGT GAA CTT CCC GGG AGA AAA TGG CTG-3') e 19Smaz2 (5’ -
GCA TCC CGG GCA ACA ATA AGC AG-3’) (Figura 1). A reacao foi composta
por 100-200 ng de DNA gendmico, 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 2 mM
MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0.1 "M de cada
oligonucleotideo, 2 a 5 unidades do sistema enzimético Elongase™ (Gibco-
BRL) e agua destilada estéril (Milli-Q) suficiente para atingir o volume final de
50 pL.
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Figura 1 - Representacdo esquematica do gene Sw-5 indicando as posicoes de
anelamento dos oligonucleotideos 1958B, 19Sma2 e FP12. As
barras abaixo da representacdo do gene Sw-5 indicam o tamanho
dos produtos de PCR obtidos pela combinacdo desses
oligonucleotideos. ORF — “open reading frame”; 3'NTR - Regido 3’
nao traduzida.

As reacbes de PCR foram realizadas no aparelho Mastercycler
(Eppendorf®), compostas de 40 ciclos a 94°C durante um minuto
(desnaturagao), 56°C por um minuto (anelamento), 68°C por dois minutos
(extenséo), seguidos por uma extensao final a 68°C por cinco minutos. Os
fragmentos amplificados foram clonados diretamente no vetor pGEM-T easy

(Promega®) seguindo as recomendacdes do fabricante.

Uma aliquota de 5 pL da reacéo de ligacédo foi utilizada para transformar
células competentes de Escherichia coli estirpe DH5a utilizando o método de
transformacao por choque térmico (SAMBROOK et al.,, 1989). As células
transformadas foram plaqueadas em meio LB (Luria-Bertani) (SAMBROOK et



al., 1989) contendo ampicilina (150 mg L™), IPTG (0,2 mM) e X-GAL (40 ug mL"
1Y e incubadas a 37°C por 12 horas. As coldnias contendo plasmideos
recombinantes foram identificadas pela coloracdo branca e transferidas para
tubos contendo 3mL de meio LB com ampicilina (150 mg L™). As colénias
foram incubadas a 37°C, por 12 horas, sob agitacdo constante (250 rpm,
CERTOMAT® BS-T). Os plasmideos contendo as sequiéncias clonadas foram
extraidos pelo método da lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989).

O DNA plasmidial foi clivado com a enzima de restricdo EcoRI que
reconhecem as seqUéncias que flanqueiam o sitio de clonagem do vetor
PGEM-T easy e sitios internos da sequéncia clonada. O DNA clivado foi
analisado em gel de agarose a 1,2% em tampéao TAE 1X (SAMBROOK et al.,
1989) por meio de eletroforese a voltagem constante de 100V por 1 hora e 0,2
nM de brometo de etideo. Os fragmentos foram visualizados sob luz ultravioleta
e fotografados no fotodocumentador KODAK GEL LOGIC 200 Imaging System
(Rochester, NY, USA).

2.3 Caracterizacdo das seqUéncias clonadas com base na analise de

restricdo daregido 5’

O DNA plasmidial das sequéncias clonadas foi utilizado como molde na
reacdo de PCR para a andlise de restricdo. Para isso, utilizou-se os
oligonucleotideos 1958B e FP12 (5'- AGG ATT TGT AGT ACG TCT CAACTT
G -3), que anelam na regido 5 do gene Sw-5, obtendo-se um produto
amplificado de 1125 pb (Figura 1). A reacao foi composta por 100-200 ng de
DNA plasmidial, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,1 mM de
cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0,1 niM de cada oligonucleotideo, 2 a
5 unidades da enzima Taq polimerase (Gibco-BRL) e agua destilada estéril
(Milli-Q) suficiente para atingir o volume final de 25 pL. As reacdes de PCR
foram conduzidas em termociclador Mastercycler (Eppendorf®) compostas de
40 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 52°C por um minuto, 72°C por um

minuto, seguidos por uma extenséo final a 72°C por cinco minutos.

Em seguida, 10 pL dos produtos de PCR foram clivados com a enzima
de restricdo Rsal (foram utilizados 5 unidades da enzima em 2 pL do tampé&o,



37°C, 2 horas). Os padrbes de restricdo foram comparados com aqueles
gerados a partir da cultivar Moneymaker (suscetivel), da linhagem SW99-1
(resistente) (BROMMONSCHENKEL e TANKSLEY, 1997) e do acesso LA 371
(resistente) (LIMA, 2001).

Os clones com padrbes de restricdo distintos foram selecionados para
clonagem em vetor binario pBI121 (Clontech®) e armazenados em glicerol 50%
a -80°C.

2.4 Sequenciamento dos plasmideos recombinantes

Para esta finalidade, 100-200 ng de DNA plasmidial foi digerido com 5
unidades da enzima de restricdo EcoRIl em 2 nL do tampéao (37°C, 2horas) num
volume final de 20 niL. O DNA clivado foi aplicado em gel de agarose a 1,2%
em TAE 1X e submetido a eletroforese a 100V por 1 hora. Os fragmentos
obtidos foram purificados do gel utilizando-se o Sephaglas™ BandPrep Kit e
ligados no vetor pBluescript (pBKS) (Promega®). Os subclones com fragmentos
maiores do que 1500 pb foram submetidos a digestdo com Sacl (5 unidades da
enzima de restricdo em 2 niL do tampé&o, 37°C, 2 horas, num volume final de 20
n.). O DNA clivado foi aplicado em gel de agarose a 1,2% em TAE 1X e
submetido a eletroforese a 100V por 1 hora. Os fragmentos correspondentes
ao vetor mais o inserto foram purificados do gel utilizando-se o Sephaglas™

BandPrep Kit e religados.

As ligacoes, foram realizadas num volume final de 10 pL, na presenca
de 5 pL do tampéo de ligacdo e 5 unidades da enzima de ligagdo T4 DNA
ligase (Promega®). A reacéo de ligacéo foi mantida a 4 °C por 18 horas. Uma
aliquota de 5 pL da reacao de ligacéo foi empregada para transformar células
competentes de E.coli estirpe DH-5a, utilizando o método de transformacéao por
choque térmico (SAMBROOK et al., 1989). O sucesso da clonagem foi
verificada mediante digestdo com as enzimas EcoRI e Sacl.

Para o sequenciamento, os fragmentos EcoRI foram amplificados
utilizando-se os oligonucleotideos T3 e T7 que anelam em regides localizadas

adjacentes ao sitio multiplo de clonagem do vetor pBKS. Ja os fragmentos Sacl



foram amplificados utilizando-se os oligonucleotideos MT3R e T7 que anelam
em regides localizadas adjacentes ao sitio mdultiplo de clonagem do vetor
PGEM-T easy (a Figura 2 mostra uma representacdo das estratégias de
sequenciamento utilizadas neste trabalho). As reacbfes de PCR foram
compostas por 100-200 ng de DNA plasmidial, 2uL “Dynamic ET terminator
Premix” (Amersham Biosciences), 0,5 mM do oligonucleotideo iniciador e agua
destilada estéril (Milli-Q) suficiente para atingir o volume final de 5uL. As
reagbes de PCR foram conduzidas em termociclador Mastercycler
(Eppendorf®) compostas de 35 ciclos a 95°C durante 10 segundos, 52°C por
cinco segundos e 60°C por dois minutos. Os fragmentos amplificados foram
precipitados com acetado de aménio 7,5 mM e etanol 100%, a temperatura
ambiente por 10 minutos e em seguida centrifugados por 45 minutos (3700rpm,
Centrifuge 5804R, Eppendorf®). O precipitado foi lavado com etanol 70%,
secado e ressuspendido com 5uL de loading buffer (Amersham Biosciences).
As sequéncias de nucleotideos dos clones foram determinadas em
seqiienciador automatico MegaBACE™ 500 (Amersham Biosciences,
Sunnyvale, CA, USA).

