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RESUMO

GOMES, Luana Mahé Costa, M.S., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2005. Caracterizagao parcial de analogos de genes de resisténcia em
duas espécies de eucalipto. Orientador: Sérgio Herminio
Brommonschenkel. Conselheiros: Francisco Murilo Zerbini Janior e Julio
Cézar de Mattos Cascardo.

A maioria dos genes de resisténcia (genes R) clonados codifica para proteinas
R que contém um dominio C-terminal rico em repeticbes do aminoacido leucina
(dominio LRR), um dominio central conservado contendo sitios de ligacdo a
nucleotideos trifosfatados (dominio NBS) e um dominio N-terminal variavel (TIR
ou ndo-TIR). O dominio LRR provavelmente esta envolvido no reconhecimento
de proteinas do patdgeno produzidas durante o processo de infeccdo. O
dominio NBS esta relacionado com a hidrolise de nucleotideos trifosfatados e
participa de uma sinalizacdo celular necessaria a resposta de resisténcia da
planta. A regido N-terminal variavel pode conter um dominio com similaridade
com a proteina ao Toll de Drosophila e Interleucina de mamiferos (TIR) ou
ainda um dominio ndo-TIR, como coiled-coil (CC), ambos aparentemente
envolvidos com sinalizagdo celular. Ao contrario do observado em culturas
agrondmicas, existem poucos trabalhos de caracterizacdo de genes de
resisténcia em arvores, especialmente em Eucalyptus. Estudos de
caracterizacdo do transcriptoma desta planta, como parte do projeto
Genolyptus (http://genolyptus.ucb.br), resultaram na identificacdo de varias
etiquetas de sequéncias de genes expressos (ESTs) com similaridade a genes
R e genes envolvidos em resposta de defesa. Desta forma, este trabalho teve
por objetivos: 1) sequenciar completamente oito cDNAs de eucalyptus pré-
selecionados por possuirem similaridade com genes envolvidos em resisténcia
a doencas em diferentes espécies vegetais, como linho e Populus e ao gene

Rarl envolvido em resposta de defesa; 2) identificar clones BACs de E. grandis
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http://genolyptus.ucb.br/

correspondentes a cada um desses cDNAs, visando a futura determinacao
desses genes; e 3) sequenciar parcialmente pelo menos um clone BAC
visando determinar a estrutura completa de pelo menos um gene similar a gene
R. A caracterizacdo dos cDNAs revelou que a maioria dos clones possuem
sequéncias incompletas de genes R. Foram identificados onze clones BACs
(insertos variando de 20 a 280 kb) correspondentes a esses genes e um deles
foi selecionado (BAC 143 F-12, inserto de 90 kb) para construcdo de uma
biblioteca shotgun, visando a caracterizacdo parcial de seu inserto. As
sequéncias parciais de 917 subclones desta biblioteca foram agrupadas em 14
contiguos sendo que nove apresentaram similaridade com genes conhecidos.
Dois contiguos mostraram similaridade com genes que codificam proteinas da
classe TIRNBS-LRR e os demais a genes que codificam para fosfatidilinositol
3-quinases putativas, poligalacturonase e a poliproteinas putativas
(retrotransposons do grupo Tyl-copia). Analises mais detalhadas dos
contiguos com sequéncias similares a genes R revelaram que um deles
contém a ORF completa de um gene da classe TIR-NBS-LRR e o outro contém
um gene truncado com dominios TIR-NBS e parte de um dominio LRR. Esses
resultados sugerem que este BAC seja derivado de uma regidao gendémica de E.
grandis que contém um agrupamento de genes TIR-NBS-LRR. Futuros estudos
de mapeamento genético poderdo determinar se a sequéncia desse BAC co-
localiza com genes de resisténcia em E. grandis.
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ABSTRACT

GOMES, Luana Mahé Costa, M.S., Universidade Federal de Vigosa, August
2005. Partial characterization of resistance gene analogs from two
Eucalyptus species. Adviser. Sérgio Herminio Brommonschenkel.
Committee members: Francisco Murilo Zerbini Junior and Julio Cézar de
Mattos Cascardo.

Several resistance genes (R genes) have been isolated from various plant
species in the last decade. These R genes can be categorized into several
distinct classes based on their predicted protein structures. The largest class
falls into the NBS-LRR class, which encodes a nucleotide site domain and a
leucine-rich repeat (LRR) domain. NBS-LRR R genes can be further subdivided
into toll and interleukin-1 (TIR) and non-TIR classes based on the presence of a
TIR domain at the N-terminus of the protein. In contrast to agronomic cultures,
there are few resistance genes characterized in woody plants, especially in
Eucalyptus. Transcript characterization studies of this tree, as part of
Genolyptus Project (http://genolyptus.ucb.br), have identified several expressed
sequence tags (ESTs) similar to R genes and disease resistance response
genes. Therefore, this work aimed to: (1) completely sequence eight pre-
selected eucalyptus cDNAs with similarity to R genes from flax and Populus and
to resistance response Rar1 gene from barley; (2) identify E. grandis BAC
clones corresponding to these cDNAs, seeking future R gene genomic
organization studies; and (3) partially sequence at least one BAC clone to
determine the complete structure of al least one resistance gene analog. The
sequencing results showed that the majority of the cDNAs analyzed are
truncated, representing incomplete sequences of R genes analogs. Eleven BAC
clones were identified (inserts varying from 20 to 280 kb) that correspond to
these cDNAs and one (BAC 143F12, 90 kb insert) was characterized by

shotgun sequencing. Partial sequences obtained from 917 BAC subclones were
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grouped in 14 contigs. Nine contigs showed similarity to known genes. Two
contigs were similar to TIR-NBS-LRR genes and the others to putative
phosphatidylinositol 3-kinase, polygalacturonase and putative polyproteins
(Tyl-copia group retrotransposons). Detailed analysis of the contigs similar to R
genes demonstrated that one has a complete ORF of a TIR-NBS-LRR gene
and the other has one TIR-NBS pseudogene with truncated LRR domain.
These results suggest that the insert of this BAC is derived from a Eucalyptus
grandis genomic region that contains a cluster of TIR-NBS-LRR genes. Future
genetic mapping studies will elucidate if these BAC inserts co-localize with

known R genes in Eucalyptus.
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1. INTRODUGAO

As plantas se defendem constantemente contra ataques de patdgenos
como bactérias, virus, fungos, invertebrados ou até mesmo de outras plantas.
A maioria destes ataques resulta em resisténcia da planta sendo a ocorréncia
de doenca uma excecdo. Existem barreiras naturais, como parede celular,
camadas de cera e compostos quimicos que conferem resisténcia de amplo
espectro as plantas em resposta ao ataque inicial de uma grande variedade de
patdgenos. Em adicdo a esta primeira linha de defesa constitutiva, cada célula
vegetal possui mecanismos de defesa induziveis e, em caso de suplantacdo da
barreira pré-formada, ha uma reorganizacdo metabdlica na planta visando
conter o organismo invasor no sitio de infeccdo (Taken & Joosten, 2000;
Hammond-kosack & Jones, 2000; Martin et al.,, 2003; Hammond-Kosack &
Parker, 2003). Esta rapida e efetiva reorganizacdo metabdlica é desencadeada
por proteinas codificadas por genes de resisténcia (genes R). Estas proteinas
sdo capazes de, direta ou indiretamente, reconhecer proteinas elicitoras
produzidas pelos patdgenos e ativar as respostas de defesa (Takken &
Joosten, 2000; Hammond-Kosack & Jones, 2000; Martin et al., 20083;
Hammond-Kosack & Parker, 2003, Belkhadir et al., 2004).

A resposta de defesa caracteriza-se pela rapida ativacdo de vias de
transducdo de sinais, de forma coordenada e complexa, que resulta na
alteracdo de fluxo de ions, geracdo de espécies reativas de oxigénio (reactive
oxygen species, ROS) e producdo de oOxido nitrico (NO), fortalecimento da
parede celular e morte celular programada das células inicialmente infectadas,
evento este denominado resposta de hipersensibilidade (hypersensitive
reaction, HR) (Hammond-Kosack & Jones, 1997; Martin et al., 2003; Belkhadir
et al., 2004). Devido a acdo de moléculas sinalizadoras, também ocorre nas
células adjacentes aquelas que sofreram HR a ativacdo de genes de defesa
gue codificam proteinas de parede celular, peroxidases, proteinases, enzimas
hidroliticas, proteinas relacionadas a patogénese (proteinas PR), como

quitinases e glucanases, e enzimas envolvidas no metabolismo secundario
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(Takken & Joosten, 2000). Finalmente, ocorre uma sinalizacao sistémica que
leva a ativacdo de genes de defesa em locais distintos do sitio de infeccéo.
Esta resposta conhecida como resisténc ia sistémica adquirida (SAR) confere
resisténcia de amplo espectro efetiva contra um grande nimero de patdégenos
(Hammond-Kosack & Parker, 2003; Durrant & Dowg, 2004).

A caracterizacdo molecular dos genes de resisténcia, em mono e
dicotiledbneas, revelou que estes genes codificam proteinas com motivos
estruturais comuns, indicando que o modo de reconhecimento de diferentes
patdgenos e a sinalizacdo de defesa da planta foram conservados durante sua
evolugcdo e diversificacdo (Figura 1). A maioria das proteinas de resisténcia
(proteinas R) contém dominios C-terminais com repeticbes ricas em
aminoécido leucina (leucine-rich repeats, LRR), um dominio central com sitios
de ligacdo a nucleotideos trifosfatados (nucleotide binding site, NBS) e
dominios N-terminais variaveis.

O dominio LRR esta presente em muitas proteinas com diferentes
funcdes, mas sempre envolvido na mediagéo de interagBes proteina-proteina.
O nuamero de repeticdes com intervalos regulares de leucina ou outros residuos
hidrofébicos pode variar, mas comumente sdo 24. Podem conter, ainda,
residuos de prolina e asparagina espacados regularmente. Em proteinas R, 0
dominio LRR pode estar envolvido no reconhecimento direto ou indireto do
produto do gene de aviruléncia do patégeno (proteina Avr) (Kobe & Kajava,
2001; Dangl & Jones, 2001; Martin et al., 2003). O reconhecimento direto foi
demonstrado para a interacdo arroz-Magnaporthe grisea na qual a proteina
NBS-LRR, codificada pelo gene Pi-ta de arroz, interage com a proteina
codificada pelo gene Avr-Pita do patégeno (Jia et al., 2000). A acdo do dominio
LRR pode estar associada a intera¢des intramoleculares com outros dominios
da proteina R conforme sugerem os resultados de analise de quimeras entre 0s
genes Mi-1.2 e Mi-1.1 de tomateiro. Quando houve a troca da regido LRR entre
0S 0s genes Mi-1.2 e Mi-1.1 ocorreu a perda de fungdo do gene Mi-1.2 e um
fendtipo letal nas plantas transformadas, indicando desencadeamento

constitutivo de respostas de defesa (Hwang et al., 2000).
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O dominio NBS esta presente em varias familias de proteinas como
proteinas G e ATPases, promovendo hidrolise de nucleotideos trifosfatados
(ATP e GTP) em proteinas que atuam como sinalizadores celulares, e parece
iniciar a ativacdo da resposta de resisténcia em plantas (Young, 2000; Pan et
al., 2000; Hammond-Kosack & Parker, 2003; Belkhadir et al., 2004). A regido
NBS inclui motivos quinases la (P-loop), 2 e 3a que auxiliam na ligacdo e
hidrélise dos nucleotideos trifosfatados, e outros pequenos motivos com fungéo
desconhecida. Uma regido do dominio NBS de produtos de genes de
resisténcia (R) de plantas é similar ao mesmo dominio das proteinas APAF-1
de humanos e CED-4 de nematodides envolvidas na regulacdo da morte celular
programada nestes organismos. Por esta razdo, este dominio é atualmente
denominado NB-ARC (van der Biezen & Jones, 1998).

As proteinas R com dominios NBS-LRR podem ser divididas em duas
subclasses: uma com dominio TIR N-terminal, similar ao dominio
citoplasmatico Toll de Drosophila e ao Receptor Interleucina (IL-1R) de
mamiferos (proteinas conhecidas como TNL ou TIR-NBS-LRR); e uma
subclasse com dominio ndo-TIR N-terminal que possui, na maioria das
proteinas R, um motivo coiled-coil (CC) (proteinas conhecidas como CNL ou
CC-TIR-NBS).

O motivo CC, formado por hélices que contém cadeias laterais com
residuos de aminoé&cidos hidrofébicos, € encontrado em uma variedade de
proteinas relacionadas com diversos processos biolégicos. Mostra-se envolvido
em interacdes proteina-proteina, mas seu papel na resisténcia a doencas ainda
estd por ser elucidado. Em Arabidopsis, proteinas R com motivo CC, como
RPS2, RPS5 and RPM1, requerem diferentes componentes das vias de
transducdo de sinais que culminam na resisténcia daqueles requeridos por
proteinas TIR-NBS-LRR, como RPP1l, RPP5 e RPS4, sugerindo o
envolvimento desse motivo com a sinalizacdo e ndo com o reconhecimento
(van der Biezen et al., 2002; Martin et al., 2003). O dominio TIR apresenta
similaridade com dominios de proteinas presentes em animais (Toll e IL-1R) e
requer componentes de sinalizacdo diferentes dos utilizados pelas proteinas
CC-NBS-LRR no processo de defesa. Este dominio parece ter funcdo de
transducdo de sinal, como demonstrado para o gene N, onde delecbes e
mutacdes pontuais nessa regido resultaram em alelos parcialmente funcionais

ou com dominancia negativa (Dinesh-Kumar et al., 2000). Além do papel na



sinalizacdo celular, o dominio TIR pode ter ainda a funcdo de reconhecimento
do patégeno, como demonstrado no estudo de comparacdo e troca de
dominios TIR entre alelos do loco L (Luck et al., 2000; Young, 2000; Martin et
al., 2003; Nimchuk et al., 2003).

Além de proteinas com dominios NBS-LRR, existem outras proteinas R
pertencentes a classes menos comuns, mas ndo menos importantes tais como
as proteinas da familia serina-treonina-quinase (STK), como a codificada pelo
gene Pto de tomateiro (Martin et al., 1993), e a codificada pelo gene Rpg1 de
cevada (Brueggeman et al., 2002); proteinas com dominio LRR
extracitoplasmatico (eLRR) ancorado a um dominio transmembrana (TM),
como a codificada pelo gene Cf-9 de tomateiro (Jones et al., 1994); e proteinas
da familia eLRR-TM-quinase, como o gene Xa21 de arroz (Song et al., 1995).
Esta ultima apresenta uma estrutura que contém todos os dominios capazes de
exercer as fungbes que se hipotetizava para as proteinas R (reconhecimento e
transducado de sinais). Assim, o dominio LRR extracitoplamatico estaria apto a
reconhecer a presenca de elicitores produzidos pelo patdogenos e o dominio
quinase localizado no citoplasma seria o ativador de cascatas de transducédo de
sinais. Dominios quinases estdo envolvidos com a via de transducdo de sinal
através de fosforilagcbes, sendo extremamente importantes na ativacdo dos
mecanismos de defesa da planta (Hammond-Kosack & Jones, 1997; Romeis,
2001; Martin et al., 2003).

Existem ainda proteinas R que ndo pertencem as classes anteriores
como a HC-toxina redutase, que é uma enzima codificada pelo gene Hm1 de
milho capaz de inativar a toxina produzida pelo patégeno (Johal & Briggs, 1992;
Hammond-Kosack & Jones, 1997); as glicoproteinas de superficie celular que
contém receptor sinal de endocitose (ECS), como a codificada pelo gene Ve de
tomateiro (Kawchuk et al., 2001); e proteinas TIR-NBS-LRR, como a codificada
pelo gene RRS1 de Arabidopsis, que contém na porcdo C-terminal, dominios
de sinalizagdo nuclear (NLS) junto a um motivo caracteristico de proteinas
ativadoras de transcricdo da familia WRKY (Deslandes et al., 2002).

A maioria dos genes R é encontrada em multiplas cépias agrupadas no
genoma de forma justaposta formando locos complexos, como o loco N de
linho (Islam & Shepherd, 1991) e o loco Pto de tomateiro (Martin et al., 1993;
Chang et al., 2002). Existem ainda genes R que possuem variacfes alélicas

em um mesmo loco como gene L de linho com 13 alelos (Islam & Shepherd,



1991). Acredita-se que a estrutura fisica dos agrupamentos (clusters) auxilia na
geracao e manutencao da diversidade dos genes R por duplicacao e crossing-
over desigual (Meyers et al., 2005), como exemplificado para os locos Xa21 de
arroz (Song et al., 1997) e Cf-9 de tomateiro (Parniske & Jones, 1999). Assim,
recombinacdes entre alelos ou entre sequéncias relacionadas contribuem para
amplificacdo da variabilidade genética dos genes R, gerando novos alelos
capazes de ativar resposta de defesa as novas racas do patdégeno ou
sequéncias analogas a genes de resisténcia (resistance gene analogs, RGAS)
(Hammond-Kosack et al., 2000; Young, 2000; Hulbert et al., 2001; Zhu et al.,
2002; Meyers et al., 2003; Leister, 2004).

Os RGAs sdo sequéncia similares as sequéncias codificadas por genes
R, mas sem fungdes na resisténcia ainda estabelecidas. Estudos de
mapeamento de RGAs no genoma de plantas comprovam sua ligagdo com
locos que contém genes R conhecidos (Yu et al.,, 1996; Collins et al., 1998;
Seah et al., 1998; Shen et al.,, 1998; Chen et al., 1998; Mago et al., 1999;
Gowda et al., 2000; Collins et al., 2001). Esta associacdo com genes R mostra
gue os RGAs sdo um reservatorio de variacdo genética, podendo contribuir
para a evolugdo de novos genes R e sua dispersao pelo genoma (Michelmore
& Meyers, 1998; Young, 2000; Ellis et al., 2000; Leister, 2004)

RGAs sao valiosos ndo somente como fontes potenciais para formacgao
de genes R ativos no genoma de plantas, mas também como marcadores em
programas de melhoramento de plantas. A identificacdo e mapeamento de
RGAs em cevada, por exemplo, demonstrou a sua ligacdo a genes R e a
importancia para clonagem de genes R (Brueggeman et al., 2001)
Oligonucleotideos degenerados, baseados nos dominios conservados NBS-
LRR, tém sido utilizados para amplificacdo e clonagem de RGAs, utilizando a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em diferentes espécies plantas, como
em soja, cevada e alface (Kanazin et al., 1996; Shen et al., 1998; Yu et al.,
2000; Brueggeman et al., 2001). Essa estratégia foi utilizada por Laia (2001) na
tentativa de identificar RGAs que pudessem estar ligados ao loco Pprl de
Eucalyptus, que contém o gene Ppr1, que confere resisténcia a ferrugem
(Puccinia psidii) (Junghans et al., 2003). Nesse estudo, foram caracterizados
parcialmente varios RGAs de Eucalyptus grandis que apresentaram
similaridade a genes R ja caracterizados em outras espécies vegetais, como 0s



genes L e M em linho. Todavia, ndo foram encontrados RGAs ligados ao loco
que contém o gene Pprl.

Programas de sequenciamento genémico para espécies florestais ainda
sdo restritos. Estudos de genomas funcionais estdo sendo realizados em
Pinus, Populus e, mais recentemente, em Eucalyptus, sendo Populus deltoides
a planta modelo entre as espécies florestais (NSF, 2001; Genolyptus, 2001;
Forest, 2001; Taylor, 2002). Como parte do projeto Genolyptus (Rede Nacional
de Pesquisa do Genoma de Eucalyptus), no qual a UFV participa, bibliotecas
de cDNAs foram construidas a partir de mRNAs isolados de diferentes tecidos
de Eucalyptus spp.. Os cDNAs foram parcialmente sequenciados e uma
analise preliminar das sequéncias obtidas revelou que varios cDNAs dessas
bibliotecas possuem similaridades com genes R e genes envolvidos em
resposta de defesa. Visando o mapeamento fisico do genoma desta planta
também foi construida uma biblioteca gendmica da espécie E. grandis em
cromossomos artificiais de bactérias (BAC). Esta biblioteca possui 70% dos
insertos com tamanho superior a 150 kb (Brommonschenkel, dados néo
publicados), o que viabiliza o estudo da organizacdo gendmica de locos
complexos desta espécie, como 0s locos que contém genes R.

Com base no exposto e na inexisténcia de um estudo detalhado de
genes R em Eucalyptus, este trabalho teve por objetivos: 1) sequenciar
completamente oito cDNAs pré-selecionados que possuem similaridade com
genes envolvidos na resisténcia a doencas em diferentes espécies vegetais,
como linho e Populus e ao gene Rarl envolvido em resposta de defesa
(Azevedo et al., 2002; Takahashi et al., 2003); 2) Identificar clones BACs de E.
grandis correspondentes a cada um desses cDNAs, visando a futura
determinacdo da organizacdo gendmica dos genes correspondentes; e 3)
sequenciar parcialmente pelo menos um clone BAC visando determinar a

estrutura completa de pelo menos um gene similar a gene R.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e extragcao de DNA

O clone G21 da espécie E. grandis, cedido pela Cia. Suzano de Papel &
Celulose, foi utilizado como fonte do DNA utilizado nas amplificagdes por PCR.
Este clone possui 0 gene Pprl que confere resisténcia a ferrugem causada
pelo fungo Puccinia psidii (Junghans et al., 2003). Folhas jovens de mudas do
clone G21 foram coletadas e o DNA genbmico extraido de acordo com o

protocolo descrito por Ferreira & Grattapaglia (1995).

2.2. Clones de cDNA selecionados para o sequenciamento

Do banco de dados do Genolyptus foram selecionados oito cDNAs que
possuiam similaridade com sequéncias de genes que codificam proteinas R da
classe NBS-LRR e a proteina Rarl envolvida na resposta de defesa em plantas
(Tabela 1). Esses cDNAs, pertencentes a diferentes bibliotecas do Genolyptus,
ja haviam sido parcialmente caracterizados por sequenciamento da regido 5-
terminal.

Os clones de cDNA descritos na tabela 1, foram denominados EUGR ou
EUPE referindo-se as espécies a partir das quais foram desenvolvidas as
bibliotecas (E. grandis ou E. pellita, respectivamente); PU e XY denomina o
tecido da planta do qual foi extraido e purificado o mMRNA (folhas infectadas
pelo fungo P. psidii e xilema, respectivamente); o primeiro cédigo numérico
denomina a fracdo da biblioteca e 0o segundo o numero da placa; o codigo
alfanumérico denomina a posi¢cdo do clone na placa; e MG denomina o
laboratério onde esta armazenada a placa.

A estimativa do tamanho dos fragmentos clonados (Tabela 1) ja havia

sido feita pela realizacdo de PCR de colbnia bacteriana, utilizando os



oligonucleotideos M13 forward e reverse, que anelam nas regibes que
flanqueiam o inserto.

Os seguintes clones foram selecionados do banco de dados do
Genolyptus (Tabela 1): EUGR-PU-000-001-G07-MG, EUGR-PU-000-010-D04-
MG e EUPE-XY-000-035-C06-MG similares ao gene L de linho (Linum
usitatissimum) que codifica diferentes proteinas que conferem resisténcia a
ferrugem do linho, relacionados com diferentes alelos desse gene: L°, " e L’
respectivamente (Ellis et al., 1999), apresentando, entdo, cddigos de acessos
diferenciados; clones EUGR-PU-003-001-C10-MG e EUPE-XY-000-048-H05-
MG similares aos genes R putativos 6012G01 e 6012G11, respectivamente, de
Populus deltoides que codificam proteinas de resisténcia da subclasse TIR-
NBS-LRR (Lescot et al., 2004); clone EUGR-PU-000-005-H06-MG similar ao
gene Nbi-B de linho (L. usitatissimum), componente do loco N, que codifica a
proteina de resisténcia Nbi-B da subclasse TIR-NBS-LRR (Dodds et al., 2001);
clone EUGR-PU-003-020-C11-MG similar ao gene M de linho (Linum
usitatissimum), que codifica a proteina de resisténcia M da classe NBS-LRR
(Anderson et al., 1997); e clone EUGR-PU-003-042-F06-MG similar ao gene
Rarl de cevada (Hordeum vulgare), que codifica a proteina de defesa Rarl
(Shirasu et al., 1999).

A partir das sequéncias parciais das extremidades dos clones
selecionados, foi desenhado um par de oligonucleotideos (forward e reverse)
utilizando 0 programa Primer3 (www.broad.mit.edu/cgi-bin/primer/
primer3_www.cgi) e sintetizados pela Invitrogen Brasil (Anexo 1). Estes
oligonucleotideos foram utilizados no sequenciamento dos oito cDNAs
selecionados visando obter suas sequéncias completas, além de terem sido

utilizados na triagem da biblioteca genémica BAC de E. grandis.


http://www.broad.mit.edu/cgi-bin/primer/

0T

Tabela 1 — Clones de cDNAs selecionados de Eucalyptus grandis e E. pellita cujas sequéncias possuem similaridade com
genes que codificam proteinas R ou proteinas relacionadas com resposta de resisténcia. EUGR-PU refere-se aos
clones de cDNA de E. grandis derivados de folhas jovens naturalmente infectadas pelo fungo P. psidii; EUPE-XY
refere-se aos clones de cDNA derivados de mRNA isolado de xilema de E. pellita.

