
LUANA MAHÉ COSTA GOMES

CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DE ANÁLOGOS DE

GENES DE RESISTÊNCIA EM DUAS

ESPÉCIES DE EUCALIPTO

Tese apresentada à Universidade
Federal de Viçosa, como parte das
exigências do Programa de Pós-
Graduação em Genética e
Melhoramento para obtenção do título
de Magister Scientiae.

VIÇOSA

MINAS GERAIS – BRASIL

2005



Ficha catalográfica preparada pela Seção de Catalogação e
Classificação da Biblioteca Central da UFV

T
Gomes, Luana Mahé Costa, 1970-

G633c Caracterização parcial de análogos de genes de resis-
2005 tência em duas espécies de eucalipto / Luana Mahé Costa

Gomes. – Viçosa : UFV, 2005.
viii, 69f. : il. ; 29cm.

Inclui anexo.

Orientador: Sérgio Hermínio Brommonschenkel.
Dissertação (mestrado) - Universidade Federal de

Viçosa.

Referências bibliográficas: f. 43-51.

1. Genética vegetal. 2. Genética molecular. 3. Euca-
lipto - Resistência a doenças e pragas. 4. Cromossomos
de bactéria artificial. 5. Clonagem molecular.
I. Universidade Federal de Viçosa. II.Título.

CDD 22.ed. 581.35



LUANA MAHÉ COSTA GOMES

CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DE ANÁLOGOS DE

GENES DE RESISTÊNCIA EM DUAS

ESPÉCIES DE EUCALIPTO

Tese apresentada à Universidade
Federal de Viçosa, como parte das
exigências do Programa de Pós-
Graduação em Genética e
Melhoramento para obtenção do título
de Magister Scientiae.

APROVADA: 10 de agosto de 2005.

__________________________________ _________________________________
Prof. Francisco Murilo Zerbini Júnior Prof. Júlio Cézar de Mattos

Cascardo
(Conselheiro) (Conselheiro)

______________________________ _____________________________
Profa. Marisa Vieira de Queiroz Dr. Douglas Lau

____________________________________
Prof. Sérgio Hermínio Brommonschenkel

(Orientador)



ii

A Deus.

Aos meus filhos Vítor e Júlia,

por serem frutos de meu amor e razão do meu viver.

Ao meu esposo Fábio,

pelo eterno e pleno amor!



iii

AGRADECIMENTOS

À Universidade Federal de Viçosa, ao Núcleo de Biotecnologia

Aplicada (BIOAGRO) e à coordenação do Curso de Pós-Graduação em

Genética e Melhoramento, pela formação científica e profissional.

À CAPES, pela concessão da bolsa de estudo.

Ao professor Sérgio Hermínio Brommonschenkel, pela orientação e

oportunidade de aprendizagem.

Aos professores Francisco Murilo Zerbini Júnior, Marisa Vieira de

Queiroz e em especial ao Prof. Júlio Cézar de Mattos Cascardo e ao Dr.

Douglas Lau pelas colaborações e sugestões neste trabalho.

Aos amigos do Laboratório de Genômica Cynthia, Edgar, Evandro,

Gustavo, João Paulo, Klaus, Leonardo, Lúcio, Luiz e Tadeu pelos bons

momentos de convivência, amizade, cumplicidade, além do apoio em

momentos oportunos. Em especial Bruno e Janaína, pela dedicação na

realização deste trabalho, além dos novos amigos Miki e Reginaldo que

compartilharam longas conversas produtivas.

Ao meu marido Fábio pelo amor incondicional e por sua presença e

dedicação constante. Aos meus filhos, Vítor e Júlia, que são razão de nossas

vidas.

A todos que contribuíram de maneira direta ou indireta na realização

deste trabalho.



iv

ÍNDICE

RESUMO................................................................................................................. v

ABSTRACT............................................................................................................. vii

1. INTRODUÇÃO.................................................................................................... 01

2. MATERIAL E MÉTODOS.................................................................................... 08

2.1. Material vegetal e extração de DNA.............................................................. 08

2.2. Clones de cDNA selecionados para o sequenciamento............................... 08

2.3. Sequenciamento dos cDNAs de Eucalyptus ............................................... 11

2.3.1. Sequenciamento..................................................................................... 11

2.3.2. Subclonagens......................................................................................... 11

2.3.3. Análise das sequências dos clones cDNAs........................................... 14

2.4. Triagem da biblioteca BAC de Eucalyptus grandis....................................... 14

2.5. Caracterização dos clones BACs identificados............................................. 17

2.6. Construção da biblioteca shotgun do BAC 143-F12..................................... 17

2.7. Sequenciamento da biblioteca shotgun......................................................... 18

2.8. Análise de sequências para identificação de RGAs...................................... 18

3. RESULTADOS.................................................................................................... 20

3.1. Caracterização dos cDNAs de Eucalyptus sp............................................... 20

3.2. Identificação de clones BACs correspondentes aos cDNAs......................... 27

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

sequências obtidas........................................................................................ 29

4. DISCUSSÃO....................................................................................................... 39

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS........................................................................ 43

ANEXOS.................................................................................................................. 52



v

RESUMO

GOMES, Luana Mahé Costa, M.S., Universidade Federal de Viçosa, agosto de
2005. Caracterização parcial de análogos de genes de resistência em
duas espécies de eucalipto. Orientador: Sérgio Hermínio
Brommonschenkel. Conselheiros: Francisco Murilo Zerbini Júnior e Júlio
Cézar de Mattos Cascardo.

A maioria dos genes de resistência (genes R) clonados codifica para proteínas

R que contêm um domínio C-terminal rico em repetições do aminoácido leucina

(domínio LRR), um domínio central conservado contendo sítios de ligação a

nucleotídeos trifosfatados (domínio NBS) e um domínio N-terminal variável (TIR

ou não-TIR). O domínio LRR provavelmente está envolvido no reconhecimento

de proteínas do patógeno produzidas durante o processo de infecção. O

domínio NBS está relacionado com a hidrólise de nucleotídeos trifosfatados e

participa de uma sinalização celular necessária à resposta de resistência da

planta. A região N-terminal variável pode conter um domínio com similaridade

com a proteína ao Toll de Drosophila e Interleucina de mamíferos (TIR) ou

ainda um domínio não-TIR, como coiled-coil (CC), ambos aparentemente

envolvidos com sinalização celular. Ao contrário do observado em culturas

agronômicas, existem poucos trabalhos de caracterização de genes de

resistência em árvores, especialmente em Eucalyptus. Estudos de

caracterização do transcriptoma desta planta, como parte do projeto

Genolyptus (http://genolyptus.ucb.br), resultaram na identificação de várias

etiquetas de sequências 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 possuírem similaridade com genes envolvidos em resistência

a doenças em diferentes espécies vegetais, como linho e Populus e ao gene

Rar1 envolvido em resposta de defesa; 2) identificar clones BACs de E. grandis

http://genolyptus.ucb.br/
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correspondentes a cada um desses cDNAs, visando a futura determinação

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 caracterização dos cDNAs revelou que a maioria dos clones possuem

sequências 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 construção de uma

biblioteca shotgun, visando a caracterização parcial de seu inserto. As

sequências parciais de 917 subclones desta biblioteca foram agrupadas em 14

contíguos sendo que nove apresentaram similaridade com genes conhecidos.

Dois contíguos mostraram similaridade com genes que codificam proteínas da

classe TIR-NBS-LRR e os demais a genes que codificam para fosfatidilinositol

3-quinases putativas, poligalacturonase e a poliproteínas putativas

(retrotransposons do grupo Ty1-copia). Análises mais detalhadas dos

contíguos com sequências 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 domínios TIR-NBS e parte de um domínio LRR. Esses

resultados sugerem que este BAC seja derivado de uma região genômica de E.

grandis que contém um agrupamento de genes TIR-NBS-LRR. Futuros estudos

de mapeamento genético poderão determinar se a sequência desse BAC co-

localiza com genes de resistência em E. grandis.
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ABSTRACT

GOMES, Luana Mahé Costa, M.S., Universidade Federal de Viçosa, August
2005. Partial characterization of resistance gene analogs from two
Eucalyptus species. Adviser: Sérgio Hermínio Brommonschenkel.
Committee members: Francisco Murilo Zerbini Júnior and Júlio 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

(Ty1-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. INTRODUÇÃO

As plantas se defendem constantemente contra ataques de patógenos

como bactérias, vírus, fungos, invertebrados ou até mesmo de outras plantas.

A maioria destes ataques resulta em resistência da planta sendo a ocorrência

de doença uma exceção. Existem barreiras naturais, como parede celular,

camadas de cera e compostos químicos que conferem resistência de amplo

espectro às plantas em resposta ao ataque inicial de uma grande variedade de

patógenos. Em adição a esta primeira linha de defesa constitutiva, cada célula

vegetal possui mecanismos de defesa induzíveis e, em caso de suplantação da

barreira pré-formada, há uma reorganização metabólica na planta visando

conter o organismo invasor no sítio de infecção (Taken & Joosten, 2000;

Hammond-kosack & Jones, 2000; Martin et al., 2003; Hammond-Kosack &

Parker, 2003). Esta rápida e efetiva reorganização metabólica é desencadeada

por proteínas codificadas por genes de resistência (genes R). Estas proteínas

são capazes de, direta ou indiretamente, reconhecer proteínas elicitoras

produzidas pelos patógenos e ativar as respostas de defesa (Takken &

Joosten, 2000; Hammond-Kosack & Jones, 2000; Martin et al., 2003;

Hammond-Kosack & Parker, 2003, Belkhadir et al., 2004).

A resposta de defesa caracteriza-se pela rápida ativação de vias de

transdução de sinais, de forma coordenada e complexa, que resulta na

alteração de fluxo de íons, geração de espécies reativas de oxigênio (reactive

oxygen species, ROS) e produção de óxido nítrico (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 à ação de moléculas sinalizadoras, também ocorre nas

células adjacentes àquelas que sofreram HR a ativação de genes de defesa

que codificam proteínas de parede celular, peroxidases, proteinases, enzimas

hidrolíticas, proteínas relacionadas à patogênese (proteínas PR), como

quitinases e glucanases, e enzimas envolvidas no metabolismo secundário
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(Takken & Joosten, 2000). Finalmente, ocorre uma sinalização sistêmica que

leva a ativação de genes de defesa em locais distintos do sítio de infecção.

Esta resposta conhecida como resistênc ia sistêmica adquirida (SAR) confere

resistência de amplo espectro efetiva contra um grande número de patógenos

(Hammond-Kosack & Parker, 2003; Durrant & Dowg, 2004).

A caracterização molecular dos genes de resistência, em mono e

dicotiledôneas, revelou que estes genes codificam proteínas com motivos

estruturais comuns, indicando que o modo de reconhecimento de diferentes

patógenos e a sinalização de defesa da planta foram conservados durante sua

evolução e diversificação (Figura 1). A maioria das proteínas de resistência

(proteínas R) contém domínios C-terminais com repetições ricas em

aminoácido leucina (leucine-rich repeats, LRR), um domínio central com sítios

de ligação a nucleotídeos trifosfatados (nucleotide binding site, NBS) e

domínios N-terminais variáveis.

O domínio LRR está presente em muitas proteínas com diferentes

funções, mas sempre envolvido na mediação de interações proteína-proteína.

O número de repetições com intervalos regulares de leucina ou outros resíduos

hidrofóbicos pode variar, mas comumente são 24. Podem conter, ainda,

resíduos de prolina e asparagina espaçados regularmente. Em proteínas R, o

domínio LRR pode estar envolvido no reconhecimento direto ou indireto do

produto do gene de avirulência do patógeno (proteína Avr) (Kobe & Kajava,

2001; Dangl & Jones, 2001; Martin et al., 2003). O reconhecimento direto foi

demonstrado para a interação arroz-Magnaporthe grisea na qual a proteína

NBS-LRR, codificada pelo gene Pi-ta de arroz, interage com a proteína

codificada pelo gene Avr-Pita do patógeno (Jia et al., 2000). A ação do domínio

LRR pode estar associada a interações intramoleculares com outros domínios

da proteína R conforme sugerem os resultados de análise de quimeras entre os

genes Mi-1.2 e Mi-1.1 de tomateiro. Quando houve a troca da região LRR entre

os os genes Mi-1.2 e Mi-1.1 ocorreu a perda de função do gene Mi-1.2 e um

fenótipo letal nas plantas transformadas, indicando desencadeamento

constitutivo de respostas de defesa (Hwang et al., 2000).
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Figura 1 – Representação esquemática de proteínas R codificadas por genes R clonados de diferentes espécies de plantas (Hammond-
Kosack & Parker (2003).
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O domínio NBS está presente em várias famílias de proteínas como

proteínas G e ATPases, promovendo hidrólise de nucleotídeos trifosfatados

(ATP e GTP) em proteínas que atuam como sinalizadores celulares, e parece

iniciar a ativação da resposta de resistência em plantas (Young, 2000; Pan et

al., 2000; Hammond-Kosack & Parker, 2003; Belkhadir et al., 2004). A região

NBS inclui motivos quinases 1a (P-loop), 2 e 3a que auxiliam na ligação e

hidrólise dos nucleotídeos trifosfatados, e outros pequenos motivos com função

desconhecida. Uma região do domínio NBS de produtos de genes de

resistência (R) de plantas é similar ao mesmo domínio das proteínas APAF-1

de humanos e CED-4 de nematóides envolvidas na regulação da morte celular

programada nestes organismos. Por esta razão, este domínio é atualmente

denominado NB-ARC (van der Biezen & Jones, 1998).

As proteínas R com domínios NBS-LRR podem ser divididas em duas

subclasses: uma com domínio TIR N-terminal, similar ao domínio

citoplasmático Toll de Drosophila e ao Receptor Interleucina (IL-1R) de

mamíferos (proteínas conhecidas como TNL ou TIR-NBS-LRR); e uma

subclasse com domínio não-TIR N-terminal que possui, na maioria das

proteínas R, um motivo coiled-coil (CC) (proteínas conhecidas como CNL ou

CC-TIR-NBS).

O motivo CC, formado por hélices que contêm cadeias laterais com

resíduos de aminoácidos hidrofóbicos, é encontrado em uma variedade de

proteínas relacionadas com diversos processos biológicos. Mostra-se envolvido

em interações proteína-proteína, mas seu papel na resistência a doenças ainda

está por ser elucidado. Em Arabidopsis, proteínas R com motivo CC, como

RPS2, RPS5 and RPM1, requerem diferentes componentes das vias de

transdução de sinais que culminam na resistência daqueles requeridos por

proteínas TIR-NBS-LRR, como RPP1, RPP5 e RPS4, sugerindo o

envolvimento desse motivo com a sinalização e não com o reconhecimento

(van der Biezen et al., 2002; Martin et al., 2003). O domínio TIR apresenta

similaridade com domínios de proteínas presentes em animais (Toll e IL-1R) e

requer componentes de sinalização diferentes dos utilizados pelas proteínas

CC-NBS-LRR no processo de defesa. Este domínio parece ter função de

transdução de sinal, como demonstrado para o gene N, onde deleções e

mutações pontuais nessa região resultaram em alelos parcialmente funcionais

ou com dominância negativa (Dinesh-Kumar et al., 2000). Além do papel na
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sinalização celular, o domínio TIR pode ter ainda a função de reconhecimento

do patógeno, como demonstrado no estudo de comparação e troca de

domínios TIR entre alelos do loco L (Luck et al., 2000; Young, 2000; Martin et

al., 2003; Nimchuk et al., 2003).

Além de proteínas com domínios NBS-LRR, existem outras proteínas R

pertencentes a classes menos comuns, mas não menos importantes tais como

as proteínas da família 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); proteínas com domínio LRR

extracitoplasmático (eLRR) ancorado a um domínio transmembrana (TM),

como a codificada pelo gene Cf-9 de tomateiro (Jones et al., 1994); e proteínas

da família eLRR-TM-quinase, como o gene Xa21 de arroz (Song et al., 1995).

Esta última apresenta uma estrutura que contém todos os domínios capazes de

exercer as funções que se hipotetizava para as proteínas R (reconhecimento e

transdução de sinais). Assim, o domínio LRR extracitoplamático estaria apto a

reconhecer a presença de elicitores produzidos pelo patógenos e o domínio

quinase localizado no citoplasma seria o ativador de cascatas de transdução de

sinais. Domínios quinases estão envolvidos com a via de transdução de sinal

através de fosforilações, sendo extremamente importantes na ativação dos

mecanismos de defesa da planta (Hammond-Kosack & Jones, 1997; Romeis,

2001; Martin et al., 2003).

Existem ainda proteínas R que não pertencem às classes anteriores

como a HC-toxina redutase, que é uma enzima codificada pelo gene Hm1 de

milho capaz de inativar a toxina produzida pelo patógeno (Johal & Briggs, 1992;

Hammond-Kosack & Jones, 1997); as glicoproteínas de superfície celular que

contêm receptor sinal de endocitose (ECS), como a codificada pelo gene Ve de

tomateiro (Kawchuk et al., 2001); e proteínas TIR-NBS-LRR, como a codificada

pelo gene RRS1 de Arabidopsis, que contém na porção C-terminal, domínios

de sinalização nuclear (NLS) junto a um motivo característico de proteínas

ativadoras de transcrição da família WRKY (Deslandes et al., 2002).

A maioria dos genes R é encontrada em múltiplas cópias 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 variações alélicas

em um mesmo loco como gene L de linho com 13 alelos (Islam & Shepherd,
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1991). Acredita-se que a estrutura física dos agrupamentos (clusters) auxilia na

geração e manutenção da diversidade dos genes R por duplicação 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,

recombinações entre alelos ou entre sequências relacionadas contribuem para

amplificação da variabilidade genética dos genes R, gerando novos alelos

capazes de ativar resposta de defesa às novas raças do patógeno ou

sequências análogas a genes de resistência (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 são sequência similares as sequências codificadas por genes

R, mas sem funções na resistência ainda estabelecidas. Estudos de

mapeamento de RGAs no genoma de plantas comprovam sua ligação com

locos que contêm 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 associação com genes R mostra

que os RGAs são um reservatório de variação genética, podendo contribuir

para a evolução de novos genes R e sua dispersão pelo genoma (Michelmore

& Meyers, 1998; Young, 2000; Ellis et al., 2000; Leister, 2004)

RGAs são valiosos não somente como fontes potenciais para formação

de genes R ativos no genoma de plantas, mas também como marcadores em

programas de melhoramento de plantas. A identificação e mapeamento de

RGAs em cevada, por exemplo, demonstrou a sua ligação a genes R e a

importância para clonagem de genes R (Brueggeman et al., 2001)

Oligonucleotídeos degenerados, baseados nos domínios conservados NBS-

LRR, têm sido utilizados para amplificação e clonagem de RGAs, utilizando a

reação 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 Ppr1 de

Eucalyptus, que contém o gene Ppr1, que confere resistência à ferrugem

(Puccinia psidii) (Junghans et al., 2003). Nesse estudo, foram caracterizados

parcialmente vários RGAs de Eucalyptus grandis que apresentaram

similaridade a genes R já caracterizados em outras espécies vegetais, como os
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genes L6 e M em linho. Todavia, não foram encontrados RGAs ligados ao loco

que contém o gene Ppr1.

Programas de sequenciamento genômico para espécies florestais ainda

são restritos. Estudos de genomas funcionais estão 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 construídas a partir de mRNAs isolados de diferentes tecidos

de Eucalyptus spp.. Os cDNAs foram parcialmente sequenciados e uma

análise preliminar das sequências obtidas revelou que vários cDNAs dessas

bibliotecas possuem similaridades com genes R e genes envolvidos em

resposta de defesa. Visando o mapeamento físico do genoma desta planta

também foi construída uma biblioteca genômica da espécie E. grandis em

cromossomos artificiais de bactérias (BAC). Esta biblioteca possui 70% dos

insertos com tamanho superior a 150 kb (Brommonschenkel, dados não

publicados), o que viabiliza o estudo da organização genômica de locos

complexos desta espécie, como os locos que contêm genes R.

Com base no exposto e na inexistência 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 resistência a doenças em diferentes espécies vegetais,

como linho e Populus e ao gene Rar1 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

determinação da organização genômica 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.
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2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Material vegetal e extração de DNA

O clone G21 da espécie E. grandis, cedido pela Cia. Suzano de Papel &

Celulose, foi utilizado como fonte do DNA utilizado nas amplificações por PCR.

Este clone possui o gene Ppr1 que confere resistência à ferrugem causada

pelo fungo Puccinia psidii (Junghans et al., 2003). Folhas jovens de mudas do

clone G21 foram coletadas e o DNA genômico extraído 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

possuíam similaridade com sequências de genes que codificam proteínas R da

classe NBS-LRR e à proteína Rar1 envolvida na resposta de defesa em plantas

(Tabela 1). Esses cDNAs, pertencentes a diferentes bibliotecas do Genolyptus,

já haviam sido parcialmente caracterizados por sequenciamento da região 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 extraído e purificado o mRNA (folhas infectadas

pelo fungo P. psidii e xilema, respectivamente); o primeiro código numérico

denomina a fração da biblioteca e o segundo o número da placa; o código

alfanumérico denomina a posição do clone na placa; e MG denomina o

laboratório onde está armazenada a placa.

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

sido feita pela realização de PCR de colônia bacteriana, utilizando os
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oligonucleotídeos M13 forward e reverse, que anelam nas regiões 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 proteínas que conferem resistência à

ferrugem do linho, relacionados com diferentes alelos desse gene: L9, LH e L1,

respectivamente (Ellis et al., 1999), apresentando, então, códigos de acessos

diferenciados; clones EUGR-PU-003-001-C10-MG e EUPE-XY-000-048-H05-

MG similares aos genes R putativos 60I2G01 e 60I2G11, respectivamente, de

Populus deltoides que codificam proteínas de resistência 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

proteína de resistência 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 proteína de resistência M da classe NBS-LRR

(Anderson et al., 1997); e clone EUGR-PU-003-042-F06-MG similar ao gene

Rar1 de cevada (Hordeum vulgare), que codifica a proteína de defesa Rar1

(Shirasu et al., 1999).

A partir das sequências parciais das extremidades dos clones

selecionados, foi desenhado um par de oligonucleotídeos (forward e reverse)

utilizando o programa Primer3 (www.broad.mit.edu/cgi-bin/primer/

primer3_www.cgi) e sintetizados pela Invitrogen Brasil (Anexo 1). Estes

oligonucleotídeos foram utilizados no sequenciamento dos oito cDNAs

selecionados visando obter suas sequências completas, além de terem sido

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

http://www.broad.mit.edu/cgi-bin/primer/
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Tabela 1 – Clones de cDNAs selecionados de Eucalyptus grandis e E. pellita cujas sequências possuem similaridade com
genes que codificam proteínas R ou proteínas relacionadas com resposta de resistência. 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
estimado (kb)

Proteína Acesso Valor
esperado

EUGR-PU-000-001-G07-MG 1,9 Proteína de resistência à ferrugem em linho [Linum usitatissimum] gi|4588068|gb|AAD25975.1| 1e-24

EUGR-PU-000-005-H06-MG 2,4 Proteína Nbi-B [L. usitatissimum] gi|13509232|bem|CAC35336.1| 4e-22

EUGR-PU-000-010-D04-MG 1,4 Proteína de resistência à ferrugem em linho [L. usitatissimum] gi|4588070|gb|AAD25976.1| 7e-27

EUGR-PU-003-001-C10-MG 1,9 Proteína TIR/NBS/LRR [Populus deltoides] gi|40644187|bem|CAC95120.1| 3e-18

EUGR-PU-003-020-C11-MG 0,8 Proteína M de resistência à ferrugem [L. usitatissimum] gi|1842251|gb|AAB47618.1| 2e-21

EUGR-PU-003-042-F06-MG 1,45 Proteína Rar1 [Hordeum vulgare] gi|6581046|gb|AAF18432.1| 5e-37

EUPE-XY-000-035-C06-MG 1,8 Proteína de resistência à ferrugem em linho [L. usitatissimum] gi|4588050|gb|AAD25966.1| 4e-24

EUPE-XY-000-048-H05-MG 1,8 Proteína TIR/NBS/LRR [P. deltoides] gi|40644189|bem|CAC95124.1| 1e-19

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
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2.3. Sequenciamento dos cDNAs de Eucalyptus

Para a obtenção da sequência 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 oligonucleotídeos

M13 forward e reverse e T7 que anelam em regiões adjacentes ao sítio múltiplo

de clonagem do vetor pSPORT1 e os oligonucleotídeos RGs (Anexo 1), que

anelam nas regiões internas do inserto. As condições das reações foram 100-

200 ηg de DNA plasmidial, 2 µL Dynamic ET terminator Premix (Amersham

Biosciences), 0,5 M do oligonucleotídeo correspondente, num volume final de

5 µL. As reações de sequenciamento foram realizadas em termociclador

Mastercycler (Eppendorf) com 35 ciclos a 95 ºC por 10 segundos, 52 ºC por 5

segundos e 2 minutos a 60 ºC.