A montagem da ORF e traducdo da sequéncia foram realizadas no
programa DNAMAN versdo 4.0 (Lynnon Biosoft). Utilizando-se esse mesmo
programa foi feito o alinhamento das proteinas deduzidas a partir das
sequéncias clonadas com a proteina codificada pelo gene Sw-5 clonado a
partir da linhagem SW99-1 de tomateiro (BROMMONSCHENKEL et al., 2000),
com a seqUéncia de aminoacidos das proteinas Sw5-a e Swb5-b obtidas por
SPASSOVA et al. (2001) a partir de L. esculentum cv. Stevens (GenBank,
acesso numero AY 007366.1), com a proteina do homdlogo clonado por LAU
(2004) (pGPP333) obtida a partir do acesso LA 371 de L. peruvianum e com a
proteina codificada a partir de L. esculentum cv. Moneymaker (LAU, 2004).
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Figura 2 — Subclonagens utilizadas para o seqlienciamento dos genes A e B
amplificados a partir do acesso LA 371. Na figura encontram-se
representados os fragmentos EcoRI e Sacl clonados no vetor

pBKS e pGEM-T, respectivamente.
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2.5 Modificacéo do sitio multiplo de clonagem do vetor binario pBI1121

Para evitar a clonagem das sequéncias no sitio Smal do vetor binéario
pBl121 em conjunto com o gene Gus foi efetuada a remoc¢ao desse gene por
meio da dupla clivagem com as enzimas Sacl e Xbal removendo,
consequentemente, o sitio Smal do vetor. Como o fragmento amplificado
(4,1Kb) é flanqueado por sitios de restricdo da enzima Smal contidos nos
oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do DNA, foi necessario inserir
novamente o sitio Smal no vetor pBI121. Para isso, um fragmento de
aproximadamente 1500 pb do clone pGPP393 delimitado por sitios de clivagem
da enzima BamHI foi clonado no sitio BamHI do vetor pUC19 para se obter um
fragmento Sacl/Xbal de aproximadamente 1528 pb, contendo um sitio de
clivagem para Smal posterior ao sitio Sacl e anterior ao sitio para BamHI. Esse
fragmento foi entdo clonado no sitio Sacl/Xbal do vetor pBI121 e
posteriormente digerido com a enzima de restricio BamHI para que o
fragmento do clone pGPP393 fosse liberado e o vetor pBl121 tivesse um sitio

de clonagem constituidos pelos sitios Sacl, Kpnl, Smal, BamHI e Xbal.

2.6 Transferéncia das sequéncias clonadas para o vetor binario pBl121

As sequéncias clonadas obtidas a partir do acesso LA 371 (item 2.2)
foram transferidas para o vetor binario pBI121 mediante digestdo com a enzima
de restricdo Smal e separadas do vetor (0 GEM-T easy) por eletroforese em gel
de agarose a 1,0%. Apds a purificacéo, utilizando o Sephaglas™ BandPrep Kit,
os fragmentos foram ligados no sitio Smal do vetor binario pBI121 (item 2.5),
de modo que a expressdo da ORF da sequéncia homologa fosse direcionada
pelo promotor 35S do CaMV (Cauliflower mosaic virus). Os plasmideos
recombinantes dos clones contendo as seqiéncias clonadas foram extraidos
pelo método da lise alcalina (SAMBROOK et al.,, 1989). A confirmacdo dos
plasmideos recombinantes e a determina¢édo da orientacdo dos insertos foram

realizadas por meio da clivagem com a enzima de restricdo Hindlll. Os clones
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com orientacdo senso foram transferidos por eletroporacdo para a estirpe
LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens. A deteccdo das colbnias
recombinantes foi realizada por PCR de colbnias utlizando-se o par de
oligonucleotideos 1958B/FP12 e as mesmas condi¢cbes de PCR descritas no
item 2.3.
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3. RESULTADOS

3.1 Clonagem e caracterizacdo molecular dos homologos do gene Sw-5

Empregando-se o0s oligonucleotideos desenhados com base na
sequéncia do gene Sw-5, foi amplificado um fragmento de aproximadamente
4,1Kb (Figura 3) a partir do DNA extraido das plantas EP-1 (resistente a
TCSV), da cultivar Moneymaker (suscetivel a tospovirus) e da linhagem SW99-
1 (resistente a tospovirus). O produto da PCR da planta EP-1 foi clonado no
vetor pGEM-T easy e varias colbnias contendo os plasmideos recombinantes
foram selecionadas e estocadas em glicerol 50% a -80°C. A clivagem dos
plasmideos extraidos a partir dessas colénias com a enzima de restricdo EcoRl
revelou a existéncia de clones com padrdes diferentes de restri¢cao, indicando a

amplificacéo e clonagem de pelo menos duas sequéncias distintas (Figura 4).
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Figura 3 — Analise do produto de amplificacdo do DNA gendmico utilizando-se
os oligonucleotideos 1958B/19Sma2 e visualizados em gel de
agarose a 1,2% em TAE 1%. 1 - EP-1 (Planta obtida a partir do
acesso LA 371 de L. peruvianum) (GUIMARAES, 2002); 2 — L.
esculentum cv. Moneymaker; 3 - Linhagem SW99-1
(BROMMONSCHENKEL e TANKSLEY, 1997); M — Padréo de
comprimento de DNA “1Kb Ladder”.

M A B A B A A A
E ﬁ;ﬁt -B-ﬁlﬁ!. B-
:ﬂ - "- - o=

Figura 4 - Padrdo de restricdo EcoRI dos insertos dos plasmideos
recombinantes. Notar os dois padrdes de restricdo obtidos (A
e B). M — Padrdo de comprimento de DNA “1Kb Ladder”. A
seta indica o vetor pGEM-T easy (3,0 Kb).

Yy
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Utilizando-se os oligonucleotideos 1958B e FP12 que anelam na regido
5’ do gene Sw-5 obteve-se um produto amplificado de 1125 pb a partir de todos
os plasmideos. A clivagem deste produto com a enzima de restricdo Rsal
(Figura 5) confirmou os resultados obtidos pela clivagem dos plasmideos com
EcoRI, demonstrando a clonagem de duas seqiéncias diferentes. Assim, o
inserto com o padréo de restricdo A (Figuras 4 e 5) foi denominado homadlogo 1
e aquele com o padrao de restricao B (Figuras 4 e 5) denominado de homdlogo
2. Em conjunto, esses fragmentos correspondem aos fragmentos amplificados
da planta EP-1 (Figura 5), comprovando a amplificacdo de duas sequéncias

diferentes a partir desta planta.