Clone Tamanho Proteina Acesso Valor
estimado (kb) esperado

EUGR-PU-000-001-G07-MG 1,9 Proteina de resisténcia a ferrugem em linho [Linum usitatissimum] 0i|4588068|gb|AAD25975.1| 1e*
EUGR-PU-000-005-H06-MG 2,4 Proteina Nbi-B [L. usitatissimum)] gi|13509232|bem|CAC35336.1]  4e?
EUGR-PU-000-010-D04-MG 14 Proteina de resisténcia a ferrugem em linho [L. usitatissimum)] 0i|4588070|gb|AAD25976.1| 7%
EUGR-PU-003-001-C10-MG 1,9 Proteina TIR/NBS/LRR [Populus deltoides] 0i|40644187|bem|CAC95120.1| 3e™®
EUGR-PU-003-020-C11-MG 0,8 Proteina M de resisténcia a ferrugem [L. usitatissimum] 0i|1842251|gb|AAB47618.1| 2e”t
EUGR-PU-003-042-F06-MG 1,45 Proteina Rarl [Hordeum vulgare] 0i|6581046|gb|AAF18432.1| 5%
EUPE-XY-000-035-C06-MG 1,8 Proteina de resisténcia a ferrugem em linho [L. usitatissimum] gi|4588050|gb|AAD25966.1 | 4

EUPE-XY-000-048-H05-MG 1,8 Proteina TIR/NBS/LRR [P. deltoides] 0i|40644189|bem|CAC95124.1| 1e™



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=04588068&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=13509232&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=04588070&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=40644187&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=01842251&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=06581046&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=04588050&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=40644189&dopt=GenPept

2.3. Sequenciamento dos cDNAs de Eucalyptus

Para a obtencdo da sequéncia completa do inserto de cada um dos
clones, foram utilizadas as estratégias de primer walking e subclonagem.

2.3.1. Sequenciamento

Para o sequenciamento dos cDNAs foram utilizados oligonucleotideos
M13 forward e reverse e T7 que anelam em regides adjacentes ao sitio multiplo

de clonagem do vetor pSPORT1 e os oligonucleotideos RGs (Anexo 1), que
anelam nas regides internas do inserto. As condi¢cdes das reacdes foram 100-
200 ng de DNA plasmidial, 2 yL Dynamic ET terminator Premix (Amersham
Biosciences), 0,5 uM do oligonucleotideo correspondente, num volume final de
5 pL. As reacbOes de sequenciamento foram realizadas em termociclador
Mastercycler (Eppendorf) com 35 ciclos a 95 °C por 10 segundos, 52 °C por 5
segundos e 2 minutos a 60 °C.

Os fragmentos amplificados foram precipitados com etanol de acordo
com manual de instru¢des do kit, com modificacdes. Apos a adicdo do acetato
de amobnio 7,5 mM e etanol 100%, a placa foi deixada a temperatura ambiente
por 10 minutos. Em seguida as placas foram centrifugadas por 45 minutos a
2250 x g a 20 °C. Apos o descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado
com etanol 70% e centrifugado por 10 minutos a 2250 x g a 20 °C. A seguir
realizou-se um spin invertido por 30 segundos a 490 x g para retirar 0 excesso
de etanol. O DNA foi deixado para secar por 10 minutos a temperatura
ambiente. O precipitado foi ressuspendido com 5 pL de MegaBACE loading
solution (Amersham Biosciences). As reacdes foram analizadas no

sequenciador automatico MegaBACE™ 500 (Amersham Biosciences).
2.3.2. Subclonagens

Efetuou-se a subclonagem de quatro clones de cDNAs. Estes foram
inicialmente analisados quanto ao padrao de restricdo utilizando-se diferentes
enzimas que clivam nas extremidades do inserto. A reacdo de digestdo foi
conduzida num volume final de 100 uL com 1 a 2 ug de DNA plasmidial dos

clones, 2 uL da respectiva enzima de restricdo e 10 uL do tampéao especifico. A
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reacao foi submetida a 37 °C por 2h. O DNA clivado foi aplicado em gel de
agarose 1% em TAE 1X e submetido a eletroforese a 6 V/cm. Os fragmentos
de tamanho esperado, contendo o vetor pSPORT1 ligado ao fragmento de
cDNA remanescente apos a digestdo foram purificados do gel utilizando
Sephaglas™ BandPrep kit, de acordo com o fabricante.

Cerca de 10-15 ng do DNA eluido foi utilizado na reacdo de ligagao,
realizada num volume final de 10 pL contendo 2 uL da enzima de ligacdo T4
DNA ligase (Promega) e 5 pL do tampéo de ligacdo. A reacdo de ligacéo foi
conduzida a 4 °C por 24 h e uma aliquota de 5 pL dessa reacao foi utilizada
para transformar células competentes de Escherichia coli EC100, utilizando o
método de choque térmico (Sambrook et al., 1989) e plaqueadas em meio LB
soélido contendo 12,5 pg. mL™ de cloranfenicol.

Colbnias transformantes foram coletadas para crescimento em tubos
Falcon de 15 mL contendo 3 mL de meio Luria-Bertani-LB enriquecido (2X)
contendo cloranfenicol (12,5 ug. mL'l) e submetidos a agitacdo de 280 rpm a
37 °C por 20 horas. A extracdo de DNA plasmidial foi realizada por lise alcalina
e sua concentracdo determinada por analise eletroforética em gel de agarose a
1%, comparando-se com quantidades conhecidas de DNA de fago lambda.

A clonagem foi confirmada por clivagem utilizando-se o DNA plasmidial
obtido e duas enzimas com sitio de restricdo nas extremidades do inserto. Os
seis subclones contendo insertos menores, referentes aos quatro cDNAs,
foram estocados em glicerol 50% e armazenados a - 80 °C, com numeros de
identificacdo 725, 726, 727, 728, 729 e 730, representando os subclones dos
clones EUGR-PU-000-001-G07-MG (1300 pb), EUGR-PU-002-010-C10-MG
(1400 pb), EUPE-XY-000-035-C06-MG (dois fragmentos de 1200 pb) e EUPE-
XY-000-048-HO5-MG (fragmentos de 1200 e 800 pb), respectivamente. Uma
representacdo esquematica dos subclones é mostrada na figura 2.

Para o sequenciamento dos subclones, as amostras de DNA foram
inicialmente purificadas utilizando extragdo com fenol-cloroféormio (Sambrook et
al., 1989) e ressuspendidas em 15 uL de agua Milli-Q. A concentragdo do DNA
purificado foi analisada em gel 1%. Na reacdo de sequenciamento foram
utilizados os oligonucleotideos M13 forward e reverse, T7 e RGs forward e
reverse (Anexo 1). Estas reagOes foram feitas sob as mesmas condigdes

citadas para o sequenciamento dos cDNAs, citado no item 2.3.1.
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Figura 2 — Mapa de restricdo dos clones de cDNA selecionados e dos
subclones obtidos. (A) EUGR-PU-000-001-G07-MG (1900 pb); (B)
EUGR-PU-003-001-C10-MG (1900 pb); (C) EUPE-XY-000-035-
C06-MG (1800 pb); (D) EUPE-XY-000-048-H05-MG (1800 pb). As
setas representam 0s  oligonucleotideos utilizados no
sequenciamento.
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2.3.3. Analise das sequéncias dos clones cDNAs

As sequéncias de cada clone foram alinhadas utilizando-se o programa
CAP (www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/cap_in.pl) para obtencdo da
sequéncia consenso. Essas sequéncias consensos foram comparadas com
sequéncias depositadas no banco mundial de dados GenBank (NCBI),
utilizando o programa Blastx-nr.

Cada sequéncia de DNA consenso foi traduzida utilizando o programa
Transeq  (www.ebi.ac.uk/emboss/transeqg/index.html) e, posteriormente,
alinhada com duas proteinas com maior similaridade revelada pelo programa
Blastx-nr para verificar se a sequéncia consenso codificava uma proteina
completa. Os alinhamentos foram feitos no programa de alinhamento mdultiplo
Clustal W (http://clustalw.genome.jp/). Para os clones com sequéncias similares
a genes que codificam proteinas R, o alinhamento foi feito utilizando a
sequéncia de aminoacido deduzida com a proteina R com maior similaridade
ao clone e uma proteina R de P. deltoides.

Somente para o0 clone EUPE-XY-000-048-HO5-MG o0 programa
Webcutter (www.firstmarket.com/cutter/cut2.html) foi utilizado para verificacéo
da existéncia de sitios para Notl e o ExPasy Translate Tool
(www.expasy.org/tools/dna.html) para obtengéo da localizagdo da metionina de
iniciacdo e o aminoacido de terminacdo nessa sequéncia. Isso em funcéo
desse clone conter duas regifes de diferentes proteinas, o que normalmente

nao ocorre.

2.4. Triagem da biblioteca BAC de Eucalyptus grandis

Foi utilizada uma biblioteca genémica BAC de E. grandis, clonada no
vetor pCC1 (Epicenter), construida no Lab. de Genbmica do BIOAGRO (UFV)
como parte do projeto Genolyptus (Brommonschenkel et al., dados n&o
publicados). Esta biblioteca é constituida por 20.160 clones, com tamanho
médio de inserto de 150 kb, armazenados em 210 microplacas de 96
cavidades, representando cerca de quatro a cinco vezes 0 genoma de E.
grandis, que possui um tamanho estimado em 640 Mb (Grattapaglia, 1994).

A triagem da biblioteca BAC foi realizada por PCR utilizando cada par de
oligonucleotideo RGs (Anexol). As reacdes foram feitas em volume final de 25
pL com 1 pL de DNA dos BACs (50 ng/uL), 2,5 pL de tampéo 10X (1,5 mM
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MgCl,), 0,2 uM de cada oligonucleotideo RG, 0,2 mM de cada dNTP e 2,5 U de
Tag DNA Polimerase (Phoneutria Biotecnologia). Utilizou-se termociclador
Mastercycler (Eppendorf) com um ciclo a 95 °C por 2 minutos, seguido de 40
ciclos a 95 °C por 30 segundos, 52 °C por 1 minuto e 1,5 minutos a 72 °C,
seguidos de uma extensédo final de 7 minutos a 72 °C. Os produtos de
amplificacdo foram analisados em gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X
(Sambrook et al., 1989) a 6 V/cm. O gel foi corado em 0,2 uM de brometo de
etidio, visualizado sob luz ultravioleta e fotodocumentado.

Para facilitar a triagem das 210 microplacas da biblioteca BAC utilizou-
se a estratégia de triagem em pools de clones (Figura 3). As células
bacterianas de cada microplaca foram plaqueadas, crescidas e coletadas em
conjunto (pool) e o DNA dos BACs foi purificado por lise alcalina (Sambrook et
al., 1989). Cada pool de DNA (96 clones) foi acondicionado em um microtubo e
armazenado a - 20 °C (210 microtubos). Amostras DNA de cinco pools foram
combinadas numa nova microplaca gerando um superpool de DNA. Os 20.160
clones estavam, entdo, representados em 42 cavidades de uma microplaca
(cada cavidade com amostras de DNA de 480 clones), a qual também foi
armazenada a - 20 °C.

Para inicio da triagem na biblioteca BAC, os oligonucleotideos RGs
foram utilizados na reacdo de PCR junto as 42 amostras do superpool. Apés a
identificacdo da cavidade positiva na microplaca de superpool pela visualizacéo
do produto de PCR em gel de agarose 1%, uma segunda reacao de PCR foi
realizada, utilizando oligonucleotideos RGs, nos cinco pools de DNA
correspondentes aquela cavidade. O pool de DNA positivo, detectado pela
visualizagdo do produto de PCR em gel de agarose 1%, identificou a
microplaca com o(s) possivel(is) clone(s) positivo(s). Finalmente, para
identificar o clone positivo na microplaca, efetuou-se a terceira reacéo de PCR
utiizando-se como molde as células bacterianas de cada cavidade
individualizada (“PCR de colonia”) (Figura 3).
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Figura 3— (A) DNA plasmidial de 96 clones de cada microplaca coletado em
conjunto. Apos extracdo por lise alcalina o DNA foi acondicionado
em um microtubo formando um pool/ de DNA. Amostra de cada
cinco pools foi utilizada para formacédo de um superpool de DNA.
(B) Trés amplificacées por PCR (no superpools de DNA, nos pools
de DNA e na microplaca com as colénias) foram utilizadas para se
encontrar o(s) clone(s) positivo(s).
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2.5. Caracterizagao dos clones BACs identificados

Os clones positivos foram plaqueados individualmente em meio LB
(Sambrook et al., 1989) contendo cloranfenicol (12,5 pg.mL™) a partir do
estoque de glicerol. Apés o crescimento, coldnias isoladas foram coletadas
para novo crescimento em um volume maior de meio LB enriquecido (3 mL de
2X LB) contendo cloranfenicol (12,5 pg. mL'l) e submetidos a agitacdo de 280
rpm a 37 °C por 20 horas. Apés este periodo foi realizada a extracdo de DNA
dos BACs por lise alcalina e sua concentracdo analisada em gel de agarose
1 % (Sambrook et al., 1989).

Andlises de PCR foram realizadas utilizando DNA de todos os clones
positivos e todos os pares de oligonucleotideos RGs visando verificar a
especificidade dos oligonucleotideos com seus respectivos clones
amplificados. Foi utilizado o, mesmo padrao de reagdo de 25 pL citado na
triagem da biblioteca BAC (item 2.4.).

Para analise do tamanho dos insertos dos BACs, 5 uL de DNA foi
submetido a digestdo com Notl (Invitrogen). Foram utilizadas 15 unidades da
enzima, 2 uL do tampéo 10x num volume final de 20 uL. A reacao foi conduzida
a uma temperatura de 37 °C por 3 a 4 horas. O produto da clivagem foi
submetido a eletroforese de campo pulsado (PFGE) em gel de agarose a 1 %
em tampao TBE 0,5X (Sambrook et al., 1989) a 14 °C, usando o sistema CHEF
MAPPER (Bio-Rad) a 6 V/cm, com pulsos de 15 segundos por 16 horas e com

angulo de reorientacéo de 120 °.
2.6. Construgao da biblioteca shotgun do BAC 143-F12

O clone BAC 143-F12, identificado por amplificacdo com o par de
oligonucleotideos RGBO05 forward e reverse (F e R) foi selecionado para a
construcao da biblioteca shotgun. O DNA do BAC foi extraido como descrito no
item 2.5., mas para um volume de células crescidas em 500 mL de meio 2X LB.
A concentracdo do DNA plasmidial foi determinada por analise em gel de
agarose 1 % (Sambrook et al., 1989).

O DNA desse clone foi digerido com Notl, como descrito no item 2.5,
porém com um volume de reacdo de 250 uL e digestdo por 7 horas a 37 °C.

Esse DNA digerido foi aplicado em gel de agarose 1% e submetido a
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eletroforese de campo pulsado para separacdo dos fragmentos. O inserto
referente ao BAC 143-F12 foi eluido do gel por eletroeluicdo, utilizando
membrana de dialise, por 4 horas com 42 V em TBE 0,5X. O DNA do inserto foi
precipitado e ressuspendido em tampao Shearing Buffer (TrissHCI 10 mM,
EDTA 1 mM, glicerol 20% (v/v) pH 8,0). A concentracdo do DNA fragmentado
foi determinada por analise em gel de agarose 1 % (Sambrook et al., 1989).

O DNA purificado do clone BAC 143-F12 foi fragmentado por
nebulizacdo conforme instrucées do TOPO Shotgun Subcloning kit (Invitrogen).
Os fragmentos com as extremidades reparadas e desfosforiladas foram ligados
ao vetor pCR4BIlunt-TOPO (Invitrogen) e utilizados na transformacéo de células
competentes. Foram coletadas e isoladas 960 col6nias transformantes, que
foram acondicionadas em 10 microplacas de 96 cavidades e estocadas a
- 80 °C.

2.7. Sequenciamento da biblioteca shotgun

Uma aliquota de cada colbnia estocada em ultra freezer, derivada da
biblioteca do BAC 143-F12, foi utilizada para extracdo do DNA plasmidial. Este
foi extraido por lise alcalina apds crescimento das colbénias em microplacas
contendo meio 2X LB. O sequenciamento parcial (single-pass sequencing) dos
insertos dos clones da biblioteca shotgun (BAC 143-F12) foi realizado
utilizando o oligonucleotideo T7 que anela em regido adjacente ao sitio maltiplo
de clonagem do vetor pCR4BIlunt-TOPO. As reacfes de sequenciamento foram

realizadas como descrito anteriormente (item 2.3.).

2.8. Analise de sequéncias para identificagcao de RGAs

A andlise das sequéncias dos clones da biblioteca foi realizada com
auxilio de diversos programas, sendo iniciada pela identificacdo e remocao da
sequéncia do vetor pelo programa Cross match (www.phrap.org). As
sequéncias foram depositadas em banco de dados do Laboratério de
Genomica (UFV).

A seguir, as sequéncias foram processadas com uma marca de
qualidade Phred 20 e agrupadas com marca de qualidade Phrap 40 utilizando
os softwares PHRED/PHRAP/CONSED (www.phrap.org). Bases incorretas ou
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ambiguas foram removidas manualmente e a sequéncia consenso de cada
agrupamento contiguo foi comparada com sequéncias do banco mundial de
dados GenBank, utilizando o programa Blastx-nr (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Utilizou-se os  programas ORFFinder  (www.ncbi.nlm.nih.gov/
gorf/gorf.html) e GenScan  (http://bioweb.pasteur.fr/seganall/interfaces/
genscan_simple.html) para analisar todos 0os agrupamentos contiguos, visando
encontrar a fase aberta de leitura (ORF — Open Reading Frame), juncdes
intron-éxon e possivel regido promotora. As sequéncias de aminoacidos das
ORFs encontradas foram comparadas com sequéncias do banco mundial de
dados GenBank com auxilio do programa Blastp-nr
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Motivos conservados foram identificados nos
agrupamentos contiguos relacionados com genes R (CT12 e CT13) utilizando o
programa NCBI Conserved Domain Search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Structure/cdd/ wrpsb.cgi).

A sequéncia traduzida do agrupamento contiguo CT13 foi alinhada com
seis sequéncias de proteinas com maior similaridade utilizando o programa
ClustalX (Thompson et al., 1997) visando identificar os dominios conservados.
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3. RESULTADOS
3.1. Caracterizagao dos cDNAs de Eucalyptus sp.

Oito clones de cDNA pré-selecionados do banco de dados do
Genolyptus (Tabela 1) foram caracterizados por sequenciamento. Os
agrupamentos contiguos consensos obtidos variaram de 711 a 1.888
nucleotideos (Tabela 2). Os clones EUGR-PU-000-005-H06-MG e EUGR-PU-
003-001-C10-MG nao apresentaram contiguo Unico. Suas sequéncias
formaram dois agrupamentos cada um, mesmo utilizando sequéncias geradas
pelo sequenciamento com oligonucleotideos que anelavam internamente no
inserto e subclonagem, visando obter sequéncias mais internas do inserto
(Anexo 2). Esses clones de cDNA possuem insertos com tamanhos estimados
de 2400 e 1.900 nucleotideos, respectivamente. Assim, novos
oligonucleotideos necessitam serem sintetizados para completar o
sequenciamento desses clones.

O EST relacionado com o clone EUGR-PU-000-001-G07-MG, quando
submetido ao Blastx-nr, mostrou similaridade com o gene L° de linho (L.
usitatissimum) que codifica a proteina L° de resisténcia a ferrugem do linho (e-
value 1e'?*, Tabela 1) (Ellis et al., 1999). O agrupamento contiguo desse clone
(1.888 nt) mostrou maior similaridade com o gene Nbi-B de linho que codifica a
proteina Nbi-B (e-value 2e1%°, Tabela 2), que pertence ao loco complexo N,
também relacionado a resisténcia a ferrugem do linho (Dodds et al., 2001). A
similaridade desse agrupamento contiguo com o gene L? foi menor (e-value 2e’
104 ranking do Blastx-nr ndo mostrado).

O mesmo aconteceu com o EST relacionado ao clone EUGR-PU-000-
005-H06-MG que mostrou similaridade com o gene Nbi-B de linho, componente
do loco N (e-value 4e#, Tabela 1) (Dodds et al., 2001). O agrupamento
contiguo desse clone (1.135 nt), mesmo ndo sendo contiguo Unico (Tabela 2),

mostrou similaridade com a sequéncia do gene N2-B (e-value 1e'31),
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relacionado a resisténcia a ferrugem do linho (Dodds et al., 2001), enquanto
gue a similaridade a Nbi-B foi menor (e-value e ranking do Blastx-nr nao
mostrado).

O EST do clone EUPE-XY-000-035-C06-MG mostrou similaridade com o
gene L' de resisténcia a ferrugem do linho (e-value 4e**, Tabela 1), um dos
alelos do gene L (Ellis et al., 1999). O agrupamento contiguo obtido (1.641 nt)
foi similar a sequéncia codificada por um gene do loco N (proteina Nbi-B) (e-
value 8e?°, Tabela 2), também relacionada & resisténcia a ferrugem de linho
(Dodds et al., 2001), e menor similaridade com o gene L’ (e-value 9e™*, ranking
do Blastx-nr ndo mostrado).

O EST referente ao clone EUPE-XY-000-048-H05-MG apresentou
similaridade com a sequéncia do gene putativo 60/2G11 de P. deltoides que
codifica uma proteina TIR-NBS-LRR (e-value 1e*°, Tabela 1) (Lescot et al.,
2004) e foi selecionado para sequenciamento completo. O agrupamento
contiguo (1.659 nt) apresenta uma ORF interna na sequéncia similar a
subunidade beta do proteassoma 20S PBG1 de Arabidopsis thaliana (e-value
1e119 Tabela 2) codificada pelo gene PBGL1 (Fu et al., 1998), enquanto que na
regido 5-terminal hd uma sequéncia similar a um gene que codifica uma
proteina TIR-NBS-LRR de P. deltoides (e-value 4™, ranking do Blastx-nr nao
mostrado).

A diferenca de resultados de similaridade das proteinas R entre as
Tabelas 1 e 2, evidenciada acima., deve-se a diferenca entre os tamanhos das
sequéncias utilizadas na comparagdo com o banco mundial de dados GenBank
(NCBI). Os agrupamentos contiguos, com tamanhos de sequéncias maiores
(Tabela 2) que os ESTs (Tabela 1), apresentam similaridades mais
significativas, porém em ambas as comparacfes ndo deixaram de apresentar
similaridades com proteinas R por possuirem regiées conservadas com 0S
dominios TIR e NBS.

As sequéncia de cDNAs similares & genes R, foram traduzidas e
alinhadas com a respectiva proteina mais similar estatisticamente (menor valor
esperado ou E-value) e também com proteinas de Populus (planta lenhosa
modelo para estudos biol6gicos em arvores). Nenhum cDNA possui a
sequéncia completa de um gene R, como verificado para o clone EUGR-PU-
003-020-C11-MG (Figura 4).
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Os alinhamentos mostraram sobreposicdo apenas na regidao TIR-NBS
das respectivas proteinas R, mas néo na regido LRR (figura 4), demonstrando
gue os clones de cDNA séao truncados. Excecao apenas para o clone EUPE-
XY-000-048-HO5-MG que néao € similar a sequéncia de gene R, mas a
sequéncia do gene que codifica a subunidade beta do proteassoma 20S
(PBG1). Os supostos motivos codificados pela sequéncia deste clone foram
alinhados separadamente, pois ndo had no banco mundial de dados do
GenBank proteassomas contendo um dominio TIR. A sequéncia que codifica o
dominio TIR associado a sequéncia que codifica PBG1 contém os codons de
iniciacdo e de terminacdo sem interrupcao (Figura 5A), podendo se tratar de
uma nova proteina.

A possibilidade de a sequéncia obtida corresponder a uma quimera
formada durante a construcdo da biblioteca é pouco provavel, pois ndo ha
sitios da enzima Notl, utilizada na construcéo, internamente a esta sequéncia.
Além disso, a partir do codon de iniciacdo os dois motivos encontram-se in
frame (Figura 5A).

A sequéncia de aminoacidos deduzida da sequéncia do clone EUGR-
PU-003-042-F06-MG, similar a proteina Rarl, foi alinhado com as proteinas
Rarl de cevada (Liu et al., 2002) e de tabaco (Shirasu et al., 1999). Essa

sequéncia possui ORF completa que codifica a proteina Rarl (Figura 6).
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Tabela 2 — Agrupamentos contiguos de cDNAs cujas sequéncias possuem similaridade com genes R ou ao gene Rarl, relacionado
com resposta de defesa. Existem dois cDNAs com dois agrupamentos contiguos cada (EUGR-PU-000-005-H06-MG e
EUGR-PU-003-001-C10-MG).