Os fragmentos amplificados foram precipitados com etanol de acordo

com manual de instruções do kit, com modificações. Após a adição do acetato

de amônio 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 ºC. Após o descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado

com etanol 70% e centrifugado por 10 minutos a 2250 x g a 20 ºC. A seguir

realizou-se um spin invertido por 30 segundos a 490 x g para retirar o excesso

de etanol. O DNA foi deixado para secar por 10 minutos à temperatura

ambiente. O precipitado foi ressuspendido com 5 µL de MegaBACE loading

solution (Amersham Biosciences). As reações foram analizadas no

sequenciador automático MegaBACETM 500 (Amersham Biosciences).

2.3.2. Subclonagens

Efetuou-se a subclonagem de quatro clones de cDNAs. Estes foram

inicialmente analisados quanto ao padrão de restrição utilizando-se diferentes

enzimas que clivam nas extremidades do inserto. A reação de digestão foi

conduzida num volume final de 100 L com 1 a 2 g de DNA plasmidial dos

clones, 2 L da respectiva enzima de restrição e 10 L do tampão específico. A
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reação foi submetida a 37 ºC por 2h. O DNA clivado foi aplicado em gel de

agarose 1% em TAE 1X e submetido à eletroforese a 6 V/cm. Os fragmentos

de tamanho esperado, contendo o vetor pSPORT1 ligado ao fragmento de

cDNA remanescente após a digestão foram purificados do gel utilizando

SephaglasTM BandPrep kit, de acordo com o fabricante.

Cerca de 10-15 ηg do DNA eluído foi utilizado na reação de ligação,

realizada num volume final de 10 µL contendo 2 L da enzima de ligação T4

DNA ligase (Promega) e 5 µL do tampão de ligação. A reação de ligação foi

conduzida a 4 ºC por 24 h e uma alíquota de 5 µL dessa reação 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

sólido contendo 12,5 µg. mL-1 de cloranfenicol.

Colônias 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 µg. mL-1) e submetidos à agitação de 280 rpm a

37 ºC por 20 horas. A extração de DNA plasmidial foi realizada por lise alcalina

e sua concentração determinada por análise 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 sítio de restrição nas extremidades do inserto. Os

seis subclones contendo insertos menores, referentes aos quatro cDNAs,

foram estocados em glicerol 50% e armazenados a - 80 ºC, com números de

identificação 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-H05-MG (fragmentos de 1200 e 800 pb), respectivamente. Uma

representação esquemática dos subclones é mostrada na figura 2.

Para o sequenciamento dos subclones, as amostras de DNA foram

inicialmente purificadas utilizando extração com fenol-clorofórmio (Sambrook et

al., 1989) e ressuspendidas em 15 L de água Milli-Q. A concentração do DNA

purificado foi analisada em gel 1%. Na reação de sequenciamento foram

utilizados os oligonucleotídeos M13 forward e reverse, T7 e RGs forward e

reverse (Anexo 1). Estas reações foram feitas sob as mesmas condições

citadas para o sequenciamento dos cDNAs, citado no item 2.3.1.
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(A) EUGR-PU-000-001-G07-MG

(B) EUGR-PU-003-001-C10-MG

(C) EUPE-XY-000-035-C06-MG

(D) EUPE-XY-000-048-H05-MG

Figura 2 – Mapa de restrição 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 os oligonucleotídeos utilizados no
sequenciamento.
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2.3.3. Análise das sequências dos clones cDNAs

As sequências de cada clone foram alinhadas utilizando-se o programa

CAP (www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/cap_in.pl) para obtenção da

sequência consenso. Essas sequências consensos foram comparadas com

sequências depositadas no banco mundial de dados GenBank (NCBI),

utilizando o programa Blastx-nr.

Cada sequência de DNA consenso foi traduzida utilizando o programa

Transeq (www.ebi.ac.uk/emboss/transeq/index.html) e, posteriormente,

alinhada com duas proteínas com maior similaridade revelada pelo programa

Blastx-nr para verificar se a sequência consenso codificava uma proteína

completa. Os alinhamentos foram feitos no programa de alinhamento múltiplo

Clustal W (http://clustalw.genome.jp/). Para os clones com sequências similares

a genes que codificam proteínas R, o alinhamento foi feito utilizando a

sequência de aminoácido deduzida com a proteína R com maior similaridade

ao clone e uma proteína R de P. deltoides.

Somente para o clone EUPE-XY-000-048-H05-MG o programa

Webcutter (www.firstmarket.com/cutter/cut2.html) foi utilizado para verificação

da existência de sítios para NotI e o ExPasy Translate Tool

(www.expasy.org/tools/dna.html) para obtenção da localização da metionina de

iniciação e o aminoácido de terminação nessa sequência. Isso em função

desse clone conter duas regiões de diferentes proteínas, o que normalmente

não ocorre.

2.4. Triagem da biblioteca BAC de Eucalyptus grandis

Foi utilizada uma biblioteca genômica BAC de E. grandis, clonada no

vetor pCC1 (Epicenter), construída no Lab. de Genômica do BIOAGRO (UFV)

como parte do projeto Genolyptus (Brommonschenkel et al., dados não

publicados). Esta biblioteca é constituída 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 o 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

oligonucleotídeo RGs (Anexo1). As reações foram feitas em volume final de 25

µL com 1 µL de DNA dos BACs (50 ηg/µL), 2,5 µL de tampão 10X (1,5 mM

http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/
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MgCl2), 0,2 µM de cada oligonucleotídeo RG, 0,2 mM de cada dNTP e 2,5 U de

Taq DNA Polimerase (Phoneutria Biotecnologia). Utilizou-se termociclador

Mastercycler (Eppendorf) com um ciclo a 95 ºC por 2 minutos, seguido de 40

ciclos a 95 ºC por 30 segundos, 52 ºC por 1 minuto e 1,5 minutos a 72 ºC,

seguidos de uma extensão final de 7 minutos a 72 ºC. Os produtos de

amplificação foram analisados em gel de agarose 1% em tampão TAE 1X

(Sambrook et al., 1989) a 6 V/cm. O gel foi corado em 0,2 M de brometo de

etídio, 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 ºC (210 microtubos). Amostras DNA de cinco pools foram

combinadas numa nova microplaca gerando um superpool de DNA. Os 20.160

clones estavam, então, representados em 42 cavidades de uma microplaca

(cada cavidade com amostras de DNA de 480 clones), a qual também foi

armazenada a - 20 ºC.

Para início da triagem na biblioteca BAC, os oligonucleotídeos RGs

foram utilizados na reação de PCR junto às 42 amostras do superpool. Após a

identificação da cavidade positiva na microplaca de superpool pela visualização

do produto de PCR em gel de agarose 1%, uma segunda reação de PCR foi

realizada, utilizando oligonucleotídeos RGs, nos cinco pools de DNA

correspondentes àquela cavidade. O pool de DNA positivo, detectado pela

visualização do produto de PCR em gel de agarose 1%, identificou a

microplaca com o(s) possível(is) clone(s) positivo(s). Finalmente, para

identificar o clone positivo na microplaca, efetuou-se a terceira reação de PCR

utilizando-se como molde as células bacterianas de cada cavidade

individualizada (“PCR de colônia”) (Figura 3).
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(A)

(B)

Figura 3– (A) DNA plasmidial de 96 clones de cada microplaca coletado em
conjunto. Após extração por lise alcalina o DNA foi acondicionado
em um microtubo formando um pool de DNA. Amostra de cada
cinco pools foi utilizada para formação de um superpool de DNA.
(B) Três amplificações por PCR (no superpools de DNA, nos pools
de DNA e na microplaca com as colônias) foram utilizadas para se
encontrar o(s) clone(s) positivo(s).
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2.5. Caracterização dos clones BACs identificados

Os clones positivos foram plaqueados individualmente em meio LB

(Sambrook et al., 1989) contendo cloranfenicol (12,5 µg.mL-1) a partir do

estoque de glicerol. Após o crescimento, colônias isoladas foram coletadas

para novo crescimento em um volume maior de meio LB enriquecido (3 mL de

2X LB) contendo cloranfenicol (12,5 µg. mL-1) e submetidos à agitação de 280

rpm a 37 ºC por 20 horas. Após este período foi realizada a extração de DNA

dos BACs por lise alcalina e sua concentração analisada em gel de agarose

1 % (Sambrook et al., 1989).

Análises de PCR foram realizadas utilizando DNA de todos os clones

positivos e todos os pares de oligonucleotídeos RGs visando verificar a

especificidade dos oligonucleotídeos com seus respectivos clones

amplificados. Foi utilizado o, mesmo padrão de reação de 25 µL citado na

triagem da biblioteca BAC (item 2.4.).

Para análise do tamanho dos insertos dos BACs, 5 L de DNA foi

submetido a digestão com NotI (Invitrogen). Foram utilizadas 15 unidades da

enzima, 2 L do tampão 10x num volume final de 20 L. A reação foi conduzida

a uma temperatura de 37 ºC por 3 a 4 horas. O produto da clivagem foi

submetido à eletroforese de campo pulsado (PFGE) em gel de agarose a 1 %

em tampão TBE 0,5X (Sambrook et al., 1989) a 14 ºC, usando o sistema CHEF

MAPPER (Bio-Rad) a 6 V/cm, com pulsos de 15 segundos por 16 horas e com

ângulo de reorientação de 120 º.

2.6. Construção da biblioteca shotgun do BAC 143-F12

O clone BAC 143-F12, identificado por amplificação com o par de

oligonucleotídeos RGB05 forward e reverse (F e R) foi selecionado para a

construção da biblioteca shotgun. O DNA do BAC foi extraído como descrito no

item 2.5., mas para um volume de células crescidas em 500 mL de meio 2X LB.

A concentração do DNA plasmidial foi determinada por análise em gel de

agarose 1 % (Sambrook et al., 1989).

O DNA desse clone foi digerido com NotI, como descrito no item 2.5.,

porém com um volume de reação de 250 L e digestão por 7 horas a 37 ºC.

Esse DNA digerido foi aplicado em gel de agarose 1% e submetido à
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eletroforese de campo pulsado para separação dos fragmentos. O inserto

referente ao BAC 143-F12 foi eluído do gel por eletroeluição, utilizando

membrana de diálise, por 4 horas com 42 V em TBE 0,5X. O DNA do inserto foi

precipitado e ressuspendido em tampão Shearing Buffer (Tris-HCl 10 mM,

EDTA 1 mM, glicerol 20% (v/v) pH 8,0). A concentração do DNA fragmentado

foi determinada por análise em gel de agarose 1 % (Sambrook et al., 1989).

O DNA purificado do clone BAC 143-F12 foi fragmentado por

nebulização conforme instruções do TOPO Shotgun Subcloning kit (Invitrogen).

Os fragmentos com as extremidades reparadas e desfosforiladas foram ligados

ao vetor pCR4Blunt-TOPO (Invitrogen) e utilizados na transformação de células

competentes. Foram coletadas e isoladas 960 colônias transformantes, que

foram acondicionadas em 10 microplacas de 96 cavidades e estocadas a

- 80 ºC.

2.7. Sequenciamento da biblioteca shotgun

Uma alíquota de cada colônia estocada em ultra freezer, derivada da

biblioteca do BAC 143-F12, foi utilizada para extração do DNA plasmidial. Este

foi extraído por lise alcalina após crescimento das colônias 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 oligonucleotídeo T7 que anela em região adjacente ao sítio múltiplo

de clonagem do vetor pCR4Blunt-TOPO. As reações de sequenciamento foram

realizadas como descrito anteriormente (item 2.3.).

2.8. Análise de sequências para identificação de RGAs

A análise das sequências dos clones da biblioteca foi realizada com

auxílio de diversos programas, sendo iniciada pela identificação e remoção da

sequência do vetor pelo programa Cross_match (www.phrap.org). As

sequências foram depositadas em banco de dados do Laboratório de

Genomica (UFV).

A seguir, as sequências 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

http://www.phrap.org/
http://www.phrap.org/
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ambíguas foram removidas manualmente e a sequência consenso de cada

agrupamento contíguo foi comparada com sequências do banco mundial de

dados GenBank, utilizando o programa Blastx-nr (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Utilizou-se os programas ORFFinder (www.ncbi.nlm.nih.gov/

gorf/gorf.html) e GenScan (http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/

genscan_simple.html) para analisar todos os agrupamentos contíguos, visando

encontrar a fase aberta de leitura (ORF – Open Reading Frame), junções

íntron-éxon e possível região promotora. As sequências de aminoácidos das

ORFs encontradas foram comparadas com sequências do banco mundial de

dados GenBank com auxílio do programa Blastp-nr

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Motivos conservados foram identificados nos

agrupamentos contíguos 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 sequência traduzida do agrupamento contíguo CT13 foi alinhada com

seis sequências de proteínas com maior similaridade utilizando o programa

ClustalX (Thompson et al., 1997) visando identificar os domínios conservados.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.structure/cdd/wrpsb.cgi
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterização 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 contíguos consensos obtidos variaram de 711 a 1.888

nucleotídeos (Tabela 2). Os clones EUGR-PU-000-005-H06-MG e EUGR-PU-

003-001-C10-MG não apresentaram contíguo único. Suas sequências

formaram dois agrupamentos cada um, mesmo utilizando sequências geradas

pelo sequenciamento com oligonucleotídeos que anelavam internamente no

inserto e subclonagem, visando obter sequências mais internas do inserto

(Anexo 2). Esses clones de cDNA possuem insertos com tamanhos estimados

de 2.400 e 1.900 nucleotídeos, respectivamente. Assim, novos

oligonucleotídeos 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 L9 de linho (L.

usitatissimum) que codifica a proteína L9 de resistência à ferrugem do linho (e-

value 1e-24, Tabela 1) (Ellis et al., 1999). O agrupamento contíguo desse clone

(1.888 nt) mostrou maior similaridade com o gene Nbi-B de linho que codifica a

proteína Nbi-B (e-value 2e-109, Tabela 2), que pertence ao loco complexo N,

também relacionado à resistência à ferrugem do linho (Dodds et al., 2001). A

similaridade desse agrupamento contíguo com o gene L9 foi menor (e-value 2e-

104, ranking do Blastx-nr não 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-22, Tabela 1) (Dodds et al., 2001). O agrupamento

contíguo desse clone (1.135 nt), mesmo não sendo contíguo único (Tabela 2),

mostrou similaridade com a sequência do gene N2-B (e-value 1e-31),

Fabio P Gomes
Highlight

Fabio P Gomes
Highlight

Fabio P Gomes
Highlight
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relacionado à resistência a ferrugem do linho (Dodds et al., 2001), enquanto

que a similaridade a Nbi-B foi menor (e-value 3e -31, ranking do Blastx-nr não

mostrado).

O EST do clone EUPE-XY-000-035-C06-MG mostrou similaridade com o

gene L1 de resistência a ferrugem do linho (e-value 4e-24, Tabela 1), um dos

alelos do gene L (Ellis et al., 1999). O agrupamento contíguo obtido (1.641 nt)

foi similar à seqüência codificada por um gene do loco N (proteína Nbi-B) (e-

value 8e-20, Tabela 2), também relacionada à resistência à ferrugem de linho

(Dodds et al., 2001), e menor similaridade com o gene L1 (e-value 9e-13, ranking

do Blastx-nr não mostrado).

O EST referente ao clone EUPE-XY-000-048-H05-MG apresentou

similaridade com a sequência do gene putativo 60I2G11 de P. deltoides que

codifica uma proteína TIR-NBS-LRR (e-value 1e-19, Tabela 1) (Lescot et al.,

2004) e foi selecionado para sequenciamento completo. O agrupamento

contíguo (1.659 nt) apresenta uma ORF interna na sequência similar a

subunidade beta do proteassoma 20S PBG1 de Arabidopsis thaliana (e-value

1e-110, Tabela 2) codificada pelo gene PBG1 (Fu et al., 1998), enquanto que na

região 5’-terminal há uma seqüência similar à um gene que codifica uma

proteína TIR-NBS-LRR de P. deltoides (e-value 4e -19, ranking do Blastx-nr não

mostrado).

A diferença de resultados de similaridade das proteínas R entre as

Tabelas 1 e 2, evidenciada acima., deve-se à diferença entre os tamanhos das

sequências utilizadas na comparação com o banco mundial de dados GenBank

(NCBI). Os agrupamentos contíguos, com tamanhos de sequências maiores

(Tabela 2) que os ESTs (Tabela 1), apresentam similaridades mais

significativas, porém em ambas as comparações não deixaram de apresentar

similaridades com proteínas R por possuírem regiões conservadas com os

domínios TIR e NBS.

As sequência de cDNAs similares à genes R, foram traduzidas e

alinhadas com a respectiva proteína mais similar estatisticamente (menor valor

esperado ou E-value) e também com proteínas de Populus (planta lenhosa

modelo para estudos biológicos em árvores). Nenhum cDNA possui a

sequência 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 sobreposição apenas na região TIR-NBS

das respectivas proteínas R, mas não na região LRR (figura 4), demonstrando

que os clones de cDNA são truncados. Exceção apenas para o clone EUPE-

XY-000-048-H05-MG que não é similar à sequência de gene R, mas à

sequência do gene que codifica a subunidade beta do proteassoma 20S

(PBG1). Os supostos motivos codificados pela sequência deste clone foram

alinhados separadamente, pois não há no banco mundial de dados do

GenBank proteassomas contendo um domínio TIR. A sequência que codifica o

domínio TIR associado a sequência que codifica PBG1 contém os códons de

iniciação e de terminação sem interrupção (Figura 5A), podendo se tratar de

uma nova proteína.

A possibilidade de a sequência obtida corresponder a uma quimera

formada durante a construção da biblioteca é pouco provável, pois não há

sítios da enzima NotI, utilizada na construção, internamente a esta sequência.

Além disso, a partir do códon de iniciação os dois motivos encontram-se in

frame (Figura 5A).

A sequência de aminoácidos deduzida da sequência do clone EUGR-

PU-003-042-F06-MG, similar à proteína Rar1, foi alinhado com as proteínas

Rar1 de cevada (Liu et al., 2002) e de tabaco (Shirasu et al., 1999). Essa

sequência possui ORF completa que codifica a proteína Rar1 (Figura 6).
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Tabela 2 – Agrupamentos contíguos de cDNAs cujas sequências possuem similaridade com genes R ou ao gene Rar1, relacionado
com resposta de defesa. Existem dois cDNAs com dois agrupamentos contíguos cada (EUGR-PU-000-005-H06-MG e
EUGR-PU-003-001-C10-MG).

cDNA Proteína Acesso
Valor

esperado
Tamanho do

cDNA (nt)
EUGR-PU-000-001-G07-MG Proteína Nbi-B [Linum usitatissimum] gi|13509232|emb|CAC35336.1| 8e-109 1888

EUGR-PU-000-005-H06-MG

(dois agrupamentos contíguos)

a. Proteína hipotética [Arabidopsis thaliana]

b. Proteína N2-B [L. usitatissimum]

gi|7268216|emb|CAB77743.1|

gi|13509225|emb|CAC35332.1|

2e-09

1e-31

1002

1135

EUGR-PU-000-010-D04-MG Proteína de resistência à ferrugem [L. usitatissimum] gi|4588070|gb|AAD25976.1| 3e-27 746

EUGR-PU-003-001-C10-MG

(dois agrupamentos contíguos)

a. sem similaridade no banco mundial de dados (NCBI)

b. Proteína TIR/NBS/LRR [Populus deltoides]

-

gi|40644187|emb|CAC95120.1|

-

6e-32

689

714

EUGR-PU-003-020-C11-MG Proteína M de resistência à ferrugem [L. usitatissimum] gi|1842251|gb|AAB47618.1| 1e-34 711

EUGR-PU-003-042-F06-MG Proteína Rar1 [Hordeum vulgare] gi|6581046|gb|AAF18432.1| 1e-80 1171

EUPE-XY-000-035-C06-MG Proteína Nbi-B [L. usitatissimum] gi|13509232|emb|CAC35336.1| 8e-20 1641

EUPE-XY-000-048-H05-MG Subunidade beta do proteasoma 20S PBG1 [A. thaliana] gi|3421123|gb|AAC32074.1|] 1e-110 1659

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=7268216&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=13509225&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=4588070&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=13509232&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=03421123&dopt=GenPept
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prt-01 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
rust MSYLRDVATAVALLLDNLCCGRPNLNNDNEDTIQQTDSTSPVVDPSSSSQSMDSTSVVDAISDSTNPSASFPSVEYDVFLSFRGPDTRYQITDILYRFLCRSKIHTFKDDDELHKGEEIKVNLLRAIDQSKIY
TIR/NBS/LRR -------------------------------------MQKEKRKQSKDEENDPSSRKRRKADLKPESSRSRPEGAYDVFLSFRGEDTRKTFTDHLYTALVQAGIHTFRDDDELPRGEEISDHFLRAIQESKIS

prt-01 -----------------------------------IFFDVEPDDVKLKTPLYHDAILNLESEKKLSNEQVNVWREALMEVDAIKGWEVKKYT-GHGXXXXXXXX-XXXXXXKTKHRLVTEHLVGIDEQVLAVS
rust VPIISRGYADSKWCLMELAKIVRHQKLDTRQIIIPIFYMVDPKDVRHQTGPYRKAFQKHST--RYDEMTIRSWKNALNEVGALKGWHVKNND-EQGAIADEVSANIWSHISKENFILETDELVGIDDHVEVIL
TIR/NBS/LRR IAVFSKGYASSRWCLNELVEILKCKKRKTGQIVLPIFYDIDPSDVRKQNGSFAEAFVKHEER--FEEKLVKEWRKALEEAGNLSGWNLNDMANGHEAKFIKEIIKVVLNKLEPKYLYVPEHLVGMDQLARNIF

**: ::*.**: :. : .*: : . .: :. *::** *.. :.**.::. : : :. .:.***:*: . :
prt-01 NLLDIDSVGTRLIKIYGMGGIGKTTLAKVVFNQLSFHFGKYCCFLEDVRANSSKTDGLVDLQKRLLSEIGHPRSINEMDS--GMKSIQQVLCNKRVLIVLDDVDNKEQVEKLVGN-SALLSGSRILITTRNKD
rust EMLSLDSKSVTMVGLYGMGGIGKTTTAKAVYNKISSHFDR-CCFVDNVRAMQEQKDGIFILQKKLVSEILRMDSVGFTNDSGGRKMIKERVSKSKILVVLDDVDEKFKFEDILGCPKDFDSGTRFIITSRNQN
TIR/NBS/LRR DFLSAATDDVRIVGIHGMPGIGKTTIAQAVFNQLCYGFEG-SCFLSSINERSKQVNGLVPLQKQLHHDILKQDVANFDCADRGKVLIKERLRRKRVLVVADDVAHLEQLNALMGDRSWFGPGSRVIITTRDSN

::*. : .. :: ::** ****** *:.*:*::. * .**:..:. ..: :*:. ***:* :* : . * *:: : ..::*:* *** . :.: ::* . : .*:*.:**:*:.:
prt-01 VL-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
rust VLSRLNENQCKLYEVGSMSEQHSLELFSKHAFKKNTPPSDYETLANDIVSTTGGLPLTLKVTGSFLFRQEIGVWEDTLEQLRKTLDLDEVYDRLKISYDALKAEAKEIFLDIACFFIGRNKEMPYYMWSECKF
TIR/NBS/LRR LLR----EADQIYQIEELKPDESLQLFSRHAFKDSKPAQDYIELSKKAVGYCGGLPLALEVIGALLYRKNRGRCVSEIDNLSR-IPNQDIQGKLLISYHALDGELQRAFLDIACFFIGIEREYVTKVLGARCR

:*
prt-01 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
rust YPKSNIIFLIQRCMIQVGDDGVLEMHDQLRDMGREIVRREDVQRPWKRSRIWSREEGIDLLLNK--KGSSQVKAISIPNNMLYAWESGVKYEFKSECFLNLSELRLFFVGSTTLLTGDFNNLLPNLKWLDLPR
TIR/NBS/LRR PNPEVVLETLSERSLIQVFGETVSMHDLLRDMGREVVCKASPKQPGKRTRIWNQEDAWNVLEQQKVRGTDVVKGLALDVRASEAKSLSAGSFAEMKCLNLLQINGVHLTGSLKLFSKELMWICWHECPLKYLP

prt-01 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
rust YAHGLYDPPVTNFTMKKLVILVSTNSKTEWSHMIKMAPRLKVVRLYSDYGVSQRLSFCWRFPKSIEVLSMSGIEIKEVDIGELKNLKTLDLTSCRIQKISGGTFGMLKGLIELRLDSIKCTNLREVVADIGQL
TIR/NBS/LRR FDFTLDNLAVLDMQYSNLKELWKGKKVRNMLQSPKFLQYVIYIYILEKLNLKG----------------CSSLVEVHQSIGNLTSLDFLNLEGCWRLKNLPESIGNVKSLETLNIS--GCSQLEKLPESMGDM

prt-01 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
rust SSLKVLKTEGAQEVQFEFPLALKELSTSSRIPNLSQLLDLEVLKVYGCNDGFDIPPAKSTEDEGSVWWKASKLKSLKLYRTRININVVDASSGGRYLLPSSLTSLEIYWCKEPTWLPGIENLENLTSLVVDDV
TIR/NBS/LRR ESLIELLADGIENEQFLSSIGQLKHVRRLSLRGYSSTPPSSSLISAGVLN----------------------------LKRWLPTSFIQWISVKRLELPHGGLSDRAAKCVDFSGLSALEVLDLIG-------

prt-01 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
rust DIFQTLGGDLDGLQGLRSLETLTITEVNGLTRIKGLMDLLCSSTCKLEKLEIKACHDLTEILPCELHDQTVVVPSFEKLTIRDCPRLEVGPMIRSLPKFPMLKKLDLAVANITKEEDLDVIGSLQELVDLRIE
TIR/NBS/LRR NKFSSLPSGIGFLSKLKFLSVKACKYLVSIPDLPSSLDCLDASYCKSLERVRIPIEPKKELDINLYKSHSLEEIQGIEGLSNNIWSLEVDTSRHSPNKLQKSVVEAICNGRHRYCIHGIPGGNMPNWMSYSGE

prt-01 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
rust LDDTSSGIERIASLSKLKKLTTLRVKVPSLREIEELAALKSLQRLILEGCTSLERLRLEKLKEPDIGGCPDLTELVQTVVVCPSLVELTIRDCPRLEVGPMIRSLPKFPMLKKLDLAVANIIEEDLDVIGSLE
TIR/NBS/LRR GCSLSFHIPPVFHG----------------------------------------LVRWFVFRPLEMDVRYYFHTNIISIIRNKSNGIQLFKDKQIAGAGGWIRYISRSEMAMEDYCGDD--------------

prt-01 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
rust ELVILSLKLDDTSSSSIERISFLSKLQKLFRLRVKVSSLREIEGLAELKSLQLLFLKGCTSLERLWPDEQQLDNNKSMRIDIRGCKSLSVDHLSALKSTLPPNVKIRWPDEKYK
TIR/NBS/LRR -----ELELYISSVPSLDAVYNGLQVKPVHVKECGVHVIAGKLDSFEESAVGRDTIMSSPSLYHLLPHPHCGSIIASTPKQWSDFLFPNMQELSFNIWIYGKNKYFF-------

Figura 4 – Sequência traduzida do clone EUGR-PU-003-020-C11-MG de 228 aa (prt-01) alinhada com a proteína de resistência a
ferrugem (rust) codificada pelo gene M em linho de 1.305 aa, (gi|1842251|gb|AAB47618.1|) e com uma proteína da classe
TIR-NBS-LRR de Populus de 1.147 aa (gi|40644189|emb|CAC95124.1|). (azul = domínio TIR e vermelho = domínio NBS).

