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RESUMO

Identificacao de marcadores e caracterizagcao de mecanismos moleculares
associados a resisténcia a ferrugem da folha em trigo

Autor: Paulo Roberto Da Silva
Orientadora: Sandra Cristina Kothe Milach
Co-orientadores: Sandra Patussi Brammer e Luiz Carlos Federizzi

A ferrugem da folha é a doenca que causa maiores prejuizos a triticultura. A
resisténcia genética é comprovadamente o método mais eficiente e econémico de
controle. Em trigo, a resisténcia a ferrugem da folha pode ser especifica a raca e
nao especifica a raga. Atualmente a melhor estratégia para manter uma protecéao
efetiva contra a ferrugem da folha consiste em empregar combinag¢des de genes,
independente do tipo de resisténcia que conferem. A piramidizacdo de genes é
facilitada com o uso de marcadores moleculares. Os mecanismos moleculares de
resisténcia dos genes que conferem resisténcia especifica a raga tém sido
amplamente estudados, no entanto da resisténcia ndo especifica a raga pouco se
sabe. Assim, este projeto teve como objetivos: |) validar marcadores moleculares
para selecao assistida para a resisténcia a ferrugem da folha em gendtipos
brasileiros de trigo; II) identificar marcadores moleculares potencialmente
associados a genes de resisténcia ndo especifica a raga a ferrugem da folha; Ill)
identificar e caracterizar analogos a genes de resisténcia em trigo;IV) caracterizar
mecanismos moleculares da resisténcia ndo especifica a raga a ferrugem da folha
em trigo. Para a validagdo foram avaliados cinco marcadores PCR-especifcos
associados aos genes Lr1, Lr9, Lr10 e Lr24. Os marcadores associados aos
genes Lr9, Lr10 e Lr24 apresentaram potencial para uso na selegdo assistida,
pois foram especificos para plantas contendo estes genes. Para a identificacao de
RGAs foram utilizadas trés combinag¢des de primers degenerados. A maioria das
seqliéncias apresentou os motivos comuns a genes de resisténcia. Uma
seqliéncia apresentou alta homologia com genes de resisténcia previamente
identificados. Os primers derivados das sequéncias identificadas apresentaram
alto polimorfismo, sendo que um destes mostrou-se associado ao gene Lr26 e a
resisténcia de planta adulta a ferrugem da folha. A combinagdo da técnica de
AFLP com linhagens diferenciais contrastantes para os genes Lr13 e Lr34
permitiu identificar duas sequéncias potencialmente associadas ao gene Lr34. O
uso da SSH permitiu identificar genes diferencialmente expressos na resisténcia
nao especifica a raca a ferrugem da folha no cultivar Toropi. Dentre as
seqliéncias identificadas estdo genes codificadores de proteinas de membranas
potencialmente associados a percepcao do patégeno e genes com dominios
caracteristicos de sinalizadores secundarios para a resisténcia como NPR1, Rar1,
Sgt1 e calmodulina. Além destas, foram identificados também sequéncias com
homologia a genes codificadores de enzimas chaves no controle de rotas de
sintese de substancias relacionadas a defesa e envolvidas no metabolismo
primario, principalmente produgdo de energia. Os marcadores e seqUéncias
obtidas e mecanismos elucidados neste trabalho representam ferramentas
valiosas para a obtencao de cultivares de trigo com resisténcia ampla e duravel a
ferrugem da folha.
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ABSTRACT

Molecular markers and mechanisms associated to the leaf rust resistance in
wheat.

Author: Paulo Roberto Da Silva
Advisor: Sandra Cristina Kothe Milach
Co-advisors: Sandra Patussi Brammer and Luiz Carlos Federizzi