Valor Tamanho do

cDNA Proteina Acesso esperado cDNA (nt)
EUGR-PU-000-001-G07-MG Proteina Nbi-B [Linum usitatissimum] 0i|13509232|emb|CAC35336.1| 8e ™% 1888
EUGR-PU-000-005-H06-MG a. Proteina hipotética [Arabidopsis thaliana] gi[7268216|emb|CAB77743.1] 2e™ 1002
(dois agrupamentos contiguos) b. Proteina N2-B [L. usitatissimum] 0i[13509225|emb|CAC35332.1| 1e® 1135
EUGR-PU-000-010-D04-MG Proteina de resisténcia a ferrugem [L. usitatissimum] 0i|4588070|gh|AAD25976.1| 3e™”’ 746
EUGR-PU-003-001-C10-MG a. sem similaridade no banco mundial de dados (NCBI) - - 689
(dois agrupamentos contiguos) b. Proteina TIR/NBS/LRR [Populus deltoides] 0i|40644187|emb|CAC95120.1| 6e* 714
EUGR-PU-003-020-C11-MG Proteina M de resisténcia a ferrugem [L. usitatissimum] 0i|1842251|gb|AAB47618.1| 1e™ 711
EUGR-PU-003-042-F06-MG Proteina Rarl [Hordeum vulgare] 0i|6581046|gb|AAF18432.1| 1e™ 1171
EUPE-XY-000-035-C06-MG Proteina Nbi-B [L. usitatissimum] 0i[13509232|emb|CAC35336.1| 8e 1641
EUPE-XY-000-048-HO5-MG Subunidade beta do proteasoma 20S PBGL1 [A. thaliana]  gi|3421123|gb|AAC32074.1|] 1e™ 1659
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Figura 4 — Sequéncia traduzida do clone EUGR-PU-003-020-C11-MG de 228 aa (prt-01) alinhada com a proteina de resisténcia a
ferrugem (rust) codificada pelo gene M em linho de 1.305 aa, (gi|1842251|gb|AAB47618.1|) e com uma proteina da classe
TIR-NBS-LRR de Populus de 1.147 aa (gi|40644189|emb|CAC95124.1]). (azul = dominio TIR e vermelho = dominio NBS).
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(A)
> EUPE-XY-000-048-H05-MG (1.659 nt)

5’ CTTCTTTGCGCCCATCGT CGT TTGT CAGATCAAAACAGT TTACGCCCAGGAT GGAATCGCCGATAATGGAGACGAGGGGACAGCTT
TCGGATCTAGGGGEGAAAT CCTTCT GCGGAGCT GAAAGCGGAGCGCGAACCGGAAAGGGAAGCGCCGAGCGEGATGTACGACGT GT TCT
TGAGT TTCAGAGGGECGEGACACT CGCAACAACT CCACCGACCACCT CTACCGGACCAT GGAGCGCCAGT TGACCGCCGCTAACAGAGA
CAGCGAAGAGCT TCACGCCGGT GAT CGGAT CGACGAT CCCCT GAGAGCGGT CGECGAACCAAAGAT CCTCATACCGT TCCTCTCCGAA
GATTATCTTTGGAGCGATCGGCGCCTCTCCAAGT TCT TCCGGAT GACGAAGCT CAGCGAAT CGECCAGGAAGCGEGAGAT TCTACCCA
TCTTCTTTAAGGT CACGCCCT CGGACGT CAAGCT CAGGACGGAACT GT ACCT GAAGGACT CGGAGAAGCAT GAGCAGAGGTACCCCAG
GGTGCATGGCAAGGAT TTGAAGGAT TATGT GGAACAAGT CCCGGACT CCCGAT CTGGCGACTCTGAAAGAACTCTGTATCCATATGT G
ACGGGTACGT CTGT GCTGGCT CTCAAGT ACAGGGATGGGAT TCTGATGGCT GCTGACAT GGGAGGT TCTTATGGATCCACCT TGAGAT
ACAAAACTATTGAACGAATAAAACCTATTGGAAAACATTCTCTCCTGEGT GCGAGT GGAGAGATAAGT GACT TTCAGGAGATATTGCG
TTACCTTGATGAACTGATTCTTTACGACAATAT GT GGGATGAT GGGAAT TCCT TGGEGEECCCAAAGAGGT GCATAATTATCTGACT CGG
GITATGTATAATAGGCGGAACAAGT TCAACCCATTGTGGAACT CACTAGT TCTAGGT GGAGT TAAGAATGGACAAAAATATCTTGGCA
TGGTTAGCATGATAGGCGT GAGT TTTGAAGAAAACCAT GTGGCTACTGGGT TTGGCAATCACCT TGCACGGCCAATTCTTCGCGATGA
GIGGAACGAGAACT TGAGT TTTGAAGATGGT GT TAAGCT GT TGGAGAAGT GCATGCGCGTGCTTCTGTATCGT GACAGATCTGCAGT C
AATAAGCT TCAGAT TGTAAAAATCACAGAAGAAGGAGCAACAAAT TTTCCGCCCTACT CTTTGAAAACCT TCTGEGGCTTTGAATCGT
ATGAAAACCCCACT GT TGGT GAAGAAGGACCT CATTTGAAGAT GACCAACTAGAATAAAGCT GGATGAAGT CTGAT TCGGACCCAGCA
CGTTAGCTGGGATATGTCGT TGTGT TTGCT TCGCAGCT CCGTAT TAGCGGGGATATGT CCTTGT TGTATTTCCTTCTCAGCTATGTAT
TTTAGCAGICTATCCTTCCGT GGCCTTTCATGGEGECGT CGGT GGT CTGGECTGT CGGECGT CGGT GGT TTGGT GGCGCAAT TAGAT GGGAT
GTGGGCATCTCTTCTGATTCCTTTTCTGT TAACGT CTGAAACATATGGAGCT TTATGT CCCCCTAATATTTGGAACT TTATGTCCCAA
ACTTCGAATTTCTTGTGT TTCCGCCTTGCCCATGT GT TTCAGCGT TCTCTCACATTCAAACAAAAAAAAAAAAAAAA 3/

(B)
3'5' Frame 3
SLRPSSFVRSKQFTPRMt ESPI Met ETRGQLSDLGGNPSAELKAE
REPEREAPSGMt YDVFLSFRGRDTRNNSTDHLYRTMt ERQLTAA
NRDSEELHAGDRI DDPLRAVGEPKI LI PFLSEDYLWSDRRLS SKEF
FRMt TKLSESARKREI LPI FFKVTPSDVKLRTELYLKDSEKHEDQ
RYPRVHGKDLKDYVEQVPDSRSGDSERTLYPYVTGTSVLALKYR
DGI LMt AADMt GGSYGSTLRYKTI ERI KPI GKHSLLGASGEI SD
FQEI LRYLDELI LYDNMt WDDGNSLGPKEVHNYLTRVMtYNRRN
KFNPLWNSLVLGGVKNGQKYLGMt VSMtI GVSFEENHVATGFGN
HLARPI LRDEWNENLSFEDGVKLLEKCMt RVLLYRDRSAVNKLQ
Il VKI TEEGATNFPPYSLKTFWGFESYENPTVGEEGPHLI KMt TN
Stop NKAGStop SLI RTQHVSWDMt SLCLLRSSVLAGI CPCCI SFSA
Mt YFSSLSFRGLSWASVVWLSASVVWWRN Stop Mt GCGHLF Stop FL
FCStop RLKHMt ELYVPLI FGTLCPKLRI SCVSALP Mt CFSVLSHS
N K K K K K
(C)
5 3
1 =] 100 150 200 250
*

00 S50 41
e

Figura 5 - Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos (3’5’ Frame 3) do
clone EUPE-XY-000-048-HO5-MG. Este clone apresenta
similaridade a sequéncia de um gene R que codifica um dominio
TIR de P. deltoides associada a uma sequéncia similar a
subunidade beta do proteasoma 20S de A. thaliana. (A)
sequéncia do contiguo consenso; (B) possivel localizacdo da
metionina de iniciacdo (Met) e do cddon de terminacdo dessa
subunidade revelado pelo  ExPasy  Translate Tool
(www.expasy.org/ tools/dna.html); (C) figura representativa dos
dominios relativos identificados pelo programa Conserved Domain
Search (www.ncbi.nlm.nih.gov). ATG = codon de iniciacao; TAG =
coédon de terminacéo.
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Figura 6 —

STLPERALKLPRG FSI LLLASRLAQSL THSLAL TRPHL RPSSGAARVAKVRCQRI GCEA
----------------------------------------------- MERLRCQRI GCNA
---------------------------------- MSAETERSAAAPAPAPNRCQRI GCDA

ckkkkkkhk k. ok

SFSEDDNPEGSCRYHPAGPI FHDGVKEWSCCKKKSHDFSEFLA PGCKTGKHTTEKPSTK
TFTEDDNPENSCT YHESGPL FHDGVKKWSCCKKSSHDFSLFLEI PGCKI GKHTTEKPVI A
MFT DDDNPDGSCHYHPSGPL FHDGVKEWSCCKQRSHDFSLFLAI PGCATGKHTTEKPVTK

koo kkkk **k k% rkkekkkkhk ks kkkk k. kkkk*k **k *khk*k *kkkkkk*k

AVTATKTPSAAT SAATSAAPATNASSKESCARCRQGFFCSDHGSRTGKTNI DVAN- ANAE
NPAANRN- - - - - RAI PAPTSTTNVSPKEACPRCRQGFFCSDHGSQPREVI PKASNTVTSV
AVSL NSSKATPPKSAPVQSSKQ GVETEACSRCRQSFFCSDHGSQDKA(XPVAVNGTNTE

* * *************

PAVESSKDAQ SVWPQKRI | DI NEPQT CKNKGCGQTFKEKDNHEI ACSFHPGPAVFHDRM
PSESNTDI QQCHPAPVKKKVDI NEPQI CKNKGCGKTFTEKENHDTACSYHPGPAI FHDRM
SVQ<SS— - - - - VPEPKKKWVDI NEPRVCKNKGCGKT YKEKDNHDAACDYHPGPAVFHDRN

* 'k -***** ******* * 'k* *'k *'k -***** * Kk k%

RGWKCCDVHVKEFDEFMT| PPCTKGWHNADPASGAL RCSNKVL YGL YREL LEW.LSFAV
RGWKCCDI HVKEFDEFNS| SPCTTOWHNASPAS- - - = - - < = = =« = = === === === - -
RGWKCCDVHVKEFDEFMVEI PPCTKGWHNADAV- - - - < - = < = = === = === === ooz

khkkhkkkkhkk- khkkhkkkhkkk,k*x * **k*x *hkkk*%

Kl PLFSLI DMWSTMSRRYPASQLLALYLSLLLLCCETLFLDSGFFLLLKQFSRSFLVREV

Alinhamento da sequéncia de 382 aminoacidos deduzida da
sequéncia de nucleotideos do clone EUGR-PU-003-042-F06-MG
(prt-02) alinhada com as proteinas Rarl de tabaco (221 aa) e
cevada (232 aa) (gi|21552979| gb|AAM62409.1| e gi|6581046|gb|
AAF18432.1|, respectivamente). Este clone contém uma ORF
completa que codifica a proteina Rarl (azul = dois motivos
conservados CHORD de ligacéo a zinco, vermelho = metionina de
iniciacao).
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3.2. Identificagcado de clones BACs correspondentes aos cDNAs

Oligonucleotideos RGs (forward e reverse) foram usados na triagem da

biblioteca BAC, mas trés deles nao identificaram clones positivos para RGAs

(Tabela 3). Como esses oligonucleotideos s&do capazes de amplificar

sequéncias do clone G21 (E. grandis), é provavel que as regides genémicas

correspondentes a estes cDNAs nao estejam representadas na biblioteca.

Tabela 3 — Clones positivos resultantes da triagem com oligonucleotideos
RGs em biblioteca BAC. O tamanho dos insertos foi estimado
por eletroforese de campo pulsado (PFGE) apds digestdo dos
clones com a enzima de restrigdo Notl.

Clone Tamanho
Clones Oligonucleotideos = BAC aproximado
(forward e reverse) dos insertos
(kb)
EUGR-PU-000-001-G07-MG RGAO03 14-A08 170
EUGR-PU-000-005-H06-MG RGA09 14-H12 155
138-H11 160
153-G11 70
EUGR-PU-000-010-D04-MG RGA11 208-G01 20
EUGR-PU-003-001-C10-MG RGBO05 135-D03 180
137-E09 110
140-A07 280
143-F12* 90
171-FO1 80
EUGR-PU-003-020-C11-MG RGCO05** - -
EUGR-PU-003-042-F06-MG RGDO06** - -
EUPE-XY-000-035-C06-MG RGE12 27-C02 170
EUPE-XY-000-048-H05-MG RGF08** - -

* Clone selecionado para construcdo de biblioteca shotgun;
** Oligonucleotideos que néo identificaram clones positivos.

Foram identificados onze

oligonucleotideos RGs (Tabela 3). Amplificacdes por PCR

oligonucleotideos e todos os 11 clones

especificidade de cada oligonucleotideo, como verificado na

identificados

BACs positivos para os diferentes

utilizando cinco
confirmaram a
amplificagéo da

figura 7. Em todas as amplificacbes, o tamanho do produto de amplificacéo foi

0 mesmo para o clone BAC e o DNA gendmico de G21. Em um Unico caso,

onde foram utilizados os oligonucleotideos RGBO05 forward e reverse (F e R),

identificaram-se dois produtos de amplificaggdo no DNA gendomico G21,
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Andlise do produto de amplificacdo do DNA de todos os clones
BACs selecionados utilizando o oligonucleotideo RGBO05 (F e R).
As canaletas de 6, 7, 8, 9 e 10 representam o padrdo de
amplificagéo dos clones 135-D03, 137-E09, 140-A07, 143-F12 e
171-F01, respectivamente, revelados pela triagem da biblioteca
BAC de Eucalyptus grandis.. A primeira canaleta (G21) representa
os produtos de amplificagéo do clone G21 (dois locos com 1 e 1,5
kb) e a ultima canaleta (M) representa o padrdo de comprimento
de DNA 1 kb DNA Ladder (Promega).

<

i 137-E09*
:} 140-A07* [ RGBO05

‘E 143-F12 |e—
% 171-FO1

Tamanho do inserto dos clones BAC separado por eletroforese
de campo pulsado (PFGE) em gel de agarose 1%. Os insertos
foram liberados do vetor pCC1l por digestdo com Notl
(Invitrogen). As bandas inferiores, comuns a todas as canaletas,
representam o fragmento do vetor pCCL1 linearizado (8,12 kb).
M1 e M2 representam os padrdes A Hindlll e A Ladder (Biorad),
respectivamente. (*) Clones com sitio interno para Noftl; ()
Clone selecionado para construcao da biblioteca shotgun.
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de 1 e 1,5 kb, indicando que este par de oligonucleotideo foi capaz de
amplificar sequéncias de locos distintos. Corroborando para este resultado,
clones BAC equivalentes a esses dois locos foram identificados na triagem
(Figura 7).

O tamanho aproximado dos insertos, avaliados por PFGE, variou de 20
a 280 kb, sendo que quatro apresentam sitios internos para enzima Notl (135-
D03/RGB05, 137-E09/RGBO05, 140-A07/RGB05 e 27-C02/E12) (Figura 8).
Dentre os clones amplificados, o BAC 143-F12 (aproximadamente 90 kb),
derivado da amplificagdo com o oligonucleotideo RGBO05 (F e R), foi o
selecionado para construcdo da biblioteca shotgun. E um fragmento que possui
chance de conter pelo menos um gene que pode ser um RGA, ja que em E.
grandis estima-se a ocorréncia de um gene a cada 20 kb. Fragmentos maiores
gue 150 kb podem dificultar o estudo em funcdo de possuir muitos genes além
do que se propde e pela necessidade de gerar um grande nimero de clones na
biblioteca shotgun. Ja fragmentos menores que 50 kb tém maior probabilidade

de conter parcialmente um gene.

3.3 Sequenciamento da biblioteca shotgun do BAC 143-F12 e analise das

sequéncias obtidas

Foram sequenciados parcialmente 960 subclones do BAC 143-F12 e
foram obtidas 917 sequéncias (reads) com tamanho médio de 555 bases.
Excluindo-se as sequéncias do vetor, isto equivale a uma cobertura de
aproximadamente quatro a cinco vezes o tamanho do clone BAC 143-F12.
Apesar dessa cobertura, as sequéncias ndo se alinharam em um contiguo
anico. Foram obtidos 14 agrupamentos contiguos sendo nove similares a
genes que codificam diferentes proteinas conhecidas de plantas: quatro
tiveram similaridade com sequéncias que codificam fosfatidilinositol 3-quinase
putativa (CT03, CT06, CT08 e CT10); um a poligalacturonase putativa (CT11);
dois similares a poliproteinas putativas (CT09 e CT14); e dois a proteinas TIR-
NBS-LRR (CT12 e CT13) (Tabela 4 e Anexo 3). Cinco agrupamentos contiguos
nao apresentaram similaridade significativa com sequéncias depositadas
GenBank (NCBI).

Quatro contiguos tiveram similaridade com sequéncias que codificam
fosfatidilinositol 3-quinase (P13-K) putativa de cevada (CT03), de soja (CT06) e
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de Arabidopsis (CTO8 e CT10) (Tabela 4 e Anexo 3). A sequéncia de
aminoacidos deduzida dos agrupamentos CT08 e CT10 tiveram similaridade
com a mesma proteina PI3-K putativa de Arabidopsis, porém referem-se a
regides diferentes desta proteina (Tabela 4). O CT08 alinha na porcao inicial da
proteina (2-103) e o CT10 uma porcdo posterior (103-368). PI3-K fosforila
especificamente fosfatidilinositol na posicdo D-3 do anel inositol para gerar
fosfatidilinositol 3-fosfato (P13-P) (Drobak & Heras, 2002). Evidéncias sugerem
gque PI3-K esteja envolvida em processos celulares como cascata de
sinalizacdo RAS (que sao proteinas G com funcdo ativadora de vérias vias
moleculares), crescimento celular, trafego e secrecéo celular (Odorizzi et al.,
2000). Estudos recentes mostraram que PI3-k pode mediar eventos celulares
durante 0 movimento estomatico e também participar em fungcbes nucleares
(Bunney et al., 2000; Jung et al., 2002; Hernandez et al., 2004).

O contiguo CT11 foi similar a sequéncia que codifica poligalacturonase
(PG) putativa de Arabidopsis (Tabela 4 e Anexo 3). PG é uma das enzimas
envolvidas na solubilizacéo e reducdo do tamanho das cadeias de pectina, um
dos principais componentes da parede celular (De Veau et al., 1993).
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Tabela 4 — Agrupamentos contiguos da biblioteca de shotgun do BAC 143-F12. O resultado do Blastx-nr possibilitou verificar que os
agrupamentos possuem similaridade com quatro tipos de genes, sendo dois deles com similaridade a gene R. (* sequéncia

inversa).
Agrupamento Contiguo Proteina Acesso Valor Coordenada
esperado Query (nt) / Sbjct (aa)
CTO03 (3 reads-1.066 nt) Fosfatidilinositol 3-quinase [Hevea brasiliensis] gi|50404258|gb|AAT76869.1| 1e8 +1 = 676-903 / 112-188
+1=43-138 / 94-125*
CTO06 (16 reads-904 nt) Fosfatidilinositol 3-quinase putativa [Glycine max] gi|7434344|pir||TO7745 1et4 -2=133-2 / 573-616
CTO08 (24 reads-2.565 nt) Fosfatidilinositol 3-quinase putativa [Arabidopsis thaliana] ~ gi|24030195|gb|AAN41278.1| 3e™® +2 = 2099-2200/ 70-103

+2 = 665-748 / 43-70
+1 =289-399/2-38

CTO09 (28 reads-3.175 nt)  Poliproteina [Oryza australiensis] 0i|2443320|dbj|BAA22288.1| e  +3=126-1829/334-866
+2 = 1802-2296 / 858-1022*
+3 = 2295-2660 / 1060-1182

CT10 (42 reads-4.899 nt) Fosfatidilinositol 3-quinase putativa [A. thalianal) gi|24030195|gb|AAN41278.1| 4e™ +1 = 445-654 / 156-225
+2 =194-355/ 103-156*
+3 = 3771-3950 / 285-344
+3 = 2328-2504 / 226-285
+2 = 4313-+4420 / 333-368

CT11 (61 reads-5.931 nt) Poligalacturonase putativa [A. thaliana] 0i|42562835|ref[NP_564758.2| 1e”’ -1 =3446-2937 / 277-409
-3 = 2814-2416 / 409-539
-1 =4673-4530/ 139-186
-3 =4377-4228 / 181-232

CT12 (175 reads-16.712 nt) Proteina Ngc-D [Linum usitatissimum] 0i|13509207]emb|CAC35321.1 e +2=2432-3595/307-638
+2 =500-946 / 31-184
+3 = 4401-5510/ 648-1068
+3 = 2052-2333 / 181-276
+3 = 4449-5399 / 789-1076
+3 = 3705-3818 / 148-685*

ra +2 = 1712-2848 / 185-557

+2=470-913/31-183
+1 = 2980-4464 / 555-1063

CT13 (216 reads-20.788 nt) Proteina N1-D [L. usitatissimum] 0i|13509221|emb|CAC35330.1] 7e

CT14 (240 reads-18.332 nt) Poliproteina putativa gag-pol [O. sativa cv. japonica] 0i|31249704|gb|AAP46197.1| 1e° +3 = 2757-3223 / 408-596
+1 = 3325-3996 / 635-858*
+1 =1825-1983 / 228-289
+2 = 2633-2770 / 367-412*
+3 = 3996-4079 / 859-886*



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=50404258&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=07434344&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=24030195&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=02443320&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=24030195&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=42562835&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=13509207&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=13509221&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=31249704&dopt=GenPept

Os contiguos CT09 e CT14 apresentaram similaridade com sequéncias
gue codificam poliproteinas putativas em diferentes espécies de arroz (Tabela
4 e Anexo 3). O contiguo CTO09 apresenta similaridade com a sequéncia do
retrotransposon RIRE1 (Rice RetroElement) de Oryza australiensis (espécie
selvagem) e o contiguo CT14 possui similaridade com a sequéncia da
poliproteina gag-pol putativa (parte de um retrotransposon) de O. sativa cv.
japonica (espécie cultivada). Retrotransposons sdo elementos moéveis que se
movimentam no genoma por meio de uma molécula intermediaria de RNA que
sofre transcricdo reversa. As sequéncias do CT09 e CT14 sao similares a
retrotransposons do grupo Tyl-copia que possuem uma regido LTR (long
terminal repeat) que se localiza nas extremidades da sequéncia, o qual néo
codifica nenhuma proteina conhecida, mas que contém promotores e
terminadores associados a transcricdo dos retrotransposons LTRs. Na regido
intermediaria, flaqueada por dois LTRs, existem dois dos trés maiores genes
dos retrotransposons LTRs: gag e pol. O gene gag codifica uma proteina
envolvida na maturacédo e empacotamento do RNA, além de codificar proteinas
gue auxiliam na integracdo de sua sequéncia no genoma. Proteinas
codificadas pelo gene pol sao poliproteinas que séo clivadas em peptideos
funcionais como protease, transcriptase reversa, RNase H e integrase
requeridas pelo retrotransposon. Estas sdo auxiliam na transcricdo do elemento
de transposicdo, dando origem a um RNA, no seu empacotamento em
particulas, na conversao do RNA em DNA fita dupla e na inser¢cdo desse cDNA
em um novo sitio genémico (Noma et al., 1997; Kumar et al., 1999).

Dois contiguos apresentaram similaridade com genes do loco N de linho
que codificam proteinas da classe TIR-NBS-LRR. O contiguo CT12 e CT13
foram similares aos genes que codificam as proteinas Ngc-D e NI1-D,
respectivamente (Tabela 4 e Anexo 3). Em linho existem cinco locos
relacionados a resisténcia a ferrugem: K, L, M, N e P. Trés genes, (N, N1 e
N2), com diferente especificidade de resisténcia a ferrugem, estao localizados
no loco N, e foram identificados em diferentes genotipos de linho (Islam &
Mayo, 1990) Uma baixa frequéncia de recombinacao foi encontrada entre os
genes N e N1, sugerindo que seja um loco complexo (Flor, 1965). No
isolamento de genes TIR-NBS-LRR derivados de uma sequéncia gendmica de
15 kb da linhagem Forge de linho, Dodds et al. (2001) encontraram quatro
candidatos a genes N (Ngc-A, Ngc-B, Ngc-C e Ngc-D). Introduzindo o gene
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Ngc-D em linhagem suscetivel a racas de ferrugem reconhecidas pelo gene N
de linho (Ward), esses autores demonstraram que a presenca desse gene foi
suficiente para conferir resisténcia a varias racas de ferrugem do linho, o que
nao foi comprovado para os genes Ngc-A, Ngc-B e Ngc-C.

A ORF contida no contiguo CT12 é dividida em oito éxons e oito introns,
incluindo um intron dentro da sequéncia que codifica o dominio NBS (Figura 9).
A sequéncia dos introns obedece a regra de GT/AG, que sao conservadas em
suas extremidades. Para o contiguo CT13, representado na figura 10, a ORF
apresenta quatro éxons e trés introns, que também possuem as sequéncias
conservadas GT/AG em suas extremidades. Essa ORF apresenta tanto o
cbédon de iniciacdo (ATG) quanto o de terminacao (TGA).

A sequéncia dos contiguos CT12 e CT13 contém sequéncias que
codificam para os dominios conservados de proteina R. O agrupamento CT12
possui sequéncia que codifica uma ORF que contém dominios TIR e NBS (NB-
ARC), e um dominio LRR truncado (Figura 11A). JA4 o agrupamento CT13
possui uma ORF tipica de uma proteina com os dominios TIR-NBS-LRR
(Figura 11B).

Uma comparacgédo, por meio de alinhamento, foi realizada entre a
sequéncia de aminoacidos do CT13 e seis proteinas com maior similaridade
com a ORF encontrada nesse agrupamento contiguo (Tabela 5) para verificar a
conservacdo dos dominios TIR-NBS-LRR. Foram observados aminoécidos
conservados no agrupamento contiguo C13 relacionados com estes dominios
(Tabela 6 e Anexo 4).