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=40644189&dopt=GenPept
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(A)

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

5’CTTCTTTGCGCCCATCGTCGTTTGTCAGATCAAAACAGTTTACGCCCAGGATGGAATCGCCGATAATGGAGACGAGGGGACAGCTT
TCGGATCTAGGGGGAAATCCTTCTGCGGAGCTGAAAGCGGAGCGCGAACCGGAAAGGGAAGCGCCGAGCGGGATGTACGACGTGTTCT
TGAGTTTCAGAGGGCGGGACACTCGCAACAACTCCACCGACCACCTCTACCGGACCATGGAGCGCCAGTTGACCGCCGCTAACAGAGA
CAGCGAAGAGCTTCACGCCGGTGATCGGATCGACGATCCCCTGAGAGCGGTCGGCGAACCAAAGATCCTCATACCGTTCCTCTCCGAA
GATTATCTTTGGAGCGATCGGCGCCTCTCCAAGTTCTTCCGGATGACGAAGCTCAGCGAATCGGCCAGGAAGCGGGAGATTCTACCCA
TCTTCTTTAAGGTCACGCCCTCGGACGTCAAGCTCAGGACGGAACTGTACCTGAAGGACTCGGAGAAGCATGAGCAGAGGTACCCCAG
GGTGCATGGCAAGGATTTGAAGGATTATGTGGAACAAGTCCCGGACTCCCGATCTGGCGACTCTGAAAGAACTCTGTATCCATATGTG
ACGGGTACGTCTGTGCTGGCTCTCAAGTACAGGGATGGGATTCTGATGGCTGCTGACATGGGAGGTTCTTATGGATCCACCTTGAGAT
ACAAAACTATTGAACGAATAAAACCTATTGGAAAACATTCTCTCCTGGGTGCGAGTGGAGAGATAAGTGACTTTCAGGAGATATTGCG
TTACCTTGATGAACTGATTCTTTACGACAATATGTGGGATGATGGGAATTCCTTGGGGCCCAAAGAGGTGCATAATTATCTGACTCGG
GTTATGTATAATAGGCGGAACAAGTTCAACCCATTGTGGAACTCACTAGTTCTAGGTGGAGTTAAGAATGGACAAAAATATCTTGGCA
TGGTTAGCATGATAGGCGTGAGTTTTGAAGAAAACCATGTGGCTACTGGGTTTGGCAATCACCTTGCACGGCCAATTCTTCGCGATGA
GTGGAACGAGAACTTGAGTTTTGAAGATGGTGTTAAGCTGTTGGAGAAGTGCATGCGCGTGCTTCTGTATCGTGACAGATCTGCAGTC
AATAAGCTTCAGATTGTAAAAATCACAGAAGAAGGAGCAACAAATTTTCCGCCCTACTCTTTGAAAACCTTCTGGGGCTTTGAATCGT
ATGAAAACCCCACTGTTGGTGAAGAAGGACCTCATTTGAAGATGACCAACTAGAATAAAGCTGGATGAAGTCTGATTCGGACCCAGCA
CGTTAGCTGGGATATGTCGTTGTGTTTGCTTCGCAGCTCCGTATTAGCGGGGATATGTCCTTGTTGTATTTCCTTCTCAGCTATGTAT
TTTAGCAGTCTATCCTTCCGTGGCCTTTCATGGGCGTCGGTGGTCTGGCTGTCGGCGTCGGTGGTTTGGTGGCGCAATTAGATGGGAT
GTGGGCATCTCTTCTGATTCCTTTTCTGTTAACGTCTGAAACATATGGAGCTTTATGTCCCCCTAATATTTGGAACTTTATGTCCCAA
ACTTCGAATTTCTTGTGTTTCCGCCTTGCCCATGTGTTTCAGCGTTCTCTCACATTCAAACAAAAAAAAAAAAAAAA 3’

(B)

3'5' Frame 3

S L R P S S F V R S K Q F T P R Met E S P I Met E T R G Q L S D L G G N P S A E L K A E
R E P E R E A P S G Met Y D V F L S F R G R D T R N N S T D H L Y R T Met E R Q L T A A
N R D S E E L H A G D R I D D P L R A V G E P K I L I P F L S E D Y L W S D R R L S K F
F R Met T K L S E S A R K R E I L P I F F K V T P S D V K L R T E L Y L K D S E K H E Q
R Y P R V H G K D L K D Y V E Q V P D S R S G D S E R T L Y P Y V T G T S V L A L K Y R
D G I L Met A A D Met G G S Y G S T L R Y K T I E R I K P I G K H S L L G A S G E I S D
F Q E I L R Y L D E L I L Y D N Met W D D G N S L G P K E V H N Y L T R V Met Y N R R N
K F N P L W N S L V L G G V K N G Q K Y L G Met V S Met I G V S F E E N H V A T G F G N
H L A R P I L R D E W N E N L S F E D G V K L L E K C Met R V L L Y R D R S A V N K L Q
I V K I T E E G A T N F P P Y S L K T F W G F E S Y E N P T V G E E G P H L K Met T N
Stop N K A G Stop S L I R T Q H V S W D Met S L C L L R S S V L A G I C P C C I S F S A
Met Y F S S L S F R G L S W A S V V W L S A S V V W W R N Stop Met G C G H L F Stop F L
F C Stop R L K H Met E L Y V P L I F G T L C P K L R I S C V S A L P Met C F S V L S H S
N K K K K K

(C)
5’ 3’

Figura 5 - Sequência de nucleotídeos e de aminoácidos (3’5’ Frame 3) do
clone EUPE-XY-000-048-H05-MG. Este clone apresenta
similaridade à sequência de um gene R que codifica um domínio
TIR de P. deltoides associada a uma sequência similar à
subunidade beta do proteasoma 20S de A. thaliana. (A)
sequência do contíguo consenso; (B) possível localização da
metionina de iniciação (Met) e do códon de terminação dessa
subunidade revelado pelo ExPasy Translate Tool
(www.expasy.org/ tools/dna.html); (C) figura representativa dos
domínios relativos identificados pelo programa Conserved Domain
Search (www.ncbi.nlm.nih.gov). ATG = códon de iniciação; TAG =
códon de terminação.

http://www.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.23181,6
http://www.expasy.org/
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prt-02 STLPERALKLPRGIFSILLLASRLAQSLTHSLALTRPHLRPSSGAARMAKVRCQRIGCEA
Rar1-Tabaco -----------------------------------------------MERLRCQRIGCNA
Rar1-Cevada ----------------------------------MSAETERSAAAPAPAPMRCQRIGCDA

:*******:*

prt-02 SFSEDDNPEGSCRYHPAGPIFHDGMKEWSCCKKKSHDFSEFLGIPGCKTGKHTTEKPSTK
Rar1- Tabaco TFTEDDNPENSCTYHESGPLFHDGMKKWSCCKKSSHDFSLFLEIPGCKIGKHTTEKPVIA
Rar1-Cevada MFTDDDNPDGSCHYHPSGPLFHDGMKEWSCCKQRSHDFSLFLAIPGCATGKHTTEKPVTK

*::****:.** ** :**:******:*****: ***** ** **** ********

prt-02 AVTATKTPSAATSAATSAAPATNASSKESCARCRQGFFCSDHGSRTGKTNIDVAN-ANAE
Rar1- Tabaco NPAANRN-----RAIPAPTSTTNVSPKEACPRCRQGFFCSDHGSQPREVIPKASNTVTSV
Rar1-Cevada AVSLNSSKATPPKSAPVQSSKQ-GVETEACSRCRQGFFCSDHGSQPKAQKPVAVNGTNTE

: . . : . :. .*:*.*************:. . * ..:

prt-02 PAVESSKDAQISVVPQKRIIDINEPQTCKNKGCGQTFKEKDNHEIACSFHPGPAVFHDRM
Rar1- Tabaco PSESNTDIQQCHPAPVKKKVDINEPQICKNKGCGKTFTEKENHDTACSYHPGPAIFHDRM
Rar1-Cevada SVQKSS-----VPEPKKKVVDINEPRVCKNKGCGKTYKEKDNHDAACDYHPGPAVFHDRN

. ..: * *: :*****: *******:*:.**:**: **.:*****:****

prt-02 RGWKCCDVHVKEFDEFMTIPPCTKGWHNADPASGALRCSNKVLYGLYRELILEWLLSFAV
Rar1- Tabaco RGWKCCDIHVKEFDEFMSISPCTTGWHNASPAS---------------------------
Rar1-Cevada RGWKCCDVHVKEFDEFMEIPPCTKGWHNADAV----------------------------

*******:********* *.***.*****...

prt-02 KIPLFSLIDMVSTMSRRYPASQLLALYLSLLLLCCETLFLDSGFFLLLKQFSRSFLVREV
Rar1- Tabaco ------------------------------------------------------------
Rar1-Cevada ------------------------------------------------------------

prt-02 PKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKK
Rar1- Tabaco -----------------------
Rar1-Cevada -----------------------

Figura 6 – Alinhamento da sequência de 382 aminoácidos deduzida da
sequência de nucleotídeos do clone EUGR-PU-003-042-F06-MG
(prt-02) alinhada com as proteínas Rar1 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 proteína Rar1 (azul = dois motivos
conservados CHORD de ligação a zinco, vermelho = metionina de
iniciação).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=21552979&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=06581046&dopt=GenPept
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3.2. Identificação de clones BACs correspondentes aos cDNAs

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

biblioteca BAC, mas três deles não identificaram clones positivos para RGAs

(Tabela 3). Como esses oligonucleotídeos são capazes de amplificar

sequências do clone G21 (E. grandis), é provável que as regiões genômicas

correspondentes a estes cDNAs não estejam representadas na biblioteca.

Tabela 3 – Clones positivos resultantes da triagem com oligonucleotídeos
RGs em biblioteca BAC. O tamanho dos insertos foi estimado
por eletroforese de campo pulsado (PFGE) após digestão dos
clones com a enzima de restrição NotI.

Clones Oligonucleotídeos
(forward e reverse)

Clone
BAC

Tamanho
aproximado
dos insertos

(kb)
EUGR-PU-000-001-G07-MG RGA03 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 RGB05 135-D03 180

137-E09 110
140-A07 280
143-F12* 90
171-F01 80

EUGR-PU-003-020-C11-MG RGC05** - -
EUGR-PU-003-042-F06-MG RGD06** - -
EUPE-XY-000-035-C06-MG RGE12 27-C02 170
EUPE-XY-000-048-H05-MG RGF08** - -

* Clone selecionado para construção de biblioteca shotgun;
** Oligonucleotídeos que não identificaram clones positivos.

Foram identificados onze BACs positivos para os diferentes

oligonucleotídeos RGs (Tabela 3). Amplificações por PCR utilizando cinco

oligonucleotídeos e todos os 11 clones identificados confirmaram a

especificidade de cada oligonucleotídeo, como verificado na amplificação da

figura 7. Em todas as amplificações, o tamanho do produto de amplificação foi

o mesmo para o clone BAC e o DNA genômico de G21. Em um único caso,

onde foram utilizados os oligonucleotídeos RGB05 forward e reverse (F e R),

identificaram-se dois produtos de amplificação no DNA genômico G21,
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Figura 7 – Análise do produto de amplificação do DNA de todos os clones
BACs selecionados utilizando o oligonucleotídeo RGB05 (F e R).
As canaletas de 6, 7, 8, 9 e 10 representam o padrão de
amplificação 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 amplificação do clone G21 (dois locos com 1 e 1,5
kb) e a última canaleta (M) representa o padrão de comprimento
de DNA 1 kb DNA Ladder (Promega).

Figura 8- Tamanho do inserto dos clones BAC separado por eletroforese
de campo pulsado (PFGE) em gel de agarose 1%. Os insertos
foram liberados do vetor pCC1 por digestão com NotI
(Invitrogen). As bandas inferiores, comuns a todas as canaletas,
representam o fragmento do vetor pCC1 linearizado (8,12 kb).
M1 e M2 representam os padrões HindIII e Ladder (Biorad),
respectivamente. (*) Clones com sítio interno para NotI; (↓)
Clone selecionado para construção da biblioteca shotgun.
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de 1 e 1,5 kb, indicando que este par de oligonucleotídeo foi capaz de

amplificar sequências 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 sítios internos para enzima NotI (135-

D03/RGB05, 137-E09/RGB05, 140-A07/RGB05 e 27-C02/E12) (Figura 8).

Dentre os clones amplificados, o BAC 143-F12 (aproximadamente 90 kb),

derivado da amplificação com o oligonucleotídeo RGB05 (F e R), foi o

selecionado para construção da biblioteca shotgun. É um fragmento que possui

chance de conter pelo menos um gene que pode ser um RGA, já que em E.

grandis estima-se a ocorrência de um gene a cada 20 kb. Fragmentos maiores

que 150 kb podem dificultar o estudo em função de possuir muitos genes além

do que se propõe e pela necessidade de gerar um grande número de clones na

biblioteca shotgun. Já fragmentos menores que 50 kb têm maior probabilidade

de conter parcialmente um gene.

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

sequências obtidas

Foram sequenciados parcialmente 960 subclones do BAC 143-F12 e

foram obtidas 917 sequências (reads) com tamanho médio de 555 bases.

Excluindo-se as sequências do vetor, isto equivale a uma cobertura de

aproximadamente quatro a cinco vezes o tamanho do clone BAC 143-F12.

Apesar dessa cobertura, as sequências não se alinharam em um contíguo

único. Foram obtidos 14 agrupamentos contíguos sendo nove similares a

genes que codificam diferentes proteínas conhecidas de plantas: quatro

tiveram similaridade com sequências que codificam fosfatidilinositol 3-quinase

putativa (CT03, CT06, CT08 e CT10); um a poligalacturonase putativa (CT11);

dois similares a poliproteínas putativas (CT09 e CT14); e dois a proteínas TIR-

NBS-LRR (CT12 e CT13) (Tabela 4 e Anexo 3). Cinco agrupamentos contíguos

não apresentaram similaridade significativa com sequências depositadas

GenBank (NCBI).

Quatro contíguos tiveram similaridade com sequências que codificam

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-K) putativa de cevada (CT03), de soja (CT06) e
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de Arabidopsis (CT08 e CT10) (Tabela 4 e Anexo 3). A sequência de

aminoácidos deduzida dos agrupamentos CT08 e CT10 tiveram similaridade

com a mesma proteína PI3-K putativa de Arabidopsis, porém referem-se a

regiões diferentes desta proteína (Tabela 4). O CT08 alinha na porção inicial da

proteína (2-103) e o CT10 uma porção posterior (103-368). PI3-K fosforila

especificamente fosfatidilinositol na posição D-3 do anel inositol para gerar

fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3-P) (Drobak & Heras, 2002). Evidências sugerem

que PI3-K esteja envolvida em processos celulares como cascata de

sinalização RAS (que são proteínas G com função ativadora de várias vias

moleculares), crescimento celular, tráfego e secreção celular (Odorizzi et al.,

2000). Estudos recentes mostraram que PI3-k pode mediar eventos celulares

durante o movimento estomático e também participar em funções nucleares

(Bunney et al., 2000; Jung et al., 2002; Hernández et al., 2004).

O contíguo CT11 foi similar a sequência que codifica poligalacturonase

(PG) putativa de Arabidopsis (Tabela 4 e Anexo 3). PG é uma das enzimas

envolvidas na solubilização e redução 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 contíguos 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. (* sequência
inversa).

Agrupamento Contíguo Proteína Acesso Valor
esperado

Coordenada
Query (nt) / Sbjct (aa)

CT03 (3 reads-1.066 nt) Fosfatidilinositol 3-quinase [Hevea brasiliensis] gi|50404258|gb|AAT76869.1| 1e-18 +1 = 676-903 / 112-188
+1= 43-138 / 94-125*

CT06 (16 reads-904 nt) Fosfatidilinositol 3-quinase putativa [Glycine max] gi|7434344|pir||T07745 1e-14 -2= 133-2 / 573-616
CT08 (24 reads-2.565 nt) Fosfatidilinositol 3-quinase putativa [Arabidopsis thaliana] gi|24030195|gb|AAN41278.1| 3e-08 +2 = 2099-2200 / 70-103

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

CT09 (28 reads-3.175 nt) Poliproteína [Oryza australiensis ] gi|2443320|dbj|BAA22288.1| e-134 +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. thaliana] gi|24030195|gb|AAN41278.1| 4e-49 +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] gi|42562835|ref|NP_564758.2| 1e-77 -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) Proteína Ngc-D [Linum usitatissimum] gi|13509207|emb|CAC35321.1| 3e-71 +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*

CT13 (216 reads-20.788 nt) Proteína N1-D [L. usitatissimum] gi|13509221|emb|CAC35330.1| 7e-74 +2 = 1712-2848 / 185-557
+2 = 470-913 / 31-183
+1 = 2980-4464 / 555-1063

CT14 (240 reads-18.332 nt) Poliproteína putativa gag-pol [O. sativa cv. japonica] gi|31249704|gb|AAP46197.1| 1e-96 +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
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Os contíguos CT09 e CT14 apresentaram similaridade com sequências

que codificam poliproteínas putativas em diferentes espécies de arroz (Tabela

4 e Anexo 3). O contíguo CT09 apresenta similaridade com a sequência do

retrotransposon RIRE1 (Rice RetroElement) de Oryza australiensis (espécie

selvagem) e o contíguo CT14 possui similaridade com a sequência da

poliproteína gag-pol putativa (parte de um retrotransposon) de O. sativa cv.

japonica (espécie cultivada). Retrotransposons são elementos móveis que se

movimentam no genoma por meio de uma molécula intermediária de RNA que

sofre transcrição reversa. As sequências do CT09 e CT14 são similares a

retrotransposons do grupo Ty1-copia que possuem uma região LTR (long

terminal repeat) que se localiza nas extremidades da sequência, o qual não

codifica nenhuma proteína conhecida, mas que contém promotores e

terminadores associados à transcrição dos retrotransposons LTRs. Na região

intermediária, flaqueada por dois LTRs, existem dois dos três maiores genes

dos retrotransposons LTRs: gag e pol. O gene gag codifica uma proteína

envolvida na maturação e empacotamento do RNA, além de codificar proteínas

que auxiliam na integração de sua sequência no genoma. Proteínas

codificadas pelo gene pol são poliproteínas que são clivadas em peptídeos

funcionais como protease, transcriptase reversa, RNase H e integrase

requeridas pelo retrotransposon. Estas são auxiliam na transcrição do elemento

de transposição, dando origem a um RNA, no seu empacotamento em

partículas, na conversão do RNA em DNA fita dupla e na inserção desse cDNA

em um novo sítio genômico (Noma et al., 1997; Kumar et al., 1999).

Dois contíguos apresentaram similaridade com genes do loco N de linho

que codificam proteínas da classe TIR-NBS-LRR. O contíguo CT12 e CT13

foram similares aos genes que codificam as proteínas Ngc-D e N1-D,

respectivamente (Tabela 4 e Anexo 3). Em linho existem cinco locos

relacionados à resistência à ferrugem: K, L, M, N e P. Três genes, (N, N1 e

N2), com diferente especificidade de resistência a ferrugem, estão localizados

no loco N, e foram identificados em diferentes genótipos de linho (Islam &

Mayo, 1990) Uma baixa frequência de recombinação 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 sequência genômica 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 suscetível a raças de ferrugem reconhecidas pelo gene N

de linho (Ward), esses autores demonstraram que a presença desse gene foi

suficiente para conferir resistência a várias raças de ferrugem do linho, o que

não foi comprovado para os genes Ngc-A, Ngc-B e Ngc-C.

A ORF contida no contíguo CT12 é dividida em oito éxons e oito íntrons,

incluindo um íntron dentro da sequência que codifica o domínio NBS (Figura 9).

A sequência dos íntrons obedece à regra de GT/AG, que são conservadas em

suas extremidades. Para o contíguo CT13, representado na figura 10, a ORF

apresenta quatro éxons e três íntrons, que também possuem as sequências

conservadas GT/AG em suas extremidades. Essa ORF apresenta tanto o

códon de iniciação (ATG) quanto o de terminação (TGA).

A sequência dos contíguos CT12 e CT13 contêm sequências que

codificam para os domínios conservados de proteína R. O agrupamento CT12

possui sequência que codifica uma ORF que contém domínios TIR e NBS (NB-

ARC), e um domínio LRR truncado (Figura 11A). Já o agrupamento CT13

possui uma ORF típica de uma proteína com os domínios TIR-NBS-LRR

(Figura 11B).

Uma comparação, por meio de alinhamento, foi realizada entre a

sequência de aminoácidos do CT13 e seis proteínas com maior similaridade

com a ORF encontrada nesse agrupamento contíguo (Tabela 5) para verificar a

conservação dos domínios TIR-NBS-LRR. Foram observados aminoácidos

conservados no agrupamento contíguo C13 relacionados com estes domínios

(Tabela 6 e Anexo 4).