M1 2 3 A BB B®@GIB BEBRBREBRBEMBIBA-E-EG®

L = I e #

1,1K i u? e u: P
e " - = Lle -

men = men =

| |
y-u p-u

Ol Y T

el e oy >

Figura 5 — Padrdo de restricdo Rsal dos fragmentos amplificados por PCR a
partir do DNA plasmidial utilizando os oligonucleotideos 1958B e
FP12 que pareiam na regido 5 do gene Sw-5. M — Padréo de
comprimento de DNA “1Kb Ladder”; 1 — L. esculentum cv.
Moneymaker; 2 — Linhagem SW99-1 (BROMMONSCHENKEL e
TANKSLEY, 1997); 3 - Planta LA 371; A — homdlogo 1; B —
homalogo 2.
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3.2 Sequenciamento dos homélogos do gene Sw-5

As analises das seqléncias obtidas revelaram que o homoélogo 1 contém
uma ORF que codifica uma proteina de 1244 aminoacidos e o homodlogo 2
conttm uma ORF que codifica uma proteina de 1246 aminoacidos.
Considerando a ORF completa, a proteina 2 apresenta 92,94% de identidade
com a proteina codificada pelo homélogo 1 e 99,28% de identidade com a
proteina codificada pelo gene Sw-5 clonado por BROMMONSCHENKEL et al.
(2000). A proteina codificada pelo homadlogo 1 apresenta 93,42% de identidade
com a proteina Sw-5. Quando comparadas com as outras sequéncias
analisadas, observou-se uma maior identidade entre o homdlogo 2 e as
proteinas Sw5-b (99,92%) e Sw-5 (99,28%), respectivamente. A proteina
codificada pelo homélogo 1 apresenta uma identidade de 99,44% com a
proteina codificada pelo homologo clonado por LAU (2004) denominado
pGPP333 e uma menor identidade com outras proteinas comparadas (Tabela
1).

Quando comparacdes de sequéncias foram realizadas separadamente
para cada um dos dominios que compdem a proteina, verificou-se que as
regides mais divergentes foram a extremidade amino e as LRR’s (Tabelas 2 e
3). No caso da extremidade amino, a identidade variou de 88,50 a 100%,
enquanto que para as LRR’s a variacdo observada foi ligeiramente menor
87,58 a 100%. Maiores valores de identidade foram verificados para o dominio
NBS com valores variando de 97,51 a 100% (Tabela 4).

Com base na identidade de aminoacidos das proteinas comparadas foi
construida a arvore de identidade. Com base na arvore, verificou-se uma maior
identidade entre as proteinas do homdlogo 2, Sw5-b e Sw-5, respectivamente.
Uma menor identidade foi observada entre as proteinas do homadlogo 2, Sw5-a,
pGPP333 e Moneymaker (Figura 6).
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Figura 6 — Arvore construida com base na identidade de aminoacidos das
proteinas codificadas por genes presentes na regido do locus Sw-5
das cultivares Stevens (Sw5-a e Sw5-b) (SPASSOVA et al., 2001),
Moneymaker (LAU, 2004), da linhagem SW99-1 (Sw-5)
(BROMMONSCHENKEL et al., 2000), do acesso LA371 (pGPP333)
(LAU, 2004) e dos homologos 1 e 2.
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Tabela 1 — Percentual de identidade, ao nivel de aminoacidos, entre
homologos do gene Sw-5 considerando-se a ORF completa. 1 — homélogo 1;
2 — homologo 2; Swh-a e Sw5-b — proteinas codificadas pelos genes Sw5-a e
Sw5-b (SPASSOVA et al.,, 2001); Sw-5 — proteina codificada pela linhagem
SW99-1 (BROMMONSCHENKEL et al., 2000); pGPP333 — proteina codificada
pelo aceso LA 371 (LAU, 2004); MM - proteina codificada pela cultivar
Moneymaker (LAU, 2004).

1 2 Sws-a Swb5-b Sw-5 pGPP333 MM
1
2 92,94
Swbs-a 93,50 95,02
Swb-b 93,02 99,92 9510
Sw-5 93,42 99,28 95,75 99,36

pGPP333 99,44 93,18 93,90 93,26 93,66

MM 93,42 95,02 94,38 95,10 95,75 93,66

Tabela 2 — Percentual de identidade, ao nivel de aminoé&cidos, entre
homologos do gene Sw-5 considerando-se a extremidade amino. 1 —
homdlogo 1; 2 — homdlogo 2; Swh-a e Sw5-b — proteinas codificadas pelos
genes Swb5-a e Swh-b (SPASSOVA et al., 2001); Sw-5 — proteina codificada
pela linhagem SW99-1 (BROMMONSCHENKEL et al.,, 2000); pGPP333 —
proteina codificada pelo aceso LA 371 (LAU, 2004); MM — proteina codificada
pela cultivar Moneymaker (LAU, 2004).

1 2 Swhs-a Swb-b  Sw-5 pGPP333 MM
1
2 88,50
Swbs-a 90,71 96,90
Swb-b 88,94 99,56 97,35
Sw-5 89,82 97,79 99,56 97,79

pGPP333 99,12 88,94 90,27 88,94 89,82

MM 90,71 90,27 92,92 90,71 92,92 90,71
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Tabela 3 — Percentual de identidade ao nivel de aminoéacidos, entre homadlogos
do gene Sw-5 considerando-se a as repeticdes ricas em leucina (LRR). 1 —
homdlogo 1; 2 — homdlogo 2; Swh-a e Sw5-b — proteinas codificadas pelos
genes Swb5-a e Swh-b (SPASSOVA et al., 2001); Sw-5 — proteina codificada
pela linhagem SW99-1 (BROMMONSCHENKEL et al.,, 2000); pGPP333 —
proteina codificada pelo aceso LA 371 (LAU, 2004); MM — proteina codificada
pela cultivar Moneymaker (LAU, 2004).

1 2 Sws-a  Swb-b  Sw-5 pGPP333 MM
1
2 88,88
Swbs-a 89,09 89,09
Swb-b 88,79 100,00 89,09
Sw-5 88,79 99,09 90,30 99,09

pGPP333 99,70 87,88 89,09 87,88 89,09

MM 88,18 92,73 91,19 92,73 93,64 88,48

Tabela 4 — Percentual de identidade, ao nivel de aminoacidos, entre
homologos do gene Sw-5 considerando-se a o dominio NBS (Nucleotide
Binding). 1 — homélogo 1; 2 — homélogo 2; Sw5-a e Swb5-b — proteinas
codificadas pelos genes Swb5-a e Sw5-b (SPASSOVA et al.,, 2001); Sw-5 —
proteina codificada pela linhagem SW99-1 (BROMMONSCHENKEL et al.,
2000); pGPP333 — proteina codificada pelo aceso LA 371 (LAU, 2004); MM —
proteina codificada pela cultivar Moneymaker (LAU, 2004).

1 2 Swh-a  Swbh-b Sw-5 pGPP333 MM
1
2 97,87
Swbs-a 97,16 97,16
Swb-b 97,87 100,00 97,16
Sw-5 98,58 100,00 97,16 100,00

pGPP333 98,94 98,58 97,87 98,58 98,58

MM 98,58 99,29 97,87 99,29 99,29 99,29
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O alinhamento das seqUéncias obtidas revelou que a divergéncia de
sequéncia dos homologos analisados é devida a substituicbes de aminoacidos
distribuidas de maneira ndo uniforme e a um coédon de terminacéo na posi¢ao
1245 para o homodlogo 1 (Figura 7). As substituicbes estdo concentradas na
regido amino-terminal e na regido que contém as LRR’s. A proteina codificada
pelo homdlogo 2 difere da proteina Sw-5b obtida por SPASSOVA et al. (2001)
por apresentar alanina ao invés do aminodcido valina (posicao 36 da sequéncia
consenso) e da proteina Sw-5 obtida por BROMMONSCHENKEL et al. (2000)
em 8 aminodacidos. Todos os homdlogos analisados possuem quatorze LRR'’s,
das quais, cinco repeticdes sdo idénticas. Entretanto, a proteina codificada pelo
homdlogo 1 apresenta nas LRR’s nove repeticbes que diferem em algum

aminoacido das outras sequéncias analisadas.