A subclasse de proteinas com dominios TIR-NBS-LRR €é a mais
frequentemente encontrada em dicotiledoneas (Lescot et al., 2004). Acredita-se
gue o dominio TIR, gque normalmente possui 200 residuos de aminoacidos,
esteja relacionado com processos de sinalizacdo celular devido a sua
similaridade com dominios citoplasmaticos das proteinas Toll de Drosophila e
IL-1R de mamiferos (Hammond-Kosack & Jones, 1997; Cannon et al., 2002;
Martin et al., 2003). A regido N-terminal do CT13 possui similaridade com
sequéncias que codificam o dominio TIR, contendo 139 aminoacidos. Neste
dominio foram encontrados os motivos TIR-1, TIR-2, TIR-3 e TIR-4, que sao
tipicos desta regido (Meyers et al., 1999; Young, 2000). A presenca de
dominios NBS sugere uma possivel ativacdo de uma quinase ou atuagdo como
uma proteina G (Hammond-Kosack & Jones, 1997). O dominio NBS do CT13,
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com 305 residuos de aminoécidos, incluem regides altamente conservadas,
como estrutura P-loop (GxxGXGK(T/S)T), quinase-2a (LxxxDDVW), quinase-3a
(GxxxxTxR), e o dominio hidrofébico (HD) (GLPL(A/T)L. (van der Biezen &
Jones, 1998; Meyers et al., 1999; Young, 2000; Dinesh-Kumar et al., 2000;
Dilbirlig et al., 2004). O dominio LRR, também identificado no CT13, possui de
9 a 41 repeticdes imperfeitas, com cerca de 25 aminoacidos consensos. E uma
regido com um menor grau de conservacao quando comparado com a regiao
N-terminal de uma proteina R, contendo motivos ricos em leucina (XXLXLXxXx)
(van der Biezen & Jones, 1998; Young, 2000; Ellis et al., 2000; Cooley et al.,
2000) (Tabela 6 e Anexo 4).

Tabela 5 - Proteinas com maior similaridade com sequéncias de aminoacidos

deduzidas do agrupamento contiguo CT13 que foram utilizados no
alinhamento com o programa ClustalX (1.83).

Proteinas Valor
esperado
.0i|13509221|emb|CAC35330.1| Proteina N1-D [L. usitatissimum] e
.0i[22329811|ref|[NP_174037.2| Proteina putativa de resisténcia a doengas et
(classeTIR-NBS-LRR) [A. thaliana]

.0i|10121908|gb|AAG13418.1|AC000348_15 T7N9.23 [A. thalianal] et
.0i[37574597|gb|AAQ93075.1| Proteina TIR-NBS-LRR [Malus baccata] et
.0i|40644189|emb|CAC95124.1| Proteina TIR/INBS/LRR [Populus deltoides] e 1%
.0i|51477390|gb|AAU04763.1| MRGHS8 [Cucumis melo] e




Tabela 6 — Aminoacidos conservados no agrupamento contiguo CT13.

Dominio Motivo Sequéncia
TIR TIR-1 176 YEVFLNFRGADTR g5
TIR-2 225 IGAELLQAIENSKIYIPIFSANYASSCWCLRELAYMAEC
TIR-3 276 ILPIFLDVEPVDVK 289
TIR-4 325 WQKALIAVG 333
NBS P-loop/Quinasela 408 FLVIHGMGGVGKTTLTKVVFN 428
Quinase-2* 2901 KVLIVLDDVD 500
RNBS-B/Quinase-3 5,53 SSRIITTRY 5,7,
HD 591 GKLPLALEVTGSSLSGR 7
LRR Motivo 1 930 LMRTPDLSMLVSLERLILEGCR 45
Motivo 2 1010 LDALTEILMPHSSYAFKL 44,7
Motivo 3 1037 LLTLDVSHSWIGMLPDSIGNLKSLLTL 1064

Classificagdo dos aminoacidos:
- Aromaticos F,Y,W,H
|

- Alifaticos .V, L

- Hidrofébicos A G MCKR,T
- Positivos H, K, R

- Negativos D, E
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(A)
>CT12 (5.470 nt)

5' ATGGCGT TTTCCGGECGAACGCCGACCT CTCGACTGCTCTCTCCCT CCCGAGCT CACCT GCGAGACT CCCT GCCCCAGCCTCAAGCT
CTACTTCCTCATCGGAATCCTCAGCCTCTCTGCACTCTCCATCGCTCTCCTTATATACCTCTGCGT CCTTCTCAGCCGGACCTCGAAG
AAGCCCGAAGT GCCAGCAAAAGGCGACGAAT TCTCGAGAAT CAGATGGACCT TTCTACGAGGT TTTTCTAAGT TTTCATGGACGAGACA
ACCGTCATGGATTCACCCGATTTTCTTTACCGT GGCATGGT TGAGACCGGGATCCTCGTCTTTAGGGATAATGAATCCCTCCATGT CGG
TCAAAGAAT CGGCGATGAACT TCTACAAGCCATCCAAAACT CCAAGATCTACGT TCCCATATTCTCTGAGAATTATGCGT CGAGT CAC
TGGTGCCTCCAAGAGCT TGCATATATGGT TGAGT GCACCTCCAAAT CTAATGGGAAAAAAGAGATTTTGCCCATTTTCTTGGATGT GG
AGCCT GATGAT GT CAAGCT GAAAACAGACT TATACCGCAAAGAT CT TTCAGCGCACCAGAAAAAGT TCCGTACTGAAGT TGAATCATG
GAAAAAGGCT CTCATTGAAGT GGACGAGATAAAGGCGATGGAACT GGAGGAAAGATGAACGgtaaat t ct aaaact tt t caat t at cat
ttgtagatctcattttcctctctatttagtttaattgecagtgttgcggat gaaaaattattatttcattcttttcatttttctcctat
tttctaattttatttcgattttcaccgt gtttaagtat gaaagagagttttcttaaaaattgagat aaaaat at at caat cgcat aaa
aat cat gt gcact acact gct aacgacaaagct aat agagagat aacagt t t t aacagaat aaaagt gcaggaaat at t gt at aacag
ttgaat gttt cagaat aaat gt gt act acct gt acttt aaggggattttgtgtagtgtcctcttgtatctttcatcctcacttatatg
gcagtgcgattttttactttcgatttcataagcattgaat aaaaat acagaagt at aagggccagt ggat gttt aaggaattt agaat
gaaat gatt act t aaaaaggt gaaaagct ct cggcact att gt ggcgat cgct cct agcagCTCCACCAAGCCGCCGECCAGCCATCA
GCTCTCCGT CAGI CCCTGCCACTTCTTTGT CACCAGCCCGACACCAAGCCACCAGAAGCCGCCGCCGAGCCT TCTGGECCCCCACCCTT
TCTTTCTCTCACTCAATGGECGAGT CGGAT TCEGCCTCGEGATGT CGGgtet aagat caccaagcccat at ccagegt cgeccgagcettg
ggct accccaaat ct agTGI TAGCGAAGGCCAGCAAAGCCAT CCCCAGT GGT CGCAAGGCTGCAACCCACT TGACT TGAAGGAGAGEC
AAGCCCGAGAT GGECAGGT GGAT GEGGT GCAT CAGGCGGCGGECACT CGAAT GTGACAGT GATGGCCCGGEGEGAGg tgagcaacgt t at ¢
ggcggcet t ggt aat ggcaggggccgacggt ggt gat gact aaat t ggggt agt ggagat agact ggggaaattttgattgttttagcg
tctagatgtttttgecgtaatttctgcaaatt ggaaggat aatt gagt cacttagggagtagttttgcaat ataaggtatattcttaga
acggttgttacgttttt gcagGCAAGCAGATCTGACACAATCCATAATTAAAACT GTGT TGGATAAGCTGAAAGT CAGATATAAAAGG
ATTGTGCCTGAAGATCTAGT TGGAAT TGACGAT TGT GTGGAAGCTATAAT CAAAATGT TGCGATTTGAGATCTAGTAGCGTACAATTTC
TCGGAATCCACGGAAT GGGCGGAAT TGGCAAAACAACACT TGCCAATGTCATTTTCAACTGCCTGTCTTCTCACTTTAAAGACTGTI TA
TTTCCTTCCAGATGI CCGAGAGT TGTCACAACGCAATGGACTGCCATATTTGCAAAAATTGTTGCTATCCAAgtt cet t ggt t ct agt
tctcatcttgacaat att caacacacggat gaggggat aacat gat aaagagagtt ctt ggggat agAAAAGI TCTCATCGTCTTGGA
TGACGT GGACGGGAAAGAGCAACT CAAAAGT CTAGCAAAAGAAGGT GATTGGT TCGGT TCTGGTAGTAGGATTATCATAACTACTAGG
GACCAAAGGGT CTTAAGGAT TGT GGGAGAAGCAACAGGT GAAGGCCATTTAGAAAAGT CTACAAAAGT TTTGACT TACGAAGTACGT G
AACTAGAATTTGAAGATGCTCTTAAGCT TTTTCGTAAGCATGCCT TTAGAAGAGACT CTCCACCAGATCATTATGGCTCCCTTTCAAA
TGAGATTGTCTCCACTTTGCGAATGCTTCCTTTAGCCCT TGAGGT TATAGGT TCATCCCT TAACAAT GAACCCAAAGAAT TCTGGGAA
GCCACGT TGAAGAAGCTAAAAGAT GCTCCTCCCGAT GAAGT CCAAAGT AAATTGATGATATCTTTTGATAAGT TAAATAATGAACAAA
AGCAAGTATTTTTGGATATAGCTTGT TTTTTTGI TAATGAGGATAAAACATACCCTCTTCATATGT GGGATGCCTATGGATACCATCC
AGACGT TGCCATTAAGGTCCTCTTGCTCATGT CCTTGATCAAAAT TAAAGAT GCCAATACT TTTTCGATGCATGATCAAGT GCGAGAC
CTTGGAAGGGAAAT TGTACGT CAAGAGAACAAAGAAT CCTGTAAGCGT AGT AGAGT GTGGAAT CATGAGGATGCCT TGAACATTGTGA
AGCAAAAAAAGgtat agaaagggt at agcaatttaatttcatgtgaatttttgtagattattcttgcaaaaggaaaatttaaat gcta
ttggcgcettgcagttgecttgattttgaccat cacacgtggacttcttggtgtttccatt ct cagCGAAGTAAGAAAATAGAAGCACTG
TCAGT TGGATCTGGAT TTGAGCGGEGAAGT CATTATTATGAAGGATGATCAAT TTGCTGAT TTACGAAACCTGCGGT TCTTTCGT GGG
GAAGGGTGTCCTTCGT TGGAGATTTCAATAATCTTCTCTCAAATTTAAGATGGT TTTCTAACTGTTATTGT TCTTCTATGCTTGAGEC
AAAAAACTTTTGTCCAACTAATTTAGT CGT TCTTGAACT TCGATCCAGCGACATTTCAGAAAAAAATATTGATTGGATCAAGg tat ga
tacgagtctcactccttgtattcataaatcgtttcttttaatttttttttctttttaggtcatttct caataaatgttatatcaaatt
gttctgcaagt agcaaggaaat t aaacgt cct agat ct t aaaggct gct at aact t aaggagaacact agat tt at ct at gt cggt gc
ctttggagattttgagcttatatagttgttgaattttggaaagtattgatttgattaaagtat gatacaagtcccacttcttatacac
gtaaatcgcttcttttcatttttttt gt agGCCGTTTCTCAAAAAATATTTTATCGAATTGT TTTGCAGGCAGCAAGGAAACTAAAAG
TCCTAGATCTTAGCTTCTGCTATAACT TAAGGAGATTGCCCGATTTATATACGT TGGTGTCTTTGGAGATTTTGACATTAGCAAATTG
TGCACTTTTGGAAAGTATCCGATTGGATCGAAgtacgat aggagt ct cactccttgtattcataaatcatttctttttatatttttttg
taggtcatttctcaataaatattattgttttgcaggcaccaaggaaact aaaagt cct agat ct cagct act gccaacact t gaggag
attgcccgatttatctacgttggtgtctttggagattttgaaatt aat agattgtgaacttttggaaagtatcgattggat cgaagta
cgatacgagtctcactccttgtattcataaataatttatttttatatttttttgtaggtcatttctcaataaatattattgttttgca
ggggccaagggaaat aaaagt ctt agat ct cagcttat gctttaactt aaggagagt gcct gatttaactacgttggtgtctttggag
attttgagattatgttattgttcaaagATAAAGAAACT TCCAGACT CGATTGGGAAATTACAATCATTAATCGAGI TGGATTTGITAG
AAACGAATATTGATCACCTACCGGATTCAT TCAACAAT CTAAAGCAACTAACAACACT TAGGATGATGGACATTAAGGGAGCGT TGAC
AAAATTACCTAGT GCGATCTGGT TTGT TCAGT TAATGGCTTATTCTTTTTCGT TCCACGGTAATAAGCTGTACTGT TTGAAAATGCCA
GACTTGTCATGGACCCAAATATTTGGAT TACCCACCGT GGCGAGT CTCGT CTCTAATAT CCGT GCACT TCGGAT GGACGCGT GGTATA
GCAGACGGCCCAACT TTTATTGGGAGTACCT CGAGCGTAGCAAAT CTCAGAGGGAAAAACAAATAT TGGCCTCCCCAAACATGCGGT T
CCTCCTCCAGCTCCCGTCTAGT TTAAGAGACTCAATATTTCGAGAAGT GTGGAGT CTGGGTAACTGTCATAATCGGGTGCCGATATTC
GITGGTATATGT GATTCGGAGT TGGAGAAACT CCATCTGCAGGAT TCCACGCT TTCAAGACGGAT TGAACAGT GTTGGCTGAGAAACA
GGAAATTCCCGT CCAGATACCGT CGGAGGAT TCGT CGACAGCGGCAT CAGCCCACGAAAGCACT TGAGCCGT CGCATATGAAGAATCT
GCAAGAGGTAGATCTGT TCGAATGCGAGCTACTAGT CGAGAT TCGCGGCCT CGAAGAAT TGEGATCCCT TTCATCCCT TGCGGT CGCA
TATTGTAGGT CGATCGAAAGGAT GCCAGACCTATCGAAAT CGAGGAAGCTAAGGGAGCT TCGAGT GGGAAAAT GTCCGAAGCTAAGAA
GCATGGAAGGT TTGGACCGCT TGGAATCTCTAAAGT GT TTGCGGAT TCACGAT TGCAGGT CTTTGGAGAGT CTGGT GGACACCT CGAA
TTTGGATTTAGAATGI TGCCTGATTGT CCGT TGCAAGCGGT TGCCCGACCGT CGCAAT TATTGTAAACGT GGCCGGGGT TGCTATTGT
GAGATCCTTTTCGAGGEGT TATGGAAAT CT GACCCGAT GGAAGT CCAGCAAGT AT TACAGGGACACCCGGATGT TGCGCCAgtaagga
atttagaacatggcttggtttttgtgcttggtgtagccattttgtttgttttcttgttgttctgtttttttgtt ctat gaaaaaggct
ttctcccggacaaata 3'

5 3
(8) [ ——{ H N H = —
Figura9 - (A) Sequéncia de nucleotideos representando parte da regido
codificadora do CT12. Em minusculo estdo representados 0s oito
introns e em mailsculo estdo representam os oito éxons. (B)
Diagrama esquematico do CT12, onde os retangulos representam

0S éxons e as linhas os introns. (vermelho = sequéncia similar ao
dominio TIR; azul = sequéncia similar ao dominio NBS).
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>CT13 (4.226 nt)

5 ' ATGGAGAAAGGCACAAAT TCACGGGCATCATCCGGATCTTCATATGAGGT TTTTTTGAAT TTTCGAGGAGCAGATACTCGTAATGG
ATTCACCGATTTTCTTTACCATGGGATGGT TGGT GCTGGAATCCT TGTATTTAGGGATAGCGAATCCCTCCATGT TGGT GAAGAAATT
GGTGCTGAACTTCTACAAGCAAT TGAGAACTCCAAGATTTACATTCCCATATTCTCTGCAAATTATGCCTTCAAGI TGT TGGTGICTTC
GAGAGCTTGCGTACAT GGCCGAGT GCACCT TGAAAT CAAAT GGGAACAAGGAGAT TCTGCCTATTTTCT TGGACGT GGAACCTGT TGA
TGTCAAGCTAAAAACAAACT TATATAAACAAACT CTTTCAAAGCGCCAGAAGACGT TTTGCAGT GAAGCAGAGT CATGGCAAAAGCECT
CTCATTGCAGT GGGCAAGATAAAAGGATGGAACT TGAAGAAAGATGAAAGgtgaat gt ct t aaact ttt cagt t gt t acgt agatttc
ttcttccececectaattagttcgtttgecagtattgttggt gaaaattatagtttattcatctcgtcaagcat gggattctcat gggtag
tagccaat agcggccgacaccaat acggt ggt ggcacaccttacccattctaattctttttctcctctcactttctatctctgacata
gt agccacgaat agt aacat ct t gagcagct t caccaagccgccagccagccact gct acaact cat ccat caat cat cgccatttct
ttgtcgccgecct gacaccaagcggccagaacct gccgt gaccat ccaaact cccaccctttctat ccttcact cact ggt aagt cag
attcaggctgggtttgacgtcaccttgcctatatcttgcattgccacccttggggaccccaaat ct ggt gt ct cct aaagccggcgat
t gcaaggccacgacccat gt gacgt ggaggat t gagat aaggct gt gat ggcgggt cgat t gggt gt gat ggt caaggact ct ggaat
gcaat ggt gat agt gcagggaggcaagt gat gt caacagt ggcat gat ggt ggcagaggct gacggt gat ggt gat t gaagt t gggga
gt ggagagagat t gaaaaaat cagaaattcttagcatctagattttttttcttgctaatttcct caacat gt gagggcaattgaatca
cttgagaagtagctttttacaacattaaagttgtccttaacatggttgttacat cat ggcagCCAAGTAGATTTGATCCAATCGGTAA
TTGAAGCTGT TTTGGT TAAGT TGAATGT CGGATATAAAAAT GT GACT GAGCACCTAGT TGGAGT TGATGATCGT GTAGAAGCTATAAT
CAAGATGITGGACATGGAATCTGATGATGT GAAAT TTCT CGT GAT CCAT GGAAT GGGAGGT GT TGGCAAAACAACACTAACCAAAGTC
GICTTCAACCGATTTTCTTCTCGGT TCCAAGGCTGCAATTTCCTTTCGGATGT TCGAGAGT CATCAGAACGACATGGCCTGGTACATT
TGCAAAAACAATTGT TATCCAAGT TCCTTAATTGT TGT TATGT TGACCAAAT CAGT GAAGT GGATCATGGAATCAACATGATTAAGAG
GGTACTTCATAATAAAAAAGT TCTCATTGT TCT TGACGAT GT GGATGAAAACAAGCAGCT GAAAAAT TTGCCAGAAAAAGGAAATTGG
TTCGGT TCTAGTAGT CGGATTATCATTACTACTAGATACAAAAGT GTCCTAATGATTGAT GGAGAAGCGACAAGT GAATGTCCTATAA
AGTGTGCAAATGT TTTGATTTATGAAGT ACAAGAAAT GGAAT TTCGCCACGCTCTTGAGCT TTTCAGTAGGAATGCCT TCAGGAGAGA
CTTTCCATCCGATGATTATGT TGACCT TTCAAAAAAAGT TGTCTCCACT TTGGGAAAGCTTCCTTTAGCTCTTGAAGT CACCGGT TCA
TCCCTTTCTGGTAGATCCAAAGAAT TTTGGGTAGACACT TTGAAGAAGCTAGAAAAAGCT CCTTCCATAGAAGT CCAAAAAACATTAA
GGATAACTTATGAAAGGT TAGATGATGAACAAAGGCAAGTATTTTTGGATATAGCTTGT TTTTTTGT TAATGGGGATAAAACCTATCC
TTGCTACATGT GGGAGGACT GT GAATACCACCCGTACAAT GCCATTGAAATCCTCCGT CTCATGT CCTTGATAAAAATCAAAGATGAC
AATACCT TTTGGATGCATGAT CAAGT GCAGGACCT CGGAAGGGCAAT CGT TCGT GAAGAGAAT TTCAAAGAACCT CGCAAGCGTAGCC
GAGTGTGGAATCATCAGGAAGCCCTGAGCATTCTGGAGCAGAAAAAGgtgt cgaaagggaat tt caacttattttcct gt gaatt gt t
gtggcctattcttgaaaaaggaaaaaat catccctattagcgcttgaaattgtttgcttttgaccttcacatgtgacttcttggtgtt
t ccat cat t agGGAAGCGAGGAGATAGAAGCACT GTCACTAGGAT CTCGT GGAGT CATCGTAACGCCT GGTGAAGT TGCTAATTTACG
ACACTTGAGGT TCT TGGATGGGAATGAGATGT TCCTTGT TGGAGACT TCAATAATCT TCTCTCCAATTTAAGATGCCTTTCT TGGCGA
TGGTGCCCTTTCGAGT TTGTGECAACAAACTTTCATCTGgtcaat t t aat cgt t ctt gacct t t cacat agct at gt at ct gagaaat
ggat t ggct ggaaccaaat caaagt at gat acgagt ctcactccttgtatataagtatattttctcgtctttctcattttttttccct
ataaatcgtttcttaatatatatatttttt gt agGTGGCAAGTAAACTAAAAGTACTAGATCTCAGTAATTGCAACAACT TAATGAGA
ACCCCTGATTTATCTATGT TGGT GT CCTTGGAGAGATTGATTCT TGAAGGT TGTCGCAAT TTAATTAAAATCGACCCT TCCATCGGAA
AATTAAAGCTCCTCAATGCCTTTAAACT TGAATGGATGT CACGCT CTTGAAGGAT TGCCT TACGAAATAGGATGT TTAGATGCTTTGAC
GGAGATTCTCATGCCTCATTCGT CATATGCAT TCAAACT TCCGGAGACGAT TGGTAATTCGAAGT CATTGT TGACCCT TGATGTATCA
CATAGT TGGATTGGCATGCTACCAGACTCGATTGGTAATTTGAAGT CATTGT TGACCCT TGATGTATCACATAGCT GGATCGGCATGC
TGCCAGACT CAAT TGGAGGGCTGEGGAAACT TAGGCGGT TGAATTTATTTAAGT GT TTAAAGATAAAGAAACT TCCGGACTCGGT TGS
GCAATTACAATCATTAGTCGAGT TGGATTTGT CATCAACAAGT TTGGGACACT TACCT GATTCAATCGGCAATCTAAAGCAATTGACA
GTACTTAGGATGAGCCACATAATTGGGATAACAAAAT TGCCAAGAGCGAT TGEGT TGCTAGAGAAGCT TGAAGAGT TAGAAGCTAGT G
GATGTCACCACT TGACCGGCGAGAT CCCTGAAGAAAT TGEGAGGT TGTCTCATTTAAGGATCTTAGACT TGTCATTCACACGTATATC
CAGATTACCCATCACTGTGCATTACCTCTCTAATCTCCAAACACT TAATCTAGAATCATGT TCTAAGCT TAATGAGT TGCCACAGCTT
CCCCCAAGT TTGAGT TGTCTAAGGTGGACCT TTAATACTCTCAAGT TTTGTGGAAATAGGACATATATGCTAGAGCGGGACTCTCCTT
GTICACTCTAGCATCGTACCCCTATATGAGGT GGAAGAAAGACAGCGAT TTTGGECCCCAGCTCCCGTCTTCTAGT TTAAGAGAGT TGGA
AGTTGGAAATCTGT CATTTAGACAACGGT GGGATTATTCCCGT TTGAGCAACT TGT CAACCT TGCGATTACAAAGT TGT TCGATGT CA
GAATTCCTTTGT GTGAGCCCT GAGGT GGT CGAGCGCT TGACT TTGT TGGAACAAAAAAGGCAAT TGGGTGTGGT TCCGT TTAAAATGT
GCCCAAGAGCACT TCTTCTATTAGCACATGAAGAT TCTGGAAGAGGTAAATCTGT TTGGATGCTCCT TGT TAGT CGAGATCTGEEECC
TTGA 3'

5 3
(B) [(HN— N ~ N |

Figura 10 - (A) Sequéncia de nucleotideos representando a regiao
codificadora do CT13, que possui similaridade com genes R
da classe TIR-NBS-LRR. Em minusculo estdo representados
os trés introns; em mailsculo estdo representados os quatro
exdns. (B) Diagrama esquematico do CT13, onde os
retangulos representam os quatro éxons e as linhas os trés
introns. (vermelho = sequéncia similar ao dominio TIR; azul =
sequéncia similar ao dominio NBS; rosa+ sequéncia similar ao
dominio LRR).
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[ TIR ([ NB-ARC ) OS50
Dominio Acesso e-value
smart00255, TIR, Toll - interleukin 1 - resistance gnl|CDD|22729 le-21
pfam00931, NB-ARC, NB-ARC domain gnl|CDD|24492 2e-27
C0G4886, Leucina-rich repeat (LRR) proein gnl|CDD|14020 0.001

1 200 400 B0 oo 1056

TIR [ HB-ARC ] | COG4386 ]
Dominio Acesso e-value
smart00255, TIR, Toll - interleukin 1 - resistance gnl|CDDJ|22729 le-20
pfam00931, NB-ARC, NB-ARC domain gnl|CDD|24492 1e-33
C0OG4886, COG4886, Leucine-rich repeat (LRR) protein ~ gnl|CDD|14020 8e-10

Figura 11 — Representacdo dos dominios TIR-NBS-LRR dos contiguos (A)
CT12 e (B) CT13. As respectivas tabelas contém os acessos e e-
value, enfatizando similaridade dos dominios. Os dominios foram
identificados pelo programa NCBI Conserved Domain Search
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Structure/cdd/wrpsb.cgi).
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho foram caracterizados oito cDNAs de diferentes
bibliotecas do projeto Genolyptus, com similaridade a genes R e ao gene Rarl,
envolvido em resposta de defesa. Baseados nestes cDNAs uma triagem foi
realizada em uma biblioteca genémica, que possibilitou a constru¢cdo de uma
biblioteca shotgun de um BAC visando determinar a estrutura completa de pelo
menos um gene similar a gene R.

Os oito clones cDNA caracterizados apresentaram similaridade com
proteina RAR1 ou proteinas R, mesmo aqueles sem um agrupamento contiguo
anico (EUGR-PU-000-005-H06-MG e EUGR-PU-003-001-C10-MG) (Tabela 2).