A subclasse de proteínas com domínios TIR-NBS-LRR é a mais

frequentemente encontrada em dicotiledôneas (Lescot et al., 2004). Acredita-se

que o domínio TIR, que normalmente possui 200 resíduos de aminoácidos,

esteja relacionado com processos de sinalização celular devido a sua

similaridade com domínios citoplasmáticos das proteínas Toll de Drosophila e

IL-1R de mamíferos (Hammond-Kosack & Jones, 1997; Cannon et al., 2002;

Martin et al., 2003). A região N-terminal do CT13 possui similaridade com

sequências que codificam o domínio TIR, contendo 139 aminoácidos. Neste

domínio foram encontrados os motivos TIR-1, TIR-2, TIR-3 e TIR-4, que são

típicos desta região (Meyers et al., 1999; Young, 2000). A presença de

domínios NBS sugere uma possível ativação de uma quinase ou atuação como

uma proteína G (Hammond-Kosack & Jones, 1997). O domínio NBS do CT13,
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com 305 resíduos de aminoácidos, incluem regiões altamente conservadas,

como estrutura P-loop (GxxGxGK(T/S)T), quinase-2a (LxxxDDVW), quinase-3a

(GxxxxTxR), e o domínio hidrofóbico (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 domínio LRR, também identificado no CT13, possui de

9 a 41 repetições imperfeitas, com cerca de 25 aminoácidos consensos. É uma

região com um menor grau de conservação quando comparado com a região

N-terminal de uma proteína R, contendo motivos ricos em leucina (xxLxLxx)

(van der Biezen & Jones, 1998; Young, 2000; Ellis et al., 2000; Cooley et al.,

2000) (Tabela 6 e Anexo 4).

Tabela 5 - Proteínas com maior similaridade com sequências de aminoácidos
deduzidas do agrupamento contíguo CT13 que foram utilizados no
alinhamento com o programa ClustalX (1.83).

Proteínas Valor
esperado

.gi|13509221|emb|CAC35330.1| Proteína N1-D [L. usitatissimum] e-134

.gi|22329811|ref|NP_174037.2| Proteína putativa de resistência a doenças

(classeTIR-NBS-LRR) [A. thaliana]

e-134

.gi|10121908|gb|AAG13418.1|AC000348_15 T7N9.23 [A. thaliana] e-131

.gi|37574597|gb|AAQ93075.1| Proteína TIR-NBS-LRR [Malus baccata] e-130

.gi|40644189|emb|CAC95124.1| Proteína TIR/NBS/LRR [Populus deltoides] e-130

.gi|51477390|gb|AAU04763.1| MRGH8 [Cucumis melo] e-128
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Tabela 6 – Aminoácidos conservados no agrupamento contíguo CT13.

Domínio Motivo Sequência

TIR TIR-1 176 YEVFLNFRGADTR 188

TIR-2 225 IGAELLQAIENSKIYIPIFSANYASSCWCLRELAYMAEC 263

TIR-3 276 ILPIFLDVEPVDVK 289

TIR-4 325 WQKALIAVG 333

NBS P-loop/Quinase1a 408 FLVIHGMGGVGKTTLTKVVFN 428

Quinase-2a
491 KVLIVLDDVD 500

RNBS-B/Quinase-3 518 SSRIIITTRY 527

HD 591 GKLPLALEVTGSSLSGR 607

LRR Motivo 1 930 LMRTPDLSMLVSLERLILEGCR 950

Motivo 2 1010 LDALTEILMPHSSYAFKL 1027

Motivo 3 1037 LLTLDVSHSWIGMLPDSIGNLKSLLTL 1064

Classificação dos aminoácidos:

- Aromáticos F, Y, W, H
- Alifáticos I, V, L
- Hidrofóbicos A, G, M, C, K, R, T
- Positivos H, K, R
- Negativos D, E
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(A)
>CT12 (5.470 nt)
5'ATGGCGTTTTCCGGCGAACGCCGACCTCTCGACTGCTCTCTCCCTCCCGAGCTCACCTGCGAGACTCCCTGCCCCAGCCTCAAGCT
CTACTTCCTCATCGGAATCCTCAGCCTCTCTGCACTCTCCATCGCTCTCCTTATATACCTCTGCGTCCTTCTCAGCCGGACCTCGAAG
AAGCGCGAAGTGCCAGCAAAAGGGACGAATTCTCGAGAATCAGATGGACCTTTCTACGAGGTTTTTCTAAGTTTTCATGGACGAGACA
ACCGTCATGGATTCACCGATTTTCTTTACCGTGGCATGGTTGAGACCGGGATCCTCGTCTTTAGGGATAATGAATCCCTCCATGTCGG
TCAAAGAATCGGCGATGAACTTCTACAAGCCATCCAAAACTCCAAGATCTACGTTCCCATATTCTCTGAGAATTATGCGTCGAGTCAC
TGGTGCCTCCAAGAGCTTGCATATATGGTTGAGTGCACCTCCAAATCTAATGGGAAAAAAGAGATTTTGCCCATTTTCTTGGATGTGG
AGCCTGATGATGTCAAGCTGAAAACAGACTTATACCGCAAAGATCTTTCAGCGCACCAGAAAAAGTTCCGTACTGAAGTTGAATCATG
GAAAAAGGCTCTCATTGAAGTGGACGAGATAAAGGGATGGAACTGGAGGAAAGATGAAGGgtaaattctaaaacttttcaattatcat
ttgtagatctcattttcctctctatttagtttaattgcagtgttgcggatgaaaaattattatttcattcttttcatttttctcctat
tttctaattttatttcgattttcaccgtgtttaagtatgaaagagagttttcttaaaaattgagataaaaatatatcaatcgcataaa
aatcatgtgcactacactgctaacgacaaagctaatagagagataacagttttaacagaataaaagtgcaggaaatattgtataacag
ttgaatgtttcagaataaatgtgtactacctgtactttaaggggattttgtgtagtgtcctcttgtatctttcatcctcacttatatg
gcagtgcgattttttactttcgatttcataagcattgaataaaaatacagaagtataagggccagtggatgtttaaggaatttagaat
gaaatgattacttaaaaaggtgaaaagctctcggcactattgtggcgatcgctcctagcagCTCCACCAAGCCGCCGGCCAGCCATCA
GCTCTCCGTCAGTCCCTGCCACTTCTTTGTCACCAGCCCGACACCAAGCCACCAGAAGCCGCCGCCGAGCCTTCTGGCCCCCACCCTT
TCTTTCTCTCACTCAATGGCGAGTCGGATTCGGCCTCGGGATGTCGGgtctaagatcaccaagcccatatccagcgtcgccgagcttg
ggctaccccaaatctagTGTTAGCGAAGGCCAGCAAAGCCATCCCCAGTGGTCGCAAGGCTGCAACCCACTTGACTTGAAGGAGAGGC
AAGGCCGAGATGGGCAGGTGGATGGGGTGCATCAGGCGGCGGCACTCGAATGTGACAGTGATGGCCCGGGGAGgtgagcaacgttatc
ggcggcttggtaatggcaggggccgacggtggtgatgactaaattggggtagtggagatagactggggaaattttgattgttttagcg
tctagatgtttttgcgtaatttctgcaaattggaaggataattgagtcacttagggagtagttttgcaatataaggtatattcttaga
acggttgttacgtttttgcagGCAAGCAGATCTGACACAATCCATAATTAAAACTGTGTTGGATAAGCTGAAAGTCAGATATAAAAGG
ATTGTGCCTGAAGATCTAGTTGGAATTGACGATTGTGTGGAAGCTATAATCAAAATGTTGGATTTGAGATCTAGTAGCGTACAATTTC
TCGGAATCCACGGAATGGGCGGAATTGGCAAAACAACACTTGCCAATGTCATTTTCAACTGCCTGTCTTCTCACTTTAAAGACTGTTA
TTTCCTTCCAGATGTCCGAGAGTTGTCACAACGCAATGGACTGCCATATTTGCAAAAATTGTTGCTATCCAAgttccttggttctagt
tctcatcttgacaatattcaacacacggatgaggggataacatgataaagagagttcttggggatagAAAAGTTCTCATCGTCTTGGA
TGACGTGGACGGGAAAGAGCAACTCAAAAGTCTAGCAAAAGAAGGTGATTGGTTCGGTTCTGGTAGTAGGATTATCATAACTACTAGG
GACCAAAGGGTCTTAAGGATTGTGGGAGAAGCAACAGGTGAAGGCCATTTAGAAAAGTCTACAAAAGTTTTGACTTACGAAGTACGTG
AACTAGAATTTGAAGATGCTCTTAAGCTTTTTCGTAAGCATGCCTTTAGAAGAGACTCTCCACCAGATCATTATGGCTCCCTTTCAAA
TGAGATTGTCTCCACTTTGGGAATGCTTCCTTTAGCCCTTGAGGTTATAGGTTCATCCCTTAACAATGAACCCAAAGAATTCTGGGAA
GCCACGTTGAAGAAGCTAAAAGATGCTCCTCCCGATGAAGTCCAAAGTAAATTGATGATATCTTTTGATAAGTTAAATAATGAACAAA
AGCAAGTATTTTTGGATATAGCTTGTTTTTTTGTTAATGAGGATAAAACATACCCTCTTCATATGTGGGATGCCTATGGATACCATCC
AGACGTTGCCATTAAGGTCCTCTTGCTCATGTCCTTGATCAAAATTAAAGATGGCAATACTTTTTCGATGCATGATCAAGTGCGAGAC
CTTGGAAGGGAAATTGTACGTCAAGAGAACAAAGAATCCTGTAAGCGTAGTAGAGTGTGGAATCATGAGGATGGCTTGAACATTGTGA
AGCAAAAAAAGgtatagaaagggtatagcaatttaatttcatgtgaatttttgtagattattcttgcaaaaggaaaatttaaatgcta
ttggcgcttgcagttgcttgattttgaccatcacacgtggacttcttggtgtttccattctcagGGAAGTAAGAAAATAGAAGCACTG
TCAGTTGGATCTGGATTTGAGCGGGAAGTCATTATTATGAAGGATGATCAATTTGCTGATTTACGAAACCTGCGGTTCTTTCGTGGGG
GAAGGGTGTCCTTCGTTGGAGATTTCAATAATCTTCTCTCAAATTTAAGATGGTTTTCTAACTGTTATTGTTCTTCTATGCTTGAGGC
AAAAAACTTTTGTCCAACTAATTTAGTCGTTCTTGAACTTCGATCCAGCGACATTTCAGAAAAAAATATTGATTGGATCAAGgtatga
tacgagtctcactccttgtattcataaatcgtttcttttaatttttttttctttttaggtcatttctcaataaatgttatatcaaatt
gttctgcaagtagcaaggaaattaaacgtcctagatcttaaaggctgctataacttaaggagaacactagatttatctatgtcggtgc
ctttggagattttgagcttatatagttgttgaattttggaaagtattgatttgattaaagtatgatacaagtcccacttcttatacac
gtaaatcgcttcttttcattttttttgtagGCCGTTTCTCAAAAAATATTTTATCGAATTGTTTTGCAGGCAGCAAGGAAACTAAAAG
TCCTAGATCTTAGCTTCTGCTATAACTTAAGGAGATTGCCCGATTTATATACGTTGGTGTCTTTGGAGATTTTGACATTAGCAAATTG
TGCACTTTTGGAAAGTATCGATTGGATCGAAgtacgataggagtctcactccttgtattcataaatcatttctttttatatttttttg
taggtcatttctcaataaatattattgttttgcaggcaccaaggaaactaaaagtcctagatctcagctactgccaacacttgaggag
attgcccgatttatctacgttggtgtctttggagattttgaaattaatagattgtgaacttttggaaagtatcgattggatcgaagta
cgatacgagtctcactccttgtattcataaataatttatttttatatttttttgtaggtcatttctcaataaatattattgttttgca
ggggccaagggaaataaaagtcttagatctcagcttatgctttaacttaaggagagtgcctgatttaactacgttggtgtctttggag
attttgagattatgttattgttcaaagATAAAGAAACTTCCAGACTCGATTGGGAAATTACAATCATTAATCGAGTTGGATTTGTTAG
AAACGAATATTGATCACCTACCGGATTCATTCAACAATCTAAAGCAACTAACAACACTTAGGATGATGGACATTAAGGGAGGGTTGAC
AAAATTACCTAGTGCGATCTGGTTTGTTCAGTTAATGGCTTATTCTTTTTCGTTCCACGGTAATAAGCTGTACTGTTTGAAAATGCCA
GACTTGTCATGGACCCAAATATTTGGATTACCCACCGTGGCGAGTCTCGTCTCTAATATCCGTGCACTTCGGATGGACGCGTGGTATA
GCAGACGGCCCAACTTTTATTGGGAGTACCTCGAGCGTAGCAAATCTCAGAGGGAAAAACAAATATTGGCCTCCCCAAACATGCGGTT
CCTCCTCCAGCTCCCGTCTAGTTTAAGAGACTCAATATTTCGAGAAGTGTGGAGTCTGGGTAACTGTCATAATCGGGTGCCGATATTC
GTTGGTATATGTGATTCGGAGTTGGAGAAACTCCATCTGCAGGATTCCACGCTTTCAAGACGGATTGAACAGTGTTGGCTGAGAAACA
GGAAATTCCCGTCCAGATACCGTCGGAGGATTCGTCGACAGCGGCATCAGCCCACGAAAGCACTTGAGCCGTCGCATATGAAGAATCT
GCAAGAGGTAGATCTGTTCGAATGCGAGCTACTAGTCGAGATTCGCGGCCTCGAAGAATTGGGATCCCTTTCATCCCTTGCGGTCGCA
TATTGTAGGTCGATCGAAAGGATGCCAGACCTATCGAAATCGAGGAAGCTAAGGGAGCTTCGAGTGGGAAAATGTCCGAAGCTAAGAA
GCATGGAAGGTTTGGACCGCTTGGAATCTCTAAAGTGTTTGCGGATTCACGATTGCAGGTCTTTGGAGAGTCTGGTGGACACCTCGAA
TTTGGATTTAGAATGTTGCCTGATTGTCCGTTGCAAGCGGTTGCCCGACCGTCGCAATTATTGTAAACGTGGCCGGGGTTGCTATTGT
GAGATGCTTTTCGAGGGGTTATGGAAATCTGACCCGATGGAAGTCCAGCAAGTATTACAGGGACACCCGGATGTTGCGCCAgtaagga
atttagaacatggcttggtttttgtgcttggtgtagccattttgtttgttttcttgttgttctgtttttttgttctatgaaaaaggct
ttctcccggacaaata 3'

5’ 3’
(B)

Figura 9 – (A) Sequência de nucleotídeos representando parte da região
codificadora do CT12. Em minúsculo estão representados os oito
íntrons e em maiúsculo estão representam os oito éxons. (B)
Diagrama esquemático do CT12, onde os retângulos representam
os éxons e as linhas os íntrons. (vermelho = sequência similar ao
domínio TIR; azul = sequência similar ao domínio NBS).
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>CT13 (4.226 nt)
5'ATGGAGAAAGGCACAAATTCACGGGCATCATCCGGATCTTCATATGAGGTTTTTTTGAATTTTCGAGGAGCAGATACTCGTAATGG
ATTCACCGATTTTCTTTACCATGGGATGGTTGGTGCTGGAATCCTTGTATTTAGGGATAGCGAATCCCTCCATGTTGGTGAAGAAATT
GGTGCTGAACTTCTACAAGCAATTGAGAACTCCAAGATTTACATTCCCATATTCTCTGCAAATTATGCTTCAAGTTGTTGGTGTCTTC
GAGAGCTTGCGTACATGGCCGAGTGCACCTTGAAATCAAATGGGAACAAGGAGATTCTGCCTATTTTCTTGGACGTGGAACCTGTTGA
TGTCAAGCTAAAAACAAACTTATATAAACAAACTCTTTCAAAGCGCCAGAAGACGTTTTGCAGTGAAGCAGAGTCATGGCAAAAGGCT
CTCATTGCAGTGGGCAAGATAAAAGGATGGAACTTGAAGAAAGATGAAAGgtgaatgtcttaaacttttcagttgttacgtagatttc
ttcttcccccctaattagttcgtttgcagtattgttggtgaaaattatagtttattcatctcgtcaagcatgggattctcatgggtag
tagccaatagcggccgacaccaatacggtggtggcacaccttacccattctaattctttttctcctctcactttctatctctgacata
gtagccacgaatagtaacatcttgagcagcttcaccaagccgccagccagccactgctacaactcatccatcaatcatcgccatttct
ttgtcgccgccctgacaccaagcggccagaacctgccgtgaccatccaaactcccaccctttctatccttcactcactggtaagtcag
attcaggctgggtttgacgtcaccttgcctatatcttgcattgccacccttggggaccccaaatctggtgtctcctaaagccggcgat
tgcaaggccacgacccatgtgacgtggaggattgagataaggctgtgatggcgggtcgattgggtgtgatggtcaaggactctggaat
gcaatggtgatagtgcagggaggcaagtgatgtcaacagtggcatgatggtggcagaggctgacggtgatggtgattgaagttgggga
gtggagagagattgaaaaaatcagaaattcttagcatctagattttttttcttgctaatttcctcaacatgtgagggcaattgaatca
cttgagaagtagctttttacaacattaaagttgtccttaacatggttgttacatcatggcagCCAAGTAGATTTGATCCAATCGGTAA
TTGAAGCTGTTTTGGTTAAGTTGAATGTCGGATATAAAAATGTGACTGAGCACCTAGTTGGAGTTGATGATCGTGTAGAAGCTATAAT
CAAGATGTTGGACATGGAATCTGATGATGTGAAATTTCTCGTGATCCATGGAATGGGAGGTGTTGGCAAAACAACACTAACCAAAGTC
GTCTTCAACCGATTTTCTTCTCGGTTCCAAGGCTGCAATTTCCTTTCGGATGTTCGAGAGTCATCAGAACGACATGGCCTGGTACATT
TGCAAAAACAATTGTTATCCAAGTTCCTTAATTGTTGTTATGTTGACCAAATCAGTGAAGTGGATCATGGAATCAACATGATTAAGAG
GGTACTTCATAATAAAAAAGTTCTCATTGTTCTTGACGATGTGGATGAAAACAAGCAGCTGAAAAATTTGGCAGAAAAAGGAAATTGG
TTCGGTTCTAGTAGTCGGATTATCATTACTACTAGATACAAAAGTGTCCTAATGATTGATGGAGAAGCGACAAGTGAATGTCCTATAA
AGTGTGCAAATGTTTTGATTTATGAAGTACAAGAAATGGAATTTCGCCACGCTCTTGAGCTTTTCAGTAGGAATGCCTTCAGGAGAGA
CTTTCCATCCGATGATTATGTTGACCTTTCAAAAAAAGTTGTCTCCACTTTGGGAAAGCTTCCTTTAGCTCTTGAAGTCACCGGTTCA
TCCCTTTCTGGTAGATCCAAAGAATTTTGGGTAGACACTTTGAAGAAGCTAGAAAAAGCTCCTTCCATAGAAGTCCAAAAAACATTAA
GGATAACTTATGAAAGGTTAGATGATGAACAAAGGCAAGTATTTTTGGATATAGCTTGTTTTTTTGTTAATGGGGATAAAACCTATCC
TTGCTACATGTGGGAGGACTGTGAATACCACCCGTACAATGCCATTGAAATCCTCCGTCTCATGTCCTTGATAAAAATCAAAGATGAC
AATACCTTTTGGATGCATGATCAAGTGCAGGACCTCGGAAGGGCAATCGTTCGTGAAGAGAATTTCAAAGAACCTCGCAAGCGTAGCC
GAGTGTGGAATCATCAGGAAGCCCTGAGCATTCTGGAGCAGAAAAAGgtgtcgaaagggaatttcaacttattttcctgtgaattgtt
gtggcctattcttgaaaaaggaaaaaatcatccctattagcgcttgaaattgtttgcttttgaccttcacatgtgacttcttggtgtt
tccatcattagGGAAGCGAGGAGATAGAAGCACTGTCACTAGGATCTCGTGGAGTCATCGTAACGCCTGGTGAAGTTGCTAATTTACG
ACACTTGAGGTTCTTGGATGGGAATGAGATGTTCCTTGTTGGAGACTTCAATAATCTTCTCTCCAATTTAAGATGGCTTTCTTGGCGA
TGGTGCCCTTTCGAGTTTGTGGCAACAAACTTTCATCTGgtcaatttaatcgttcttgacctttcacatagctatgtatctgagaaat
ggattggctggaaccaaatcaaagtatgatacgagtctcactccttgtatataagtatattttctcgtctttctcattttttttccct
ataaatcgtttcttaatatatatattttttgtagGTGGCAAGTAAACTAAAAGTACTAGATCTCAGTAATTGCAACAACTTAATGAGA
ACGCCTGATTTATCTATGTTGGTGTCCTTGGAGAGATTGATTCTTGAAGGTTGTCGCAATTTAATTAAAATCGACCCTTCCATCGGAA
AATTAAAGCTCCTCAATGCTTTAAACTTGAATGGATGTCACGCTCTTGAAGGATTGCCTTACGAAATAGGATGTTTAGATGCTTTGAC
GGAGATTCTCATGCCTCATTCGTCATATGCATTCAAACTTCCGGAGACGATTGGTAATTCGAAGTCATTGTTGACCCTTGATGTATCA
CATAGTTGGATTGGCATGCTACCAGACTCGATTGGTAATTTGAAGTCATTGTTGACCCTTGATGTATCACATAGCTGGATCGGCATGC
TGCCAGACTCAATTGGAGGGCTGGGGAAACTTAGGCGGTTGAATTTATTTAAGTGTTTAAAGATAAAGAAACTTCCGGACTCGGTTGG
GCAATTACAATCATTAGTCGAGTTGGATTTGTCATCAACAAGTTTGGGACACTTACCTGATTCAATCGGCAATCTAAAGCAATTGACA
GTACTTAGGATGAGCCACATAATTGGGATAACAAAATTGCCAAGAGCGATTGGGTTGCTAGAGAAGCTTGAAGAGTTAGAAGCTAGTG
GATGTCACCACTTGACCGGCGAGATCCCTGAAGAAATTGGGAGGTTGTCTCATTTAAGGATCTTAGACTTGTCATTCACACGTATATC
CAGATTACCCATCACTGTGCATTACCTCTCTAATCTCCAAACACTTAATCTAGAATCATGTTCTAAGCTTAATGAGTTGCCACAGCTT
CCCCCAAGTTTGAGTTGTCTAAGGTGGACCTTTAATACTCTCAAGTTTTGTGGAAATAGGACATATATGCTAGAGCGGGACTCTGCTT
GTCACTCTAGCATCGTACCCCTATATGAGGTGGAAGAAAGACAGCGATTTTGGCCCCAGCTCCCGTCTTCTAGTTTAAGAGAGTTGGA
AGTTGGAAATCTGTCATTTAGACAACGGTGGGATTATTCCCGTTTGAGCAACTTGTCAACCTTGCGATTACAAAGTTGTTCGATGTCA
GAATTCCTTTGTGTGAGCCCTGAGGTGGTCGAGCGCTTGACTTTGTTGGAACAAAAAAGGCAATTGGGTGTGGTTCCGTTTAAAATGT
GCCCAAGAGCACTTCTTCTATTAGCACATGAAGATTCTGGAAGAGGTAAATCTGTTTGGATGCTCCTTGTTAGTCGAGATCTGGGGCC
TTGA 3'

5’ 3’

(B)

Figura 10 – (A) Sequência de nucleotídeos representando a região
codificadora do CT13, que possui similaridade com genes R
da classe TIR-NBS-LRR. Em minúsculo estão representados
os três íntrons; em maiúsculo estão representados os quatro
exóns. (B) Diagrama esquemático do CT13, onde os
retângulos representam os quatro éxons e as linhas os três
íntrons. (vermelho = sequência similar ao domínio TIR; azul =
sequência similar ao domínio NBS; rosa+ sequência similar ao
domínio LRR).
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(A)

5’ 3’

Domínio Acesso e-value
smart00255, TIR, Toll - interleukin 1 - resistance gnl|CDD|22729 1e-21
pfam00931, NB-ARC, NB-ARC domain gnl|CDD|24492 2e-27
C0G4886, Leucina-rich repeat (LRR) proeín gnl|CDD|14020 0.001

(B)

5’ 3’

Domínio Acesso e-value
smart00255, TIR, Toll - interleukin 1 - resistance gnl|CDD|22729 1e-20
pfam00931, NB-ARC, NB-ARC domain gnl|CDD|24492 1e-33
COG4886, COG4886, Leucine-rich repeat (LRR) protein gnl|CDD|14020 8e-10

Figura 11 – Representação dos domínios TIR-NBS-LRR dos contíguos (A)
CT12 e (B) CT13. As respectivas tabelas contêm os acessos e e-
value, enfatizando similaridade dos domínios. Os domínios foram
identificados pelo programa NCBI Conserved Domain Search
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Structure/cdd/wrpsb.cgi).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=smart00255&version=v2.03
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=pfam00931&version=v2.03
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=pfam00931&version=v2.03
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=smart00255&version=v2.03
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=pfam00931&version=v2.03
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=COG4886&version=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Structure/
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4. DISCUSSÃO

Neste trabalho foram caracterizados oito cDNAs de diferentes

bibliotecas do projeto Genolyptus, com similaridade a genes R e ao gene Rar1,

envolvido em resposta de defesa. Baseados nestes cDNAs uma triagem foi

realizada em uma biblioteca genômica, que possibilitou a construção 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

proteína RAR1 ou proteínas R, mesmo aqueles sem um agrupamento contíguo

único (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 contíguos cada (EUGR-PU-000-

005-H06-MG (sequências de 1.002 e 1.135 nt) e EUGR-PU-003-001-C10-MG

(sequências de 689 e 714 nt)). Isso ocorreu em função dos insertos desses

clones serem grandes (estimados em 2,4 e 1,9 kb) e dos oligonucleotídeos e

enzimas de restrição utilizadas não terem gerado fragmentos menores que

abrangessem a região mais interna dos clones. Subclonagens

complementares, utilizando outras enzimas de restrição e/ou a utilização de

novos oligonucleotídeos no sequenciamento podem levar a obtenção de

sequências que abranjam regiões mais internas desses dois clones,

possibilitando a obtenção de agrupamento consenso único. Apesar de se ter

obtido dois agrupamentos, foram feitas comparações dessas sequências com o

bando mundial de dados GenBank (NCBI), assim como para os outros

agrupamentos obtidos neste estudo, onde se confirmou a similaridade com

genes R e com a proteína Rar1 (Tabela 2).