No total, os homélogos clonados (homdlogo 1 e homélogo 2) diferem em
82 substituicdes ao nivel de aminoacidos ao longo de toda a ORF. A grande
maioria dessas substituicdes se concentra na extremidade amino e nas LRR’s
(Figura 7).
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MAENEI EEMLEHLRRI KSGGDLDW.DI LRI EELEMVLRVFRTFTKYHDVLLPDSLVELTK
MAENEI EEM_EHLRRI KSGGDLDWFDI LRI CELEMVLRVFRTFTKYHDVLLPDSLVKLTK
MAENEI EEMLEHLRRI KSGGDLDW.DI LRI EELEMVLRVFRTFTKYHDVLLPDSLVELTK
MAENEI EEMLEHLRRI KSGGDLDW.DI LRI EELEMVLRVFRTFTKYNDVLLPDSLVELTK
MAENEI EEMLEHLRRI KSGGDLDLFG LQ EEVEMVLRVFRTFTKYNDVLLPDSLVELTK
MAENEI EEMLEHLRRI KSGGDLDLFG LQ EEVEMVLRVFRTFTKYNDVLLPDSLVELTK
MAENEI EEMLEHLRRI KSGGDLDW.DI LRI EELEMALRVFRTFTKYNDVLLPDSLVELTK

EIE IR I R S R I O I k% * * *k *khkkhkkkhkhkkkhkk khkhkkkhkhkxkkk xk Kk

RAKLTGEI LHRVLGRI PHKCKTNLNLERLESHL L EFFQGNTASL SHNYEL NDFDL SKYNMD
MAKLTGEI LHRVLGRI PHKCKTNLNL ERL ESHL L EFFQGNTASL SRNYEL NDFDL SKYMD
RAKLTGEI LHRVLGRI PHKCKTNLNL ERL ESHL L EFFQGNTASL SHNYEL NDFDL SKYNMD
RAKLI GEI LHRLFGRI PHKCKTNLNL ERL ESHL L EFFQGNTASL SHNYEL NNFDL SKYNMD
RAKLSGEI LHRVLGRI PHKCKTNLNLERLESHL L EFFQGNTASL SHNYEL NDFDL SKYNMD
RAKLSGEI LHRVLGRI PHKCKTNL SLERL ESHL L EFFQGNTASL SHNYEL NDFDL SKYNMD
RAKLI GEI LHRLFGRI PHKCKTNLNL ERL ESHL L EFFQGNTASL SHNYEL NNFDL SKYNMD

*k* *kkkk*k khkhkkkhkdhhkkhdhdx FhAdxddArxddrxhdrxrdrxhdx *Frxxddx *dxxkhhkx*k

CLENFLNDVLMWFLQKDRFFHSREQLAKHRSI KELKI VQKKI RFLKY! YATEI NGYVDYE
CLENFLNDVLMWFLQKGRSCHSKRKLAKHRSI KELKI VQKKI RFLKY! YATEI NGYVDYE
CLENFLNDVLMWFLQKDRFFHSREQLAKHRSI KELKI VQKKI RFLKY! YATEI NGYVDYE
CLENFLNDVLMWFLQKDRFFHSREQLAKHRSI KELKI VQKKI RFLKY! YATEI NGYVDYE
CLENFLNDLLMWFLYEGRSCHSI KQLAI HRSI KELEI VQKKI RFLKY! YATEI NGYVDYE
CLENFLNDLLMWFLYEGRSCHSI KQLAI HRSI KELKI VQKKI RFLKY! YATEI NGYVDYE
CLENFLNDVLMWFLQKDRFFHSREQLAKHRSI KELKI VQKKI RFLKY! YATEI NGYVDYE

kkkkkkkk KFxkkhkhkx * * % R S O I I S R R R I R I R O O

KQECLENRI QFMINTVGQYCLAVLDYVTEGKLNEENDNFSKPPYLLSLI VLVELEMKKI F
KQECLEI RI QFMINTVGQYCVAVL DYVGEGELNDENDNFSKPPYLLSLI VFVELEMWKLF
KQECLETRI QFMINTVGQYCLAVLDYVTEGKLNEENDNFSKPPYLLSLI VLVELEMKKI F
KQECLENRI QFMINTVGQYCLAVLDYVTEGKLNEENDNFSKPPYLLSLI VLVELEMKKI F
KQECLETRI QFMINTVGQYCVAVLDYVAECELNDENDNFSKPPYLLSLI VFVELEMKKI F
KQECLETRI QFMINTVGQYCVAVLDYVAECELNDENDNFSKPPYLLSLI VFVELEMKKI F
KQECLENRI QFMINTVGQYCLAVLDYVTEGKLNEENDNFSKPPYLLSLI VLVELEMKKI F

kkkkhkkk khkhkkhhkhkkhhkhkkhxkk *Fhkrkhkkk K kk dhkkhkkhkhkkhhkhkkhhkhkkhhkhkkhkx kxkkkikk x %

HGEVKASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHL HNL L MYL RNKKL ENFPNNI AAQNI DVAI EFLL
HGEVKASKFTRSKTFKDKKL PKGFSHHL HNL L MYL RNKKL ENFPNNI AAQNI DVAI EFLL
HGEVKASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHL HNL L MYL RNKKL ENFPNNI AAQNI DVAI EFLL
HGEVKASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHL HNL L MYL RNKKL ENFPNNI AAQNI DVAI EFLL
HGEVKASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHL HNL L MYL RNKKL ENFPNNI AAQNI DVAI EFLL
HGEVKASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHL HNL L MYL RNKKL ENFPNNI AAQNI DVAI EFLL
HGEVKASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHL HNL L MYL RNKKL ENFPNNI AAQNI DVAI EFLL
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Figura 7 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir dos

homdlogos 1 e 2 clonados a partir do acesso LA 371. Sw-5 —
seqléncia da proteina codificada pelo gene Sw-5, clonado a partir
da linhagem SW99-1 (BROMMONSCHENKEL et al., 2000); MM —
sequéncia da proteina codificada pelo homdlogo clonado a partir de
L. esculentum cv. Moneymaker (LAU, 2004); 333 — sequéncia da
proteina codificada pelo homdlogo clonado a partir do acesso LA
371 (LAU, 2004); Sw5-a e Swbh-b — sequéncias das proteinas
codificadas pelos genes Sw5-A e Swb5-B, respectivamente,
clonados a partir de L. esculentum cv. Stevens (SPASSOVA et al.,
2001) depositada no GenBank acesso numero AY 007366.1. Os
limites dos dominios NBS estdo demarcados por seta.
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VFLDADVSNHVI NGNWLKKVLLKVGAI AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI QI LE
VFLDADVSNHVI NGNWLKKVLLKVGAI AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI QI LE
VFLDADVSNHVI NGNWLKEVLLKVGAI AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI QI LE
VFLDADVSNHVI NGNWLKKVLLKVGAI AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI QI LE
VFLDADVSNHVI NGNWLKKVLLKVGAI AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI QI LE
VFLDADVSNHVI NGNWLKKVLLKVGAI AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI QI LE
VFLDADVSNHVI NGNWLKKVLLKVGAI AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI QI LE