Os dois clones citados, mesmo com estratégia de primer walking e
subclonagem, formaram dois agrupamentos contiguos cada (EUGR-PU-000-
005-HO06-MG (sequéncias de 1.002 e 1.135 nt) e EUGR-PU-003-001-C10-MG
(sequéncias de 689 e 714 nt)). Isso ocorreu em funcéo dos insertos desses
clones serem grandes (estimados em 2,4 e 1,9 kb) e dos oligonucleotideos e
enzimas de restricdo utilizadas ndo terem gerado fragmentos menores que
abrangessem a regido mais interna dos clones. Subclonagens
complementares, utilizando outras enzimas de restricdo e/ou a utilizacdo de
novos oligonucleotideos no sequenciamento podem levar a obtencdo de
sequéncias que abranjam regibes mais internas desses dois clones,
possibilitando a obtengdo de agrupamento consenso Unico. Apesar de se ter
obtido dois agrupamentos, foram feitas comparacdes dessas sequéncias com o
bando mundial de dados GenBank (NCBI), assim como para 0S outros
agrupamentos obtidos neste estudo, onde se confirmou a similaridade com
genes R e com a proteina Rarl (Tabela 2).

Os cDNAs similares a genes R ndo possuem a sequéncia completa de
genes R. Todos os cDNAs possuem sequéncia codificadora da regido N-
terminal, onde se encontram os dominios conservados TIR-NBS, mas néo

possuem a sequéncia correspondente a regido C-terminal (Figura 4). Os
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insertos, com tamanhos entre 711 e 1.888 nucleotideos (Tabela 2), nédo
possuem sequéncia suficientes para codificar uma proteina R completa, o qual,
geralmente, possui genes com cerca de 3.000 nucleotideos (cerca de 1.000
aa).

Curiosamente, o clone EUPE-XY-000-048-H05-MG (1.659 nucleotideos)
contém uma regido que codifica um dominio TIR na porcdo N-terminal da
proteina associada a uma ORF similar a subunidade beta do proteassoma 20S
(Figura 5). Nao foram encontrados relatos de um proteassoma associado a um
dominio TIR. O proteassoma 20S é a subunidade catalitica do proteassoma
26S, que possui estrutura de cilindro oco formado por quatro anéis, cada um
formado por 7 subunidades alfa ou beta num arranjo alfa-beta-beta-alfa.
Embora as sequéncias dos polipeptideos alfa e beta estejam relacionadas,
somente a subunidade beta contém os sitios cataliticos. Essa estrutura 20S
deste complexo esta associada a uma porcao 19S, que tem funcéo regulatoria,
necessitando de ATPs para se associarem, formando o proteassoma 26s. Esse
complexo proteolitico tem como fungcdo a degradacdo de proteinas
intracelulares de vida curta e proteinas anormais, principalmente aquelas
marcadas com ubiquitina. (Fu et al., 1998; Pickart & Cohen, 2004).

Mudancas em regides codificantes do genoma podem levar a evolucao
de novas proteinas. Introns separam essas regides do DNA (éxons) que
codificam diferentes dominios de polipeptideos. Os éxons comportam-se como
modulos na construcdo de genes, 0S quais experimentam diversas
combinacbes ao longo da evolucdo. Em evolucdo, a separacdo dos éxons
permite sua recombinacdo ou embaralhamento para criar novos genes
funcionais, criando novas proteinas compondo novos dominios estaveis.
Porém, podem ser criados genes nao funcionais, definidos pela incapacidade
de codificar proteinas (Lehninger et al., 1997; Lewin, 2000).

No caso da sequéncia encontrada neste estudo, que inclui um dominio
TIR associado a ORF similar a subunidade beta do proteassoma 20S (Figura
5), pode ser que se trate de uma nova estrutura de gene. Entretanto, maiores
investigacdes deverdo ser realizadas para se confirmar a possibilidade de ser
um gene funcional ou ndo-funcional, compondo a familia dos proteassomas.

O clone EUGR-PU-003-042-F06-MG (1.171 nucleotideos), similar ao
gene que codifica a proteina Rarl, relacionada com resposta de defesa,

contém uma ORF completa dessa proteina (Figura 6). As proteinas Rarl
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(Required for Mla12 Resistance) sao citoplasméaticas e possuem dois dominios
gue ligam-se ao zinco denominados CHORDs (dominios ricos em cisteina e
histidina), os quais sdo organizados em repeticdes diretas (fandem) e possuem
sequéncia conservada em todos os eucariotos analisados (Martin et al., 2003).
Proteinas Rarl sdo componentes essenciais na ativacdo de genes de defesa
em resposta a diferentes patdgenos. Essa proteina € um ponto de
convergéncia de vérias vias de sinalizagdo de varios genes de resisténcia
(Azevedo et al., 2002; Takahashi et al., 2003) A funcédo bioquimica de Rarl
ainda ndo esta clara, mas mutacdo do homologo do gene Rarl em Arabidopsis
interfere no acumulo de espécies reativas de oxigénio e na ocorréncia da
resposta de hipersensibilidade (Muskett et al., 2002).

Em diferentes espécies vegetais como soja, cevada, alface e eucalipto,
diferentes estratégias foram utilizadas para se identificar analogos de genes R
(RGAs), como a construcdo de oligonucleotideos degenerados, que sao
baseados em regides conservadas de proteinas R, como os dominios NBS e
LRR (Kanazin et al., 1996; Shen et al., 1998; Yu et al., 2000; Brueggeman et
al., 2001; Laia, 2001). Entretanto, dominios como NBS e LRR podem ocorrer
em diferentes tipos de proteinas com diferentes fun¢des, favorecendo, entdo, o
encontro de sequéncias que ndo sejam RGAs.

Na tentativa de ser mais preciso na identificacdo de RGAs, utilizou-se
oligonucleotideos baseados em ESTs similares a genes R ou a genes
relacionados com resposta de defesa em plantas. Na triagem em biblioteca
gendmica de E. grandis (Genolyptus), encontrou-se onze BACs positivos para
RGA, dentre eles o BAC 143-F12, com cerca de 90 kb, que foi selecionado
para construcao da biblioteca shotgun.

Na caracterizacdo da biblioteca shotgun do BAC 143-F12, dois
agrupamentos contiguos apresentaram similaridade com genes R (CT12 de
16,7 kb e CT13 de 20,8 kb). Analises desses contiguos revelaram que CT13
contém a ORF completa de um gene da classe TIR-NBS-LRR e o CT12
contém um gene truncado com dominios TIR-NBS e parte de um dominio LRR
(Figura 11). Pelo fato de se ter uma estimativa, em E. grandis, da ocorréncia de
um gene a cada 20 kb, baseado no tamanho do seu genoma, estimado em 640
Mb (Grattapaglia, 1994) e com cerca de 30.000 genes, 0 encontro desses dois

agrupamentos esta dentro do esperado. ,
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A existéncia de dois RGAs no BAC 143-F12 sugere que este clone seja
derivado de uma regido genbmica de E. grandis que contém um cluster de
genes da classe TIR-NBS-LRR. Estudos de mapeamento de RGAs no genoma
de plantas comprovam sua ligacdo com locos que contém genes R
funcionalmente conhecidos (Yu et al., 1996; Collins et al., 1998; Seah et al.,
1998; Shen et al., 1998; Chen et al., 1998; Mago et al., 1999; Gowda et al.,
2000; Collins et al., 2001). A identificacdo e mapeamento de RGAs em cevada,
demonstrou a sua importancia para clonagem de genes R (Brueggeman et al.,
2001).0 mapeamento genético, entdo, poderd dizer se ha ligacdo entre este

BAC e genes de resisténcia em E. grandis.
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ANEXOS



Anexo 1 - Oligonucleotideos utilizados para amplificar os analogos de genes
de resisténcia.

Clone Nome Oligonucleotideo (5’- 3’) Tm

(°C)

EUGR-PU-000-001-G07-MG.A03 RGAO3F CACTTGCCAAATTGCTTTCA 59,85
RGAO3R CTGCCCATTTTCTTGGATGT 59,93

EUGR-PU-000-005-H06-MG.A09 RGAO09F GGCAAATCAAGCATGGAAAT 59,91
RGAO9R AACAGATTGAGGCCCTTCCT 60,07
EUGR-PU-000-010-D04-MG.A11 RGA11lF ACTCCTTCTCATGCCTCGAA 59,95
RGA11R CCACACCACAACCTCCTCTT 60,00
EUGR-PU-003-001-C10-MG.B05 RGBO5F GCTTGCCTGCAACAATGTAA 59,88
RGBO5R CGACCTCTCGACTGCTCTCT 59,88

EUGR-PU-003-020-C11-MG.C05 RGCO5F GCCATCGGTTTTTGATGAAT 59,77
RGCO5R TCATGGAGGTTGATGCGATA 60,03
EUGR-PU-003-042-F06-MG.D06 RGDO6F GGGATTTCACTGCAAAGGA 60,05
RGDO6R CGATCCTTCTTCTTGCTTCG 60,09

EUPE-XY-000-035-C06-MG.E12 RGE12F GCCATCTGCAAAAAGGATGT 60,08
RGE12R GTAGCCGGGGGTCATCTACAA 59,96
EUPE-XY-000-048-HO5-MG.F08 RGF08F CAAGGACATATCCCCGCTAA 59,92
RGFO08R ACCGTTCCTCTCCGAAGATT 60,07
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Anexo 2 -  Sequéncia de agrupamentos contiguos de oito cDNAs. Dois deles
apresentaram dois agrupamentos contiguos (EUGR-PU-000-005-H06-
MG.A09 e EUGR-PU-003-001-C10-MG.BO05).

>EUGR-PU-000-001-G07-MG.A03 (1.888 nt)

3 TTTTTTTTTTTTTTTAGAATAAATGAAAT GCTTATGCAAGGAGT GGGACT CATATCATACTCTAAGT TGT TTCCAACCAATCCATT
CCTCTGAAATAAGGCTCCATGAAAGGT CAAGAACGACT AAGT TAGCCGGATGAAAGT TTGT TGCCTCAAAATGGT TGAGGTAAAATTT
CCAAGAAAGCCAT CTTAAACTAGCGAGAAGGT TGT TGAAGT CT CCGAT GAGGCGCT TCCCACT CCCTTGACAGAACCT TAGGT TTCGA
AACGGAGCAACTTCATCACT TGCCAAATTGCTTTCAAGAAATCCTAGTGACATTGCTTTTATTTTCCTATTTCCCTCTTTCTCCTTCA
GAATGCTCCAAGCTTCATGATAGT TCCACACT CTACTACGCT CATAGGGAT CGGAGAAGT TCTCTTGACGGACAATTTCCCT TCCGAG
GTCCCGCACTTGGTCATGCATCCAGAAAGT TTTGTCGTCTTTGATTTTTATCAAGGACAT GAGAAGGAGGACATCAATGGCAACATGT
GGGTGGTATCCATAGT CATCCCACATATAGAAAGGGCATGT TGTATCCTCAT TAACAAAAAAACAGGCTATATCCAAAAATACT TCCC
TTTGTGTACGATCTAACCTGITATAAGI TATCATCAATTTTCTCTGGACT TCCTTAGGAGGAGCTTCTTGTAGCTTCTTCCATGIGTC
AACCCATAATTCTTCGGGT TTACCATTAAGGGATGAACCT GTAAT CTCGAGAGCTAAAGGAAGCT TTCCCAAAGTATGGACAATTTTC
TGAGAAAGGAACATACGAT CCAGCTAT GGT GGACAGT CTCT TCTAAAGGCACGCCTACGTAAAAAAGCT TAAGAGCATGATCAAATTC
CATTTCTTGTACATCGTAAGT CAAAACGT GTGTGAACTTTTCTATAAGGCCTTCACCTATTGCTTCTCCCTTAATCATATAGGATACT
TTGGTCCCTAGTAGT TATGATAATCCTACT ACCAGGACCGAACCAATTACTTCTTCCTGCTAGACTTTCAAGT TGTTCTTTCTCATCC
ACGTCGTCTAAAACAATGAGAACTTTTTTATTTTTAAGTACTCTGI TCATCGTGT TGATCCCATCATTCACTTGATAAATTTGGTCGA
TAGAATGAGAACCAAGGAGCT TGGATAACAATTGGT TTTGCAAATTTACCATACCATTATTGCCTTTTGATGATTCCCCAACGT TTGC
AAGGAAACT GCATCCGT CAAAGCTAGAAGATAGT ATGT TGAAGACAACCT TAGCAAGAGT TGT TTTGCCAACACCGCCCATTCCGT GG
ATTACAAGAAATCGTACACTATCAGATCCCACTTTCAACAATTTGATTATATCTTCTATGCGATCATCAACTCCGACTAGATGI TCAG
TTACATTTTCATGIGCAACCT TCAGCT TAACTGAAATCGT TCGAAT TACCGAACATATAAGAGCTCCTTGECCTTGATCTTTCTTCAA
GTTCCATCCCTTTATCTCGICCACTTCATTGAGAGCCTTTTTCCATGACTCCACTTCTGCACTAAACTTTTCCTGGTGCTTTGCAAGG
GCTTGGCTATATAAGT CTGT TTTGAGCT TGACAT CTTCAGGT TCCACAT CCAAGAAAAT GGGCAGAATCTCTTTGI TCTTATTCAATT
TCGAGGT GCACT CGACCATGTGT GT GAGCT CT CGGAGGCACCAGT GACTCGAAGCATAATTTTTGGAGAATATGGGAATGTAGATTTT
GGAGTI TCTCAATTGCGT GTAGAAGT TCACCACCAATTTTTTGACCTACGCGAAGGGAT TCATCGT CCCTAAAGACAAGGAT CCCGACC
CTAACCATGGCATGGT AAAGGCAAT CAGT GCGGAAGCGT GGG 5!

>EUGR-PU-000-005-H06-MG.A09a(1.002 nt)

5' TCTCCTCTCTCTCGTCTCTCTCTCTTCTCGTCTCGTTCTCTCTCTTCGGECTAACTAGGT CAATTCGCCCTGCTGGT TTCCCCATGC
CCCGAAGAAT CGGAAGCCAACCGT TTTGCACCCGCCCAT CCACCGT AGGCAGGCGAGCAGGT CGGT CGECGCGECEEAGAT GACAAAG
GCAACGGT GACT AGGCGACGCCACGECT GECGACGCCCT CTCCAT CCGT TACAGGT AAACGCACGCATGCGT CTCTCGAGCTTTCCTG
CGCTCTCTCAGCTTCAGCTGCATTTTAGAACCCCGGT CGAACCACGCGAGCTCATCGAT TCTGTCAAGATTTGGTGAGT TTCGGCAAC
AATTGAGT AGGCGGT TGGAGCT GGAAGCCGCGT TGECTGCCATTGTACTATCGAGAT TTGATAGT TGGGATGECGGTGI TCAGI TTCC
TAGCAATGGECCTTCTACGT CTTCCGGEGEGACT GT TGCT TGEGAGCGGEGEGECT GCTGAGAT CACCCTGACGACAATATTCTCTTTTATGGT
TTTCTCGGCGATGITTCTGI TCGT TTGGT GTACTGCGATAGAT CCAATGGATAAGACTAGT TATAGAAAGT AAGAAGAGAGGCTTCGA
AGCTATGECACTCGCGGACT TTTGT GCTGATTCCCCAAGCT CGCCCTTCCAATTTCCATGCT TGATTTGCCTACCTGGCTGGGATGTG
ACATGCTATGTATGAGCTATCTGAAAAATGAAT GT CCTCGGCATAT CTATAT GGAAAT TGGCTCTAGGCAATCCATCAAGATTCAAGA
TCTTAGICTTAGGGCTTGTGCTTTATTATGGT GGAATCCTCTAGAATCTAGTATGATGGAAT CCACTAGAATCTAGGATTGTGGAATC
CTCTTCTATTTCTCACCTTGTGI TTCTTGATTCTGCAAGAT TGCCCCAGATTTTTACTGATTCTTGTTCTTCTACCTTCGTATGAATC
ACATACATCTTTTTCGGGT CTAAAAAAAAAAAAAAA 3

>EUGR-PU-000-005-H06-MG.A09b (1.135 nt)

3' TCTTAATTGCTAAACCATATATAGGTAATTGAGT TAACGAAACCAAGGAGCCCATGGATTTAGGAAGT TGAGAAATTTTACAATCA
CGAAGAGATAGACGCTCCAACT TCATCAAACAAT CACTCGAAATAGGAATATCTTGTATATCAGT TTCCGCTATGT TAAGGT CCCTCA
AGTTCTATCATTCTACCTATACCTTTTGGTAGCTCCTTGAGT TCTCTACAAAGATAGACATCCAATGAAACAAGAGTCTTGATGTCCC
CAATAGAAGGATGAAGCTCTTCCAACTGATGACATTTTTTAAGAGT CAAAATCTCCAACT TTACGAAAGT GGACAAGTCTGGAGT TCT
TTTCAAAGATTGACAAGACGT GAGGT TGAGAACT TTGAGCT CAGT CGCATTCT TGAGT GGAACCCAT CCTCCCCAGGCCTCCGAAATT
GCACTGTI TTGACAAATCAAGTACAACTAATTTTTTCGGATGGAAGT TGACT GCAAT GAAATCCAAGGGACAGCCTTGCCACTGAAGCC
ATCTTAATTTAGGAAGT AAGCT TTGGAAATCTCCGGTAAAAT TTGCATAATTCACT TGAAGGAATCTCAAGT TGGTCAATTCGT TAAA
ATGTTCAGCTGCATATCTTTTTCGATAACCCCAT CCGCCGAGAGGAGCGTATCTTTTTCGATAACCCCAT TTGCCGAGAGGAAGEECC
TCAATCTTTCTAGTACCCTCATTGT TATCAAGCACATCTAGGGCTTCCTCATGGATGCACAATCTGCTACGCTCTTGAGECTCCTTTG
GATTTTCTAGACGAACAATTTCCCTTCCGAGATCTCTCAAT TGATCATGCATCAATAGCCTTCCGTTTTCATCAATTGTTAATTAGGEG
ACATAAAACATAATACT TCAATCCCCT TCT CGEGGAAAAAAT CACAAGCATCCCACATATAAGT TGGATTTTGT TTACATGATCCAAT
GAAGAGGCATGCGATATCCAAAAATATTTGT TGGTCCTCGTACTCTAATGCT TCATAACTTATTTTCAACTTCTCTCGCACTTTCTCA
TGGGECACTTTCTTTAATTTTTTCAACGTATCTTTCCATACGT TTTCTCTCTTTCTACATAAGAATGAACCTGTAACTTCT 5'

>EUGR-PU-000-010-D04-MG.A11 (746 nt)

5' CATTTCTCATCCGGGCCACACCACAACCTCCTCTTTTTCTCTTTAGGGGT GAGAGATATCCGGAAGGAATAAGCTTCCTAGCTATG
GCGAACT CAGAGGCCGGAACAAAAAGT GATGT TGCACGGEGAAT TAGAAGT TGAGT ATCAAGT GT TTCTGAGT TTTAGAGGACCTGACA
CTCGAAATGAATTCACCGACT TCCTCTACTATGGCT TGGAAGATGT TGGGGT CCATGT AT TCAGGGACGAAGAT GAACT CCGCGT CGG
CGAAGTGATTGGTAAAAACATTCTACGT GCTATTGACAACTCCATAATCTACATACCCATCTTCTCTCCGACTTATGCTTCCAGTAAA
TGGTGCCTCCGTGAGCT TGTGCACATAAGACAAAAT TTGT CCCAATCAGAAGGTCAAAAATGCATCTTTCCCATTTTTTTTTTTCATG
TGGAACCTGATGATATACAAGCT TAAGACT CAAAGGT ACATTGAAGACT TTTCGAGGCAT GAGAAGGAGT CTCCCAAGGGAAGT CAAG
GCATGGAGAGAGGCT CTTGCGAAGGT TGACGAAAT TAAGGGAT GGAACGGT GAAAAAGGATCAAAGGTAAAT TTTTAAAGATACCTAC
CTATTTTTTCTTTTTTTCTGITTTAAGGGATAAAATGT TGCCCCTGTCCAATGATTTCTTTATACTTTTTCTTGACGGAAAATATGTG
AAGCTTTTTTAAGATCCCTACCAAAATAAAAAAAAAAAGAAAAA 3!

>EUGR-PU-003-001-C10-MG.B05a (689 nt)

3' ATCGGCACTATTGTGGCGAT CGCTCCTAGCAGCTCCACCAAGCCGCT GBCCACCCAT CGCAGCAGCTCTCOGTCAGTGCCTGCCAC
TTCTTTGT CACCAGCT CGACACCAAGCCACCAGAAGCCGCCGOCGAGCCAT CTGGT CCCCACCCT TTCTTTCTCT CACT CAATGGCAA
GTCGGATTCGGGCT CGGGATGT CGGGT CTAAT GTCACCAAGCCOGT ATCAGGCAT CGCCGAGCT TGGGCTACCCCAAATCTAGGGT TA
GOGAAGGCCAGCAAAGCCATCCT COGGT GGTCBCAAGGCCGCGACCCACAT GACT TGAAGGAT TGAGGCAAGGCTGAGATGGGCAACG
GCACTCGAATGTGACAGT GATGGECCOGGAGAGGT AAGT GACGT TATCGGOGGCT TGGT AGT GGCAAGGGOCGACGT TGATGATGACTA
AATTGGEGECAACGGAGATAGAT TGGGGAAAT TCGGATTGT TTTAGCGT CTAGAT TATTTTGOGTAATTTCTGCAAATTGTAACGACAA
TTGAGTTACTTAGGGOGTAGT TTTGCAATATAAAATATATTCT TAAAATGGT TGT TACAT TGT TGCAGGCAAGCAGATCTGAAAAAAT
CCATAATTAAGACT GT GTTGGATAAGCTGAATAT TGGATATAAAAAGAT TGTTTCTAAAGAAAAAAAAAAAAAAA 5!