Leaf rust is one of the most important wheat diseases worldwide. The genetic
resistance is the most efficient and economical method to leaf rust control. Host
resistance to leaf rust can either be race-specific or no race-specific. The best
strategy to maintain an effective protection against leaf rust consists in resistance
gene combinations, independent of the resistance type. Marker-assisted selection
greatly facilitates gene pyramidization. The molecular mechanisms of race-specific
resistance genes have been well studied, however there is little known about the
no race-specific resistance gene mechanisms. The objectives of this project were:
l) to validate molecular markers for marker-assisted selection to leaf rust
resistance genes in Brazilian wheat cultivars; Il) to isolate and characterize
resistance gene analogues (RGAs) in wheat; Ill) to identify molecular markers
potentially associated to leaf rust no race-specific resistance genes; IV) to
characterize molecular mechanisms from no race-specific resistance genes to
leaf rust in wheat. Five PCR-specific markers previously identified as associated to
the Lr1, Lr9, Lr10 and Lr24 genes were evaluated. The markers associated to the
Lr9, Lr10 and Lr24 genes were specific to the cultivars carrying them in the
Brazilian wheat cultivars, demonstrating potential for marker-assisted selection.
Three degenerate primer combinations were used for the RGAs identification and
most of the identified sequences showed the conserved motifs from resistance
genes. One sequence showed high homology with previous identified plant
resistance genes. The primers from identified sequences showed high
polimorphism, and one of these is associated to the Lr26 leaf rust resistance gene
and to the adult plant resistance present in cultivar BR35(?). The use of AFLP
(amplified fragment length polymorphism) technique with near-isogenic lines
carrying Lr13 and Lr34 genes from wheat cv. Thatcher allowed to identify two
sequences potentially associated to the Lr34 gene. SSH were used to identify leaf
rust induced genes from no race-specific resistance wheat cultivar Toropi. Among
the identified sequences there are proteins of membranes for genes potentially
associated to the pathogen perception and genes with secondary signals
resistance domains as NPR1, Rar1, Sgt1 and calmodulin binding protein. Besides
these, we identified sequences with homology to genes for key enzymes in the
control of the related defense substances synthesis and involved in the primary
metabolisms, mainly energy production. The markers and sequences obtained
and the mechanisms elucidated in this work represent a valuable tool for the
development of wheat cultivars with more reliable resistance to leaf rust.

12



INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O trigo (Triticum aestivum L. em Thell) é originario das regibes secas e
temperadas da Mesopotania e Europa. Sua domesticacdo ocorreu nas lavouras
primitivas do Sudeste da Asia de 7000 a 9000 a.C. Este cereal é fonte de 20% do
total de calorias consumidas pela humanidade e tem se destacado mundialmente
como a segunda cultura em producdo de graos, sendo superada apenas pelo
milho.

No Brasil, o trigo foi introduzido no ano de 1534, na Capitania de Sao
Vicente. Por ser de regides de clima seco e temperado, o trigo apresenta
problemas de adaptacdo as condigbes agro-ecoldgicas sul-brasileiras, sendo a
alta incidéncia de doencas um dos fatores limitantes ao cultivo. Dentre as
doengas que causam maiores prejuizos na triticultura brasileira esta a ferrugem
da folha do trigo ou ferrugem marrom, que € causada pelo fungo Puccinia triticina
Erikss. As epidemias de ferrugem da folha nas lavouras triticolas do Brasil tém
sido um dos fatores criticos nas frustracées da produtividade, contribuindo para a
reducdo da area cultivada, instabilidade das colheitas e aumento da evaséo de
divisas devido a necessidade de importagcao do produto.

O controle de doengas fungicas para evitar grandes perdas de producao
tem sido feito com o uso de produtos quimicos. Isso leva a um aumento
consideravel do custo de producéo, além de envolver riscos para a saude humana
e animal e para o equilibrio ecoldgico. Diante disso, a resisténcia genética € o

método mais eficiente e econdmico de controle.
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O tipo de resisténcia mais comumente utilizada é aquela conferida por
genes de efeitos maiores no fenédtipo, que conferem resisténcia especifica a raca.
Entretanto, esta tem se mantido efetiva por um periodo muito curto, em fungéo da
alta pressao de selecao existente sobre o patégeno, o que leva a uma rapida
superacdo da resisténcia. A utilizacdo da resisténcia ndo especifica a raga,
conferida por genes de efeitos menores no fenétipo, € uma alternativa para esse
problema, uma vez que esse tipo de resisténcia permite a sobrevivéncia do
patégeno, interferindo negativamente na sua taxa de desenvolvimento e
reproducdo. A pressdo de selecdo que a resisténcia parcial exerce sobre o
patégeno € menor, tornando-a promissora para a obtencéo de resisténcia duravel.