Os cDNAs similares a genes R não possuem a sequência completa de

genes R. Todos os cDNAs possuem sequência codificadora da região N-

terminal, onde se encontram os domínios conservados TIR-NBS, mas não

possuem a sequência correspondente à região C-terminal (Figura 4). Os
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insertos, com tamanhos entre 711 e 1.888 nucleotídeos (Tabela 2), não

possuem sequência suficientes para codificar uma proteína R completa, o qual,

geralmente, possui genes com cerca de 3.000 nucleotídeos (cerca de 1.000

aa).

Curiosamente, o clone EUPE-XY-000-048-H05-MG (1.659 nucleotídeos)

contém uma região que codifica um domínio TIR na porção N-terminal da

proteína associada a uma ORF similar a subunidade beta do proteassoma 20S

(Figura 5). Não foram encontrados relatos de um proteassoma associado a um

domínio TIR. O proteassoma 20S é a subunidade catalítica 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 sequências dos polipeptídeos alfa e beta estejam relacionadas,

somente a subunidade beta contém os sítios catalíticos. Essa estrutura 20S

deste complexo está associada a uma porção 19S, que tem função regulatória,

necessitando de ATPs para se associarem, formando o proteassoma 26s. Esse

complexo proteolítico tem como função a degradação de proteínas

intracelulares de vida curta e proteínas anormais, principalmente aquelas

marcadas com ubiquitina. (Fu et al., 1998; Pickart & Cohen, 2004).

Mudanças em regiões codificantes do genoma podem levar à evolução

de novas proteínas. Íntrons separam essas regiões do DNA (éxons) que

codificam diferentes domínios de polipeptídeos. Os éxons comportam-se como

módulos na construção de genes, os quais experimentam diversas

combinações ao longo da evolução. Em evolução, a separação dos éxons

permite sua recombinação ou embaralhamento para criar novos genes

funcionais, criando novas proteínas compondo novos domínios estáveis.

Porém, podem ser criados genes não funcionais, definidos pela incapacidade

de codificar proteínas (Lehninger et al., 1997; Lewin, 2000).

No caso da sequência encontrada neste estudo, que inclui um domínio

TIR associado à ORF similar a subunidade beta do proteassoma 20S (Figura

5), pode ser que se trate de uma nova estrutura de gene. Entretanto, maiores

investigações deverão ser realizadas para se confirmar a possibilidade de ser

um gene funcional ou não-funcional, compondo a família dos proteassomas.

O clone EUGR-PU-003-042-F06-MG (1.171 nucleotídeos), similar ao

gene que codifica a proteína Rar1, relacionada com resposta de defesa,

contém uma ORF completa dessa proteína (Figura 6). As proteínas Rar1
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(Required for Mla12 Resistance) são citoplasmáticas e possuem dois domínios

que ligam-se ao zinco denominados CHORDs (domínios ricos em cisteína e

histidina), os quais são organizados em repetições diretas (tandem) e possuem

sequência conservada em todos os eucariotos analisados (Martin et al., 2003).

Proteínas Rar1 são componentes essenciais na ativação de genes de defesa

em resposta a diferentes patógenos. Essa proteína é um ponto de

convergência de várias vias de sinalização de vários genes de resistência

(Azevedo et al., 2002; Takahashi et al., 2003) A função bioquímica de Rar1

ainda não está clara, mas mutação do homólogo do gene Rar1 em Arabidopsis

interfere no acúmulo de espécies reativas de oxigênio e na ocorrência 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 análogos de genes R

(RGAs), como a construção de oligonucleotídeos degenerados, que são

baseados em regiões conservadas de proteínas R, como os domínios NBS e

LRR (Kanazin et al., 1996; Shen et al., 1998; Yu et al., 2000; Brueggeman et

al., 2001; Laia, 2001). Entretanto, domínios como NBS e LRR podem ocorrer

em diferentes tipos de proteínas com diferentes funções, favorecendo, então, o

encontro de sequências que não sejam RGAs.

Na tentativa de ser mais preciso na identificação de RGAs, utilizou-se

oligonucleotídeos baseados em ESTs similares a genes R ou a genes

relacionados com resposta de defesa em plantas. Na triagem em biblioteca

genômica 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 construção da biblioteca shotgun.

Na caracterização da biblioteca shotgun do BAC 143-F12, dois

agrupamentos contíguos apresentaram similaridade com genes R (CT12 de

16,7 kb e CT13 de 20,8 kb). Análises desses contíguos revelaram que CT13

contém a ORF completa de um gene da classe TIR-NBS-LRR e o CT12

contém um gene truncado com domínios TIR-NBS e parte de um domínio LRR

(Figura 11). Pelo fato de se ter uma estimativa, em E. grandis, da ocorrência 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, o encontro desses dois

agrupamentos está dentro do esperado. ,
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A existência de dois RGAs no BAC 143-F12 sugere que este clone seja

derivado de uma região genômica 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 ligação com locos que contêm 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 identificação e mapeamento de RGAs em cevada,

demonstrou a sua importância para clonagem de genes R (Brueggeman et al.,

2001).O mapeamento genético, então, poderá dizer se há ligação entre este

BAC e genes de resistência em E. grandis.
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Anexo 1 - Oligonucleotídeos utilizados para amplificar os análogos de genes
de resistência.

Clone Nome Oligonucleotídeo (5’- 3’) Tm
(ºC)

EUGR-PU-000-001-G07-MG.A03 RGA03F CACTTGCCAAATTGCTTTCA 59,85

RGA03R CTGCCCATTTTCTTGGATGT 59,93

EUGR-PU-000-005-H06-MG.A09 RGA09F GGCAAATCAAGCATGGAAAT 59,91

RGA09R AACAGATTGAGGCCCTTCCT 60,07

EUGR-PU-000-010-D04-MG.A11 RGA11F ACTCCTTCTCATGCCTCGAA 59,95

RGA11R CCACACCACAACCTCCTCTT 60,00

EUGR-PU-003-001-C10-MG.B05 RGB05F GCTTGCCTGCAACAATGTAA 59,88

RGB05R CGACCTCTCGACTGCTCTCT 59,88

EUGR-PU-003-020-C11-MG.C05 RGC05F GCCATCGGTTTTTGATGAAT 59,77

RGC05R TCATGGAGGTTGATGCGATA 60,03

EUGR-PU-003-042-F06-MG.D06 RGD06F GGGATTTCACTGCAAAGGA 60,05

RGD06R CGATCCTTCTTCTTGCTTCG 60,09

EUPE-XY-000-035-C06-MG.E12 RGE12F GCCATCTGCAAAAAGGATGT 60,08

RGE12R GTAGCCGGGGGTCATCTACAA 59,96

EUPE-XY-000-048-H05-MG.F08 RGF08F CAAGGACATATCCCCGCTAA 59,92

RGF08R ACCGTTCCTCTCCGAAGATT 60,07
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Anexo 2 – Sequência de agrupamentos contíguos de oito cDNAs. Dois deles
apresentaram dois agrupamentos contíguos (EUGR-PU-000-005-H06-
MG.A09 e EUGR-PU-003-001-C10-MG.B05).

>EUGR-PU-000-001-G07-MG.A03 (1.888 nt)
3'TTTTTTTTTTTTTTTAGAATAAATGAAATGCTTATGCAAGGAGTGGGACTCATATCATACTCTAAGTTGTTTCCAACCAATCCATT
CCTCTGAAATAAGGCTCCATGAAAGGTCAAGAACGACTAAGTTAGCCGGATGAAAGTTTGTTGCCTCAAAATGGTTGAGGTAAAATTT
CCAAGAAAGCCATCTTAAACTAGGGAGAAGGTTGTTGAAGTCTCCGATGAGGCGCTTCCCACTCCCTTGACAGAACCTTAGGTTTCGA
AACGGAGCAACTTCATCACTTGCCAAATTGCTTTCAAGAAATCCTAGTGACATTGCTTTTATTTTCCTATTTCCCTCTTTCTCCTTCA
GAATGCTCCAAGCTTCATGATAGTTCCACACTCTACTACGCTCATAGGGATCGGAGAAGTTCTCTTGACGGACAATTTCCCTTCCGAG
GTCCCGCACTTGGTCATGCATCCAGAAAGTTTTGTCGTCTTTGATTTTTATCAAGGACATGAGAAGGAGGACATCAATGGCAACATGT
GGGTGGTATCCATAGTCATCCCACATATAGAAAGGGCATGTTGTATCCTCATTAACAAAAAAACAGGCTATATCCAAAAATACTTCCC
TTTGTGTACGATCTAACCTGTTATAAGTTATCATCAATTTTCTCTGGACTTCCTTAGGAGGAGCTTCTTGTAGCTTCTTCCATGTGTC
AACCCATAATTCTTCGGGTTTACCATTAAGGGATGAACCTGTAATCTCGAGAGCTAAAGGAAGCTTTCCCAAAGTATGGACAATTTTC
TGAGAAAGGAACATACGATCCAGCTATGGTGGACAGTCTCTTCTAAAGGCACGCCTACGTAAAAAAGCTTAAGAGCATGATCAAATTC
CATTTCTTGTACATCGTAAGTCAAAACGTGTGTGAACTTTTCTATAAGGCCTTCACCTATTGCTTCTCCCTTAATCATATAGGATACT
TTGGTCCCTAGTAGTTATGATAATCCTACTACCAGGACCGAACCAATTACTTCTTCCTGCTAGACTTTCAAGTTGTTCTTTCTCATCC
ACGTCGTCTAAAACAATGAGAACTTTTTTATTTTTAAGTACTCTGTTCATCGTGTTGATCCCATCATTCACTTGATAAATTTGGTCGA
TAGAATGAGAACCAAGGAGCTTGGATAACAATTGGTTTTGCAAATTTACCATACCATTATTGCCTTTTGATGATTCCCCAACGTTTGC
AAGGAAACTGCATCCGTCAAAGCTAGAAGATAGTATGTTGAAGACAACCTTAGCAAGAGTTGTTTTGCCAACACCGCCCATTCCGTGG
ATTACAAGAAATCGTACACTATCAGATCCCACTTTCAACAATTTGATTATATCTTCTATGCGATCATCAACTCCGACTAGATGTTCAG
TTACATTTTCATGTGCAACCTTCAGCTTAACTGAAATCGTTCGAATTACCGAACATATAAGAGCTCCTTGGCCTTGATCTTTCTTCAA
GTTCCATCCCTTTATCTCGTCCACTTCATTGAGAGCCTTTTTCCATGACTCCACTTCTGCACTAAACTTTTCCTGGTGCTTTGCAAGG
GCTTGGCTATATAAGTCTGTTTTGAGCTTGACATCTTCAGGTTCCACATCCAAGAAAATGGGCAGAATCTCTTTGTTCTTATTCAATT
TCGAGGTGCACTCGACCATGTGTGTGAGCTCTCGGAGGCACCAGTGACTCGAAGCATAATTTTTGGAGAATATGGGAATGTAGATTTT
GGAGTTCTCAATTGCGTGTAGAAGTTCACCACCAATTTTTTGACCTACGCGAAGGGATTCATCGTCCCTAAAGACAAGGATCCCGACC
CTAACCATGGCATGGTAAAGGCAATCAGTGCGGAAGCGTGGG 5'

>EUGR-PU-000-005-H06-MG.A09a(1.002 nt)
5'TCTCCTCTCTCTCGTCTCTCTCTCTTCTCGTCTCGTTCTCTCTCTTCGGCTAACTAGGTCAATTCGCCCTGCTGGTTTCCCCATGC
CCCGAAGAATCGGAAGCCAACCGTTTTGCACCCGCCCATCCACCGTAGGCAGGCGAGCAGGTCGGTCGGCGCGGCGGAGATGACAAAG
GCAACGGTGACTAGGCGACGCCACGGCTGGCGACGCCCTCTCCATCCGTTACAGGTAAACGCACGCATGCGTCTCTCGAGCTTTCCTG
CGCTCTCTCAGCTTCAGCTGCATTTTAGAACCCCGGTCGAACCACGCGAGCTCATCGATTCTGTCAAGATTTGGTGAGTTTCGGCAAC
AATTGAGTAGGCGGTTGGAGCTGGAAGCCGCGTTGGCTGCCATTGTACTATCGAGATTTGATAGTTGGGATGGCGGTGTTCAGTTTCC
TAGCAATGGCCTTCTACGTCTTCCGGGGACTGTTGCTTGGGAGCGGGGCTGCTGAGATCACCCTGACGACAATATTCTCTTTTATGGT
TTTCTCGGCGATGTTTCTGTTCGTTTGGTGTACTGCGATAGATCCAATGGATAAGACTAGTTATAGAAAGTAAGAAGAGAGGCTTCGA
AGCTATGGCACTCGCGGACTTTTGTGCTGATTCCCCAAGCTCGCCCTTCCAATTTCCATGCTTGATTTGCCTACCTGGCTGGGATGTG
ACATGCTATGTATGAGCTATCTGAAAAATGAATGTCCTCGGCATATCTATATGGAAATTGGCTCTAGGCAATCCATCAAGATTCAAGA
TCTTAGTCTTAGGGCTTGTGCTTTATTATGGTGGAATCCTCTAGAATCTAGTATGATGGAATCCACTAGAATCTAGGATTGTGGAATC
CTCTTCTATTTCTCACCTTGTGTTTCTTGATTCTGCAAGATTGCCCCAGATTTTTACTGATTCTTGTTCTTCTACCTTCGTATGAATC
ACATACATCTTTTTCGGGTCTAAAAAAAAAAAAAAA 3'

>EUGR-PU-000-005-H06-MG.A09b (1.135 nt)
3'TCTTAATTGCTAAACCATATATAGGTAATTGAGTTAACGAAACCAAGGAGCCCATGGATTTAGGAAGTTGAGAAATTTTACAATCA
CGAAGAGATAGACGCTCCAACTTCATCAAACAATCACTCGAAATAGGAATATCTTGTATATCAGTTTCCGCTATGTTAAGGTCCCTCA
AGTTCTATCATTCTACCTATACCTTTTGGTAGCTCCTTGAGTTCTCTACAAAGATAGACATCCAATGAAACAAGAGTCTTGATGTCCC
CAATAGAAGGATGAAGCTCTTCCAACTGATGACATTTTTTAAGAGTCAAAATCTCCAACTTTACGAAAGTGGACAAGTCTGGAGTTCT
TTTCAAAGATTGACAAGACGTGAGGTTGAGAACTTTGAGCTCAGTCGCATTCTTGAGTGGAACCCATCCTCCCCAGGCCTCCGAAATT
GCACTGTTTGACAAATCAAGTACAACTAATTTTTTCGGATGGAAGTTGACTGCAATGAAATCCAAGGGACAGCCTTGCCACTGAAGCC
ATCTTAATTTAGGAAGTAAGCTTTGGAAATCTCCGGTAAAATTTGCATAATTCACTTGAAGGAATCTCAAGTTGGTCAATTCGTTAAA
ATGTTCAGCTGCATATCTTTTTCGATAACCCCATCCGCCGAGAGGAGCGTATCTTTTTCGATAACCCCATTTGCCGAGAGGAAGGGCC
TCAATCTTTCTAGTACCCTCATTGTTATCAAGCACATCTAGGGCTTCCTCATGGATGCACAATCTGCTACGCTCTTGAGGCTCCTTTG
GATTTTCTAGACGAACAATTTCCCTTCCGAGATCTCTCAATTGATCATGCATCAATAGCCTTCCGTTTTCATCAATTGTTAATTAGGG
ACATAAAACATAATACTTCAATCCCCTTCTCGGGGAAAAAATCACAAGCATCCCACATATAAGTTGGATTTTGTTTACATGATCCAAT
GAAGAGGCATGCGATATCCAAAAATATTTGTTGGTCCTCGTACTCTAATGCTTCATAACTTATTTTCAACTTCTCTCGCACTTTCTCA
TGGGGCACTTTCTTTAATTTTTTCAACGTATCTTTCCATACGTTTTCTCTCTTTCTACATAAGAATGAACCTGTAACTTCT 5'

>EUGR-PU-000-010-D04-MG.A11 (746 nt)
5'CATTTCTCATCCGGGCCACACCACAACCTCCTCTTTTTCTCTTTAGGGGTGAGAGATATCCGGAAGGAATAAGCTTCCTAGCTATG
GCGAACTCAGAGGCCGGAACAAAAAGTGATGTTGCACGGGAATTAGAAGTTGAGTATCAAGTGTTTCTGAGTTTTAGAGGACCTGACA
CTCGAAATGAATTCACCGACTTCCTCTACTATGGCTTGGAAGATGTTGGGGTCCATGTATTCAGGGACGAAGATGAACTCCGCGTCGG
CGAAGTGATTGGTAAAAACATTCTACGTGCTATTGACAACTCCATAATCTACATACCCATCTTCTCTCCGACTTATGCTTCCAGTAAA
TGGTGCCTCCGTGAGCTTGTGCACATAAGACAAAATTTGTCCCAATCAGAAGGTCAAAAATGCATCTTTCCCATTTTTTTTTTTCATG
TGGAACCTGATGATATACAAGCTTAAGACTCAAAGGTACATTGAAGACTTTTCGAGGCATGAGAAGGAGTCTCCCAAGGGAAGTCAAG
GCATGGAGAGAGGCTCTTGCGAAGGTTGACGAAATTAAGGGATGGAACGGTGAAAAAGGATCAAAGGTAAATTTTTAAAGATACCTAC
CTATTTTTTCTTTTTTTCTGTTTTAAGGGATAAAATGTTGCCCCTGTCCAATGATTTCTTTATACTTTTTCTTGACGGAAAATATGTG
AAGCTTTTTTAAGATCCCTACCAAAATAAAAAAAAAAAGAAAAA 3'

>EUGR-PU-003-001-C10-MG.B05a (689 nt)
3'ATCGGCACTATTGTGGCGATCGCTCCTAGCAGCTCCACCAAGCCGCTGGCCACCCATCGCAGCAGCTCTCCGTCAGTGCCTGCCAC
TTCTTTGTCACCAGCTCGACACCAAGCCACCAGAAGCCGCCGCCGAGCCATCTGGTCCCCACCCTTTCTTTCTCTCACTCAATGGCAA
GTCGGATTCGGGCTCGGGATGTCGGGTCTAATGTCACCAAGCCCGTATCAGGCATCGCCGAGCTTGGGCTACCCCAAATCTAGGGTTA
GCGAAGGCCAGCAAAGCCATCCTCCGGTGGTCGCAAGGCCGCGACCCACATGACTTGAAGGATTGAGGCAAGGCTGAGATGGGCAACG
GCACTCGAATGTGACAGTGATGGCCCGGAGAGGTAAGTGACGTTATCGGCGGCTTGGTAGTGGCAAGGGCCGACGTTGATGATGACTA
AATTGGGGCAACGGAGATAGATTGGGGAAATTCGGATTGTTTTAGCGTCTAGATTATTTTGCGTAATTTCTGCAAATTGTAACGACAA
TTGAGTTACTTAGGGCGTAGTTTTGCAATATAAAATATATTCTTAAAATGGTTGTTACATTGTTGCAGGCAAGCAGATCTGAAAAAAT
CCATAATTAAGACTGTGTTGGATAAGCTGAATATTGGATATAAAAAGATTGTTTCTAAAGAAAAAAAAAAAAAAA 5'
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>EUGR-PU-003-001-C10-MG.B05b(714 nt)
5'CTCCAAGTTCCATCCCGTTATCTGTCCCACATCAACAGAGGCTTTTTTCCAGGATTCAACTTCAGTGCAAAACTTTTTCTGATGCT
TTGAAAGGGCTTTGCTGTATAAGTTTGTTTTCAGCTTGACATCATCAGGCTCCACATCGAAGAAAATGGGCAAAATCTCTTTATTCCC
ATTCGATTTGGAGACGCACTCAACCATTTGTGCAAGCTCTCGAAGGCACTAGTGACTTGATGCATAATTCTTGGAGAATATGGGAATG
TAGATTTCGGAGTTTCGGATAGCTTGTAGAAGTTCATCACCAATTCTTTGACCGACATGGAGGGATTCTTTATCCCTAGAGACGAGGA
TCCCGGTCTCAACCATGCCATGGTAAAGAAAATCGGTAAATCTATGACGGGTGTCTCGTCCATGAAAACTTAGAAAAACCTCGTAAGA
AGGTCCAACTGGTTCCGAAGAATTCGTCCCTTTTGCTGGCACTTCGCGCTTCTTCGAGGTCCGACTGAGAAGGACGCAGAGGTATATG
AGGAGAGCGATGGAGAGCGTGGAGAGGCTGAGGATTCCGATGAGGAAGTAGAGCTTGAGGCTGGGGCAGGGAGTCTCGCAGGTGAGCT
CGTGAGGGAGAGAGCAGTCGAGAGGTCGGCGTTCACCGGAAAACGCCATGTTTTCCAGTAGAGCGAAGAGCGAGAGAGTTGAAAAGGC
TAAGGGAGTGCG 3'

>EUGR-PU-003-020-C11-MG.C05 (711 nt)
3'TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCAAAACATCTTTATTTCTGGTTGTAATCAATATTCTAGATCCTGAAAGCAAAGCACTGT
TTCCAACTAATTTCTCCACTTGTTCTTTGTTATCAACGTCATCAAGTACAATGAGAACTCTCTTATTGCAAAGTACTTGTTGAATGCT
CTTCATTCCGGAATCCATTTCGTTAATGCTCCTTGGATGGCCAATTTCAGATAGTAATCTTTTTTGCAAGTCAACTAAGCCATCGGTT
TTTGATGAATTCGCTCGAACATCTTCAAGGAAACAACAATACTTTCCAAAATGAAAAGAGAGTTGGTTGAAAACGACCTTTGCTAGAG
TCGTTTTACCAATACCCCCCATGCCATAAATTTTAATGAGTCTCGTACCAACGGAGTCGATGTCTAATAAGTTGCTTACTGCCAGTAC
TTGCTCATCAATTCCAACTAAATGCTCAGTCACCAATCTATGTTTTGTCTTCAATTTTTTCAAGACCTCTTCAACTATCAATTTGATT
AGCTCGCCGTGGCCTGTGTACTTCTTCACTTCCCACCCCTTTATCGCATCAACCTCCATGAGAGCCTCTCTCCAAACATTGACTTGCT
CATTGCTCAACTTCTTCTCACTCTCCAAATTGAGTATGGCATCGTGATATAGTGGAGTTTTCAACTTGACATCATCAGGTTCCACATC
AAAGAAAAT 5'