54



>EUGR-PU-003-001-C10-MG.B05b(714 nt)

5' CTCCAAGT TCCATCCCGT TATCTGICCCACATCAACAGAGGCTTTTTTCCAGGATTCAACTTCAGTGCAAAACTTTTTCTGATGCT
TTGAAAGGGCTTTGCTGTATAAGT TTGT TTTCAGCT TGACATCATCAGGCT CCACATCGAAGAAAAT GGCECAAAATCTCTTTATTCCC
ATTCGATTTGGAGACGCACT CAACCAT TTGT GCAAGCTCTCGAAGGCACTAGT GACT TGATGCATAATTCTTGGAGAATATGGGAATG
TAGATTTCGGAGT TTCGGATAGCT TGTAGAAGT TCATCACCAATTCTTTGACCGACATGGAGGGATTCTTTATCCCTAGAGACGAGGA
TCCCGGT CTCAACCATGCCATGGT AAAGAAAAT CGGT AAATCTAT GACGGGT GTCTCGTCCATGAAAACT TAGAAAAACCT CGTAAGA
AGGTCCAACTGGT TCCGAAGAATTCGT CCCTTTTGCTGGCACT TCGCGCT TCT TCGAGGT CCGACT GAGAAGGACGCAGAGGTATATG
AGGAGAGCGAT GGAGAGCGT GGAGAGGCT GAGGAT TCCGAT GAGGAAGT AGAGCT TGAGGCT GGEECAGGGAGT CTCGCAGGT GAGCT
CGT GAGGGAGAGAGCAGT CGAGAGGT CGGCGT TCACCGGAAAACGCCATGT T TTCCAGT AGAGCGAAGAGCGAGAGAGT TGAAAAGEC
TAAGGGAGTGCG 3

>EUGR-PU-003-020-C11-MG.C05 (711 nt)
3 TTTTTTTTTITTITTITTITTITTITTTTTTTGCAAAACATCTTTATTTCTGGT TGTAATCAATATTCTAGATCCTGAAAGCAAAGCACTGT
TTCCAACTAATTTCTCCACTTGTTCTTTGI TATCAACGT CATCAAGTACAATGAGAACTCTCTTATTGCAAAGTACTTGT TGAATCCT
CTTCATTCCGGAATCCATTTCGT TAATGCTCCTTGGATGGECCAATTTCAGATAGTAATCTTTTTTGCAAGTCAACTAAGCCATCGGTT
TTTGATGAATTCGCTCGAACATCTTCAAGGAAACAACAATACTTTCCAAAAT GAAAAGAGAGT TGGTTGAAAACGACCTTTCCTAGAG
TCGTTTTACCAATACCCCCCATGCCATAAATTTTAATGAGT CTCGTACCAACGGAGTCGATGTCTAATAAGT TGCTTACTGCCAGTAC
TTGCTCATCAATTCCAACTAAATGCTCAGTCACCAATCTATGTITTTGTCTTCAATTTTTTCAAGACCTCTTCAACTATCAATTTGATT
AGCTCGCCGTGECCTGTGTACTTCTTCACT TCCCACCCCTTTATCGCATCAACCTCCATGAGAGCCTCTCTCCAAACATTGACTTCGCT
CATTGCTCAACTTCTTCTCACTCTCCAAATTGAGTATGGCATCGTGATATAGTGGAGT TTTCAACTTGACATCATCAGGT TCCACATC
AAAGAAAAT 5'

>EUGR-PU-003-042-F06-MG.D06 (1.171 nt)

B TTTTTTTITTTTITTITTTTTITTITI T I TITTITI T T T TIT I T I TTITTITTITITTITTITTITTITTITTITTTTTTTTTTTTGCGGACT TCCCGAACCAGAA
ATGATCGCGAAAACT GCTTAAGAAGAAGAAAAAAT TACCCCGAAT CTAAGAATAGT GT TTCACAACACAGCAATAATTAAAGGGAAAG
GTACAGT TAAGCTAATCACAGT TGAGAAGCAGGATATCTTCTTGACATTGT CGATACCAT GTCAAT CAAGGAAAACAGT GGGATTTTC
ACTGCAAAGGATAACAACT ACCACT CCAATAT CAACT CCCGATACAATCCATACAAAACCT TATTGCTACACCTTAGTGCTCCCTATG
ATGCCGGATCTGCATTATGCCATCCCT TGGTACAT GGT GGAATGGT CATGAACT CATCAAATTCCT TAACATGAACGT CACAGCATTT
CCACCCTCTCATCCTGT CGT GGAAAACAGCAGGCCCAGGATGGAAAGAGCAGECTATCTCATGATTATCCTTCTCTTTAAAAGT TTGA
CCGCATCCTTTATTTTTGCAAGT CTGCGECTCATTTATGTCGATTATTCTCTTTTGT GGAACCACAGAGATCTGGGCATCCTTACTGC
TTTCAACAGCAGGT TCAGCATTTGCATTTGCCACATCTATGT TTGT TTTTCCAGT TCTTGAACCATGATCAGAACAGAAGAAACCCTG
CCGACATCTCGCGCAAGACTCTTTTGATGATGCAT TAGT TGCAGGT GCAGCACT GGT GGCAGCACT GGT GGCAGCACTTGGAGTICTTA
GTAGCTGTAACTGCCTTGGT TGATGGECTTTTCAGTAGT GTGT TTGCCAGT CTTACAT CCAGGAATTCCCAGAAACTCACTAAAATCAT
GACTTTTCTTCTTGCAACAACTCCATTCTTTCATCCCAT CGT GAAATAT AGGACCCGCGGEEGT GGTAGCGGECAGGAACCT TCCGGATT
GTCGT CCTCGGAAAAGGAGECCTCGCAGCCGAT CCTCTGECACCGGACCT TCGCCAT CCTCGCCGCGCCCEAGCTGEGT CGAAGT CAA
TGCGGECGEGET CAAT GOGAGGGAGT GAGT CAAGCT CTGCGCCAAT CTCGAAGCAAGAAGAAGGAT CGAGAAT CAGAT TCCACGAGGGA
GCTTTAAAGCTCGITCAGGTAGGGTAGAG 5'

>EUPE-XY-000-035-C06-MG.E12 (1.641 nt)

3 TTTTTTTTTTTTTTTTTTCAAGTCAAGCAAGTACTTTAACTTTCCAATAGAGTCGTCGATTTTCTTCAAATTCCTACAACTTTTAA
AAGTCAACCTCTCTAAATCTAGGCATTTAGACAAGT CTGGAGT TCTAATAAT GCCACGACATTCTACAAGAGTAAGATTTTTAAGTTT
GGTTGCCATCTGCAAAAAGGATGTATAAATGCTACAAAAAGAAGT CAAATAATGTATGAGACAACTGT TATAAAT TGAGATGAAACCA
TACCTTAATTAAGICCCATACTTTCGAATCATTTGT TAAGT CATTGT TAGAAAGT TCAAGGACAACTAAATTCTTTGAATGCATACTA
AGCCCACAAACAT CTTGACGEECAAAACGCCAT GAAATCCATCTCAACT TTGGTAGAGAAAT GGT GAAAT CCCCACATATGGCCCCAT
GACTTAATCTCAGGAACCTCAAACTTTTAAACCTTCTAATTTCTTCATGGCTAATT GAGATATTAGACCTCCACTGCAGATCAAGTGC
TTCAACATCTTCGTACCTCTCTTCGGT TCTTACGAAAT CAAGGAACTCCTTGCTAGT CCACACCCTACTCTGCTTCTTGAAATTTTTA
GGATTTTTTTGACGAACAATTTCCCGT CCCAAGT CTCTCAATTGGT CATGCATCCAAAATTTGT TATCCTTTATCTTTATCAAGGACT
TCCTAACAAGGACATCAATTTCCAATCCAGGATAAT TCACAAGCCTCCCACATGTATTTGECATTAGTAATATCCTCATCGATGAAAA
AAGCATGCGACATCTAGAAAAATTTCGT GTTGACGATAGT TTAGGT CCTCATAGCTAATCATCAACCTTTTCTTGTACATGCTCATCT
GGGTATTTTCTTTAAATTTGT TTTAAATGTATTCTCCCATTTTGT TTTGTGCTGT CCACAAAGT GAGGAACCTATAACTTCATAGAGC
CAAAAGGAAGGCACCCAGTAGT AGAGACAATATTCTCTTGAAAGAT CGTCAAAAAT CTGT TGCTAGAAAGT CTTCACAAAACGCATGC
CTCTTGAAAAGT TGGAGT GCATCGT CAAAATTTCATCGCCACCAT TTCATAAGGCAGAAT TCCGGACCGGTACCT GCAGGECCAGT AA
CTCAGCTTTCCCTCATAGT CAGGAGCCATTCTATAGCT TAGGTAAACT TCTAGTACGCTTTGTGT TCCTAGTGGTGATAATTATTCTT
GITCCGGGATGCAATCGATGT TGTCCAATTAGATTCTCGATCTGT TTTTTCTCATCAACATCATCAAGAACTATGAGAACCTTCTTAC
TGCCAAGTGT TGACTCTATCCTCCT CCTTCCGCGATCAACATCATTAATAGT TTCTGCTGCTCCAGAACTATCAATATCTTTTAGTAA
CTTCTTCTGCAGCGAGACTAAACCCACCTTCTTTGAAGT TCTCTCGAACAGCAT CAAGGAAGGCGCAATGCT TTCCAAAGCGAGAAGA
AAGTTCATTGTAGATGACCCCGGECTACGGT GGT TTTACCGATGCCCCCCAT TCCATGAAT TCCGAGTAGCCT CACT TCATCACTACAG
TTAACATCTAATAATTTCAGTACTTTTGCCACTCGATCATCAAGT CCGACTAAATCTTC 5'

>EUPE-XY-000-048-H05-MG.F08 (1.659 nt)

3 TTTTTTTTTTTTTTTTGITTGAATGT GAGAGAACGCT GAAACACAT GGGCAAGGCGGAAACACAAGAAATTCGAAGT TTGGGACAT
AAAGTTCCAAATAT TAGGGGGACATAAAGCT CCATATGT TTCAGACGT TAACAGAAAAGGAAT CAGAAGAGAT GCCCACATCCCATCT
AATTGCGCCACCAAACCACCGACGCCGACAGCCAGACCACCGACGCCCAT GAAAGGCCACGGAAGGATAGACTGCTAAAATACATAGC
TGAGAAGGAAAT ACAACAAGGACAT AT CCCCGCTAAT ACGGAGCT GCGAAGCAAACACAACGACATATCCCAGCTAACGTGCTGGGTC
CGAATCAGACTTCATCCAGCTTTATTCTAGIT TGGTCATCTTCAAATGAGGT CCTTCTTCACCAACAGTGGGGT TTTCATACGATTCAA
AGCCCCAGAAGGT TTTCAAAGAGT AGGGECGGAAAATTTGT TGCTCCTTCTTCTGTGATTTTTACAATCTGAAGCTTATTGACTGCAGA
TCTGT CACGATACAGAAGCACGCGCATGCACT TCTCCAACAGCT TAACACCATCTTCAAAACTCAAGT TCTCGT TCCACT CATCGCGA
AGAATTGGCCGT GCAAGGT GAT TGCCAAACCCAGT AGCCACATGGT TTTCTTCAAAACT CACGCCTATCATGCTAACCAT GCCAAGAT
ATTTTTGICCATTCTTAACTCCACCTAGAACTAGT GAGT TCCACAATGGGT TGAACT TGT TCCGCCTATTATACATAACCCGAGT CAG
ATAATTATGCACCT CTTTGGECCCCAAGGAAT TCCCATCATCCCACATATTGT CGTAAAGAAT CAGT TCATCAAGGTAACGCAATATC
TCCTGAAAGTCACTTATCTCTCCACT CGCACCCAGGAGAGAATGT TTTCCAATAGGT TTTATTCGI TCAATAGT TTTGTATCTCAAGG
TGGATCCATAAGAACCT CCCATGT CAGCAGCCATCAGAAT CCCAT CCCTGTACT TGAGAGCCAGCACAGACGTACCCGTCACATATGG
ATACAGAGI TCTTTCAGAGT CGCCAGAT CGGGAGT CCGGEGACT TGT TCCACATAATCCT TCAAAT CCTTGCCATGCACCCTGGGGTAC
CTCTGCTCATGCTTCTCCGAGT CCTTCAGGT ACAGT TCCGT CCTGAGCT TGACGT CCGAGGEGEOGT GACCT TAAAGAAGATGGGTAGAA
TCTCCCGCTTCCTGGCCGAT TCGCTGAGCT TCGT CAT CCGGAAGAACT TGGAGAGGCGCCGAT CGCTCCAAAGATAATCTTCGGAGAG
GAACGGTATGAGGATCT TTGGT TCGCCGACCGCT CTCAGGEGGAT CGTCGAT CCGATCACCGGECGT GAAGCTCTTCGCTGTCTCTGI TA
GCGGCGGTCAACT GGCGCT CCATGGT CCGGT AGAGGT GGT CGGT GGAGT TGT TGCGAGT GTCCCGCCCTCTGAAACT CAAGAACACGT
CGTACATCCCGCTCGGEOGCT TCCCT TTCCGGT TCGCGCT CCGCT T TCAGCT CCGCAGAAGGAT TTCCCCCTAGATCCGAAAGCTGICC
CCTCGT CTCCATTATCGGCGATTCCATCCTGGECGTAAACT GT TTTGAT CTGACAAACGACGATGGGCGCAAAGAAG 5
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Anexo 3 — Agrupamentos contiguos (CT) da biblioteca shotgun do BAC 143-F12. As
ORFs obtidas com os programas ORFFinder ou GenScan. Sao
representados com letras mailsculas os éxons e letras mindsculas os
introns.

>CTO03

5'aatttttgtgacagcattgcgtaatattgagct ggcgagettctccggtggtatgttgetgtggaacttcatgattgtgettttge
t aaacgat act act gt act t acgagat ct t ggaagagcat at gat gaaggttt gagttcttcaaggttctggctttgttgttatatct

ttcctcttatggtggttctgtaccaaaatgttaaaacgttgtcttgatgtttggttgagatcctttagttaagttctttaagagcaaa
gtat ggggcatttaaatttaggagcaattgtgggggtttcactccgactgaattgggctattgtttttcttcttcttcttcttctttg
gttcatctatttatctaggaaaagaccaat gggcttctctgttgtat ggtact ggaggtgctattcgtgattgagcatgtatgcttct

caaat gt gt ct acacgt ggat gat cagccaact gt agaaaagaat gagaaat gccat ccgatttgtgt gacagttttttttggacttt

tgatt aagaaat cat cgaaatttcattgtaatttcttgagttccttattcttgggat ggctctgtttagt ggaatcaccatctttcag
tatagt ggctacatgctgtgtctatttcctgaaagact aagct agagatgttattaaatagttctgcacagcagttattagattgtaa
tttgtacagl TGGCATCTGITGTCAATGGAAAT GAGGATGGATTTAAACT CTGGCAAAGT TTGGT GCGT CAGACAGAGT TGACTGCCC
AGTTGT GT TCCATAATGAGCGATGT TAGAAAT GT ACGT GGCAATACCCAGAAAAAGAT CGAGAAGCT TAGACAGCTTCTTTCTGGTCT
TCTAAgtgagct cacatattttgag 3'

>CT06

3' cCAAAGT CCGAGAAGGTATAAATTCCAACATGCCTTCATCT TGT CCCGT GGCTAGTACCT TATACGGAGT CAAGCACAAAT CCAGG
TTCTCCGACTTAAGTAATCGATCCATAAGAGAGACCATetggat aacct acagcaaacagaat atttt ggt gtt cccaaaacattttt

ccat cgat at ccaact acttctcttact caaaagagcaaaaacagact gagaacaacggcat aagaaacaagaaaaaaatt ccacgaa
gccagaaagt t aaagct at ggaacat atttttaat gcaat aat agaggcttaattaccaattgatcttgtcgaatatcatctcctttc
ttaaatattatcttggcacttccacac 5'

>CTO08 (03 éxons e 03 introns)

5' acat tt agaat t cgat agccagt gt aat t t t ccgt aat aaaat aaaact cat gt t gcaggaacgat ccaacgaaat t aaccgtctg
at ct agcggt t ggt ccccgeccggt gt ct ct ccggecgecaccgt t gcccacgecggegcettcccctt cct caaccgaaccgaact cag
cgt ccgt gct cgggat cggcgaaacccacccgcett gt ccgacggecggecct ct gcgget aggaggat t cgegt get ct ct gt gt ccag
ccccggcegaagt cgacgacgATGAGCGECGECAACGAGT TCCGGT TCTTCCT GTCGCGCGACATCAACCT CCCCGT TACCT TCCGGEGT
CAAGAACT TGGAAGGCGCT CTGCCT CCTAAGCGCTCTCCAAACCCAGGTAACCCTTTTCGAGT TTTGGECTAGTAGAAGAACGAGAGAA
GGAAAAAATTCGAGAAATGGAGT GAAT TGTAGGT GGGT GAACT GCT TGAT GGT GCAAGGAGACT TCTGTGGTCGTGTGT TTTCAGGGA
AAGGCTGGAGACGTGTGCTTCTTGCTGI TGgtt aat ggt t aagcggaccgagagt cttt agagt ct gccgtggettttgtgetttcag
ctgttatataccgtttccactgtattccttctgcagAGATCGATCATGCCGCCGAGGAGAGAAAGCCGGAGCTCTACGTCGAGTGCTC
TCTGTACATTGACGGTGCCCCATT TGGTCT TCCCACTAGAACGAGGT GCCCACCTAAT TTAATCCGGTCTCATGTGCCGATCTTTTTT
CCCATGCATGATCATTTTGT TATCTGCCGT GCCAAGTATTACTTCCCAGTGACATTTTCTTCTATTATATCTTGGT TCACTATTTgta
gagacaat t gaaaaaggttttttgctttaaggaaacat gat ggacgacgat gagat at ct gggt aaact t aaaaat at ctattcactt

cacaagagaccttat att at gt gacat agt t ct ggggaaggacgtt gct gattt gt aacacaat ggatctctttt gt ggtttcat gcc
aaagt ggct gt t cagaggagt gagagagat gagcgt gagt gaat ct ggt accat cagcat ggcct at gt t gat ggt t gggaat gt ggg
atgtacttcatcatatcgatcgttttagggcgttagttgacgttgcatgtttttctggcacaatctgtctgttgcataaggt agcctt

gt aaagagacagact ccgat cttt cat gcgt gagt ggcaat gaaaagt tt aaaccct ggaaat aattttgattcat at gcct ggcctc
aat act cat aatt gt aaaccctacagttggt ggt gt ct aaat acattagcagtttctctgtcttttttttttttttttttctgttgga
agctctgtgttcaaattagtccattggaataattatttcatattcctattaact gaatgatacatttatctggagcttaattcggcac
tttctggctcatgtttcttagaaagt at aggagtctgttgectttcgaggttgettaaattaaaggccat agact gt aggaatttcaaa
aatagttcgttttgggtatatcttttagatgatgcttatcaatttcttagattttatcctaggagat ggaagat gaaccaaat aacac
ggt cct at gt caat ggccat caat ggacaaaat at t gaaacaaaaaaat ct caaggt cttt att gacagct agt t gct at gagaagat

tttgttcttttgtcttcattttt cagaagacaaagt cacgcaattggttctgctttcgttatctgttatttatatactgaactctgtt

cat ggt t gggcaat aaacat gct gacaaaat aaact gt ggt ggacgttcaatttagtttttactt at attat ggat gaacaatt gcct

gct gt t acaggt agat gt t ggggat ccagcat ggt ggt ccccct aacagt gat cgat t gaat acaactctttttattct gt caat aag
ag TATATGACATGGGTAGT TGGAGATTTAGAT TCTGT TCAACATCAATCCAAATCTTAGCTATTCATTTCAATGCCAGGT TGGAATCT
GCGGGEECCACCATATTTTTGGAATGAACT CATCACTCTGAGTACTAAATATCGAGACT TAACTGCTCACTCACAACTTGCTTTAACAG
TGAGTCTGGAATGITTCTTCACTTGTGTATTgtagat at at ct t agct gact tt gt at ct at accgaagt gct ccgctttctt aaagt

acacctctcattacatacatttgtatctcttc 3'

>CT09 (05 éxons e 04 introns)

5' ctgaattattggctgaat ccaatccttttgtggactatagattcaggaat aacagaccat gt agcgaaggat agagaat ccttcgt

ggaatt ccgacgat accgact ggaact aagt ggat ct at gt gggat at aact ccagaaat gaagt t aaagggat t ggcacct gccaat

t gaacATGCGT GGTGGACGCATCTTATTCCTACATGACGT TCCATATGCTCTAGAGATTCGTCGAAATTTAACGTCTGI TTTGGTGT T
GGTTAAACTTGTTTTTTATATGAACT TCCATAATATAGGTGTAGATTTGTGT TTAGATACAAACTACTATGGT TGTGGTCACTTTCTA
GATGGTTTTATTGTACTGAATGT TGACTGTGGTGATGTCAATATGT TATTCCCTTGT TTCACGTCTTTTACTTCATGTGATAATGATG
TGAATGT GTGGCATGCTAGACT TGATCATATTGGCCAACAACATATGAATAGACT TGCCAAAGAGEECT Tgtt caacaat at t gaat a
agt cgatttgtccat at gt aagcat t gcct agaagggaaaacgacaaggaaaccat t t ggaaaaggt aaaagagct gacgttcctctg
catttaatccattatgacgtttgtggttcaat gaatatgagaggaaggcatgggactgtttacttcatcacttttaatagatgattat

actcgattcggatgtgtctatttgatttctcataaat ct gaagCATAAGITGTTTCAAAATATTTATGAACTTAGTAGAAAATCAATT
AGACAAGAAAATAAAAGT AT TGAGAT CCGATCGAGGT CGAGAATATTTATCTGATGAGT TCAGAAAAT TATGT GATGAAAAAGGAATA
GAAAGACAGCTATCTATTATATATACT CCTCAACAAAAT GGT GT TGCAGAGAGAAGAAACAGAACCCTAT TGGAAATGGT TAGGT CCA
TGATGGCGCATGCTAACTTACATATCACT TTTTGGAGTGATGCATTGT TAACTACTGCCTGTATATTTAACCGGGT GTCTTCCAAATC
AGTTACTTCCACTTCATATGAGT TATTGACAGGT AGAAAACCGGACT TAAGT TTTTTTGAGT CATGGGGT TGTGCTGCCTATACTCAT
GAGTCCTCTCACAAGT TTGGGAAAT TATGT CCCAAAGGAAATAAGAGTATTTTAATGAGATACT CCGAACACT CAAAATGGTATGT GT
TCGTAGGT GAGCAGGAAAGT GCGAGTATAACTGAATATGAAT CACGGGATGTCACATTCTTAGTAGATTTTTTTCCTAAGAAGGGCGA
AATAGCGAAAGATTACTTCATATTTGAAACCTTGGATCTAGATGATGATATTGgtt gagt t cat ccaagt ggggat aat at gagaagt

gat gaatt gaattcaact cattctcaattacaaccacat gat gagat gat at cgt catt at ct aat t cgagt gggagcat aat gggga
at gat gt gct aagt gt acaat ct cccat at agcgaacaagt cgccaaagt attccccgttgacgtttt gaaatt gaaagggaaacttt

t at aat t gct ccgcaagATGAGGATGAGCCGAGAAATAT TAATGAGGCTCTTAATTGCCCTAGT AAGGAAAAATGGATTAATGCAATG
AAAGAGGAGAT GGAGT CAAT GAAGT CAAACCAAGT TTGGGAAT TGGT TGAT CTTCCAAAAAGGGGACCCAAAGCT AT TGGGAACAAGT
GGGTTCTCAAAATAAAGCAAAAGGCT GAT GGCT CGATAGAAAGCAT AAGGCT CGCCT TGT GGCGAAGGEGGT ATAAT CAACAGGAAGGA
ATTGATTATGAAGATACATTTTCTCTTgtagagggat tt acct cgattcgcatt att ct ggcaat agt ggct agt at ggat ct t gagt
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t acat caaat ggat gt aaagact gct tt cct caat ggagaat t agaggaat aaat aaat at at aacaacct gtt ggtttcat agt gaa
aggccaagaagaaaaggt at gt caact t t gggggt cgat at at ggcct t aagcagt cgt caagacaat gat at at acgtttt cat aat

gccat aat agcat at gat ct t gcaat gat agat gaggat catt gt at at at at caaaat at ccaaggat caat t t gt gat cat at cat

tatat gtt aat gat at act aatt gccggaagt aat at ggagttt gttcat act gt caaaagttggttgtcttccaattttgagatgaa
t gat at gggat t gt aaacccat agacact cct at t gcaaaaggt gaaggat t gagccat aaact gt gt ccaagGACTCCACAAAAGAA
GGAACAAATGAAACATGT TCCTTATGCTAGT GCTGT TGGAAGCT TTATGTATGCTATGATATGTACAAGACCTAACATATGTTTTGCA
GITGGAATGATGAGTAGTTACCAATCCAATCCAGgtcaagcacat t gat aagccgt t aagagaat act gaggt at at aaagggaact g
ttgattatatgctgagtcattgaggaaaggat ct gcgact ct aaagct att at gat gct gat t gagAAGGAGATTTAGATGAAAGGAA
GTCTACCTCTGGGITTGICTTC 3

>CT10 (05 éxons e 04 introns)

5'atatcacatttgtctcccaagt gat gaggcaat ggtttcat ct gcagat gcaaat ggttcat aaacttttat ccct caaat gt ggt

t cagagagaat tt gat gctt gcacccttggtgttaatctatggtatctaattgaattttacatctaattgagagcaaaaaattcttgt

tttgacat aaaaattttaggtct gggat gtttcttgt ggaaaagaggaggggttgatt ggt ggggctacaattcttctatttagcagc
aaaaagcagct caaaact gggaagcagaagct t agact t t ggcaaggaaaggaagct gat ggct cat t t ccaacaaat act cct ggaa
aggttctgcttgttacatgttatgctggtgattacaactttcagattgggcacgaaagcaat gat gattttgggtacttgcaat at gt

ttttagGIrCCCTAAGCAT GAGCGGECEGT GAGCT GGAGCCGCT TGGAAAAGCT TATGAATAAATAT GAAAAAGGACAGATTCAACGAAT TG
ATTGCCTAGACCACCT TGCATTTAAAGCT AT GGACAAAGT CAAGGAACGGGAGAGCAATAAAAT TGGAAATTCCCATCTATACCTGGT
TGTTGACTTTTGTAGCTTTGAACATCAAGITGITTTCCAGgtaaacat t caggaagaacgct at aacaatgttgttat ct ctt aaagg
gtttgtttgttttttgttcgagttgtgcacattgect cgaaaactt gt ccattagaccagacagcaagcct att gaaagcacaat gt a
tcaccgtcatgactttctcttgtccatctattttcttcattcctcttcatcaggcgtctttactttgcataaagttataggcctctca
ttctgtgtgatggtgettgtt gt gaaaaacatttagacgct agatattgggttatcagacattattgttggatgtagtatcttcacca
t gat at aagcaaat gaaaat t aagt at gtt gct ggt gcatttcttctattcctgggttaacacatgcttt gttaattt gaagcggaat

tccatttcattttccacagtttgttatcttgttcgt cacagaaaacttcatgcttacctgtaatgtcagttagtgetggttttcctca
tcttgtctaaagctccttctcct ggccaacagt aggaaat ccaagagacat gccat at gctt aat at gacaactatcttgecttgtatt

ggt aat at cat t agt aaagct gat gcaat at gaagcat t ggt t t cgt aagagt gt ggat ggaggaaagggagaggagat at act t gcc
aagagtatttgccctatttggttaattgaaaggagaaaat gt gcggaagtt agaggaagcaagaggaagcaattcctt at aggacaac
at t at at gaaggaaat gcacccaggcacctttccattactacctaactttt gttt gaatt gt ggacaat acaaaggt catttaggtcc
attatctagtttcattattgtttttgtattttcccttaaatatgctttagtgaaggaaactaagatattttttattgttttcctttaa
tttcctttctctactttgttaatctcataccttcctaactctaattgtgaaacat gat gt aagaaaagaggttgtattcacctacact

gatagatctgtcttattgtgaat gt gcat gcagagt gact ggagtttagt gct gt aactctctgtgtactcaatctccgtattttctt

agagtagggatttctttgttccggagaaaatctctttgatgtcgattttaaggactatatttttattcctaagaagagtttcccttct

actacgtgtgattagatattcaatgtacttctgtaaccctagtcctacttactacaaaacttctgcgctgtagcattaattttagcct

cttgcactattagcttacaccat ggcaaaatttaat gct gagat gagacgtt agaagt cat ct at ggtttgat caacattctcctaca
tagattggcgtat gat ggct gt t gccaactt aat gcat att gaaaagtctttaat gctcaatccatttactttggttgttttatctat