EIE R R I R R S R I R S R R R R R I R S R R S R R R S R R O S R O

KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFPTFGGL SFLNSLLRKLNEMSTSKSGLGFL MKPLLGNL
KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFPTFGGL SFLDSLLRKLNEMST SKSGL GFL MKPL L GNL
KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFPTFGGL SFLDSLLRKLNEMST SKSGL GFL MKPL L GNL
KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFPTFGGL SFLNSL L RKLNEMST SKSGL GFL MKPL L GNL
KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFLTFGGL SFLDSLLRKLNEMSTSKSGLGFL MKPLLGNL
KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFLTFGGL SFLDSLLRKLNEMSTSKSGLGFLMKPLLGDL
KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFPTFGGL SFLNSL L RKLNEMST SKSGL GFL MKPL L GNL

EIE IR R I R R S R I R R O S S Rk O R R kR S R R S R O

EKELSSLTSI LEKELSS| FRDVVHHEHNI PKDLOQRRTI NLSYEAEVAI DSI LAQYNAFLH
EKELSSLTSI LEKELSSI FRDVVHHDHNI PKDLOQRRTI NLACEAEVAI DSI LAQYNVFLH
EKELSSLTSI LEKELSSI FSDVVHHEHNI PKDLOQRRTI NLAYEAEVAI DSI LAQYNAFLH
EKELSSLTSI LEKELSSI FRDVVHHEHNI PKDLOQRRTI NLSYEAEVAI DSI LAQYNAFLH
EKELSSLASI LEKELSSI FSDVVHHEHSI PKDLOQRRTI NLAYEAEVAI DSI LAQYNVFLH
EKELSSLASI LEKELSS| FSDVVHHEHSI PKDLOQRRT! NLAYEAEVAI DSI LAQYNVFLH
EKELSSLTSI LEKELSS| FRDVVHHEHNI PKDLOQRRTI NLSYEAEVAI DSI LAQYNAFLH

kkhkhkkkkhk *hkkkdkhAkhkhkhkxk *Fxkhkhkx * *khkAkxkhkdkhrkkhkhkxk *khkhkkkkdkhrkkhkhkxkkhx *hkx

s

| FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMASADI PLNPHYVAAPLKHL PDRHSNLVTDEEVVGFENK
| FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMASADI PLNPHYVAAPLKHL PDRHSNLVTDEEVVGFENK
| FCSLPTI VKEI KQ NVEVTEMASTDI PLNPHYVAAPL KHL PDRHSNL VTDEEVVG-EKQ
| FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMASADI PLNPHYVAAPL KHL PDRHSNL VT DEEVVG-ENK
| FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMALADI PLNPHYVAAPLKYLPDRHSNL VTDEEVVG-ENK
| FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMALADI PLNPHYVAAPLKYLPDRHSNLVTDEEVVGFENK
| FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMASADI PLNPHYVAAPLKHL PDRHSNLVTDEEVVGFENK
*kkkkkhkhkkhkhkhkhkhkkkk*k * %k k% % % % i *kkkkkkkkkkkk*k*k *kkkhkkhkkhkkhkkhkhkhhhhkkkkk*k
Cinase-la

AEELI| DYLI RGTNELDVVPI VGVGGQCEKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWC! | SQTYNRR
AEELI| DYLI RGTNELDVVPI VGVGGQCEKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWC! | SQTYNRR
AEEL| DYLTRGTNELDVVPI VGMGGQGKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWC! | SQTYNRI
AEEL| DYLI RGTNELDVVPI VGMSGQGKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWC! | SQTYNRR
AEELI| DYLI RGTNELDVVPI VGVGGQCEKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWC! | SQTYNQR
AEELI| DYLI RGTNELDVVPI VGVGGQCEKTTI ARKLYNNDL| VSRFDVRAWC! | SQTYNQR
AEELI| DYLI RGTNELDVVPI VGVGGQCEKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWC! | SQTYNRR

R bk R R S Ok kS R R R S O S S AR ok b Sk ok R ok

Cinase-2a
ELLQDI FSQVTGSDDNGATVDVLADM. RRKLMEKRYL | VL DDMADCMVWDDL RL SFPDDG
ELLQDI FSQVTG-NDNGATVDVLADM.RRKLMGKRYL| VL DVMADCMWWDDL RL SFPDDG
ELLQDI FSQVTG-NDNGATVDVLADWM.RRKLMGKRYL| VL. DDMADCMWWDDL RL SFPDVG
ELLQDI FSQVTGSDDNGATVDVLADM. RRKLMEKRYL | VL DDMADCMVWDDL RL SFPDDG
ELLQDI FSQVTGFNDNGATVDVLADM. RRKLMEKRYL | VL DDMADCMWWDDL RL SFPDVG
GLLQDI FSQVTGFNDNGATVDVLADM.RRKLMCEKRYL | VL. DDMADCMVW\DDL RL SFPDVG
ELLQDI FSQVTGSDDNGATVDVLADM.RRKLMGKRYL| VL DDMADCMWWDDL RL SFPDDG

*kkkkkhkkkkx IR IR R S R I R R I R R S S R R S R O I S

Figura 7, continua.
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Ci nase- 3a
Sw5 | RSRI WTTRLEEVGKQVKYHTDPYSL PFLTTEESCQL L QKKVFQKEDCPPEL QDVSQAV
MM I RSRI WTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLL QKKVFQKEDCPPEL QDVSQAV
Sws-a | RSRI WTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQL L QKKVFQKEDCPL EL QDVSQAV
Sws-b | RSRI WTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQL L QKKVFQKEDCPPEL QDVSQAV
333 | RSRI WTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQL L QKKVFQKEDCPPEL QDVSQAV
Honl | RSRI WTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLL QKKVFQKEDCPPEL QDVSQAV
Hon2 | RSRI WTTRLEEVGKQVKYHTDPYSL PFLTTEESCQLL QKKVFQKEDCPPEL QDVSQAV

EIE R R R I R S R I R S R R R S R R R S R O R R S R O S R R O S

Sw5 AEKCKGLPLVWLVAG | KKRKMEESWANEVKDAL FDYL DSEFEEYSLATMQL SFDNLPH
M AEKCKGLPLVWLVAG | KKRKMEESWANEVKDAL FDYL DSEFEEYSLATMQL SFDNLPH
Sws- a AEKCKGLPLVWLVAG | KKRKVEESWANEVKDAL FDYL DSEFEEYSLATMQL SFDNL PH
Sws- b AEKCKGALPLVWWLVAG | KKRKMEESWANEVKDAL FDYLDSEFEEYSLATMQL SFDNL PH
333 AEKCKGLPLVWLVAG | KKRKMEESWANEVKDAL FDYL DSEFEEYSLATMQL SFDNLPH
Honll AEKCKGLPLVWLVAG | KKRKMEESWANEVKDAL FDYLDSEFEEYSLATMQLSFDNLPH
Hon2 AEKCKGLPLVWLVAG | KKRKMEESWANEVKDAL FDYLDSEFEEYSLATMQLSFDNLPH