>EUGR-PU-003-042-F06-MG.D06 (1.171 nt)
3'TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGGGACTTCCCGAACCAGAA
ATGATCGGGAAAACTGCTTAAGAAGAAGAAAAAATTACCCCGAATCTAAGAATAGTGTTTCACAACACAGCAATAATTAAAGGGAAAG
GTACAGTTAAGCTAATCACAGTTGAGAAGCAGGATATCTTCTTGACATTGTCGATACCATGTCAATCAAGGAAAACAGTGGGATTTTC
ACTGCAAAGGATAACAACTACCACTCCAATATCAACTCCCGATACAATCCATACAAAACCTTATTGCTACACCTTAGTGCTCCCTATG
ATGCCGGATCTGCATTATGCCATCCCTTGGTACATGGTGGAATGGTCATGAACTCATCAAATTCCTTAACATGAACGTCACAGCATTT
CCACCCTCTCATCCTGTCGTGGAAAACAGCAGGCCCAGGATGGAAAGAGCAGGCTATCTCATGATTATCCTTCTCTTTAAAAGTTTGA
CCGCATCCTTTATTTTTGCAAGTCTGCGGCTCATTTATGTCGATTATTCTCTTTTGTGGAACCACAGAGATCTGGGCATCCTTACTGC
TTTCAACAGCAGGTTCAGCATTTGCATTTGCCACATCTATGTTTGTTTTTCCAGTTCTTGAACCATGATCAGAACAGAAGAAACCCTG
CCGACATCTCGCGCAAGACTCTTTTGATGATGCATTAGTTGCAGGTGCAGCACTGGTGGCAGCACTGGTGGCAGCACTTGGAGTCTTA
GTAGCTGTAACTGCCTTGGTTGATGGCTTTTCAGTAGTGTGTTTGCCAGTCTTACATCCAGGAATTCCCAGAAACTCACTAAAATCAT
GACTTTTCTTCTTGCAACAACTCCATTCTTTCATCCCATCGTGAAATATAGGACCCGCGGGGTGGTAGCGGCAGGAACCTTCCGGATT
GTCGTCCTCGGAAAAGGAGGCCTCGCAGCCGATCCTCTGGCACCGGACCTTCGCCATCCTCGCCGCGCCGGAGCTGGGTCGAAGTCAA
TGCGGGCGGGTCAATGCGAGGGAGTGAGTCAAGCTCTGCGCCAATCTCGAAGCAAGAAGAAGGATCGAGAATCAGATTCCACGAGGGA
GCTTTAAAGCTCGTTCAGGTAGGGTAGAG 5'

>EUPE-XY-000-035-C06-MG.E12 (1.641 nt)
3'TTTTTTTTTTTTTTTTTTCAAGTCAAGCAAGTACTTTAACTTTCCAATAGAGTCGTCGATTTTCTTCAAATTCCTACAACTTTTAA
AAGTCAACCTCTCTAAATCTAGGCATTTAGACAAGTCTGGAGTTCTAATAATGCCACGACATTCTACAAGAGTAAGATTTTTAAGTTT
GGTTGCCATCTGCAAAAAGGATGTATAAATGCTACAAAAAGAAGTCAAATAATGTATGAGACAACTGTTATAAATTGAGATGAAACCA
TACCTTAATTAAGTCCCATACTTTCGAATCATTTGTTAAGTCATTGTTAGAAAGTTCAAGGACAACTAAATTCTTTGAATGCATACTA
AGCCCACAAACATCTTGACGGGCAAAACGCCATGAAATCCATCTCAACTTTGGTAGAGAAATGGTGAAATCCCCACATATGGCCCCAT
GACTTAATCTCAGGAACCTCAAACTTTTAAACCTTCTAATTTCTTCATGGCTAATTGAGATATTAGACCTCCACTGCAGATCAAGTGC
TTCAACATCTTCGTACCTCTCTTCGGTTCTTACGAAATCAAGGAACTCCTTGCTAGTCCACACCCTACTCTGCTTCTTGAAATTTTTA
GGATTTTTTTGACGAACAATTTCCCGTCCCAAGTCTCTCAATTGGTCATGCATCCAAAATTTGTTATCCTTTATCTTTATCAAGGACT
TCCTAACAAGGACATCAATTTCCAATCCAGGATAATTCACAAGCCTCCCACATGTATTTGGCATTAGTAATATCCTCATCGATGAAAA
AAGCATGCGACATCTAGAAAAATTTCGTGTTGACGATAGTTTAGGTCCTCATAGCTAATCATCAACCTTTTCTTGTACATGCTCATCT
GGGTATTTTCTTTAAATTTGTTTTAAATGTATTCTCCCATTTTGTTTTGTGCTGTCCACAAAGTGAGGAACCTATAACTTCATAGAGC
CAAAAGGAAGGCACCCAGTAGTAGAGACAATATTCTCTTGAAAGATCGTCAAAAATCTGTTGCTAGAAAGTCTTCACAAAACGCATGC
CTCTTGAAAAGTTGGAGTGCATCGTCAAAATTTCATCGCCACCATTTCATAAGGCAGAATTCCGGACCGGTACCTGCAGGGCCAGTAA
CTCAGCTTTCCCTCATAGTCAGGAGCCATTCTATAGCTTAGGTAAACTTCTAGTACGCTTTGTGTTCCTAGTGGTGATAATTATTCTT
GTTCCGGGATGCAATCGATGTTGTCCAATTAGATTCTCGATCTGTTTTTTCTCATCAACATCATCAAGAACTATGAGAACCTTCTTAC
TGCCAAGTGTTGACTCTATCCTCCTCCTTCCGCGATCAACATCATTAATAGTTTCTGCTGCTCCAGAACTATCAATATCTTTTAGTAA
CTTCTTCTGCAGCGAGACTAAACCCACCTTCTTTGAAGTTCTCTCGAACAGCATCAAGGAAGGCGCAATGCTTTCCAAAGCGAGAAGA
AAGTTCATTGTAGATGACCCCGGCTACGGTGGTTTTACCGATGCCCCCCATTCCATGAATTCCGAGTAGCCTCACTTCATCACTACAG
TTAACATCTAATAATTTCAGTACTTTTGCCACTCGATCATCAAGTCCGACTAAATCTTC 5'

>EUPE-XY-000-048-H05-MG.F08 (1.659 nt)
3'TTTTTTTTTTTTTTTTGTTTGAATGTGAGAGAACGCTGAAACACATGGGCAAGGCGGAAACACAAGAAATTCGAAGTTTGGGACAT
AAAGTTCCAAATATTAGGGGGACATAAAGCTCCATATGTTTCAGACGTTAACAGAAAAGGAATCAGAAGAGATGCCCACATCCCATCT
AATTGCGCCACCAAACCACCGACGCCGACAGCCAGACCACCGACGCCCATGAAAGGCCACGGAAGGATAGACTGCTAAAATACATAGC
TGAGAAGGAAATACAACAAGGACATATCCCCGCTAATACGGAGCTGCGAAGCAAACACAACGACATATCCCAGCTAACGTGCTGGGTC
CGAATCAGACTTCATCCAGCTTTATTCTAGTTGGTCATCTTCAAATGAGGTCCTTCTTCACCAACAGTGGGGTTTTCATACGATTCAA
AGCCCCAGAAGGTTTTCAAAGAGTAGGGCGGAAAATTTGTTGCTCCTTCTTCTGTGATTTTTACAATCTGAAGCTTATTGACTGCAGA
TCTGTCACGATACAGAAGCACGCGCATGCACTTCTCCAACAGCTTAACACCATCTTCAAAACTCAAGTTCTCGTTCCACTCATCGCGA
AGAATTGGCCGTGCAAGGTGATTGCCAAACCCAGTAGCCACATGGTTTTCTTCAAAACTCACGCCTATCATGCTAACCATGCCAAGAT
ATTTTTGTCCATTCTTAACTCCACCTAGAACTAGTGAGTTCCACAATGGGTTGAACTTGTTCCGCCTATTATACATAACCCGAGTCAG
ATAATTATGCACCTCTTTGGGCCCCAAGGAATTCCCATCATCCCACATATTGTCGTAAAGAATCAGTTCATCAAGGTAACGCAATATC
TCCTGAAAGTCACTTATCTCTCCACTCGCACCCAGGAGAGAATGTTTTCCAATAGGTTTTATTCGTTCAATAGTTTTGTATCTCAAGG
TGGATCCATAAGAACCTCCCATGTCAGCAGCCATCAGAATCCCATCCCTGTACTTGAGAGCCAGCACAGACGTACCCGTCACATATGG
ATACAGAGTTCTTTCAGAGTCGCCAGATCGGGAGTCCGGGACTTGTTCCACATAATCCTTCAAATCCTTGCCATGCACCCTGGGGTAC
CTCTGCTCATGCTTCTCCGAGTCCTTCAGGTACAGTTCCGTCCTGAGCTTGACGTCCGAGGGCGTGACCTTAAAGAAGATGGGTAGAA
TCTCCCGCTTCCTGGCCGATTCGCTGAGCTTCGTCATCCGGAAGAACTTGGAGAGGCGCCGATCGCTCCAAAGATAATCTTCGGAGAG
GAACGGTATGAGGATCTTTGGTTCGCCGACCGCTCTCAGGGGATCGTCGATCCGATCACCGGCGTGAAGCTCTTCGCTGTCTCTGTTA
GCGGCGGTCAACTGGCGCTCCATGGTCCGGTAGAGGTGGTCGGTGGAGTTGTTGCGAGTGTCCCGCCCTCTGAAACTCAAGAACACGT
CGTACATCCCGCTCGGCGCTTCCCTTTCCGGTTCGCGCTCCGCTTTCAGCTCCGCAGAAGGATTTCCCCCTAGATCCGAAAGCTGTCC
CCTCGTCTCCATTATCGGCGATTCCATCCTGGGCGTAAACTGTTTTGATCTGACAAACGACGATGGGCGCAAAGAAG 5'
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Anexo 3 – Agrupamentos contíguos (CT) da biblioteca shotgun do BAC 143-F12. As
ORFs obtidas com os programas ORFFinder ou GenScan. São
representados com letras maiúsculas os éxons e letras minúsculas os
íntrons.

>CT03
5'aatttttgtgacagcattgcgtaatattgagctggcgagcttctccggtggtatgttgctgtggaacttcatgattgtgcttttgc
taaacgatactactgtacttacgagatcttggaagagcatatgatgaaggtttgagttcttcaaggttctggctttgttgttatatct
ttcctcttatggtggttctgtaccaaaatgttaaaacgttgtcttgatgtttggttgagatcctttagttaagttctttaagagcaaa
gtatggggcatttaaatttaggagcaattgtgggggtttcactccgactgaattgggctattgtttttcttcttcttcttcttctttg
gttcatctatttatctaggaaaagaccaatgggcttctctgttgtatggtactggaggtgctattcgtgattgagcatgtatgcttct
caaatgtgtctacacgtggatgatcagccaactgtagaaaagaatgagaaatgccatccgatttgtgtgacagttttttttggacttt
tgattaagaaatcatcgaaatttcattgtaatttcttgagttccttattcttgggatggctctgtttagtggaatcaccatctttcag
tatagtggctacatgctgtgtctatttcctgaaagactaagctagagatgttattaaatagttctgcacagcagttattagattgtaa
tttgtacagTTGGCATCTGTTGTCAATGGAAATGAGGATGGATTTAAACTCTGGCAAAGTTTGGTGCGTCAGACAGAGTTGACTGCCC
AGTTGTGTTCCATAATGAGGGATGTTAGAAATGTACGTGGCAATACCCAGAAAAAGATCGAGAAGCTTAGACAGCTTCTTTCTGGTCT
TCTAAgtgagctcacatattttgag 3'

>CT06
3'cCAAAGTCCGAGAAGGTATAAATTCCAACATGCCTTCATCTTGTCCCGTGGCTAGTACCTTATACGGAGTCAAGCACAAATCCAGG
TTCTCCGACTTAAGTAATCGATCCATAAGAGAGACCATctggataacctacagcaaacagaatattttggtgttcccaaaacattttt
ccatcgatatccaactacttctcttactcaaaagagcaaaaacagactgagaacaacggcataagaaacaagaaaaaaattccacgaa
gccagaaagttaaagctatggaacatatttttaatgcaataatagaggcttaattaccaattgatcttgtcgaatatcatctcctttc
ttaaatattatcttggcacttccacac 5'

>CT08 (03 éxons e 03 íntrons)
5'acatttagaattcgatagccagtgtaattttccgtaataaaataaaactcatgttgcaggaacgatccaacgaaattaaccgtctg
atctagcggttggtccccgcccggtgtctctccggcgccaccgttgcccacgccggcgcttccccttcctcaaccgaaccgaactcag
cgtccgtgctcgggatcggcgaaacccacccgcttgtccgacggcggccctctgcggctaggaggattcgcgtgctctctgtgtccag
ccccggcgaagtcgacgacgATGAGCGGCGGCAACGAGTTCCGGTTCTTCCTGTCGCGCGACATCAACCTCCCCGTTACCTTCCGGGT
CAAGAACTTGGAAGGCGCTCTGCCTCCTAAGCGCTCTCCAAACCCAGGTAACCCTTTTCGAGTTTTGGCTAGTAGAAGAACGAGAGAA
GGAAAAAATTCGAGAAATGGAGTGAATTGTAGGTGGGTGAACTGCTTGATGGTGCAAGGAGACTTCTGTGGTCGTGTGTTTTCAGGGA
AAGGCTGGAGACGTGTGCTTCTTGCTGTTGgttaatggttaagcggaccgagagtctttagagtctgccgtggcttttgtgctttcag
ctgttatataccgtttccactgtattccttctgcagAGATCGATCATGCCGCGGAGGAGAGAAAGGCGGAGCTCTACGTCGAGTGCTC
TCTGTACATTGACGGTGCCCCATTTGGTCTTCCCACTAGAACGAGGTGCCCACCTAATTTAATCCGGTCTCATGTGCCGATCTTTTTT
CCCATGCATGATCATTTTGTTATCTGCCGTGCCAAGTATTACTTCCCAGTGACATTTTCTTCTATTATATCTTGGTTCACTATTTgta
gagacaattgaaaaaggttttttgctttaaggaaacatgatggacgacgatgagatatctgggtaaacttaaaaatatctattcactt
cacaagagaccttatattatgtgacatagttctggggaaggacgttgctgatttgtaacacaatggatctcttttgtggtttcatgcc
aaagtggctgttcagaggagtgagagagatgagcgtgagtgaatctggtaccatcagcatggcctatgttgatggttgggaatgtggg
atgtacttcatcatatcgatcgttttagggcgttagttgacgttgcatgtttttctggcacaatctgtctgttgcataaggtagcctt
gtaaagagacagactccgatctttcatgcgtgagtggcaatgaaaagtttaaaccctggaaataattttgattcatatgcctggcctc
aatactcataattgtaaaccctacagttggtggtgtctaaatacattagcagtttctctgtcttttttttttttttttttctgttgga
agctctgtgttcaaattagtccattggaataattatttcatattcctattaactgaatgatacatttatctggagcttaattcggcac
tttctggctcatgtttcttagaaagtataggagtctgttgctttcgaggttgcttaaattaaaggccatagactgtaggaatttcaaa
aatagttcgttttgggtatatcttttagatgatgcttatcaatttcttagattttatcctaggagatggaagatgaaccaaataacac
ggtcctatgtcaatggccatcaatggacaaaatattgaaacaaaaaaatctcaaggtctttattgacagctagttgctatgagaagat
tttgttcttttgtcttcatttttcagaagacaaagtcacgcaattggttctgctttcgttatctgttatttatatactgaactctgtt
catggttgggcaataaacatgctgacaaaataaactgtggtggacgttcaatttagtttttacttatattatggatgaacaattgcct
gctgttacaggtagatgttggggatccagcatggtggtccccctaacagtgatcgattgaatacaactctttttattctgtcaataag
agTATATGACATGGGTAGTTGGAGATTTAGATTCTGTTCAACATCAATCCAAATCTTAGCTATTCATTTCAATGCCAGGTTGGAATCT
GCGGGGCCACCATATTTTTGGAATGAACTCATCACTCTGAGTACTAAATATCGAGACTTAACTGCTCACTCACAACTTGCTTTAACAG
TGAGTCTGGAATGTTTCTTCACTTGTGTATTgtagatatatcttagctgactttgtatctataccgaagtgctccgctttcttaaagt
acacctctcattacatacatttgtatctcttc 3'

>CT09 (05 éxons e 04 íntrons)
5'ctgaattattggctgaatccaatccttttgtggactatagattcaggaataacagaccatgtagcgaaggatagagaatccttcgt
ggaattccgacgataccgactggaactaagtggatctatgtgggatataactccagaaatgaagttaaagggattggcacctgccaat
tgaacATGCGTGGTGGACGCATCTTATTCCTACATGACGTTCCATATGCTCTAGAGATTCGTCGAAATTTAACGTCTGTTTTGGTGTT
GGTTAAACTTGTTTTTTATATGAACTTCCATAATATAGGTGTAGATTTGTGTTTAGATACAAACTACTATGGTTGTGGTCACTTTCTA
GATGGTTTTATTGTACTGAATGTTGACTGTGGTGATGTCAATATGTTATTCCCTTGTTTCACGTCTTTTACTTCATGTGATAATGATG
TGAATGTGTGGCATGCTAGACTTGATCATATTGGCCAACAACATATGAATAGACTTGCCAAAGAGGGCTTgttcaacaatattgaata
agtcgatttgtccatatgtaagcattgcctagaagggaaaacgacaaggaaaccatttggaaaaggtaaaagagctgacgttcctctg
catttaatccattatgacgtttgtggttcaatgaatatgagaggaaggcatgggactgtttacttcatcacttttaatagatgattat
actcgattcggatgtgtctatttgatttctcataaatctgaagCATAAGTTGTTTCAAAATATTTATGAACTTAGTAGAAAATCAATT
AGACAAGAAAATAAAAGTATTGAGATCCGATCGAGGTCGAGAATATTTATCTGATGAGTTCAGAAAATTATGTGATGAAAAAGGAATA
GAAAGACAGCTATCTATTATATATACTCCTCAACAAAATGGTGTTGCAGAGAGAAGAAACAGAACCCTATTGGAAATGGTTAGGTCCA
TGATGGCGCATGCTAACTTACATATCACTTTTTGGAGTGATGCATTGTTAACTACTGCCTGTATATTTAACCGGGTGTCTTCCAAATC
AGTTACTTCCACTTCATATGAGTTATTGACAGGTAGAAAACCGGACTTAAGTTTTTTTGAGTCATGGGGTTGTGCTGCCTATACTCAT
GAGTCCTCTCACAAGTTTGGGAAATTATGTCCCAAAGGAAATAAGAGTATTTTAATGAGATACTCCGAACACTCAAAATGGTATGTGT
TCGTAGGTGAGCAGGAAAGTGGGAGTATAACTGAATATGAATCACGGGATGTCACATTCTTAGTAGATTTTTTTCCTAAGAAGGGCGA
AATAGGGAAAGATTACTTCATATTTGAAACCTTGGATCTAGATGATGATATTGgttgagttcatccaagtggggataatatgagaagt
gatgaattgaattcaactcattctcaattacaaccacatgatgagatgatatcgtcattatctaattcgagtgggagcataatgggga
atgatgtgctaagtgtacaatctcccatatagcgaacaagtcgccaaagtattccccgttgacgttttgaaattgaaagggaaacttt
tataattgctccgcaagATGAGGATGAGCCGAGAAATATTAATGAGGCTCTTAATTGCCCTAGTAAGGAAAAATGGATTAATGCAATG
AAAGAGGAGATGGAGTCAATGAAGTCAAACCAAGTTTGGGAATTGGTTGATCTTCCAAAAAGGGGACGCAAAGCTATTGGGAACAAGT
GGGTTCTCAAAATAAAGCAAAAGGCTGATGGCTCGATAGAAAGCATAAGGCTCGCCTTGTGGCGAAGGGGTATAATCAACAGGAAGGA
ATTGATTATGAAGATACATTTTCTCTTgtagagggatttacctcgattcgcattattctggcaatagtggctagtatggatcttgagt
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tacatcaaatggatgtaaagactgctttcctcaatggagaattagaggaataaataaatatataacaacctgttggtttcatagtgaa
aggccaagaagaaaaggtatgtcaactttgggggtcgatatatggccttaagcagtcgtcaagacaatgatatatacgttttcataat
gccataatagcatatgatcttgcaatgatagatgaggatcattgtatatatatcaaaatatccaaggatcaatttgtgatcatatcat
tatatgttaatgatatactaattgccggaagtaatatggagtttgttcatactgtcaaaagttggttgtcttccaattttgagatgaa
tgatatgggattgtaaacccatagacactcctattgcaaaaggtgaaggattgagccataaactgtgtccaagGACTCCACAAAAGAA
GGAACAAATGAAACATGTTCCTTATGCTAGTGCTGTTGGAAGCTTTATGTATGCTATGATATGTACAAGACCTAACATATGTTTTGCA
GTTGGAATGATGAGTAGTTACCAATCCAATCCAGgtcaagcacattgataagccgttaagagaatactgaggtatataaagggaactg
ttgattatatgctgagtcattgaggaaaggatctgcgactctaaagctattatgatgctgattgagAAGGAGATTTAGATGAAAGGAA
GTCTACCTCTGGGTTTGTCTTC 3'