Atualmente a melhor perspectiva do melhoramento para controle da
ferrugem da folha consiste em empregar combinacbes de genes,
independentemente de serem de efeitos maiores ou menores no fenétipo. No
entanto, a piramidizacdo de genes torna-se dificil, principalmente porque os
efeitos dos genes individuais ndo podem ser facilmente identificados. Nesse
sentido o uso de marcadores moleculares para identificar e manipular segmentos
cromossémicos controlando o carater de interesse, pode aumentar a eficiéncia da
selecdo. Isso possibilitara ao melhorista selecionar os caracteres de interesse
com base no gendétipo e ndo no fendtipo, 0 que € especialmente importante na
piramidizagéo, pois a presenca de um gene ofusca o efeito do outro tornando a
avaliagao fenotipica pouco precisa. Desta maneira a identificacao de marcadores
associados a genes de resisténcia a ferrugem da folha e a validagdo de

marcadores ja existentes é de extrema importancia, pois estes permitirdo a
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piramidizagdo destes genes e, conseqlentemente a obtencdo de cultivares de
trigo com resisténcia duravel de maneira mais rapida e precisa.

Paralelamente ao desenvolvimento de marcadores moleculares associados
a genes de interesse, € importante o entendimento dos mecanismos moleculares
envolvidos na resisténcia ndo especifica a raca. Além de estarmos avancando
cientificamente no entendimento dos mecanismos moleculares da interacao
planta patégeno, a identificagdo de genes chave no desencadeamento da
resisténcia ndo especifica a raca possibilitara uma aplicacdo direta no
melhoramento genético, seja para o desenvolvimento de marcadores funcionais
ou mesmo uso destes pela engenharia genética para o desenvolvimento de novos
cultivares com resisténcia nao especifica a raga a ferrugem da folha e,

consequentemente, duravel.
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CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Historia e importancia econémica do trigo

As espécies do género Triticum, com numero cromossémico basico de
sete, apresentam diferentes niveis de ploidia, incluindo espécies dipldides (2n=14,
genoma AA), tetraploides (2n=28, genomas AABB) e hexaploides (2n=42,
genomas AABBDD). Atualmente, as espécies cultivadas em grande escala séo o
trigo duro tetraploide Triticum turgidum L. e o trigo de panificagdo hexapldide,
Triticum aestivum L. em Thell.

O trigo de panificacdo (Triticum aestivum L. em Thell) (2n=6x=42) &€ uma
espécie anual, hermafrodita e autégama. E uma das culturas de maior expansao
mundial, possuindo milhares de cultivares disponiveis em todo o mundo. A
domesticacdo do trigo ocorreu nas lavouras primitivas do Sudeste da Asia de
7000 a 9000 a.C. (BELL, 1987) e esse foi introduzido na india, China e Europa em
500 a.C. E uma das espécies mais estudadas, em nivel mundial, do ponto de
vista cientifico, tecnoldgico e econdmico. Apesar disso, no Brasil s&o poucos 0s
grupos que se dedicam a desenvolver trabalhos cientificos com esta cultura.

Este cereal é fonte de 20% do total de calorias consumidas pela
humanidade e, comprovadamente, o alimento basico da civilizagdo ocidental
(ANGRA, 1995).

Com o inicio do melhoramento genético as modificacbes em rendimento,
qualidade de panificacdo, arquitetura da planta e aumento da resisténcia aos

estresses bidticos e abidticos foram impressionantes. Atualmente, existem
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gendtipos de trigo cultivados desde o Equador até 60° de latitude. O nimero total
de acessos em bancos de germoplasma, no mundo inteiro, é estimado em
400.000 entradas, embora possa haver duplicacoes.

O trigo é segunda cultura em producédo de graos, sendo superado
apenas pelo milho (FAO, 2006). A produgdo mundial foi de 626,8 milhdes de
toneladas em 2004, sendo os paises asiaticos os lideres em producao (264,1),
seguidos da Europa (204,9), Estados Unidos (82,7) e América do Sul (20,0). A
Argentina € o maior produtor de trigo da América do Sul, contribuindo com 60%
da producéo (cerca de 12 milhdes de toneladas), seguido do Brasil que produziu
4,8 milhdes de toneladas em 2004 (FAO, 2006). As produtividades médias no
Brasil cresceram consistentemente nas ultimas décadas.