EIE R R I R R S R R R R R S R R R R R S R O R R R S R R S R O S
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Sw5 CLKPCLLYMGVFSEDARI PASTLI SLW AEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLI SSNLVM 840
M CLKPCLLYMGMVFSEDARI PASTLI SLW AEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLI SSNLVM 840
Sws-a CLKPCLLYMGWFSEDARI PASTLI SLW AEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLI SSNLVM 840
Sws- b CLKPCLLYMGVFSEDARI PASTLI SLW AEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLI SSNLVM 840
333 CLKPCLLYMGVFSEDARI PASTLI SLW AEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLI SSNLVM 840
Homl CLKPCLLYMGMFSEDARI PASTLI SLW AEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLI SSNLVM 840
Hon?2 CLKPCLLYMGMVFSEDARI PASTLI SLW AEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLI SSNLVM 840

R S S R R Rk I S O kR R R Rk R S R SRR S I O ok S Rk o

Sw5 LSKRTYKGRVKYCQVHDVVHHFCLEKSREAKFMLAVKGQYI HFQPSDWKGTRVSFSFSEE
MM L SKRTYKGRVKY CQVHDVVHHFCL EKSREAKFMLAVKGQY! QFQPL DWKGTRGGFSFSEE
Sws-a LSKRSYKGKVKYCQVHDVVHHFCL EKSREAKFMLAVKGQCI QFQPSDVWKGT RVSFSFSEE
SwS- b LSKRTYKCRVKYCQVHDVVHHFCL EKSREAKFMLAVKGQYI HFQPSDWKGTRVSFSFSEE
333 L SKRSYKCGKVKY CQVHDVVHHFCL EKSREAKFMLAVKGQY! QFQPLDWKGTRVSFSFSEE
Honl LSKRSYKGRVKYCQVHDVVHHFCLEKSREAKFMLAVKGQYI QFQPLDWKGTRVSFSFSEE
Hon2 LSKRTYKGRVKYCQVHDVVHHFCL EKSREAKFMLAVKGQYI HFQPSDWKGTRVSFSFSEE

****.***.****************************** *.*** Kk kkk*k Kk kkk*k

1

Sw5 LSKFASLVSKTQKPFHOQHLRSLI TTNRAKSI NDI FSCQ SELRLLKVLDLSSYI VEFLSL
MM L SKFASLVSKTQKPFHQHLRSLI TTNRAESI DVI LFCQ SELRLLKVLDLSSYTVEFLSL
Sws-a LSKFASLVSKTQKPFHOQHLRSLI TTNRAKSI DVI LFCQ SELRLLKVLDLSSYTVEFLSL
Sws- b LSKFASLVSKTQKPFHQHLRSLI TTNRAKSI NDI FSCQ SELRLLKVLDLSSY! VEFLSL
333 LSKFSSLVSKTQKPFHOHLRSLI TTNGAESI DEI LFCQ SELRLLKVLDLSSYTVEFLSL
Honl LSKFSSLVSKTQKPFHOQHLRSLI TTNGAESI DEI LFCQ SELRLLKVLDLSSYTVEFLSL
Hon2  LSKFASLVSKTQKPFHQHLRSLI TTNRAKSI NDI FSCQI SELRLLKVLDLSSYI VEFLSL

kkhkkh*x Fhkhkhkdkxkkdhkxkhkdkxxkdkhrkxkhkhkxkx * kK% * EZE R R S I R O S I S O
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Sw 5 ATFKPLNQLKYLAVQAFEFYFDPGSHLPHI ETFI VMNLPYYDI LLPVSFWEMKKLRHAHF 1020
MM ATFKPLNQLKYLAVQADKFYFDPGSHLPHI ETFI VMNLPYG | G- PVSFV\ENKKL RHAHF 1019
SW5- aAKFKPLNQLKYLAVKADKFYFDPGSHL PHI ETFI VKNFCYG- MGLPVSFWEMKKLRHAHE 1019
SWs- bATFKPLNQLKYLAVQAFEFYFDPGSHLPHI ETFI VWMNLPYYDI LLPVSFWEMKKLRHAHF 1020
333 ATFKPLNQLKYLAVEAYKFYFDPGSHLPHI ETFI VKNLPYYDI LLPVSFWEMKKLRHAHF 1020
Honll ATFKPLNQLKYLAVEAYKFYFDPGSHLPHI ETFI VKNLPYYDI LL PVSFV\EI\/RKL RHAHF 1020
Hom2 ATFKPLNQLKYLAVQAFEFYFDPGSHLPHI ETFI VMNLPYYDI LLPVSFWEMKKLRHAHE 1020

* *xkkkhAkkkhkkxkkhkk X EIE R R I R R S R O I S * ******** *kkkk k%

Figura 7, continua.
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4 5 6
Sw 5 GKAEFDKQGLSEGSSKLENLRI LKNI VGEDRVDVL SRRCPNLQAQLQ TYFGNNEEPFCPK 1080
MM GKAEFDKQGLSEGSSKLENLRI LKNVI QFDRVDVL SRRCPNLQOQLQ TYFGNNEEPFCPK 1079
Swo- aGNAEFDKQGLFEGSSTLENLRI LKNI | GEDGVDVL SRRCPNLQQL QI TYFGNDEEPFTPK 1079
Swas- bGKAEFDK@LSEGSSKLENLRI LKNI VGEDRVDVL SRRCPNLQOQL QF TYFGNNEEPFCPK 1080
333 GKAEFDKQGLFEGSSKLENLRI LKNI | GEDGVDVLSRRCPNLQQLKI TYFGE DEEPFTPK 1080
Honll GKAEFDKQGLFEGSSKLENLRI LKNI | GEDGVDVL SRRCPNLQQLKI TYFG DEEPFTPK 1080
Hon?2 GKAEFDKQGLSEGSSKLENLRI LKNI VGEDRVDVL SRRCPNLQOL QO TYFGNNEEPFCPK 1080