>CT10 (05 éxons e 04 íntrons)
5'atatcacatttgtctcccaagtgatgaggcaatggtttcatctgcagatgcaaatggttcataaacttttatccctcaaatgtggt
tcagagagaatttgatgcttgcacccttggtgttaatctatggtatctaattgaattttacatctaattgagagcaaaaaattcttgt
tttgacataaaaattttaggtctgggatgtttcttgtggaaaagaggaggggttgattggtggggctacaattcttctatttagcagc
aaaaagcagctcaaaactgggaagcagaagcttagactttggcaaggaaaggaagctgatggctcatttccaacaaatactcctggaa
aggttctgcttgttacatgttatgctggtgattacaactttcagattgggcacgaaagcaatgatgattttgggtacttgcaatatgt
ttttagGTCCCTAAGCATGAGCGGGGTGAGCTGGAGCGCTTGGAAAAGCTTATGAATAAATATGAAAAAGGACAGATTCAACGAATTG
ATTGGCTAGACCACCTTGCATTTAAAGCTATGGACAAAGTCAAGGAACGGGAGAGCAATAAAATTGGAAATTCCCATCTATACCTGGT
TGTTGACTTTTGTAGCTTTGAACATCAAGTTGTTTTCCAGgtaaacattcaggaagaacgctataacaatgttgttatctcttaaagg
gtttgtttgttttttgttcgagttgtgcacattgcctcgaaaacttgtccattagaccagacagcaagcctattgaaagcacaatgta
tcaccgtcatgactttctcttgtccatctattttcttcattcctcttcatcaggcgtctttactttgcataaagttataggcctctca
ttctgtgtgatggtgcttgttgtgaaaaacatttagacgctagatattgggttatcagacattattgttggatgtagtatcttcacca
tgatataagcaaatgaaaattaagtatgttgctggtgcatttcttctattcctgggttaacacatgctttgttaatttgaagcggaat
tccatttcattttccacagtttgttatcttgttcgtcacagaaaacttcatgcttacctgtaatgtcagttagtgctggttttcctca
tcttgtctaaagctccttctcctggccaacagtaggaaatccaagagacatgccatatgcttaatatgacaactatcttgcttgtatt
ggtaatatcattagtaaagctgatgcaatatgaagcattggtttcgtaagagtgtggatggaggaaagggagaggagatatacttgcc
aagagtatttgccctatttggttaattgaaaggagaaaatgtgcggaagttagaggaagcaagaggaagcaattccttataggacaac
attatatgaaggaaatgcacccaggcacctttccattactacctaacttttgtttgaattgtggacaatacaaaggtcatttaggtcc
attatctagtttcattattgtttttgtattttcccttaaatatgctttagtgaaggaaactaagatattttttattgttttcctttaa
tttcctttctctactttgttaatctcataccttcctaactctaattgtgaaacatgatgtaagaaaagaggttgtattcacctacact
gatagatctgtcttattgtgaatgtgcatgcagagtgactggagtttagtgctgtaactctctgtgtactcaatctccgtattttctt
agagtagggatttctttgttccggagaaaatctctttgatgtcgattttaaggactatatttttattcctaagaagagtttcccttct
actacgtgtgattagatattcaatgtacttctgtaaccctagtcctacttactacaaaacttctgcgctgtagcattaattttagcct
cttgcactattagcttacaccatggcaaaatttaatgctgagatgagacgttagaagtcatctatggtttgatcaacattctcctaca
tagattggcgtatgatggctgttgccaacttaatgcatattgaaaagtctttaatgctcaatccatttactttggttgttttatctat
tctgtcgaatgttgcagagttgatgcccttttagaattctataaaagtggtgcttgatagttgctagtttgtctttatcagtttccgg
gcttggtggctcatgtggctattttctttggcaagacactatgtttctgtgcatcagttagcaagttgaccttccacaaaacatttaa
ttctccttttgtgaaaaaagtgtattatggtcgatttgtagGAATCTGGGGCGAATTTCTTATCTCCACCAATAGTTTTAACAAATGA
ACTTGTTATAGTATGGGACCCTGAAGTGGGAAGGATAAATCCATCTGAGCACAAGCAACTAAAGCTAGCAAGGAGTTTAACCCGTGGT
ATCATTGACAAGGATCTTAAACCAAACTCCACTCAAAGGAAgtaagtctgactttttcttatgtgatagaaactgtgatacaatttac
ggtatttgtagtataagggcaaattactctgctcttttcttcttcaagcagctgtcgtcatcattacatccagaagaaagatacattg
cgatataaagttgcatgaattgatagagctattatgtataaacctcctgtagataaaggctctatatgttttcagctattctgtgttt
gaccgcatgcttctaggcgtatgtgtggctatgcatgtgtatatatgtatagagtggcattgattcttaaattggccagaacgcaagt
tgatttctcaatggggataatcccgcattgatgttgtcatcagttatctctaaattaattggccatgttttggttttctttaattcct
cttcagtttgacccacaagaaaaaaacctcttaaattcaattatcatgtaccgttgtgcactttgaatgggactctgatttacgtaaa
gatcattatttctttattccactctttttcttccattaaagaagttgggtgaagccgaagtaggtgtaaaggagtgaaacacttttat
gttaacatagattttgctatatattcttgtcccaccatttgctttgtgtaagtttgttccctgctgcctgccagagcagactgccacc
aactgaaacatcatagtaacctacttcagtttgcgctattcatgagttctaagtaattattcatctaatgaagcaatcacgtgcttta
gtcacttgatggtgaggtctctcatgtttagttattttagaaagccatttttcatgatatccttaacatgcttgaagaaacttctatc
cttaaaatattaacctgctgcggaatatgcatgaaccaagagaaagaatattgaggcgtttgcgattgtgttggccttgttaaattac
atttaaattgaggtttatgggatacttacatgtccagatccagctctctttggcaaacagttagattgaatgatgttgcacctctaat
tgcctacttcacctagccttaaatcaagtcaactattgaacacttcataaacagaattaaattgagctgagtatccttgtctaagttt
ttgcggttaaataatgctataaatcttgcaaaatcatttttttatttgtttatgttagtcatcatatgtttcctgataactccgttgt
cccactgctaatattgtacttctcttccaactttcacctttcatgctagtaaaacctgctcaatcttttgattgtaagGTCAATACAA
AAACTACTTAAATATCCTCCTACAAGGACTTTAAGTGGAGACGAGAGGCAGCTCCTTTGGAAATTTCGCTTTTCTTTGATGTCTGAGA
AGAGAGCTCTCACAAAGTTCCTTCGCTGTGTTGAATGGAGTGATGTTCAGgtcagcactattttgatgtgtctcttatatattgtggg
tattcccactaatgcctgttgactggcacatcatttcctgtcctcatgctctgagtatcgcctctagtttggctcctacttgtctgta
taaaagaatattaagttctcttgcatatgccatgtaaatgtgcattacgtggtcaaatcatgcacagacataacagagcatttgacag
gctttaggattgcaaagtatttaatttgcagcatggtaatttgcaaagtttttctgggtcctagttaagcacctcttcgaaggaacta
tgcaggtaaaacctttaatagagtatccaaatgatcattgatatgtaccaccgaatcataatccttgttcttaattttttttcccctt
tcttgcagGAAGCTAAGCAGGCATTAGAATTAATGGGACGGTGGGAAACAATTGATGTATGCGATGCCCTAGAACTATTATCTCCTGT
TTTCAAAAGCGAGGAGgtaagagttttgtaagaggtttgtttcttgtgttcctaggataatccttattcttcatacatgctagcagaa
aatttttgtgttgttgctttatcacataggatacaggatacaacctgatgattggaatctctctttgagtactctgctttagattatt
cagtgatttccattaaatactttcagttacaaagtactaaaaggaaaaaaaaattgaaaaggagttataagtttgaagacttcagata
gtttggcaaattatgagcattccatgcttgtaccccccccccccagccagatagatgggttggttgttgattgtagttcattagca3'

>CT11 (05 éxons e 04 íntrons)
3'cgagtcaatagataatagaaccgatctgctgacttggcacgctgagatcctatctcgcgggttgccatgaatcgaatcggatagaa
tttcttttggtcaaaaatacggatgagacgcattacttaatcgagttctttgcaaatacatcaaaagcataagcacataacaaatcta
aaatgcatagggggttagtaacccaaccactaagaagacactttatgcgttgggcttttgcaagccaatttgctgttttattcgtctc
tcggctgcaatgggctattgtaaggcccgaaattgcttgcaactttgtcttggcccgctccaccaatggttgtgcatcccaactgaat
tcctctaaagtgaaaatgctatgcaagagcctgctgcagtcagattgtacttgcagcttcagtttagttctgttcaggggaaacttgg
tggagataaaatcaagggtttcgacaagcaccacagcctctgcttgttccgccgagctgattgcagtcgatttggcgaacccatttag
ggtgcgtttggatgggcatttagaaagcccattcagcccccaaagttccttcagccaaaatatgggtgtttggcaaccaatttcaaga
agctttcaaatgaaagccagcccttggaaatgctaaaaacattttttctctttctaaactatcctcattaattcttcatatttccgtt
attacccttgtatttatttattttttaaaagaaaaaggagcaacccttcgccggcgccagatctggctcgctggtggtcgcatccctt
cgccggtccggcgaagggtttagctgaattttcaaaaaaaaggaaaaagaaaaagaaaaagagaaaaaaagaaaatatttatactcat
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caaagccccttgcgaaagttttttttaccaaatgcacattcaactcaaagtccatttgcaaattttttttaccaaacacaattgcatt
ttccccaagtagctttgggctttcagcatttgcattggactcaaagcccattgcaaatgctaaactaaacgcagccttactaatttgc
caagggagttgcggcagattagtagatacaataaatatcataactagttatttcaaatgaaagttttaagttgattcaataaatatca
aaatgtggcatttagatgcataagtcaaattttctctttgtattattttacagtagatttctccggtagagattcgacatcatattaa
tatgaattttatgtgacattacaaatgtaattacttttatattttcattgaatatatttaatgtgcaatttttactttcaatatgata
tattgattagaatatatcatctttggtcggtttggtttacgttctatattttgttttccttttccatgttttatatataatttactgt
caagaactaaaatggctcttgattatcaaataatagtataatttaaaataacccatactaactaaaacaaagagcaaataggtcttaa
tatgtgttttaaataaaaagatatttccacaaaaataacccatatacataatgaagatatcatacattatagtcattagaactaaact
tattgttacgtaagtagaagtaagcttgacttaacaaatatataactatttataaactagtaattaagatattattcactatgagtaa
tataagattgccttatgcaacatttagataatcatacttaatagtatggaactgatatatctttactattacttttgaatacttctta
gagtgcgtttatctcatgaaaaactcaagatttgaaaaatatttttttgcaaaattaattggttatatcgcttagaagaattagttaa
taaaaactttttttcattatcaacaacagtttatgactaactatttttgtgggtgatgaaaatatttttattcattaaattttttaag
cgatacaagtgatcattttttcggaaaatgttttccaaatcttgagtactttgtgaaacaaacacgctcttaacataataatgattgt
atacaacacaattatctttacgtcaatatcttttagtaaaacattatatgctataatatataactatgccaaaatattgtaattggtg
ttagaattacataaaaatataacaaattaatcataattagtatgaactttagctataattaatataatctatcaccgctagtgtcggc
gggtgaaatgagagtgggaacggcaccccttgcacacaccatttgccaagcctcttaaagctcttgctctgaaacaaggaagcaaacc
tatagaaatatctaaatgaaagcgtagatgtccctaaacaaaactccgacgacatgtaaacggggtcagcaagcaaaggagactccgt
aagagaaaactatataaaactatatatgtatataatctTTAACATGAGTCTTGACTCGACCCAATCCCGTTGCTAGACCGCCTCCCGA
TCTGCACACAGTCGATTGGCGGGGAGATCGGCGTGGTCAGCTGCCCGAAGGTCTGCCAGCAGAAGGGGCCGTCGTCGTGAGAGGGGGG
CTTCTGCGATGATGGCCTCAAGTCTATCGCCGACAGGGTGATTTCCTCGCAAGGCACGCTGTCGCTGCAAGCCAAGTCCACTGGCCTC
TCTGTGTACGTCCCTGAGACGTGctcgtaagcgacgtctcgcaccgccacggctgatgactggttcgtgcacgtcgcgtgatcgcagt
agtactggtcgatgatgatgggccatcggacctcggagactcgaatgtttgaaaacttcactccataaacggatcctgacccaccctg
catcggacacaattcattcgtaaaaagacataaaaaaagctagggtattataaattgtcaatttccaaggctgttcatgttttaatgt
tgttcaggacgcaaatttctttttttccttttacCTGCCACGATTTTATCCTAACGCCGTTCGTTGTCCCTTGCAGATCGACGTCTTC
AACGGTGATGTTGTGCACACATGCTTTAGAGTGGTCTTTTCCTAGGCTTCCGATGCTGATCCCGTGCCCCGGACCGCAGTGCACATCG
TGTATGTGAATGTTGGAACATCCGCTGACGATCGAAATGCAGTCGTCCCctgtatgaaacatggtaacagaatctaaatcgaacattc
tactaaattgaagaaacgtaacattcaatatctatgcatttccaaagaaactttcgcggaaattgtggttacCGCAGGCGAGAGTAGC
ATCGTGGATCGTCACGTCTTGGGAGTTCCCAAGGTGGATCCCATCAGTGTTGGGGCTGTCGCCCGGGGACGAAATGCTCATGTCGCGC
ACGAGAACGCCGACGCTGTGGTCGAACGTGAGGTGGAAGTTTGGGCTGTTCTGGATCTTGATGCCGCTGAACGTGACATTGAGACAGT
GATCGAATTTCATTGCCTGATCAACCAAAGCCATGAAAAAGAAGAGGAGATCCACATCAATCTTctgcatgatcacacgatttggaaa
aaagtcaggcaattatagctaaggatgatcggttcgtggctattacggtcggtttgttccggggcattgaactcaactcctctttcgc
ctgccacaagttcgacaaaagagtagacatggaaacacgattagtcgaattctcaagcaatgattctgcaagaaaaggcatatggtac
ctgcccaaacccaacgacacggatatagtatagtgattacttcccaattgtaatacaaataagtccaaggaaatcaaaatcatgtgcg
aattcaagtaaaactttttgcaattaaatcataaggtaaattaaaaaaaaaactcgaaaaataatgctaaaatatactttttaattag
tcaaatgcaagaataaacggaattagagacgacaaacacacaaaaatcatggactataggaatctcgagattttttcatctcaagaat
atgcgcttgttcataattcggaaattttatttgttgttattaacatggcatttttaagacaaattagcatcttattgacggtttaaag
aatctggtggagtccaaacaaataaaaatagtggcgtcaaattgaaacatctttaattagcagagcggaagccaccgtcgaaggcgtt
tgtcacCTGTGTATCGGCGTCCTCGAAGTCCATTCCATCGTCGGCATCATTATCGACATCGAGAAGATCATCATTGAGATCCTCAGAC
CGTGAGCGGCGCCACCAAACGGGGCCTCGGCCGTCGATGGTTCCGCTTCCTTGCAATGTGAAGCGACTCAGCTTGTCGAAGTGAAGCC
AATGCTCGCCACCCCAAACCTGGGGATCCGTCGGAGCAACTACCGTCCCGTCTAGctgaaaaaatatttaaaccaaaccgtgttagtg
ttgatcaggacggattacagcgaaaggtttttttttttttttttgagatccagtgcaattgtgttatctgaacaaatttataaaaaga
atgcgcaattctaatatttcccccctcatttattgtgctatatctgtacCTGGAGTATAATGTTTTCTTGACAGTGTTCACCCACAAA
CGAGATGGGCCCAACAAGGAAGACATGGTTTGCAGGAATCACCATcgttgatgcctccacgttgcatgaagctgcccatgcatcttgg
aatgcctgtgagacgcaacagaaggaaaataaaaacttcaattgcttatctagctaaatcttaacgtcaacaagagatcatggagcaa
ttaggttttttattaatggttagacttacgttgactagtgccttttcagttaagcaaggctacggattagattttgattactgaactc
ggctactcaagtgatttggcaagattattcaaaagcttttaaggtttagaaccctctaggcattagtgtttagtttaatgacgcgagg
catggtgctacttgggatacttattttgcatcataaattagggtttcatcttcttttcttttagtgatgcattctaaacaaatatcac
attatatttaaaggacatttctagaacagcataaagagtataaggtatagaaaatgaggtagagcacaagtgtatgaccttcgtatca
tcagtgttcccattgccattggcgccaaaatctagcacgttgaaggtggtagagttgcttggcactgatggtgttggtggtgcccgag
gtgttggcaccggaagtgttggtgaagccaagggtgttgatactgccgatggtgctggtgatgccggtgaagccggaggtgttggctc
tactggaggtgttggtactaccggtggcatcagtgatggtggagatgttggtgaatctggaggtgttcgcacagccggtggtgtcggt
gatgccggaggtgttagtgaagttggaggtgttggattggctatcggtgcatggggtggtgatggtgttggctctgccacgggtggta
ctgatactggtggccgcaatgtcgggtccaccattggtgttggtggtggtatttgctttgggggaccatgg 5'

>CT12 (08 éxons e 08 íntrons)
5'caatgaggcgggctcacttctgaaacaattgtttttctttgggtggtgtgcaatgcattctgaaccccatcactcccacttttcgc
aatttattaccactaatccatgacaatgacactttcgtaatagtattgttaaacgtgactctcttctcttctgcactgctccttttct
ctctctctctgcgcagagctctcattcttgaattctcacgcattcacgcattcccttagccttttcaactctctcgctcttcgctctg
ctggaaaacATGGCGTTTTCCGGCGAACGCCGACCTCTCGACTGCTCTCTCCCTCCCGAGCTCACCTGCGAGACTCCCTGCCCCAGCC
TCAAGCTCTACTTCCTCATCGGAATCCTCAGCCTCTCTGCACTCTCCATCGCTCTCCTTATATACCTCTGCGTCCTTCTCAGCCGGAC
CTCGAAGAAGCGCGAAGTGCCAGCAAAAGGGACGAATTCTCGAGAATCAGATGGACCTTTCTACGAGGTTTTTCTAAGTTTTCATGGA
CGAGACAACCGTCATGGATTCACCGATTTTCTTTACCGTGGCATGGTTGAGACCGGGATCCTCGTCTTTAGGGATAATGAATCCCTCC
ATGTCGGTCAAAGAATCGGCGATGAACTTCTACAAGCCATCCAAAACTCCAAGATCTACGTTCCCATATTCTCTGAGAATTATGCGTC
GAGTCACTGGTGCCTCCAAGAGCTTGCATATATGGTTGAGTGCACCTCCAAATCTAATGGGAAAAAAGAGATTTTGCCCATTTTCTTG
GATGTGGAGCCTGATGATGTCAAGCTGAAAACAGACTTATACCGCAAAGATCTTTCAGCGCACCAGAAAAAGTTCCGTACTGAAGTTG
AATCATGGAAAAAGGCTCTCATTGAAGTGGACGAGATAAAGGGATGGAACTGGAGGAAAGATGAAGGgtaaattctaaaacttttcaa
ttatcatttgtagatctcattttcctctctatttagtttaattgcagtgttgcggatgaaaaattattatttcattcttttcattttt
ctcctattttctaattttatttcgattttcaccgtgtttaagtatgaaagagagttttcttaaaaattgagataaaaatatatcaatc
gcataaaaatcatgtgcactacactgctaacgacaaagctaatagagagataacagttttaacagaataaaagtgcaggaaatattgt
ataacagttgaatgtttcagaataaatgtgtactacctgtactttaaggggattttgtgtagtgtcctcttgtatctttcatcctcac
ttatatggcagtgcgattttttactttcgatttcataagcattgaataaaaatacagaagtataagggccagtggatgtttaaggaat
ttagaatgaaatgattacttaaaaaggtgaaaagctctcggcactattgtggcgatcgctcctagcagCTCCACCAAGCCGCCGGCCA
GCCATCAGCTCTCCGTCAGTCCCTGCCACTTCTTTGTCACCAGCCCGACACCAAGCCACCAGAAGCCGCCGCCGAGCCTTCTGGCCCC
CACCCTTTCTTTCTCTCACTCAATGGCGAGTCGGATTCGGCCTCGGGATGTCGGgtctaagatcaccaagcccatatccagcgtcgcc
gagcttgggctaccccaaatctagTGTTAGCGAAGGCCAGCAAAGCCATCCCCAGTGGTCGCAAGGCTGCAACCCACTTGACTTGAAG
GAGAGGCAAGGCCGAGATGGGCAGGTGGATGGGGTGCATCAGGCGGCGGCACTCGAATGTGACAGTGATGGCCCGGGGAGgtgagcaa
cgttatcggcggcttggtaatggcaggggccgacggtggtgatgactaaattggggtagtggagatagactggggaaattttgattgt
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tttagcgtctagatgtttttgcgtaatttctgcaaattggaaggataattgagtcacttagggagtagttttgcaatataaggtatat
tcttagaacggttgttacgtttttgcagGCAAGCAGATCTGACACAATCCATAATTAAAACTGTGTTGGATAAGCTGAAAGTCAGATA
TAAAAGGATTGTGCCTGAAGATCTAGTTGGAATTGACGATTGTGTGGAAGCTATAATCAAAATGTTGGATTTGAGATCTAGTAGCGTA
CAATTTCTCGGAATCCACGGAATGGGCGGAATTGGCAAAACAACACTTGCCAATGTCATTTTCAACTGCCTGTCTTCTCACTTTAAAG
ACTGTTATTTCCTTCCAGATGTCCGAGAGTTGTCACAACGCAATGGACTGCCATATTTGCAAAAATTGTTGCTATCCAAgttccttgg
ttctagttctcatcttgacaatattcaacacacggatgaggggataacatgataaagagagttcttggggatagAAAAGTTCTCATCG
TCTTGGATGACGTGGACGGGAAAGAGCAACTCAAAAGTCTAGCAAAAGAAGGTGATTGGTTCGGTTCTGGTAGTAGGATTATCATAAC
TACTAGGGACCAAAGGGTCTTAAGGATTGTGGGAGAAGCAACAGGTGAAGGCCATTTAGAAAAGTCTACAAAAGTTTTGACTTACGAA
GTACGTGAACTAGAATTTGAAGATGCTCTTAAGCTTTTTCGTAAGCATGCCTTTAGAAGAGACTCTCCACCAGATCATTATGGCTCCC
TTTCAAATGAGATTGTCTCCACTTTGGGAATGCTTCCTTTAGCCCTTGAGGTTATAGGTTCATCCCTTAACAATGAACCCAAAGAATT
CTGGGAAGCCACGTTGAAGAAGCTAAAAGATGCTCCTCCCGATGAAGTCCAAAGTAAATTGATGATATCTTTTGATAAGTTAAATAAT
GAACAAAAGCAAGTATTTTTGGATATAGCTTGTTTTTTTGTTAATGAGGATAAAACATACCCTCTTCATATGTGGGATGCCTATGGAT
ACCATCCAGACGTTGCCATTAAGGTCCTCTTGCTCATGTCCTTGATCAAAATTAAAGATGGCAATACTTTTTCGATGCATGATCAAGT
GCGAGACCTTGGAAGGGAAATTGTACGTCAAGAGAACAAAGAATCCTGTAAGCGTAGTAGAGTGTGGAATCATGAGGATGGCTTGAAC
ATTGTGAAGCAAAAAAAGgtatagaaagggtatagcaatttaatttcatgtgaatttttgtagattattcttgcaaaaggaaaattta
aatgctattggcgcttgcagttgcttgattttgaccatcacacgtggacttcttggtgtttccattctcagGGAAGTAAGAAAATAGA
AGCACTGTCAGTTGGATCTGGATTTGAGCGGGAAGTCATTATTATGAAGGATGATCAATTTGCTGATTTACGAAACCTGCGGTTCTTT
CGTGGGGGAAGGGTGTCCTTCGTTGGAGATTTCAATAATCTTCTCTCAAATTTAAGATGGTTTTCTAACTGTTATTGTTCTTCTATGC
TTGAGGCAAAAAACTTTTGTCCAACTAATTTAGTCGTTCTTGAACTTCGATCCAGCGACATTTCAGAAAAAAATATTGATTGGATCAA
Ggtatgatacgagtctcactccttgtattcataaatcgtttcttttaatttttttttctttttaggtcatttctcaataaatgttata
tcaaattgttctgcaagtagcaaggaaattaaacgtcctagatcttaaaggctgctataacttaaggagaacactagatttatctatg
tcggtgcctttggagattttgagcttatatagttgttgaattttggaaagtattgatttgattaaagtatgatacaagtcccacttct
tatacacgtaaatcgcttcttttcattttttttgtagGCCGTTTCTCAAAAAATATTTTATCGAATTGTTTTGCAGGCAGCAAGGAAA
CTAAAAGTCCTAGATCTTAGCTTCTGCTATAACTTAAGGAGATTGCCCGATTTATATACGTTGGTGTCTTTGGAGATTTTGACATTAG
CAAATTGTGCACTTTTGGAAAGTATCGATTGGATCGAAgtacgataggagtctcactccttgtattcataaatcatttctttttatat
ttttttgtaggtcatttctcaataaatattattgttttgcaggcaccaaggaaactaaaagtcctagatctcagctactgccaacact
tgaggagattgcccgatttatctacgttggtgtctttggagattttgaaattaatagattgtgaacttttggaaagtatcgattggat
cgaagtacgatacgagtctcactccttgtattcataaataatttatttttatatttttttgtaggtcatttctcaataaatattattg
ttttgcaggggccaagggaaataaaagtcttagatctcagcttatgctttaacttaaggagagtgcctgatttaactacgttggtgtc
tttggagattttgagattatgttattgttcaaagATAAAGAAACTTCCAGACTCGATTGGGAAATTACAATCATTAATCGAGTTGGAT
TTGTTAGAAACGAATATTGATCACCTACCGGATTCATTCAACAATCTAAAGCAACTAACAACACTTAGGATGATGGACATTAAGGGAG
GGTTGACAAAATTACCTAGTGCGATCTGGTTTGTTCAGTTAATGGCTTATTCTTTTTCGTTCCACGGTAATAAGCTGTACTGTTTGAA
AATGCCAGACTTGTCATGGACCCAAATATTTGGATTACCCACCGTGGCGAGTCTCGTCTCTAATATCCGTGCACTTCGGATGGACGCG
TGGTATAGCAGACGGCCCAACTTTTATTGGGAGTACCTCGAGCGTAGCAAATCTCAGAGGGAAAAACAAATATTGGCCTCCCCAAACA
TGCGGTTCCTCCTCCAGCTCCCGTCTAGTTTAAGAGACTCAATATTTCGAGAAGTGTGGAGTCTGGGTAACTGTCATAATCGGGTGCC
GATATTCGTTGGTATATGTGATTCGGAGTTGGAGAAACTCCATCTGCAGGATTCCACGCTTTCAAGACGGATTGAACAGTGTTGGCTG
AGAAACAGGAAATTCCCGTCCAGATACCGTCGGAGGATTCGTCGACAGCGGCATCAGCCCACGAAAGCACTTGAGCCGTCGCATATGA
AGAATCTGCAAGAGGTAGATCTGTTCGAATGCGAGCTACTAGTCGAGATTCGCGGCCTCGAAGAATTGGGATCCCTTTCATCCCTTGC
GGTCGCATATTGTAGGTCGATCGAAAGGATGCCAGACCTATCGAAATCGAGGAAGCTAAGGGAGCTTCGAGTGGGAAAATGTCCGAAG
CTAAGAAGCATGGAAGGTTTGGACCGCTTGGAATCTCTAAAGTGTTTGCGGATTCACGATTGCAGGTCTTTGGAGAGTCTGGTGGACA
CCTCGAATTTGGATTTAGAATGTTGCCTGATTGTCCGTTGCAAGCGGTTGCCCGACCGTCGCAATTATTGTAAACGTGGCCGGGGTTG
CTATTGTGAGATGCTTTTCGAGGGGTTATGGAAATCTGACCCGATGGAAGTCCAGCAAGTATTACAGGGACACCCGGATGTTGCGCCA
gtaaggaatttagaacatggcttggtttttgtgcttggtgtagccattttgtttgttttcttgttgttctgtttttttgttctatgaa
aaaggctttctcccggacaaata 3'