tctgtcgaat gttgcagagttgatgecccttttagaattctataaaagtggtgecttgatagttgetagtttgtctttatcagtttccgg
gcttggtggctcatgtggctattttctttggcaagacactatgtttct gt gcat cagttagcaagttgaccttccacaaaacatttaa
ttctccttttgt gaaaaaagt gtattat ggtcgattt gt agGAATCTGGEEECGAATTTCTTATCTCCACCAATAGT TTTAACAAATGA
ACTTGTTATAGT AT GGGACCCT GAAGT GGGAAGGATAAAT CCAT CT GAGCACAAGCAACT AAAGCTAGCAAGGAGT TTAACCCGT GGT
ATCATTGACAAGGATCTTAAACCAAACTCCACTCAAAGGAAgtaagt ct gacttttt ct t at gt gat agaaact gt gat acaatttac
ggtatttgtagtataagggcaaattactctgctcttttcttcttcaagcagctgtcgtcatcattacat ccagaagaaagatacattg
cgat at aaagt t gcat gaat t gat agagct att at gt at aaacct cct gt agat aaaggctctatatgttttcagctattctgtgttt

gaccgcat gcttct aggcgt at gt gt ggct at gcat gt gt at at at gt at agagt ggcat t gatt ct t aaat t ggccagaacgcaagt

tgatttctcaatggggat aatcccgcattgatgttgtcatcagttatctctaaattaattggeccatgttttggttttctttaattcct

cttcagtttgacccacaagaaaaaaacctcttaaattcaattatcatgtaccgttgtgcactttgaatgggactctgatttacgtaaa
gatcattatttctttattccactctttttcttccattaaagaagttgggtgaagccgaagt aggt gt aaaggagt gaaacacttttat

gttaacatagattttgctatatattcttgtcccaccatttgctttgtgtaagtttgttccctgctgect gccagagcagact gccacce
aact gaaacat cat agt aacctacttcagtttgcgctattcat gagttctaagtaattattcatctaat gaagcaat cacgtgcttta
gtcacttgatggtgaggtctctcatgtttagttattttagaaagccatttttcat gatatccttaacatgcttgaagaaacttctatc
cttaaaat att aacct gct gcggaat at gcat gaaccaagagaaagaat at t gaggcgtttgcgattgtgttggecttgttaaattac
atttaaattgaggtttatgggatacttacat gtccagatccagctctctttggcaaacagttagatt gaat gatgttgcacctctaat

tgcctacttcacctagccttaaat caagt caact att gaacactt cat aaacagaattaaatt gagctgagtatccttgtctaagttt

ttgcggtt aaat aat gct at aaat ctt gcaaaatcatttttttatttgtttatgttagtcatcatatgtttcctgataactccgttgt

cccactgctaatattgtacttctcttccaactttcacctttcatgctagtaaaacctgctcaatcttttgatt gt aagGTCAATACAA
AAACTACTTAAATATCCTCCTACAAGGACT TTAAGT GGAGACGAGAGGECAGCTCCTTTGGAAATTTCGCT TTTCTTTGATGT CTGAGA
AGAGAGCTCTCACAAAGT TCCTTCGCTGTGT TGAATGGAGTGATGI TCAGgtcagcact at t tt gat gt gt ct ct t at at at t gt ggg
tattcccactaatgcctgttgactggcacatcatttcctgtcctcatgetctgagtatcgectctagtttggctcctacttgtctgta
t aaaagaat att aagt t ct ctt gcat at gccat gt aaat gt gcat t acgt ggt caaat cat gcacagacat aacagagcat t t gacag
gctttaggattgcaaagtatttaatttgcagcatggtaatttgcaaagtttttct gggtcctagttaagcacctcttcgaaggaact a
t gcaggt aaaaccttt aat agagt at ccaaat gat cat t gat at gt accaccgaat cataatccttgttcttaattttttttcccctt

t ct t gc agGAAGCTAAGCAGGCAT TAGAAT TAAT GGGACGGT GGGAAACAAT TGATGTATGCGATGCCCTAGAACTATTATCTCCTGT
TTTCAAAAGCGAGGAGgtaagagt ttt gt aagaggtttgtttcttgtgttcctaggataatccttattcttcat acat gct agcagaa
aatttttgtgttgttgctttatcacataggat acaggat acaacct gatgattggaatctctctttgagtactctgctttagattatt

cagtgatttccattaaatactttcagttacaaagtact aaaaggaaaaaaaaatt gaaaaggagttataagtttgaagacttcagata
gtttggcaaattatgagcattccatgcttgtaccccccccccccagccagat agat gggttggttgttgattgtagttcattagcad'

>CT11 (05 éxons e 04 introns)

3' cgagt caat agat aat agaaccgat ct gct gact t ggcacgct gagat cct at ct cgcgggt t gccat gaat cgaat cggat agaa
tttcttttggt caaaaat acggat gagacgcattacttaatcgagttctttgcaaat acat caaaagcat aagcacat aacaaat cta
aaat gcat agggggt t agt aacccaaccact aagaagacactttat gcgttgggcttttgcaagccaatttgectgttttattcgtctc
t cggct gcaat gggct at t gt aaggcccgaaat t gctt gcaacttt gt cttggcccget ccaccaat ggtt gt gcat cccaact gaat
t cct ct aaagt gaaaat gct at gcaagagcct gct gcagt cagatt gt actt gcagcttcagtttagttct gtt caggggaaactt gg
t ggagat aaaat caagggt tt cgacaagcaccacagcct ct gcttgttccgccgagcet gatt gcagt cgatttggcgaacccatttag
ggt gcgt tt ggat gggcat t t agaaagcccatt cagcccccaaagtt cctt cagccaaaat at gggt gttt ggcaaccaat tt caaga
agcttt caaat gaaagccagccct t ggaaat gct aaaaacattttttctctttctaaactatcctcattaattcttcatatttccgtt
attacccttgtatttatttattttttaaaagaaaaaggagcaacccttcgccggcgccagat ct ggect cget ggt ggt cgecat cectt
cgccggt ccggcgaagggt tt agect gaat t t t caaaaaaaaggaaaaagaaaaagaaaaagagaaaaaaagaaaat attt at act cat
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caaagccccttgcgaaagttttttttaccaaat gcacattcaact caaagtccatttgcaaattttttttaccaaacacaattgcatt

ttccccaagtagetttgggcetttcageatttgcecattggact caaagcccatt gcaaat gct aaact aaacgcagcecttactaatttge

caagggagt t gcggcagat t agt agat acaat aaat at cat aact agtt at t t caaat gaaagtt t t aagt t gat t caat aaat at ca
aaat gt ggcatttagat gcat aagtcaaattttctctttgtattattttacagtagatttctccggtagagattcgacatcatattaa
tatgaattttatgtgacattacaaatgtaattacttttatattttcattgaatatatttaatgtgcaatttttactttcaatatgata
tattgattagaatatatcatctttggtcggtttggtttacgttctatattttgttttccttttccatgttttatatataatttactgt

caagaact aaaat ggctcttgattat caaat aat agt at aat t t aaaat aacccat act aact aaaacaaagagcaaat aggt ctt aa
tatgtgttttaaat aaaaagat atttccacaaaaat aacccat at acat aat gaagat at cat acat t at agt catt agaact aaact

tattgttacgt aagt agaagt aagctt gactt aacaaat at at aact attt at aaact agt aat t aagat att at t cact at gagt aa
tataagattgccttatgcaacatttagat aat catacttaatagtatggaactgatatatctttactattacttttgaatacttctta
gagtgcgtttatctcat gaaaaact caagatttgaaaaatatttttttgcaaaattaattggttatatcgcttagaagaattagttaa
taaaaactttttttcattatcaacaacagtttatgactaactatttttgtgggtgatgaaaatatttttattcattaaattttttaag
cgatacaagtgatcattttttcggaaaatgttttccaaatcttgagtactttgtgaaacaaacacgctcttaacat aat aat gatt gt

atacaacacaattatctttacgtcaatatcttttagtaaaacattatatgct at aat at at aact at gccaaaat attgtaattggtg
ttagaatt acat aaaaat at aacaaat t aat cat aat t agt at gaacttt agct at aat t aat at aat ct at caccgct agt gt cggc
gggt gaaat gagagt gggaacggcacccctt gcacacaccattt gccaagcct ctt aaagct ctt gct ct gaaacaaggaagcaaacc

t at agaaat at ct aaat gaaagcgt agat gt ccct aaacaaaact ccgacgacat gt aaacggggt cagcaagcaaaggagact ccgt

aagagaaaact at at aaaact at at at gt at at aat ct TTAACATGAGT CT TGACT CGACCCAATCCCGT TGCTAGACCGCCTCCCCGA
TCTGCACACAGT CGAT TGGECGGEGEGAGAT CGGECGT GGT CAGCT GCCCGAAGGT CTGCCAGCAGAAGGEECCGT CGT CGT GAGAGEEEEG
CTTCTGCGATGATGGECCTCAAGT CTATCGCCGACAGGGT GATTTCCTCGCAAGGCACGCT GTCGCTGCAAGCCAAGT CCACTGECCTC
TCTGTGTACGTCCCTGAGACGT Getcgt aagcgacgt ct cgcaccgceccacggcet gat gact ggt t cgt gcacgt cgcgt gat cgcagt

agt act ggt cgat gat gat gggccat cggacct cggagact cgaat gt t t gaaaact t cact ccat aaacggat cct gacccaccct g
cat cggacacaatt catt cgt aaaaagacat aaaaaaagct agggt att at aaatt gt caatttccaaggctgttcatgttttaat gt

tgttcaggacgcaaatttctttttttcctttt acCTGCCACGATTTTATCCTAACGCCGT TCGTTGTCCCTTGCAGATCGACGTICTTC
AACGGTGATGT TGT GCACACATGCTTTAGAGT GGTCTTTTCCTAGGCT TCCGATGCTGATCCCGT GCCCCGGACCGCAGT GCACATCG
TGTATGTGAATGT TGGAACAT CCGCTGACGATCGAAATGCAGT CGTCCCetgt at gaaacat ggt aacagaat ct aaat cgaacattc
t act aaat t gaagaaacgt aacat t caat at ct at gcattt ccaaagaaactttcgcggaaatt gt ggt t acCGCAGGCGAGAGTACC
ATCGT GGATCGT CACGT CTTGGGAGT TCCCAAGGT GGATCCCAT CAGT GT TGEGEGECT GT CGCCCGEGEGACGAAATGCTCATGT CGCGC
ACGAGAACGCCGACCCT GT GGT CGAACGT GAGGT GGAAGT TTGGGECTGT TCTGGAT CT TGATGCCGCTGAACGT GACAT TGAGACAGT
GATCGAATTTCATTGCCTGATCAACCAAAGCCATGAAAAAGAAGAGGAGATCCACATCAATCTTetgeat gat cacacgat t t ggaaa
aaagt caggcaatt at agct aaggat gat cggtt cgt ggct att acggt cggttt gttccggggcatt gaact caact cctctttcge
ctgccacaagt t cgacaaaagagt agacat ggaaacacgat t agt cgaat t ct caagcaat gat t ct gcaagaaaaggcat at ggt ac
ct gcccaaacccaacgacacggat at agt at agt gat t act t cccaat t gt aat acaaat aagt ccaaggaaat caaaat cat gt gcg
aattcaagtaaaactttttgcaattaaat cat aaggt aaatt aaaaaaaaaact cgaaaaat aat gct aaaatatactttttaattag
t caaat gcaagaat aaacggaat t agagacgacaaacacacaaaaat cat ggact at aggaat ct cgagattttttcat ct caagaat

atgcgecttgttcataattcggaaattttatttgttgttattaacatggcatttttaagacaaattagcatcttattgacggtttaaag
aat ct ggt ggagt ccaaacaaat aaaaat agt ggcgt caaat t gaaacat ct t t aat t agcagagcggaagccaccgt cgaaggcgt t

t gt cacCTGTGTATCGGCGT CCTCGAAGT CCATTCCATCGT CGGCATCATTATCGACAT CGAGAAGATCATCATTGAGATCCTCAGAC
CGT GAGCGGCGCCACCAAACGEEECCT CEECCGT CGATGGT TCCGCT TCCT TGCAAT GT GAAGCGACT CAGCT TGT CGAAGT GAAGCC
AATGCTCGCCACCCCAAACCT GGEGATCCGT CGGAGCAACTACCGTCCCGTCTAGetgaaaaaat at t t aaaccaaaccgtgttagt g
ttgat caggacggattacagcgaaaggttttttttttttttttt gagat ccagtgcaattgtgttatctgaacaaattt at aaaaaga
atgcgcaattctaatatttcccccctcatttattgtgcetatatctgt acCTGGAGTATAATGTITTTCTTGACAGTI GTTCACCCACAAA
CGAGATGGECCCAACAAGGAAGACATGGT TTGCAGGAATCACCAT gt t gat gecct ccacgt t gcat gaagct gcccat gcat ctt gg
aat gcct gt gagacgcaacagaaggaaaat aaaaactt caatt gctt at ct agct aaat ct t aacgt caacaagagat cat ggagcaa
ttaggttttttattaatggttagacttacgttgactagtgccttttcagttaagcaaggctacggattagattttgattactgaactc
ggctactcaagtgatttggcaagattattcaaaagcttttaaggtttagaaccctctaggcattagtgtttagtttaatgacgcgagg
catggtgctacttgggatacttattttgcatcataaattagggtttcatcttcttttcttttagtgatgcattctaaacaaatatcac
attatatttaaaggacatttctagaacagcat aaagagt at aaggt at agaaaat gaggt agagcacaagt gt at gacctt cgt at ca
tcagtgttcccattgccattggcgccaaaat ct agcacgt t gaaggt ggt agagt t gct t ggcact gat ggt gt t ggt ggt gcccgag
gt gt t ggcaccggaagt gt t ggt gaagccaagggt gt t gat act gccgat ggt gct ggt gat gccggt gaagccggaggt gt t ggct ¢
tact ggaggt gt t ggt act accggt ggcat cagt gat ggt ggagat gt t ggt gaat ct ggaggt gt t cgcacagccggt ggt gt cggt

gat gccggaggt gt t agt gaagt t ggaggt gt t ggat t ggct at cggt gcat ggggt ggt gat ggt gt t ggct ct gccacgggt ggt a
ct gat act ggt ggccgcaat gt cgggt ccaccattggtgttggtggtggtatttgcetttgggggaccatgg 5'

>CT12 (08 éxons e 08 introns)

5' caat gaggcgggct cacttct gaaacaattgtttttctttgggt ggt gt gcaat gcattct gaaccccat cactcccacttttcge

aatttattaccactaatccatgacaatgacactttcgtaatagtattgttaaacgtgactctcttctcttctgcactgetccttttcet

ctctctctctgecgecagagetctcattcttgaattctcacgecattcacgecattcccttagecttttcaactctctcgetcttcegetcetg
ct ggaaaacATGGCGT TTTCCGECGAACGCCGACCT CTCGACT GCTCTCTCCCT CCCGAGCT CACCT GCGAGACT CCCTGCCCCAGCC
TCAAGCTCTACTTCCTCATCGGAATCCTCAGCCTCTCTGCACTCTCCATCGCTCTCCTTATATACCTCTGCGTCCTTCTCAGCCGGAC
CTCGAAGAAGCGCGAAGT GCCAGCAAAAGGGACGAAT TCTCGAGAAT CAGATGGACCT TTCTACGAGGT TTTTCTAAGT TTTCATGGA
CGAGACAACCGT CATGGATTCACCGATTTTCT TTACCGT GGCATGGT TGAGACCGGGATCCTCGTCTTTAGGGATAATGAATCCCTCC
ATGT CGGT CAAAGAAT CGCCGAT GAACT TCTACAAGCCAT CCAAAACT CCAAGATCTACGT TCCCATATTCTCTGAGAATTATGCGTC
GAGT CACTGGTGCCTCCAAGAGCT TGCATATATGGT TGAGT GCACCT CCAAAT CTAATGGGAAAAAAGAGATTTTGCCCATTTTCT TG
GATGT GGAGCCTGATGATGT CAAGCTGAAAACAGACT TATACCGCAAAGATCTTTCAGCGCACCAGAAAAAGT TCCGTACTGAAGT TG
AATCATGCGAAAAAGCCT CTCAT TGAAGT GGACGAGATAAAGGGATGGAACT GGAGGAAAGATGAAGGgtaaat t ct aaaact ttt caa
ttatcatttgtagatctcattttcctctctatttagtttaattgcagt gttgcggat gaaaaattattatttcattcttttcattttt

ctcctattttctaattttatttcgattttcaccgtgtttaagtatgaaagagagttttcttaaaaattgagat aaaaat at at caatc

gcat aaaaat cat gt gcact acact gct aacgacaaagct aat agagagat aacagt ttt aacagaat aaaagt gcaggaaat at t gt

at aacagttgaat gtttcagaat aaat gt gtactacctgtactttaaggggattttgtgtagtgtcctcttgtatctttcatcctcac

ttatatggcagtgcgattttttactttcgatttcataagcattgaat aaaaat acagaagt at aagggccagt ggat gttt aaggaat

tt agaat gaaat gatt act t aaaaaggt gaaaagct ct cggcact att gt ggcgat cgct cct agcagCTCCACCAAGCCGCCGGCCA
GCCATCAGCTCTCCGTI CAGTCCCTGCCACTTCTTTGT CACCAGCCCGACACCAAGCCACCAGAAGCCGCCECCGAGCCT TCTGECCCC
CACCCTTTCTTTCTCTCACTCAATGGCGAGT CCGATTCGECCTCEEGATGTCGGgt et aagat caccaagcccat at ccagegt cgec
gagct t gggct accccaaat ct agTGT TAGCGAAGGCCAGCAAAGCCAT CCCCAGT GGTCGCAAGGCTGCAACCCACTTGACTTGAAG
GAGAGGCAAGGCCGAGAT GEGECAGGT GGATGGEGEGT GCAT CAGGCGGCGGECACT CGAAT GT GACAGT GATGECCCCEEGAGg tgagcaa

cgttat cggcggcet t ggt aat ggcaggggeccgacggt ggt gat gact aaat t ggggt agt ggagat agact ggggaaat ttt gat t gt
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tttagcgtctagatgtttttgegtaatttctgcaaattggaaggat aatt gagt cacttagggagtagttttgcaat at aaggt at at
tcttagaacggttgttacgttttt gcagGCAAGCAGATCTGACACAATCCATAATTAAAACTGTGT TGGATAAGCTGAAAGT CAGATA
TAAAAGGATTGTGCCTGAAGATCTAGT TGGAAT TGACGAT TGT GTGGAAGCT ATAATCAAAATGT TGGAT TTGAGATCTAGTAGCGTA
CAATTTCTCGGAAT CCACGGAAT GEGECGGAAT TGGCAAAACAACACT TGCCAATGTCATTTTCAACTGCCTGTCTTCTCACTTTAAAG
ACTGTTATTTCCTTCCAGAT GT CCGAGAGT TGT CACAACGCAAT GGACT GCCATATTTGCAAAAATTGT TGCTATCCAAgtt cctt gg
ttctagttctcatcttgacaat attcaacacacggat gaggggat aacat gat aaagagagtt ctt ggggat agAAAAGI TCTCATCG
TCTTGGATGACGT GGACGGGAAAGAGCAACT CAAAAGT CTAGCAAAAGAAGGT GATTGGT TCGGT TCTGGTAGTAGGATTATCATAAC
TACTAGGGACCAAAGGGT CTTAAGGAT TGT GGGAGAAGCAACAGGT GAAGGCCATTTAGAAAAGT CTACAAAAGT TTTGACT TACGAA
GTACGTGAACTAGAATTTGAAGATGCTCTTAAGCTTTTTCGT AAGCATGCCTTTAGAAGAGACT CTCCACCAGATCATTATGGCTCCC
TTTCAAATGAGATTGTCTCCACT TTGGGAATGCT TCCTTTAGCCCT TGAGGT TATAGGT TCATCCCT TAACAATGAACCCAAAGAATT
CTGGGAAGCCACGT TGAAGAAGCTAAAAGAT GCTCCTCCCGAT GAAGT CCAAAGT AAATTGATGATATCTTTTGATAAGT TAAATAAT
GAACAAAAGCAAGTATTTTTGGATATAGCTTGT TTTTTTGT TAATGAGGATAAAACATACCCT CTTCATATGT GGGATGCCTATGGAT
ACCATCCAGACGT TGCCATTAAGGT CCTCTTGCTCATGT CCTTGATCAAAATTAAAGATGGCAATACT TTTTCGATGCATGATCAAGT
GCGAGACCT TGGAAGGGAAAT TGTACGT CAAGAGAACAAAGAAT CCTGTAAGCGTAGT AGAGT GTGGAAT CATGAGGATGECTTGAAC
ATTGTGAAGCAAAAAAAGgtat agaaagggt at agcaatttaatttcatgtgaatttttgtagattattctt gcaaaaggaaaattta
aatgctattggcgcttgcagttgettgattttgaccat cacacgtggacttcttggtgtttccattct cagGGAAGTAAGAAAATAGA
AGCACTGTCAGT TGGATCTGGAT TTGAGCGGGAAGT CATTATTATGAAGGATGATCAATTTGCTGATTTACGAAACCTGCGGT TCTTT
CGTGGGEEGAAGGGTGTCCTTCGT TGGAGAT TTCAATAATCTTCTCTCAAATTTAAGATGGT TTTCTAACTGT TATTGT TCTTCTATGC
TTGAGGCAAAAAACTTTTGTCCAACTAATTTAGTCGT TCTTGAACT TCGATCCAGCGACATTTCAGAAAAAAATATTGATTGGATCAA
Ggtat gat acgagt ct cactccttgtattcataaatcgtttcttttaatttttttttctttttaggtcatttctcaataaatgttata
tcaaattgttctgcaagt agcaaggaaattaaacgt cct agat cttaaaggct gct at aactt aaggagaacact agatttatctatg
tcggtgectttggagattttgagettatatagttgttgaatttt ggaaagtattgattt gattaaagtat gatacaagtcccacttct
tatacacgtaaatcgcttcttttcatttttttt gt agGCCGTTTCTCAAAAAATATTTTATCGAATTGI TTTGCAGGCAGCAAGGAAA
CTAAAAGT CCTAGATCTTAGCT TCTGCTATAACT TAAGGAGATTGCCCGATTTATATACGT TGGTGTCTTTGGAGATTTTGACATTAG
CAAATTGTGCACTTTTGGAAAGTATCGATTCGGATCGAAgtacgat aggagt ct cactccttgt att cataaatcatttctttttat at
ttttttgtaggtcatttctcaataaatattattgttttgcaggcaccaaggaaact aaaagt cct agatct cagct act gccaacact
tgaggagattgcccgatttatctacgttggtgtctttggagattttgaaattaatagattgtgaacttttggaaagtatcgattggat
cgaagt acgat acgagt ct cactccttgtattcataaataatttatttttatatttttttgtaggtcatttctcaataaatattattg
ttttgcaggggccaagggaaat aaaagt ctt agat ct cagcttatgctttaacttaaggagagtgcctgatttaactacgttggtgtc
tttggagattttgagattatgttattgtt caaagATAAAGAAACT TCCAGACT CGATTGGGAAATTACAATCATTAATCGAGT TGGAT
TTGITAGAAACGAATATTGATCACCTACCGGATTCATTCAACAATCTAAAGCAACTAACAACACT TAGGATGATGGACAT TAAGGGAG
GGTTGACAAAATTACCTAGT GCGATCTGGT TTGT TCAGT TAATGGCTTATTCTTTTTCGT TCCACGGTAATAAGCTGTACTGT TTGAA
AATGCCAGACT TGT CATGGACCCAAATAT TTGGAT TACCCACCGT GGCGAGT CTCGTCTCTAATATCCGTGCACT TCGGATGGACGCG
TGGTATAGCAGACGGCCCAACT TTTATTGGGAGT ACCT CGAGCGT AGCAAAT CTCAGAGGGAAAAACAAAT AT TGECCTCCCCAAACA
TGCGGT TCCTCCTCCAGCTCCCGTCTAGT TTAAGAGACTCAATATTTCGAGAAGT GTGGAGT CTGGBGTAACTGTCATAATCGGGTGCC
GATATTCGT TGGTATATGT GATTCGGAGT TGGAGAAACT CCATCTGCAGGAT TCCACGCT TTCAAGACGGATTGAACAGTGTTGECTG
AGAAACAGGAAAT TCCCGT CCAGATACCGT CGGAGGAT TCGT CGACAGCGGCAT CAGCCCACGAAAGCACT TGAGCCGTCGCATATGA
AGAATCTGCAAGAGGT AGATCTGT TCGAAT GCGAGCTACTAGT CGAGAT TCGCGGECCTCGAAGAAT TGEGATCCCTTTCATCCCTTGC
GGTCGCATATTGTAGGT CGATCGAAAGGATGCCAGACCTATCGAAAT CGAGGAAGCTAAGGGAGCT TCGAGT GGGAAAAT GTCCGAAG
CTAAGAAGCATGGAAGGT TTGGACCGCT TGGAATCTCTAAAGT GT TTGCGGAT TCACGAT TGCAGGT CTTTGGAGAGT CTGGT GGACA
CCTCGAATTTGGATTTAGAATGT TGCCTGATTGTCCGT TGCAAGCGGT TGCCCGACCGT CGCAATTATTGTAAACGT GGCCGGEGGT TG
CTATTGTGAGATGCTTTTCGAGGGGT TATGGAAAT CTGACCCGAT GGAAGT CCAGCAAGT AT TACAGGGACACCCGGAT GT TGCGCCA
gtaaggaat tt agaacat ggcttggtttttgtgcttggtgtageccattttgtttgttttettgttgttetgtttttttgttctatgaa
aaaggctttctcccggacaaata 3'