Sendo uma das primeiras culturas introduzidas no Brasil, no ano de 1534,
na Capitania de Sao Vicente, o trigo teve, desde entdo, seu consumo destinado,
quase que exclusivamente, a panificagéo e a fabricacdo de massas alimenticias.
As necessidades atuais sao, preferencialmente, de trigos com qualidade de
panificacdo superior, 0s quais tém mercado assegurado (BRAMMER, 2000). O
consumo industrial de trigo varia conforme as regides brasileiras, concentrando-se
principalmente no Sudeste (52%) seguido pelo Nordeste (22%), Sul (19%),
Centro-Oeste e Norte (3%). Quanto ao consumo per capita, destaca-se a regiao
Sul, com 64 Kg de trigo ao ano, enquanto que nas regides Centro-Oeste e Norte
esse é de 23 Kg. Apesar dos esforcos das instituicdes brasileiras de pesquisas de
trigo visando aumentar a produtividade deste cereal, grande parte do consumo
interno ndo é suprido pela producdao nacional. O balanco entre a oferta e a
demanda deste cereal no Brasil é desfavoravel, implicando na importacao
massiva importacdo do produto, principalmente vindo da Argentina (CONAB,
2005). Estima-se que em 2005, foram gastos 854 milhGes de dolares na
importacdo de cereais, farinhas e preparados. Deste montante, 649 milhdes de
dolares (76%) corresponderam a importagdo de trigo, sendo este um forte
contribuinte para o déficit na balanca comercial brasileira (MAPA, 2006).

Investimentos no melhoramento varietal tém sido uma das mais
importantes estratégias para aumentar e estabilizar a produtividade, considerando

a necessidade de auto-suficiéncia, tendo em vista seu papel central para a
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sustentacdo dos sistemas de producao de graos e para o desenvolvimento sécio-

econémico do pais.

A ferrugem da folha

O trigo apresenta problemas de adaptacado as condicées agro-ecoldgicas
sul-brasileiras tendo em vista que a sua cultura originou-se nas regides de clima
seco e temperado da Mesopotania e Europa (ANGRA, 1995). Por esta razéo, a
cultura é atacada por inUmeras doengas € pragas, exigindo da pesquisa um maior
esforco para supera-las, principalmente quando comparado ao dos paises do
hemisfério norte.

As epidemias de doencas fungicas nas lavouras triticolas do Brasil tém sido
um dos fatores criticos nas frustragdes da produtividade, contribuindo para a
reducdo da area cultivada, instabilidade das colheitas e aumento da evaséo de
divisas devido a necessidade de importacdo do produto. Dentre as doencgas
fungicas que causam maiores prejuizos a triticultura brasileira, esta a ferrugem da
folha do trigo ou ferrugem marrom que é causada pelo fungo Puccinia triticina
Erikss (ANIKSTER et al.,, 1997). Como os demais fungos causadores de
ferrugem, Puccinia ftriticina caracteriza-se por ser um parasita obrigatorio e
apresentar uma alta especializacao fisioldgica. Este fungo é capaz de colonizar a
regiao intercelular dos tecidos vegetais e produzir haustoérios, que retiram
nutrientes diretamente da célula viva. Esse resgate de nutrientes pelo fungo,
acompanhado da redugdo da area foliar, em decorréncia da formagao de
pustulas, afeta o processo de fotossintese da planta (SIMONS, 1985).

A infeccao do trigo pelo fungo inicia-se quando o esporo entra em contato

com a planta e encontra condigdes propicias para sua germinagao, sendo que a
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condicao mais importante € a umidade, havendo a necessidade de que um filme
de agua cubra o esporo para que a germinagéo ocorra (HEATH, 1997). Quando
depositados na planta, os ureddsporos de muitos fungos das ferrugens
respondem as caracteristicas topograficas da superficie da folha, através do
desenvolvimento do tubo germinativo, que cresce em direcao ao estdmato, que é
reconhecido pelo sulco presente em sua superficie. O tubo germinativo diferencia-
se em uma estrutura chamada apressério e ocorre a penetragdo das estruturas do
fungo no tecido da planta. Apds a penetracao, a colonizagdo do tecido hospedeiro
pode ser facilitada pela produgcédo de fitotoxinas ou de analogos de hormdnios
vegetais, que alteram a fisiologia das plantas em favor do patégeno (HEATH,
1997).