>CT13 (04 éxons e 04 íntrons)
5'ctatcttttagtttcactttataaactttatttttatttttatttttttggatgaagtagtgttttcattcatccataaaaggaac
tctacaagagctagacaagtgagtttctgaagccatgaatctatcaataatttgtgctgtcactttcgtttgttgctaggtttcagat
tttaattttttttcaacaaatgggacccagaaacttcaacccattgattgattcatggaaacttttaggaaacttctcagaaacttct
cgcatgactcaaggcattgactatatttactcaagggatattcggagattcttccccctccatgatgccagagactgagagctcatca
tattgacagccctcacttggatttaagcacacccaaagcaaactttcctgagatatctggtgtttagagatccttccATGGAGAAAGG
CACAAATTCACGGGCATCATCCGGATCTTCATATGAGGTTTTTTTGAATTTTCGAGGAGCAGATACTCGTAATGGATTCACCGATTTT
CTTTACCATGGGATGGTTGGTGCTGGAATCCTTGTATTTAGGGATAGCGAATCCCTCCATGTTGGTGAAGAAATTGGTGCTGAACTTC
TACAAGCAATTGAGAACTCCAAGATTTACATTCCCATATTCTCTGCAAATTATGCTTCAAGTTGTTGGTGTCTTCGAGAGCTTGCGTA
CATGGCCGAGTGCACCTTGAAATCAAATGGGAACAAGGAGATTCTGCCTATTTTCTTGGACGTGGAACCTGTTGATGTCAAGCTAAAA
ACAAACTTATATAAACAAACTCTTTCAAAGCGCCAGAAGACGTTTTGCAGTGAAGCAGAGTCATGGCAAAAGGCTCTCATTGCAGTGG
GCAAGATAAAAGGATGGAACTTGAAGAAAGATGAAAGgtgaatgtcttaaacttttcagttgttacgtagatttcttcttccccccta
attagttcgtttgcagtattgttggtgaaaattatagtttattcatctcgtcaagcatgggattctcatgggtagtagccaatagcgg
ccgacaccaatacggtggtggcacaccttacccattctaattctttttctcctctcactttctatctctgacatagtagccacgaata
gtaacatcttgagcagcttcaccaagccgccagccagccactgctacaactcatccatcaatcatcgccatttctttgtcgccgccct
gacaccaagcggccagaacctgccgtgaccatccaaactcccaccctttctatccttcactcactggtaagtcagattcaggctgggt
ttgacgtcaccttgcctatatcttgcattgccacccttggggaccccaaatctggtgtctcctaaagccggcgattgcaaggccacga
cccatgtgacgtggaggattgagataaggctgtgatggcgggtcgattgggtgtgatggtcaaggactctggaatgcaatggtgatag
tgcagggaggcaagtgatgtcaacagtggcatgatggtggcagaggctgacggtgatggtgattgaagttggggagtggagagagatt
gaaaaaatcagaaattcttagcatctagattttttttcttgctaatttcctcaacatgtgagggcaattgaatcacttgagaagtagc
tttttacaacattaaagttgtccttaacatggttgttacatcatggcagCCAAGTAGATTTGATCCAATCGGTAATTGAAGCTGTTTT
GGTTAAGTTGAATGTCGGATATAAAAATGTGACTGAGCACCTAGTTGGAGTTGATGATCGTGTAGAAGCTATAATCAAGATGTTGGAC
ATGGAATCTGATGATGTGAAATTTCTCGTGATCCATGGAATGGGAGGTGTTGGCAAAACAACACTAACCAAAGTCGTCTTCAACCGAT
TTTCTTCTCGGTTCCAAGGCTGCAATTTCCTTTCGGATGTTCGAGAGTCATCAGAACGACATGGCCTGGTACATTTGCAAAAACAATT
GTTATCCAAGTTCCTTAATTGTTGTTATGTTGACCAAATCAGTGAAGTGGATCATGGAATCAACATGATTAAGAGGGTACTTCATAAT
AAAAAAGTTCTCATTGTTCTTGACGATGTGGATGAAAACAAGCAGCTGAAAAATTTGGCAGAAAAAGGAAATTGGTTCGGTTCTAGTA
GTCGGATTATCATTACTACTAGATACAAAAGTGTCCTAATGATTGATGGAGAAGCGACAAGTGAATGTCCTATAAAGTGTGCAAATGT
TTTGATTTATGAAGTACAAGAAATGGAATTTCGCCACGCTCTTGAGCTTTTCAGTAGGAATGCCTTCAGGAGAGACTTTCCATCCGAT
GATTATGTTGACCTTTCAAAAAAAGTTGTCTCCACTTTGGGAAAGCTTCCTTTAGCTCTTGAAGTCACCGGTTCATCCCTTTCTGGTA
GATCCAAAGAATTTTGGGTAGACACTTTGAAGAAGCTAGAAAAAGCTCCTTCCATAGAAGTCCAAAAAACATTAAGGATAACTTATGA
AAGGTTAGATGATGAACAAAGGCAAGTATTTTTGGATATAGCTTGTTTTTTTGTTAATGGGGATAAAACCTATCCTTGCTACATGTGG
GAGGACTGTGAATACCACCCGTACAATGCCATTGAAATCCTCCGTCTCATGTCCTTGATAAAAATCAAAGATGACAATACCTTTTGGA
TGCATGATCAAGTGCAGGACCTCGGAAGGGCAATCGTTCGTGAAGAGAATTTCAAAGAACCTCGCAAGCGTAGCCGAGTGTGGAATCA
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TCAGGAAGCCCTGAGCATTCTGGAGCAGAAAAAGgtgtcgaaagggaatttcaacttattttcctgtgaattgttgtggcctattctt
gaaaaaggaaaaaatcatccctattagcgcttgaaattgtttgcttttgaccttcacatgtgacttcttggtgtttccatcattagGG
AAGCGAGGAGATAGAAGCACTGTCACTAGGATCTCGTGGAGTCATCGTAACGCCTGGTGAAGTTGCTAATTTACGACACTTGAGGTTC
TTGGATGGGAATGAGATGTTCCTTGTTGGAGACTTCAATAATCTTCTCTCCAATTTAAGATGGCTTTCTTGGCGATGGTGCCCTTTCG
AGTTTGTGGCAACAAACTTTCATCTGgtcaatttaatcgttcttgacctttcacatagctatgtatctgagaaatggattggctggaa
ccaaatcaaagtatgatacgagtctcactccttgtatataagtatattttctcgtctttctcattttttttccctataaatcgtttct
taatatatatattttttgtagGTGGCAAGTAAACTAAAAGTACTAGATCTCAGTAATTGCAACAACTTAATGAGAACGCCTGATTTAT
CTATGTTGGTGTCCTTGGAGAGATTGATTCTTGAAGGTTGTCGCAATTTAATTAAAATCGACCCTTCCATCGGAAAATTAAAGCTCCT
CAATGCTTTAAACTTGAATGGATGTCACGCTCTTGAAGGATTGCCTTACGAAATAGGATGTTTAGATGCTTTGACGGAGATTCTCATG
CCTCATTCGTCATATGCATTCAAACTTCCGGAGACGATTGGTAATTCGAAGTCATTGTTGACCCTTGATGTATCACATAGTTGGATTG
GCATGCTACCAGACTCGATTGGTAATTTGAAGTCATTGTTGACCCTTGATGTATCACATAGCTGGATCGGCATGCTGCCAGACTCAAT
TGGAGGGCTGGGGAAACTTAGGCGGTTGAATTTATTTAAGTGTTTAAAGATAAAGAAACTTCCGGACTCGGTTGGGCAATTACAATCA
TTAGTCGAGTTGGATTTGTCATCAACAAGTTTGGGACACTTACCTGATTCAATCGGCAATCTAAAGCAATTGACAGTACTTAGGATGA
GCCACATAATTGGGATAACAAAATTGCCAAGAGCGATTGGGTTGCTAGAGAAGCTTGAAGAGTTAGAAGCTAGTGGATGTCACCACTT
GACCGGCGAGATCCCTGAAGAAATTGGGAGGTTGTCTCATTTAAGGATCTTAGACTTGTCATTCACACGTATATCCAGATTACCCATC
ACTGTGCATTACCTCTCTAATCTCCAAACACTTAATCTAGAATCATGTTCTAAGCTTAATGAGTTGCCACAGCTTCCCCCAAGTTTGA
GTTGTCTAAGGTGGACCTTTAATACTCTCAAGTTTTGTGGAAATAGGACATATATGCTAGAGCGGGACTCTGCTTGTCACTCTAGCAT
CGTACCCCTATATGAGGTGGAAGAAAGACAGCGATTTTGGCCCCAGCTCCCGTCTTCTAGTTTAAGAGAGTTGGAAGTTGGAAATCTG
TCATTTAGACAACGGTGGGATTATTCCCGTTTGAGCAACTTGTCAACCTTGCGATTACAAAGTTGTTCGATGTCAGAATTCCTTTGTG
TGAGCCCTGAGGTGGTCGAGCGCTTGACTTTGTTGGAACAAAAAAGGCAATTGGGTGTGGTTCCGTTTAAAATGTGCCCAAGAGCACT
TCTTCTATTAGCACATGAAGATTCTGGAAGAGGTAAATCTGTTTGGATGCTCCTTGTTAGTCGAGATCTGGGGCCTTGAagaattggg
atccctttgcttcctatcgattgtggattgcaattccatggaaaggatgtcaaacctatcgaaatttgagaaagctaaggaagctcag
agtaggagaatgtccaaagctaagaagcttggaaggtctaaatcacttgggaatctttacagaaacttgtggattcccaatttgttgc
tcgttggagagtttggctgacacctcaaatttgcgtttagaatgttccacaattgaacattgcgagcagttgcccaatcgtaatagtt
actgtagatgtcatgacaacagagattcagtgtttactgagcctgaccaccctaagtatttttgagccagttacactgagctcgacct
gacaaaagtccggtgagtatgatgtgaacacctgtatattattgtgtccgtaaggaagtaagatcaagtctttattgttgggcttatt
gtgttccttttgtttttgtttttttttcttctctgaattggaattcggatggtctgaagaaggttttcccatgacaatagtggtaaca
agtacgggccattaagattgaaatccaatttgaagatgagatgatgtagagagaagtacgttgagaagattggcccaatgacctcgac
caagaatgaccagaattgagtgactttcatccccattctctttttgttatcgtaagtagatatgaattttacgggtcgtaaccatatt
ctcgtcattggctggatacgactttgttataaccatggagtttccgtccagcatgcttgcgtagcatctgcatttcctcaaactttcc
atttcctggtaatcagtctcggctctgttttcttcttaatttggatatgaagcagagggcccagcgctctagctccaacttgtgtgaa
aatcggctgccattgaggctctattaattatctggacttcctgcgctgcctttgtggtaatcaggatctgaatcgttgctttactttt
gcatctaagctcctctgctgaatatcacatctttgatgaaaatgcctgaacggagaatttccttcactactaaactattgatcgaatt
tggtcatataggcctattttgaagaaagtgagctagattcatatgtgttcgattatgtaatgctggccgagaacctcatgtataaaat
tgaatcgatcccaatgtgtttttcgctaaattcatatga 3'

>CT14 (09 éxons e 09 íntrons)
5'taggattgagttggccaaaacttcaacccttagattgagcaccacatggcgcagagtgaatgcgccttggtggcgacatgagagct
ctccaaaagttttttcatggttggcaaatgtaccttcagttttctcagatgttttgactgatagattagaagggacattccctattta
tttctttgattaattatgtaatgtttactacctgattgttgttgatgtagcaaccgatatgttagttgtatcatgtgaaagcattgtt
attttattcgatgtttagattttatttgctttctgttaattgttgattgctgtgggtaattagttgtgggtagtttagaagtttttgt
agcttcatagaattgattttgcatatgacaatcatattaataataattttaagttaggatttttggaggatgattggaaacgtagtga
ccttttgattctgaaaccttacttgaaaattattcattgatatgatgggtctgtgcaaatagggatgcataaatgataggcattaatt
attcgtgcatgtatatctgatgtgttcagAACGATGGCTCAGCAACTAAGAATGTAATTGCTGATATGAACGGCTACAATTGTGAAAT
ATTGAATATGAAGATTCAATATGTGCTGGAAAAGCAAAAAGCACTAGAAGCTTTTGACCATGTTATGGAAGATCTAGAGGATGCTGTG
CGCCACCTTGAGCTAGTAGAGGACTGTCTATCGGCATTTGAGCCGAAAATAGACATTGGCTATGCTAGTCCTAGCTCAGAAAGGGCCT
TGAGCTCTAAGCGCAAACGTATTGATTCGTTCAATATGTGGGAAAGCAAAGGATCAAGTCCTTATTGCAAGAGATCAAGAGTTAACCA
ACACAAGAGAAGAAAACGTCCTCAAGTGAAGAAAATGTCAAGGGTAAGGTGTTACAATTGTGACAAGAAGGGTCACTATGCTTGCGAC
TGTTGTGAGCCAAAGAAGGTAAACACCTCTTATACATTTGAGAACTTTGATTATGTGTCAAGTTCTGAATTATTGGCTGAATCCAATC
CTTTGTGGACTGTAGATTCAGGAAAGACAGACCATgtaaggaaggatagaagatccttcgtgaaattccgataataccaactagaact
atgtggatttatgtgggaaataacttcagagctgaagttaaagggatttggcacctgccaattgaacatgcgtggttgacgcaccttg
ttcctacatgatgttccatatgctccagagattcgtcgaaatttaatgtctgtcttggtgttggttaagcttggttttagtatgacct
tccataatatatgtgtagatttgtatttggatacaaactactatgattttggtcactttctggatggttttattgtactaaatgttga
ctgttgtgatgtcaatatgttattcccttgtttcacgtcttctactttatatgataatgatgtgaatagggtggcatgctagacttgg
tcatattggccaacaacatatgaatagactagccaaagagggcttgttgggcaatttgaataagtcgatttgtccatatgtaagcatt
gcctagaagggaaaacgacaaggaaaccatttggaaaaggtaaaagagctgaatttcctctgcatttaatctattctgatgtatgtgg
ttcaatgaatatgagaggaaggcaatgggctgtttgtttcatcacttttataaatgattctacttgattcggatatgtctttgatttc
tcataaatctgaagcataagttgtttcaaaaagTTTATGAACCTGGTAGAGAATCAATTAGACAAGAAAATAAAAGTATTGAGATCCG
ATCGAGGTCAAGAATATTTATCTGATGAGTTCAGAAAATTATGTGATGAAAAAGGAATAGAAAGACAGTTGTCTATTCCATATACTCC
TCAACAAAATGGTGTTGCGGAGAGAAGAAACAGAACCCTACTGGAAATGgttaggtccatgatggcgcatgctaacttacttatcact
tttttggagtgatgtgttgttaactattgccttcatacttaaccgggtgccttccaaattagttatttccactccatataagttatgg
ataggtagaaaaccggacttaagttttcttaagtcatggggttgtgctgcctataatgaatcctctcacaaatttgggaaatatggtc
ccaaatgaaagaagagtatttttaatgagatactgcgaacactcgaaatggtatgtgttcataggtgagcaggaaagtgggaaaataa
ctgaattttgaatcacgggatgtcacatccttagtggatgaatttcctaagaggggcgaaataggagaagattatttcctatttaaaa
ccttggatcaagataatgatattagtggagttcgtccaagtgggagtaatatgagaagtgatgaattgaattcaactcattctcaatt
acaaccacatgatgagatgatatcgtcattatctaatctaagtgggagcataatggggaatgatgtgctaagtgtacattctcccata
tagcgaacaagtcgccaaagtatcccctatcgacgttttgacattgaagggggaaacttttataattgctccacgagataaggatgag
ccaagaaatattaatgaggctattaattgccctagtaaggaaaaatggatttatgcaatgaaagaggaaattgagtcaatgaaatcaa
accaagtctgggaactggttgatcttctaaaagGGACGCAGAGCTATTGGGAACAAGTGGGTTCTCAAAATAAAGCGAAAGGCTGATG
GCTCGATAGAAAGGCATAAGGCTCGCCTTATGGCGAAGGGGTATAATCAACAGGAAGATATTGATTATGAAGATACATTTTCTCCTGT
AGTGAGATTTACCTTGATTCGCATTATTCTGGCAATAATGGTTAGTATGGATCTTGAGTTACATTATATGAATGTAAAGACTGCTTTC
CTCAATGGAGAATTAGAGAAAGAAACATATATGGAACAATCTGCTGGTTTCATAGTGAAAGGCCAAGAAGAAAAGgtatgtcgacttt
gggggtcgatatatagccctaagcagtcgtcaagacaatggtatatgcgttttcataatgccataatggcatatgagtttacaatgat
tgatgaggatcattgtgtatatatcaaaagatccaaggatcaatttgtgatcatatcattatatgttgatgatatactgattaccaga
agcaatatggagttggttaatactgtcaagagatagttgtcttccaactttgagatgaatgatatgggattgtaaacccataaacact
cctattgcaaaaggtgaaggattgagccatagactgtgtccaaggactccacaagagaaggttcaaactaaatatgttccttatgcta
gtgctgttgggagcttgatgtatgctatgatgtgtacaacacccgacatatgctttgcagttggaatggtgagtagataccaatccaa
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tccaggtccagcacaatgaaaagccgttaaaagaatactaaggtatctaaaggggactgctgattatacgctgagttattatggaaag
gatctgcgactctaaggctattctgatgatgattggggaggagatttaaataaaaggaaatctacctctaggtttgttctcttaccga
ataatggcaccatatgttggagcagtaagaaacaaaagtgtatagccttgttcacgatataagttgagttcgtggcattatcagcagc
agtataagaaggtgtttggcttaagagattttttggatcatttaggtgttattgaaagtgctgcagattcattgttggttaactaatg
atagccaagcagcaaaagtgtacaccaaagatccaaaatatcattggcaagaccaaacatatagataccaagtataatttcgtcaaag
atatggttgcacgaaaagatgtgaacttataatacatactacgcatagaatggtagcagatcctatgacaaagccaatacctagagat
gtgttttgtggctatatgaaatctctaggattgcgtagaggctgatgtactgaatattgtaatttccctaagtgttcacaatttgatg
aatttgtgtttttcatcattaatgcctatgaatctttgtttgatctttatgcatcttaatgctcagtgcattactttaagttaggaaa
gtatgtcggacagatatgagattagcccactcacacgggtaatcacctctatttactgtgtgataaatagagatgagactgtttttaa
gcttattatctaggtgataatcgagagctcaagcttaaaacacgtatgtcgccttaactgggtgttaagatgaggacataatacttac
tatgtccgagagtaaaataccccacatattttactttatctgtctatgatgccaaatgtgagttctgatgaatttagtgaatgagtag
atacgtgaactcaagtcagacattgggtatgtctgaactatcatctgtacggtattgaaaggtgtagacatacgctccatgggaaagg
agttgataccgtaatacgtatttcatactacgtatgcatgagacgaccaataagagtggcaaaagtttgatctcaacttttttttttt
atgtcgtgtgagactcttgaggaaaagagttcctcaattttttagtccccccatgactcttacttattttcaagatttctatttagtg
tttgctatcttaggatgttgccaatggtcatgagtttgattcgatctaatggggcatttctagaaaagcaagctgaactaaaattgag
agtttgaagggaagaggaagattgattttggagaatcacattgtagttttgtattcaccggttaaccaattatgactgtttttgtgat
aatcataattgtgaatacaatatatcattgtttgaaagagatcaatagagatataaatgtgatcaatcgatctagggtactgcatact
aaatctactcggagtgtgatgctcattatgagctgctatatattcctaacagATGTATAGCAACGAGCTCTCAAAGTATGCTGGTCGC
ACGGATTATTCACTGgtatgaatgttgaagagaggaaaagagaattctgttcggcccaccatgttaagagaaagtctatgatggattt
tttttctgatgaggctgagtagggcctgtccgcccatgttggttttgtaccaccatgtgcgagtgggagatgatggatttatgagatg
ggcctgagttggcccgtccacccaagttgggcccaaaaagcccggcccacgggaatagggcccgtggatgggggaaggtataagggag
gagagagagagagagagagagagagaagcaccctttggcacaatcaacgtacgcttctctcccgcgtgttttctctcccgaagAACAG
TAGGCATACGGCTTCCAATTTCTTCCCTTCAAGGCTTCATCGACCGGATTCTCTTCCTCCATTGACGACGGTGTTTAATCTGTGGCTA
ACAAGgtacgctcgactccgtggtgtgctttacgatcggtgatacgtgtttttcccgagcttcgtcttccgcattgatttagGGGTTC
GATTCGGTGTCGAATCCGGTATTTCGGGGATCAGTCATTCCCAACAAAACTAAACGTCAAGATCTTCTTCTTCTTCTGCTCTGgtgac
catctcctgcgattatagagtggttttcacgttttctttttccatttcgttctttgttcagGGTACTTGTTTTCCTCGGACATAGTGG
CCACCATGGAGAGGCACAACAATGAGATGGCCGACTGTGTTATGGCCAGGGCTAAGAAGATCTGCCATGATTTTGGTGAGgtgagttc
ttgttgaggcataaatttccaagtttcgataagtgaaaatgtctagggatcaatgggattgagtgacccgggtgtggttgctattgtt
ggaggatagGTCGCGGTGGAGACGAGAGTGGAGAATGGGGATGCAAGAGATGTCATCTGCAGCGTGGCACAGAAGTTGGTGCCTGATG
TTCTGGTGATGGGGAACCATGGTTACGGTCTTATAAAAAGgtacttcaattactcattttgtgtaattactcaaaactctgtacatcg
gctctaataatcaatcacctcagagggaagacatgtattatgtagccttaacttgagataatgttaacattgaaagtatgggtaatca
attttatgatgaacgcgggataggtcgtacattaagaatttagaacctaccatgtctattttccataacaaggccaaatttaaagtac
cataactattgttcgaaaaaatgtgtcgtgaactatttgtggaatattgattaaggtatagatggatttcctgaacttttgagttcaa
aatccatctttagctaatctatattttttctcacttatcccggttgaaggttgtccttacctacatgtgggcgatcttgaagtctctc
agactgattcaatattcaatgatttattcgaattagtagaatgagggatttactcttaattgaaaaccttccttcgctttctatgggt
agattgtggcatctgtatcgatacttaattgtgatttggtgaaatgtcacagGGCCTTTCTGGGGAGCGTGAGCTATCACTGCGCCAA
GAACGTCAAGTGTCCTGTGCTGGTAGTGAAGAGGCCCAAAACCAACAGGAACGACTGAaactcgatctatacttcctgtgttgtgtcc
ttgtcctaggttgtcttctacaggattatcgagttttattgtgtatatattcctacagtgtgcatattctttgttttctgccttgtaa
agggattggatcttaataatagaatttgattgtcaaaaaggacacggtgcttgacctcatcattaagcagcatacaataaaataaaat
aaaaatgtgaatgagcttatcgaaagtttccatcagctgtcgacagagactggccaaatcaaagagagaagagcgatagagaatgatg
gcattatctttaaaccatatgcagtagatccagactcttcaacaagtgcgattgatctgaaaatggacgtttgccttcgttctgaaaa
ctcgagtcagtcaaaatggatatggatgcaatcagtcgctcaaagtcttgggatcagccttcgtacagttctctccctctctaaagaa
atgtcctacatctatattgtaaagatagaaaaataaaaattatgaaggcgccaagcttgagtattctatagtctcacctaaat 3'
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MOTIVO TIR-1 MOTIVO TIR-3

176 YEVFLNFRGADTR 188 276 ILPIFLDVEPVDVK 289

Anexo 4 - Sequências de aminoácidos do agrupamento contíguo CT13 representando os motivos TIR-1, TIR-2, TIR-3, TIR-4, P-loop,
Quinase2a, Quinase3a, HD (hidrofóbico), motivo-1 (LRR), motivo-2 (LRR) e motivo-3 (LRR). As sequências foram
alinhadas utilizando o programa ClustalX (1.83).
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MOTIVO TIR-2

225 IGAELLQAIENSKIYIPIFSANYASSCWCLRELAYMAEC 263
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MOTIVO TIR-4

325 WQKALIAVG 333
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MOTIVO P-LOOP

408 FLVIHGMGGVGKTTLTKVVFN 428

MOTIVO QUINASE 2A

491 KVLIVLDDVD 500
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518 SSRIIITTRY 527

MOTIVO HIDROFÓBICO

591 GKLPLALEVTGSSLSGR 607
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MOTIVO 1 (LRR)

930 LMRTPDLSMLVSLERLILEGCR 950
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MOTIVO 2 (LRR)

1010 LDALTEILMPHSSYAFKL 1027
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MOTIVO 3 (LRR)

1037 LLTLDVSHSWIGMLPDSIGNLKSLLTL 1064
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