>CT13 (04 éxons e 04 introns)
5'ctatcttttagtttcactttataaactttatttttatttttatttttttggatgaagtagtgttttcattcatccataaaaggaac
t ct acaagagct agacaagt gagttt ct gaagccat gaat ct at caataatttgtgctgtcactttcgtttgttgcetaggtttcagat
tttaattttttttcaacaaat gggacccagaaacttcaacccattgattgattcatggaaacttttaggaaacttctcagaaacttct
cgcat gact caaggcatt gactatatttact caagggat attcggagattcttccccct ccat gat gccagagact gagagct cat ca
tattgacagccctcacttggatttaagcacacccaaagcaaactttcct gagat at ctggtgtttagagat ccttccATGGAGAAAGG
CACAAATTCACGGGCATCATCCGGATCTTCATATGAGGT TTT TTTGAATTTTCGAGGAGCAGATACTCGTAATGGATTCACCGATTTT
CTTTACCATGCGATGGT TGGTGCTGGAATCCT TGTAT T TAGGGATAGCGAAT CCCTCCATGT TGGT GAAGAAATTGGTGCTGAACTTC
TACAAGCAATTGAGAACTCCAAGATTTACATTCCCATATTCTCTGCAAATTATGCTTCAAGT TGTTGGT GTCTTCGAGAGCTTGCGTA
CATGGCCGAGT GCACCT TGAAAT CAAAT GCGAACAAGGAGAT TCTGCCTATTTTCT TGGACGT GGAACCT GTTGATGT CAAGCTAAAA
ACAAACTTATATAAACAAACT CTTTCAAAGCGCCAGAAGACGT TTTGCAGT GAAGCAGAGT CATGGCAAAAGGCTCTCATTGCAGT GG
GCAAGATAAAAGGATGGAACTTGAAGAAAGATGAAAGgtgaat gt ct t aaact ttt cagtt gt t acgt agatttcttcttcccccecta
attagttcgtttgcagtattgttggt gaaaattatagtttattcatctcgtcaagcatgggattctcat gggt agt agccaat agcgg
ccgacaccaat acggt ggt ggcacaccttacccattctaattctttttctcctctcactttctatctctgacat agt agccacgaat a
gt aacat ctt gagcagct t caccaagccgccagccagecact gct acaact cat ccat caat cat cgccatttcttt gt cgcecgecct
gacaccaagcggccagaacct gccgt gaccat ccaaact cccaccctttctatcctt cact cact ggt aagt cagatt caggct gggt
ttgacgtcaccttgcctatatcttgecattgeccaccctt ggggaccccaaat ct ggt gt ct cct aaagccggegat t gcaaggccacga
cccat gt gacgt ggaggat t gagat aaggct gt gat ggcgggt cgat t gggt gt gat ggt caaggact ct ggaat gcaat ggt gat ag
t gcagggaggcaagt gat gt caacagt ggcat gat ggt ggcagaggct gacggt gat ggt gat t gaagt t ggggagt ggagagagat t
gaaaaaat cagaaattcttagcatctagattttttttcttgctaatttcctcaacat gt gagggcaatt gaat cactt gagaagtagc
tttttacaacattaaagttgtccttaacat ggttgttacatcat ggcagCCAAGTAGATTTGATCCAATCGGTAATTGAACGCTGTTTT
GGTTAAGT TGAATGT CGGATATAAAAAT GT GACTGAGCACCTAGT TGGAGT TGATGATCGT GTAGAAGCTATAATCAAGATGT TGGAC
ATGCGAATCTGATGATGT GAAATTTCT CGT GAT CCAT GGAAT GGGAGGT GT TGGCAAAACAACACT AACCAAAGT CGTCTTCAACCGAT
TTTCTTCTCGGT TCCAAGGCTGCAATTTCCTTTCGGATGT TCGAGAGT CATCAGAACGACATGGECCTGGTACATTTGCAAAAACAATT
GITATCCAAGTTCCTTAATTGT TGT TATGT TGACCAAATCAGT GAAGT GGATCATGGAATCAACATGATTAAGAGGGTACTTCATAAT
AAAAAAGT TCTCATTGT TCTTGACGAT GT GGAT GAAAACAAGCAGCT GAAAAAT T TGGCAGAAAAAGGAAAT TGGT TCGGT TCTAGTA
GTCGGATTATCATTACTACTAGATACAAAAGT GTCCTAATGATTGATGGAGAAGCGACAAGT GAATGT CCTATAAAGT GTGCAAATGT
TTTGATTTATGAAGT ACAAGAAAT GGAAT TTCGCCACGCTCTTGAGCT TTTCAGTAGGAAT GCCT TCAGGAGAGACT TTCCATCCGAT
GATTATGT TGACCTTTCAAAAAAAGT TGTCTCCACT TTGGGAAAGCTTCCTTTAGCTCT TGAAGT CACCGGT TCATCCCTTTCTGGTA
GATCCAAAGAAT TTTGGGTAGACACT TTGAAGAAGCTAGAAAAAGCT CCTTCCATAGAAGT CCAAAAAACATTAAGGATAACTTATGA
AAGGTTAGATGATGAACAAAGGCAAGTATTTTTGGATATAGCTTGT TTTTTTGT TAATGGCGATAAAACCTATCCTTGCTACATGT GG
GAGGACT GT GAATACCACCCGT ACAATGCCAT TGAAATCCTCCGT CTCATGT CCTTGATAAAAAT CAAAGATGACAATACCTTTTGGA
TGCATGATCAAGT GCAGGACCT CGGAAGCCECAAT CGT TCGT GAAGAGAAT TTCAAAGAACCT CCCAAGCGT AGCCGAGT GTGGAATCA
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TCAGGAAGCCCTGAGCATTCTGGAGCAGAAAAAG LYt cgaaagggaat tt caacttattttcct gt gaatt gtt gt ggecctattctt
gaaaaaggaaaaaat cat ccctattagcgcttgaaattgtttgcttttgaccttcacatgtgacttcttggtgtttccatcatt agGs
AAGCGAGGAGATAGAAGCACT GT CACT AGGAT CTCGT GGAGT CATCGTAACGCCTGGTGAAGT TGCTAATTTACGACACTTGAGGT TC
TTGGATGGGAATGAGATGT TCCTTGT TGGAGACT TCAATAATCTTCTCTCCAATTTAAGATGECTTTCTTGECGATGGTGCCCTTTCG
AGTTTGTGGCAACAAACTTTCATCTGgtcaat tt aat cgtt ct t gacct t t cacat agct at gt at ct gagaaat ggat t ggct ggaa
ccaaat caaagt at gat acgagt ctcactccttgtatataagtatattttctcgtctttctcattttttttccctataaatcgtttct
taatatatatattttttgtagGTrGGCAAGTAAACTAAAAGTACTAGATCTCAGTAATTGCAACAACT TAATGAGAACGCCTGATTTAT
CTATGITGGTGTCCTTGGAGAGATTGATTCT TGAAGGT TGT CGCAATTTAATTAAAATCGACCCT TCCATCGGAAAAT TAAAGCTCCT
CAATCCTTTAAACT TGAATGGATGTCACGCTCT TGAAGGAT TGCCT TACGAAATAGGATGT TTAGATGCTTTGACGGAGATTCTCATG
CCTCATTCGTCATATGCAT TCAAACT TCCCGAGACGAT TGGTAAT TCGAAGT CATTGT TGACCCT TGATGTATCACATAGT TGGATTG
GCATGCTACCAGACTCGATTGGTAATTTGAAGT CATTGT TGACCCT TGATGTATCACATAGCT GGATCGGCATGCTGCCAGACT CAAT
TGGAGGECT GGGGAAACT TAGGCGGT TGAATTTATTTAAGT GT TTAAAGATAAAGAAACT TCCGGACT CGGT TGGGCAATTACAATCA
TTAGTCGAGI TGGATTTGTCATCAACAAGT TTGGGACACT TACCTGATTCAATCGGCAATCTAAAGCAAT TGACAGTACT TAGGATGA
GCCACATAATTGGGATAACAAAAT TGCCAAGAGCGAT TGGEGT TGCTAGAGAAGCT TGAAGAGT TAGAAGCTAGT GGATGT CACCACT T
GACCGGCGAGATCCCTGAAGAAAT TGEGAGGT TGTCTCATTTAAGGATCTTAGACT TGT CATTCACACGTATATCCAGATTACCCATC
ACTGTGCATTACCT CTCTAATCTCCAAACACT TAATCTAGAATCATGT TCTAAGCTTAATGAGT TGCCACAGCTTCCCCCAAGT TTGA
GITGTCTAAGGTGGACCTTTAATACTCTCAAGT TTTGTGGAAATAGGACATATATGCTAGAGCGEGACTCTCCT T GTCACTCTAGCAT
CGTACCCCTATATGAGGT GGAAGAAAGACAGCGAT TTTGGECCCCAGCTCCCGTCTTCTAGT TTAAGAGAGT TGGAAGT TGGAAATCTG
TCATTTAGACAACGGTGGGATTATTCCCGT TTGAGCAACT TGTCAACCT TGCGATTACAAAGT TGTTCGATGTCAGAATTCCTTTGT G
TGAGCCCTGAGGT GGTCGAGCGCT TGACT TTGT TGGAACAAAAAAGGCAAT TGGGTGTGGT TCCGT T TAAAAT GTGCCCAAGAGCACT
TCTTCTATTAGCACATGAAGATTCTGGAAGAGGTAAATCTGT TTGGATGCTCCTTGT TAGT CGAGATCTGGGECCT TGAagaat t ggg
atccctttgcttcctatcgattgtggattgcaattccat ggaaaggat gt caaacct at cgaaat tt gagaaagct aaggaagct cag
agt aggagaat gt ccaaagct aagaagct t ggaaggt ct aaat cact t gggaat cttt acagaaacttgtggattcccaatttgttgce
tcgttggagagtttggct gacacct caaatttgecgtttagaat gttccacaatt gaacattgcgagcagttgcccaat cgtaatagtt
act gt agat gt cat gacaacagagatt cagt gttt act gagcct gaccaccct aagtatttttgagccagttacact gagct cgacct
gacaaaagt ccggt gagt at gat gt gaacacct gt at at t at t gt gt ccgt aaggaagt aagat caagtctttattgttgggcttatt
gtgttccttttgtttttgtttttttttcttctctgaattggaattcggat ggtctgaagaaggttttcccat gacaat agt ggtaaca
agt acgggccat t aagat t gaaat ccaat t t gaagat gagat gat gt agagagaagt acgt t gagaagat t ggcccaat gacct cgac
caagaat gaccagaattgagtgactttcatccccattctctttttgttat cgt aagt agat at gaattttacgggt cgtaaccat att
ctcgtcattggctggatacgactttgttataaccat ggagtttccgtccagcatgcttgecgtagcatctgcatttcctcaaactttcc
atttcctggtaatcagtctcggctctgttttcttcttaatttggat at gaagcagagggcccagcgct ct agect ccaactt gt gt gaa
aat cggctgccattgaggctctattaattatctggacttcctgecgetgectttgt ggtaatcaggatctgaatcgttgetttactttt
gcat ct aagct cct ct gct gaat at cacat cttt gat gaaaat gcct gaacggagaatttccttcact act aaact att gat cgaatt
tggtcat at aggcct att tt gaagaaagt gagct agat t cat at gt gt t cgat t at gt aat gct ggccgagaacct cat gt at aaaat
tgaatcgatcccaatgtgtttttcgct aaattcatatga 3'

>CT14 (09 éxons e 09 introns)

5'taggatt gagtt ggccaaaacttcaacccttagattgagcaccacat ggcgcagagt gaat gcgcctt ggt ggcgacat gagagct

ctccaaaagttttttcatggttggcaaatgtaccttcagttttctcagatgttttgact gatagattagaagggacattccctattta
tttctttgattaattatgtaatgtttactacctgattgttgttgatgtagcaaccgatatgttagttgtatcatgtgaaagcattgtt

attttattcgatgtttagattttatttgctttctgttaattgttgattgct gt gggtaattagttgtgggtagtttagaagtttttgt

agcttcatagaattgattttgcatatgacaatcatattaataataattttaagttaggatttttggaggatgattggaaacgtagtga
ccttttgattctgaaaccttacttgaaaattattcattgatatgatgggtctgtgcaaat agggat gcat aaat gat aggcattaatt

attcgtgcat gt at at ct gat gt gt t c agAACGATGGECTCAGCAACTAAGAATGTAATTGCTGATATGAACGGCTACAATTGTGAAAT
ATTGAATATGAAGATTCAATAT GT GCT GGAAAAGCAAAAAGCACTAGAAGCT TTTGACCATGT TATGGAAGATCTAGAGGATGCTGT G
CGCCACCTTGAGCTAGT AGAGGACTGT CTATCGCCAT TTGAGCCGAAAAT AGACAT TGGCTATGCTAGT CCTAGCT CAGAAAGGGCCT
TGAGCTCTAAGCGCAAACGTATTGATTCGT TCAATATGT GGGAAAGCAAAGGAT CAAGT CCTTAT TGCAAGAGAT CAAGAGT TAACCA
ACACAAGAGAAGAAAACGT CCTCAAGT GAAGAAAAT GT CAAGGGT AAGGT GT TACAAT TGTGACAAGAAGGGTCACTATGCTTGCGAC
TGITGTGAGCCAAAGAAGGTAAACACCTCTTATACATTTGAGAACT TTGATTATGT GTCAAGT TCTGAATTATTGGCTGAATCCAATC
CTTTGTGGACTGTAGATTCAGGAAAGACAGACCATgtaaggaaggat agaagat cct t cgt gaaat t ccgat aat accaact agaact

atgtggatttat gt gggaaat aact t cagagct gaagt t aaagggat t t ggcacct gccaat t gaacat gcgt ggt t gacgcaccttg
ttcctacatgatgttccatatgctccagagattcgtcgaaatttaatgtctgtcttggtgttggttaagcttggttttagtatgacct

tccataatatatgtgtagatttgtatttggat acaaactactatgattttggtcactttctggatggttttattgtactaaatgttga
ctgttgtgatgtcaatatgttattcccttgtttcacgtcttctactttatatgat aat gat gt gaat agggt ggcat gct agacttgg
tcat att ggccaacaacat at gaat agact agccaaagagggctt gtt gggcaat t t gaat aagt cgattt gt ccat at gt aagcat t

gcct agaagggaaaacgacaaggaaaccat t t ggaaaaggt aaaagagct gaatttcctctgcatttaatctattct gat gt at gt gg
tt caat gaat at gagaggaaggcaat gggctgtttgtttcatcacttttataaatgattctacttgattcggatatgtctttgatttc
t cat aaat ct gaagcat aagtt gt t t caaaaagT TTATGAACCTGGTAGAGAATCAATTAGACAAGAAAATAAAAGTATTGAGATCCG
ATCGAGGT CAAGAATATTTATCTGATGAGT TCAGAAAAT TATGT GATGAAAAAGGAATAGAAAGACAGT TGTCTATTCCATATACTCC
TCAACAAAAT GGT GT TGCGGAGAGAAGAAACAGAACCCTACTGGAAAT gt aggt ccat gat ggcgcat gct aactt actt at cact

tttttggagtgatgtgttgttaactatt gccttcatacttaaccgggtgeccttccaaattagttatttccactccatataagttatgg
at aggt agaaaaccggacttaagttttcttaagt cat ggggttgtgct gcct at aat gaat cct ct cacaaat tt gggaaat at ggtc
ccaaat gaaagaagagtatttttaat gagat act gcgaacact cgaaat ggt at gt gt t cat aggt gagcaggaaagt gggaaaat aa
ctgaattttgaat cacgggat gt cacat ccttagt ggat gaatttcct aagaggggcgaaat aggagaagattatttcctatttaaaa
ccttggat caagat aat gat at t agt ggagt t cgt ccaagt gggagt aat at gagaagt gat gaat t gaat t caact cattct caatt

acaaccacat gat gagat gat at cgt cat t at ct aat ct aagt gggagcat aat ggggaat gat gt gct aagt gt acattctcccata
tagcgaacaagt cgccaaagt at cccct at cgacgtttt gacatt gaagggggaaacttttat aatt gct ccacgagat aaggat gag
ccaagaaat at t aat gaggct at t aat t gccct agt aaggaaaaat ggat t t at gcaat gaaagaggaaat t gagt caat gaaat caa
accaagt ct gggaact ggt t gat ct t ct aaaagGGACGCCAGAGCT AT TGGGAACAAGT GGGT TCTCAAAATAAAGCGAAAGGCTGATG
GCTCGATAGAAAGGCATAAGGCT CGCCT TATGECGAAGGGEGT ATAAT CAACAGGAAGATATTGATTATGAAGATACATTTTCTCCTGT
AGTGAGATTTACCTTGATTCGCATTATTCTGGCAATAATGGT TAGTATGGATCT TGAGT TACATTATATGAATGTAAAGACTCGCTTTC
CTCAATGGAGAATTAGAGAAAGAAACATATATGGAACAATCTGCTGGT TTCATAGT GAAAGGCCAAGAAGAAAAGgtat gt cgact t t

gggggt cgat at at agccct aagcagt cgt caagacaat ggt at at gcgt t t t cat aat gccat aat ggcat at gagt t t acaat gat

t gat gaggat catt gt gt at at at caaaagat ccaaggat caattt gt gat cat at catt at at gt t gat gat at act gatt accaga
agcaat at ggagt t ggt t aat act gt caagagat agtt gt ctt ccaact t t gagat gaat gat at gggat t gt aaacccat aaacact

cct at t gcaaaaggt gaaggat t gagccat agact gt gt ccaaggact ccacaagagaaggtt caaact aaat at gttccttat gcta
gtgct gt t gggagcet t gat gt at gct at gat gt gt acaacacccgacat at gct t t gcagt t ggaat ggt gagt agat accaat ccaa
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t ccaggt ccagcacaat gaaaagccgt t aaaagaat act aaggt at ct aaaggggact gct gatt at acgct gagtt at t at ggaaag
gat ct gcgact ct aaggct at t ct gat gat gat t ggggaggagat t t aaat aaaaggaaat ct acctctaggtttgttctcttaccga
at aat ggcaccat at gt t ggagcagt aagaaacaaaagt gt at agcctt gt t cacgat at aagt t gagt t cgt ggcat t at cagcagc
agt at aagaaggt gttt ggcttaagagattttttggatcatttaggtgttattgaaagtgctgcagattcattgttggttaactaatg
at agccaagcagcaaaagt gt acaccaaagat ccaaaat at cat t ggcaagaccaaacat at agat accaagt at aatt t cgt caaag
at at ggt t gcacgaaaagat gt gaact t at aat acat act acgcat agaat ggt agcagat cct at gacaaagccaat acct agagat

gtgttttgtggcet at at gaaat ct ct aggat t gcgt agaggct gat gt act gaat att gt aatttccctaagtgttcacaatttgatg
aatttgtgtttttcatcattaatgcctatgaatctttgtttgatctttatgcatcttaatgctcagtgcattactttaagttaggaaa
gt at gt cggacagat at gagat t agcccact cacacgggt aat cacctctatttact gt gt gat aaat agagat gagactgtttttaa
gcttattatctaggt gat aat cgagagct caagct t aaaacacgt at gt cgcct t aact gggt gt t aagat gaggacat aat actt ac
t at gt ccgagagt aaaat accccacatattttactttatctgtctat gat gccaaat gt gagtt ct gat gaatttagt gaat gagt ag
at acgt gaact caagt cagacat t gggt at gt ct gaact at cat ct gt acggt at t gaaaggt gt agacat acgct ccat gggaaagg
agttgataccgt aat acgtatttcatact acgt at gcat gagacgaccaat aagagt ggcaaaagtttgatctcaacttttttttttt

at gt cgt gt gagact ct t gaggaaaagagttcctcaattttttagtccccccatgactcttacttattttcaagatttctatttagtg
tttgctatcttaggat gttgccaat ggt catgagtttgatt cgatctaat ggggcatttctagaaaagcaagct gaact aaaattgag
agtttgaagggaagaggaagattgattttggagaat cacattgtagttttgtattcaccggttaaccaattatgactgtttttgtgat

aat cat aatt gt gaat acaat at at catt gt t t gaaagagat caat agagat at aaat gt gat caat cgat ct agggt act gcat act

aaat ct act cggagt gt gat gct cat t at gagct gct at at at t cct aac agATGTATAGCAACGAGCTCTCAAAGTATGCTGGTCGC
ACGGATTATTCACTGgtat gaat gt t gaagagaggaaaagagaat t ct gt t cggcccaccat gt t aagagaaagt ct at gat ggattt

tttttctgatgaggct gagt agggcct gt ccgecccatgttggtttt gt accaccat gt gcgagt gggagat gat ggatttat gagat g
ggcct gagt t ggcccgt ccacccaagt t gggcccaaaaagcccggecccacgggaat agggeccgt ggat gggggaaggt at aagggag
gagagagagagagagagagagagagaagcacccttt ggcacaat caacgt acgcttctctcccgegtgttttct ct cccgaaghACAG
TAGGCATACGGCTTCCAATTTCT TCCCTTCAAGGCT TCATCGACCGGATTCTCTTCCTCCATTGACGACGGTGT TTAATCTGTGGCTA
ACAAGgtacgct cgact ccgt ggt gt gcttt acgat cggt gat acgtgtttttcccgagcettcgtcttccgcattgattt agGEGITC
GATTCGGT GTCGAATCCGGTAT T TCGGGGAT CAGT CATTCCCAACAAAACT AAACGT CAAGATCTTCTTCTTCTTCTGCTCT Ggtgac
catctcctgcgattatagagtggttttcacgttttctttttccatttcgttctttgtt cagGGTACTTGTTTTCCTCGGACATAGTGG
CCACCATGGAGAGGCACAACAAT GAGATGGCCGACT GTGT TAT GGCCAGGCCTAAGAAGATCTGCCATGATTTTGGTGAGgtgagt t ¢
ttgttgaggcat aaatttccaagtttcgat aagt gaaaat gt ct agggat caat gggat t gagt gacccgggt gt ggttgctattgtt

ggaggat agGT CGCGGT GGAGACGAGAGT GGAGAAT GGGGAT GCAAGAGAT GT CATCT GCAGCGT GGCACAGAAGT TGGTGCCTGATG
TTCTGGTGATGECGAACCATGGT TACGGTCTTATAAAAAGgtact t caat t act catt tt gt gt aat t act caaaact ct gt acat cg
gct ct aat aat caat cacct cagagggaagacat gt att at gt agcct t aact t gagat aat gt t aacat t gaaagt at gggt aat ca
attttatgat gaacgcgggat aggt cgt acatt aagaatttagaacctaccatgtctattttccat aacaaggccaaattt aaagtac
cat aact att gt t cgaaaaaat gt gt cgt gaact at t t gt ggaat att gat t aaggt at agat ggatttcct gaacttttgagttcaa
aatccatctttagctaatctatattttttctcacttatcccggttgaaggttgtccttacctacatgtgggcgatcttgaagtctctc

agactgattcaatattcaatgatttattcgaattagtagaat gagggatttactcttaattgaaaaccttccttcgetttctatgggt

agatt gt ggcat ct gt at cgat act t aat t gt gat t t ggt gaaat gt cacagG3CCT T TCTGGCGAGCGT GAGCTATCACTGCGCCAA
GAACGT CAAGT GTCCT GT GCTGGT AGT GAAGAGGCCCAAAACCAACAGGAACGACTGAaact cgat ct at act t cet gt gt t gt gt cc

ttgtcctaggttgtcttctacaggattatcgagttttattgtgtatatattcctacagtgtgecatattctttgttttctgecttgtaa
agggat t ggat ct t aat aat agaat tt gatt gt caaaaaggacacggt gctt gacct cat cat t aagcagcat acaat aaaat aaaat

aaaaat gt gaat gagctt at cgaaagt tt ccat cagct gt cgacagagact ggccaaat caaagagagaagagcgat agagaat gat g
gcattatctttaaaccat at gcagt agat ccagact ctt caacaagt gcgatt gat ct gaaaat ggacgtttgccttcgttctgaaaa
ct cgagt cagt caaaat ggat at ggat gcaat cagt cgct caaagt ctt gggat cagccttcgt acagttctct ccctct ct aaagaa
atgtcctacatctat att gt aaagat agaaaaat aaaaat t at gaaggcgccaagct t gagt att ct at agt ct cacct aaat 3'
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MOTIVO TIR-1 MOTIVO TIR-3

176 YEVFLNFRGADTR 188 276 |ILPIFLDVEPVDVK 259

** * :* '*= .
AAQ93075 AAQO93075 .GRH‘U’LPIF HVDP
CAC95124 CAC95124 'GQIVLPIFYDIDP
AATU04763 AAU04763 DQLVLPIFYKVDP
P 174037 P 174037 MBRRILPIFYHVDP
g AAG13418 AAG13418 DRRILPIFYHVDP
— > CT13 — (CT13 --EILPIFLDVEP
CAC35330 CAC35330 IQHIILPVFLFVDP

S aler ruler '....... 280....... 290.

Anexo 4 - Sequéncias de aminoacidos do agrupamento contiguo CT13 representando os motivos TIR-1, TIR-2, TIR-3, TIR-4, P-loop,
Quinase2a, Quinase3a, HD (hidrofébico), motivo-1 (LRR), motivo-2 (LRR) e motivo-3 (LRR). As sequéncias foram
alinhadas utilizando o programa ClustalX (1.83).
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MOTIVO TIR-2

225 |IGAELLQAIENSKIYIPIFSANYASSCWCLRELAYMAEC 263
DELVKIMECR - -

LVEILKCKEK-
IRKIRMCQ- -

AAQ93075
CACS95124
AAU04763

P 174037 LAMLCKMK - -
AAG13418 LAMLCKMK - -
— CT13 5 LAYMAECTLK
CAC35330 KG SK r SKWCLQELAKMVECWKS
pe L el v e el v v R e v et e YA e e ¥ T
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MOTIVO TIR-4

225 WQKALIAVG 333

ARAQ93075 ERVKC LSWDLR I
CACS5124 KLVK] LSGWNLND
AAU04763 HLQD
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