* *xkkkAkxkkhkk kkhkkx ********* * % ************** * kK k% **** * %

7 8 9 10
Sw5 LENLTQLQOLQLSFARPRTLSGLQLPSNLNKLVLEG HI ESVI PFI AGLPSLEYLOQLOQDV 1140
MM LENLTQLQQLOLSFARPRTLSGLQLPSNLNKLVLEG HI ESVI PFI AGLPSLEYLRLOQDV 1139
SW5- aLENLTQLQQL QL SFARPHTLSGLQLPSNLNKLVLEG HI ESVI SFI AGLPSLEYLQLQDV 1139
SwWs- bLENLTQLQQLQLSFARPRTLSGLQLPSNLNKLVLEG HI GCVI PFI AGLPSLEYLQLHDV 1140
333 FDNLTQLQQLRLSSVSPHTLSGLQLPSNLNKLVLEG HI ESVI PFI AGLPSLEYLQLOQDV1 140
Honll FDNLTQLOQLRLSSVSPHTLSGE QLPSNLNKLVLEG HI ESVI PFI AGLPSLEYLQLQDV 1140
Honm2 LENLTQLOQQLOLSFARPRTLSGLQLPSNLNKLVLEG HI GCVI PFI AGLPSLEYLQLHDV 1140
.********.** *.********************* .** ***********.*.**
11 12
Sw5 CFPQSEEWCLGDI TFHKLKLLKLVKLNI SRWDVSEESFPLLETLVI KKCI DLEEI PLSFA 1200
MM CFPQSEEWCLGDI TFHKLKLLKLVKLNI SRWDVSEESFPLLETLVI KKCGDLEEI PVSFA 1199
Sws- aCFPQSEEWCL GDI TFPKLKLLKLVNLPI SRWDVSEESFPLLETFVI KKCDDLEEI PLSFV 1199
Sws- bCFPQSEEVWCLGDI TFHKLKLLKLVKLNI SRADVSEESFPLLETLVI KKCI DLEEI PLSFA 1200
333 CFPQSEEWCLGDI TFHKLKLLKLVNLRI SRWDVSEESFPLLETLVI KRCVQLKEI PLSFA 1200
Honll CFPQSEEVCLCGDI TFHKLKLLKLVNLRI SRWDVSEESFPLLETLVI KRCVQLKEI PLSFA 1200
Hon?2 CFPQSEEWCLGDI TFHKLKLLKLVKLNI SRWDVSEESFPLLETLVI KKCI DLEEI PLSFA 1200
khkkkhkhkhkkhkkhkkhkhhkhk k khkhkhkkhkhkik *x *khkkhkkhkkikhkkhkkhkkkkhkkikkikhkhxk ***.* * ***.**
13 14
Sw5 DI PTLEQ KLI GSWKVSLEDSAVRVKEEI KDTEGCDRLHLVKQRSD 1246
M DI PTLEQ KLVGSWKVSLEDSAVRMKEEI | DI EGCDRLHLVKQHSD 1245
Sws-a DI PTLEQ KLI GSWKVSLEDSAVRMKEEI KEI EGCDRLHLVKQRYD 1245
Sws-b DI PTLEQ KLI GSWKVSL EDSAVRWKEEI KDTEGCDRLHLVKQRSD 1246
333 Dl PTLEQ KLI GYWQVSLEDSAVRMWKEEI KEI EGCDRLHLVKQR- - 1244
Honll DI PTLEQ KLI GYWQVSLEDSAVRWKEEI KEI EGCDRLHLVKQR- - 1244
Hon?2 DI PTLEQ KLI GSVWKVSLEDSAVRWKEEI KDTEGCDRLHLVKORSD 1246

kkkkkkhkhkhkkhk Kk k *hkhkkkhkhkhkkhkikhkkhkkhkhkk R Sk o R

Figura 7, continua.

3.3 Transferéncia das seqUéncias homologas para o vetor binario pBI1121

As seqUéncias homologas obtidas a partir do acesso LA 371 foram
transferidas para o vetor binario pBl121. Por meio da purificacdo dos
plasmideos recombinantes e clivagem com a enzima de restricdo Hindlll
confirmou-se a presenca dessas sequéncias em pBl121 bem como a
orientacdo delas no vetor (Figura 8). Os clones com sequéncias nas

orientagcdes senso e anti-senso foram armazenados em glicerol 50% a -80°C
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(Figura 9). Os clones com orientacdo senso foram transferidos para a estirpe
LBA4404 de A. tumefaciens sendo a sua presenca confirmada por PCR de
colbnias utilizando os oligonucleotideos 1958B e FP12. Os clones positivos
foram armazenados em glicerol 50% a -80°C para que posteriormente sejam
utilizados na transformacdo de plantas visando a andlise funcional dos

homologos clonados.

Sw-5

4,1Kb

Sequéncia clonada no sentido Senso

Hindlll Hindlll

Hindlll + +
35S N-terminal NBS LRR 3

1825 pb

3022 pb

Sequéncia clonada no sentido Anti-Senso

Hindlll Hindlll

Hindlll + +
35S 3 LRR NBS N-terminal

836 pb

3022 pb

Figura 8 — Possiveis orientacbes das sequéncias clonadas no vetor pBl121
inferidas com base no padrédo de restricdo com a enzima Hindlll
gue possui sitios de restricdo na porcdo do polilinker localizada
posterior e proximo ao promotor 35S e na regido N-terminal do
gene Sw-5.
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Figura 9 — Confirmacédo da clonagem e orientacdo dos homélogos 1 e 2
no vetor binario pBI121 (13Kb) por meio da clivagem com a
enzima de restricao Hindlll. As setas indicam os tamanhos dos
fragmentos esperados nas diferentes orientacbes. 1.1 -
homodlogo 1 clonado no sentido anti-senso; 1.2 — homdlogo 1
clonado no sentido senso; 2.1 — homdlogo 2 clonado no
sentido anti-senso; 2.2 — homadlogo clonado no sentido senso.
M — Padrao de comprimento de DNA “1Kb Ladder”.
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4. DISCUSSAO

Comprovando a hipétese levantada por LAU (2004) foram amplificados
duas sequéncias distintas a partir da planta resistente e homozigota (EP-1)
derivada do acesso LA 371, empregando-se os oligonucleotideos 1958B e
19Sma2 que se anelam no inicio da ORF e na regido 3’ ndo traduzida do gene
Sw-5, respectivamente. Essas sequéncias foram clonadas e caracterizadas
por sequenciamento sendo denominadas homodlogo 1 e homodlogo 2. O
homologo 1 codifica para uma proteina de 1244 aminoacidos e o homdlogo 2,

uma proteina de 1246 aminoacidos.

A comparacédo das sequéncias revelou que o homologo 1 € mais similar
ao homologo clonado por LAU (2004). Plantas de tabaco (N. tabacum ‘Havana
425) e tomate (L. esculentum cv. Moneymaker) transformadas com este
homologo sob o controle do promotor 35S ndo apresentaram resisténcia a
tospovirus (LAU, 2004). Esse resultado, conjuntamente com as analises de co-
segregacdo entre os dois homdélogos, em uma populacdo segregante para
resisténcia a tospovirus com marcadores CAPS ligados ao loco Sw-5, e a
comparacao das sequéncias dos homoélogos clonados com os obtidos por
SPASSOVA et al. (2001) sugere que o homdlogo 2 talvez seja responsavel
pela resisténcia do acesso LA 371 a tospovirus. A proteina codificada por esse
homadlogo, a proteina Sw5-b e a proteina Sw-5 sdo mais similares entre si, do
gue com a proteina codificada pelo homodlogo 1, a proteina Sw5-a e proteina
codificada pela cultivar Moneymaker, reforcando ainda mais a hipétese de que
o homodlogo 2 seja responsavel pela resisténcia a tospovirus presente no
acesso LA 371. Esta hipbtese estaria de acordo com os resultados obtidos por
SPASSOVA et. al. (2001) em que plantas de N. tabacum cv. SR1
transformadas com dois homoélogos, Sw5-a e Swb-b, que evidenciaram que
somente 0 Swb-b é necessario para a resisténcia a tospovirus presente na

cultivar ‘Stevens’.
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Organizacao gendmica similar também tem sido constatada para outros
genes de resisténcia. MILLIGAN et al. (1998) sequenciaram 52 Kb da regiédo
gendmica do tomateiro resistente a Meloidogyne spp., onde se localiza o gene
Mi. Por meio de comparac6es em banco de dados, esses autores identificaram
nessa regido dois genes com dominios caracteristicos de genes de resisténcia,
denominados Mi-1.1 e Mi-1.2. Analise funcional destes dois genes demonstrou
gue somente o gene Mi-1.2 é responsavel pela resisténcia a Meloidogyne spp.
(MILLIGAN et al., 1998).