A dispersdo dos esporos da maioria dos fungos ocorre principalmente pelo
vento, meio pelo qual os esporos das ferrugens também sdo transportados,
alcangando, geralmente, grandes distancias. As condi¢des ideais para ocorréncia
e disseminagao do patdgeno sao temperaturas amenas e alta umidade do ar. Em
extensa revisdo sobre dispersédo de patégenos, BROWN & HOVMOLLER (2002)
demonstram que esta dispersdo € de escala intercontinental, tendo relatos de
patégenos que dispersaram da América Central e do Sul da Africa para o Sul da
Australia. Devido a esta grande capacidade de dispersao, tem sido dificil os
cultivares manterem-se resistentes por muitos anos, exigindo do melhoramento
uma constante obtencao de gendtipos com resisténcia a novas racgas.

No Brasil, os prejuizos ocasionados pela ferrugem da folha ocorrem
anualmente. Normalmente, entre uma a trés novas ragcas de P. triticina sao

detectadas a cada ano (BARCELLOS et al., 1997). A incidéncia generalizada nas
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diferentes regides triticolas varia em intensidade, dependendo das condigbes
climaticas, da resisténcia genética dos cultivares e do controle quimico
(BARCELLOS, 1994). A importancia econdémica depende da intensidade e do
inicio de ocorréncia da doenca, chegando a niveis limitantes a produtividade.
Exemplo da severidade das epidemias de ferrugem da folha ocorreu em 1980 no
Kazaquistdo, quando as perdas chegaram a 100% (BAKER et al., 1997).

O método de controle mais utilizado para evitar grandes perdas de
rendimento ainda é a aplicacdo de produtos quimicos. O controle quimico
aumenta os custos da produgdo no que se refere a compra dos produtos,
maquinarias € mao-de-obra para aplicagdo na lavoura, além de envolver riscos
para a saude humana e animal e para o equilibrio ecolégico (MORAES-
FERNANDES, 1987). Diante disso, a resisténcia genética € o método mais
eficiente e econdmico de controle (BARCELLOS, 1994) e o conhecimento da
presenca de genes de resisténcia, j4 descritos, € um fator importante a ser
considerado pelos melhoristas na escolha dos genitores para cruzamentos

(ZOLDAN, 1998).

Resisténcia a doencas

PARLERVLIET (1997) define resisténcia como a capacidade do hospedeiro
em impedir o crescimento e o desenvolvimento do patégeno. Segundo FLOR
(1956), a resisténcia ou suscetibilidade de uma planta a um fungo causador de
ferrugem e a aviruléncia ou viruléncia do patégeno em relacdo a planta, é a
expressao da interacdo do complexo génico e citoplasmatico do patégeno,

influenciado pelo ambiente que atua sobre o hospedeiro e patégeno. Segundo
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BAKER et al. (1997), em plantas o complexo génico envolvido com a resisténcia a
doencas é dividido em dois grupos; genes de resisténcia (R) e genes relacionados
com defesa (DR) (do inglés Defense related genes). Os genes R s&o os de maior
importancia por estarem diretamente relacionados com o reconhecimento
especifico do patégeno. Durante o processo inicial de infeccdo, ocorre o
reconhecimento do produto do gene de aviruléncia (Avr) do patégeno pelo
produto do gene R da planta. Apos esta interacéo, é desencadeada uma cascata
de sinais onde estdo envolvidas diversas moléculas e substancias, dentre elas,
acido salicilico e espécies reativas de oxigénio. Estas ativam a expressao dos
genes DR, desencadeando o processo de resisténcia sistémica adquirida na
planta. Em plantas com auséncia do gene R, ndo ha o reconhecimento do produto
do gene Avrdo patégeno, o que as torna suscetiveis (BAKER et al., 1997).