Estudos recentes tém demonstrado como a pressdo de selecdo pode
atuar na formacdo dos genes R ou familias de genes, bem como, na sua
frequéncia e distribuicdo nas populacbes (MEYERS et al., 2005). A selecéo
natural tem grande influéncia nas moléculas elicitoras produzidas pelos
patdgenos, as quais sdo importantes no processo de infeccdo, bem como nos
genes R do hospedeiro, importantes na defesa da planta (MEYERS et al.,
2005). Esses estudos tém tido um notavel progresso na compreensao dos
mecanismos de evolucdo dos genes R principalmente em Arabidopsis (RICHLY
et al., 2002; MONDRAGON-PALOMINO et al., 2002; MEYERS et al., 2003;
BAUMGARTEN et al., 2003). Como exemplo, pode-se citar o trabalho de
MONDRAGON-PALOMINO et al. (2002) que comparou sequUéncias de
subgrupos NBS-LRR de numerosos agrupamentos (clusters) ou familias de
genes R em Arabidopsis mostrando evidéncias de que a selecdo atua

positivamente na diversificacdo das sequéncias LRR.

Estudos moleculares tém demonstrado que esses agrupamentos
normalmente resultam da duplicacdo em tandem, duplicacdo segmental ou da
duplicacdo individual ou de pequenos grupos de genes para locos distintos
(duplicagéo ectopica) (RICHLY et al., 2002; ZHU et al., 2002; MEYERS et al.,
2003; LEISTER, 2004) sendo observados em muitos locos de genes R
(HULBERT et al., 2001) distribuindo os dominios NBS-LRR no genoma
(LEISTER, 2004). Os varios genes com dominios NBS-LRR codificados pelo
genoma de Arabidopsis sdo encontrados em numerosos agrupamentos como
consequéncia da duplicacdo em tandem resultante de crossing-over desigual
(MEYERS et al., 2003; BAUMGARTEN et al., 2003). A analise do genoma de

Arabidopsis também indica que numerosas duplicacdes em pequena escala do
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genoma podem copiar ou translocar um ou varios genes NBS-LRR desses
agrupamentos para locos distintos e ao acaso dentro do genoma (duplicacéo
ectopica) (MEYERS et al.,2003; BAUMGARTEN et al., 2003; LEISTER, 2004).
Entretanto, BAUMGARTEN et al. (2003) sugerem em seus trabalhos que a
dispersdo dos genes NBS-LRR em Arabidopsis originou-se principalmente da
duplicacdo e translocacdo de segmentos cromossomais inteiros (duplicacéo

segmental) sendo sua ocorréncia mais comum do que a duplicacéo ectdpica.

Considerando a ORF completa dos homélogos clonados, a identidade
ao nivel de aminoacidos foi de 92,94%. Andlises também foram realizadas
considerando-se os dominios NBS, LRR e a extremidade amino, isoladamente.
Como observado para outros genes R (NOEL et al.,, 1999), o dominio NBS
apresentou-se como 0 mais conservado, com a identidade variando de 97,51 a
100% dependendo das seqUéncias comparadas. A alta conservacdo do
dominio NBS é esperada uma vez que esta regido esta envolvida na ligacéo a
nucleotideos trifosfatados (DANGL e JONES, 2001) e, portanto, sujeita a forte
pressao de selecdo. TAMELING et al. (2002) trabalhando com as proteinas I-2
e Mi-1 de tomate, similares a proteina Sw-5, demonstraram que estas proteinas
possuem atividade de ATPase sendo capazes de hidrolisar e ligar a ATP e que

esta atividade é essencial para a atividade das proteinas I-2 e Mi-1.

A extremidade carboxi, regido que compreende as LRR’s das proteinas
deduzidas, é mais variavel do que o dominio NBS. A identidade variou de
87,58% a 100%. Esta regido tem sido apontada como a mais variavel em
muitas proteinas R (ELLIS et al., 2000a). A menor conservacdo das LRR’s &
atribuida ao fato de que esta regiao esta envolvida no reconhecimento direto ou
indireto da proteina elicitora do patégeno (DANGL e JONES, 2001). A troca de
dominios entre alelos dos genes L e P do linho suporta a funcdo das LRR’s
como o principal determinante da especificidade de reconhecimento das
proteinas R (ELLIS et al.,, 1999; DODDS et al.,2001). Assim, para poder
acompanhar a variabilidade do patégeno, novas especificidades de resisténcia
tém que ser geradas. Muitas vezes essas novas especificidades resultam de
delecdes ou substituicbes de aminoacidos nas LRR’s assim como alteracdes

no numero das repeticdes (ELLIS et al., 2000b).
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Os dominios LRR’s dos homdlogos clonados sdo constituidos por 14
repeticbes. Cada repeticdo apresenta 0 consenso LxxLxLxx, onde “X”
representa um aminoacido qualquer e o “L” pode ser leucina, valina, isoleucina
ou fenilalanina (KOBE e KAJAVA, 2001). Estudos cristalograficos com a
proteina inibidora de ribonuclease revelaram que nas LRR’s desta proteina os
residuos “L” hidrofébicos estéo voltados para o interior da molécula, enquanto
os residuos variaveis (“X") se voltam para o solvente, permitindo a interacéao
especifica com o ligante (KOBE e DEISENHOFER, 1995; KOBE e KAJAVA,
2001). Esses fatos corroboram a maior variabilidade dos residuos “X” em
relacdo aos residuos alifaticos observada para as proteinas R (ELLIS et al.,
1999). Os dados obtidos nesse trabalho concordam com esta observacgao, pois

a maioria das varia¢des dentro do consenso ocorreu nos residuos “x”.

A regido amino € a mais variavel das proteinas codificadas pelos
homologos. Esta variabilidade também sugere o envolvimento desta regido na
especificidade da resisténcia. Como exemplo da importancia desta regiao na
especificidade da resisténcia, LUCK et al. (2000) demonstraram que os alelos
L6 e L7 que conferem resisténcia a duas ragcas de Melampsora lini, agente
causal da ferrugem do linho, codificam proteinas idénticas nas regiées NBS e
LRR, diferindo apenas em 11 residuos de aminoacidos localizados na
extremidade amino. Entretanto, ao contrario da proteina Sw-5, a proteina L
apresenta na extremidade amino um dominio TIR (“Toll and Interleukin 1
receptor”) e ndo um dominio CC (coiled-coil). Outro exemplo da importancia da
regido N-terminal na especificidade da resisténcia foi demonstrada por HWANG
et al. (2000) através de estudos com quimeras entre 0 gene Mi-1 e genes
paralogos que demonstraram a importancia da interacdo da regiao terminal
com a LRR no controle da reacdo de hipersensibilidade desencadeada pelo

gene Mi.

A diversificagcdo dos genes de resisténcia geralmente resulta da
combinacdo de eventos como mutagcdes pontuais, recombinacdo, insercéao,
delecdo e eventos de duplicacdo (ELLIS et al.,2000b; LEISTER, 2004). A
comparacao entre as sequéncias homaologas clonadas revelou 82 substituicdes
ao nivel de aminoacidos ao longo de toda a ORF. A grande maioria destas
substituicdes se concentra na extremidade amino (25) e nas LRR’s (41).
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Apesar de todas as evidéncias indicarem que o homdlogo 2 € o gene
responsavel pela resisténcia de LA 371, somente a transformacédo de plantas
de variedades de tomate e/ou tabaco suscetiveis com essa seqiiéncia e a
avaliacdo da resisténcia das plantas transgénicas obtidas podera fornecer a
comprovacdo definitiva desta hipotese. Para esta finalidade, os homologos
foram transferidos para o vetor binario pBl121, de forma que a expressao dos
mesmos seja direcionada pelo promotor constitutivo 35S, e experimentos de

transformacéo de tomate e tabaco encontram-se em andamento.
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