Varios genes para resisténcia a ferrugem da folha foram localizados nos
trés genomas do trigo. Alguns desses genes estao localizados em cromossomos
homedlogos com distancias similares do centrémero, sugerindo que eles devam
representar variantes alélicas de diferentes genomas. Devido ao baixo nivel de
polimorfismo encontrado dentro dos cultivares de trigo, o uso de isolinhas,
contendo genes de resisténcia a ferrugem provenientes de espécies silvestres,
representa, provavelmente, o melhor germoplasma para identificar genes de
resisténcia, por possuirem maior nivel de polimorfismo na regido do gene de
interesse (AUTRIQUE et al., 1995).

Em trigo, os genes de resisténcia a ferrugem da folha sdo denominados Lr
(do inglés Leaf rust). Atualmente, existem 51 genes Lr identificados (Tabela 1),

além dos que possuem designacdo temporaria (Tabela 2). Novas fontes de
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resisténcia sdo divulgadas e utilizadas pelos melhoristas, embora as ferrugens
continuem a evoluir e a desafiar os especialistas, pela dificuldade de obter
resisténcia duravel.

Quanto maior for o nUmero de genes de resisténcia em um cultivar, maior
sera o numero de mutagdes requeridas para que o patdégeno supere a resisténcia.
Portanto, o conhecimento, tanto do numero como de novos genes para
resisténcia em um novo cultivar € de extrema valia para os programas de
melhoramento genético, pois permite que seja mantida uma protecao consistente

contra o fungo.
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Tabela 1 - Genes de resisténcia a ferrugem da folha do trigo, sua localizagdo no genoma e sua
fonte (modificada de BRAMMER, 2000)

Genes Lr Localizagdo Fonte Genes Lr Localizagdo Fonte
no genoma no genoma

1 5DL Malakof 25 4BL Rosen rye
2a 2DS Webster 26 IBL Imperial rye
2b 2DS Carina 27 3BS Gatcher

2c 2DS Brevit 28 4AL T. speltoides
3a 6BL Democrat 29 7DS A. elongatum
3bg 6BL Bage 30 4BL Terenzio
3ka 6BL Klein Aniversario 31 4BS Gatcher

9 6BL T. umbellulatum 32 3D T. tauschii
10 1AS Lee 33 1BL P158458

11 2A Hussar 34 7D Terenizo

12 4BS Exchange 35 2B T. speltoides
13 2BS Frontana 36 6BS T. speltoides
14a 7BL Hope 37 2AS T. ventricosa
14b 7BL Bowie 38 2AL A. intermedium
15 2DS Kenya 1-12 E-19-J 39 2DS T. tauschii
16 2BS Exchange 40 1D T. tauschii
17 2AS Klein Lucero 41 1D T. tauschii
18 5BL T. timopheevi 42 1D

19 7DL Agropyron 43 7D T. tauschii

elongatum
20 7AL Thew 44 1BL T. aestivum spelta
7831

21 1DL T.tauschii 45 2AS S. cereale
22a 2DS Thatcher 46 1BL Pavon 76
22b 2DS T. tauschii 47 7AS T. speltoides
23 2BS Gabo 48 CSP 44

24 3DL A. elongatum 49 VL 404

23



Tabela 2 - Genes de resisténcia a ferrugem da folha do trigo com nomenclatura temporaria, sua

localizagdo no genoma e sua fonte (modificada de BRAMMER, 2000)

Genes Localizagado no genoma Fonte

Lr19d Thinopyrum distichum
B Brevit

Exch Exchange

HelV Regina

/ CSP 44

J CSP 44

K Oxley

L CPAN 1235

LC Little Club

LrA 2Ds T. tauschii

LrAPR KS91WGRC12 (Century/T. tauschii TA2451)
LB 5D T. tauschii

LrC T. tauschii

LD T. tauschii

Lrv G-516 [Favorit/(Aegilops variablilis) T. pergrinum)
M CPan1235

M marks Trorysa

Mo Morocco

N VL 404

(0] VL 404

T3 Terenizo

Tm 6A T. monococcum

Tr T. triunciale

Trp-1 1AS’ Toropi

Trp-2 4DS’ Toropi

.
mapeados por nosso grupo
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Em trigo, ha resisténcia em fase de plantula e de planta adulta
(BARCELLOS et al., 1997). A que apresenta maior importancia € a resisténcia de
planta adulta, pois é nesta fase que ocorre maior desenvolvimento do patdégeno e,
consequientemente, maiores prejuizos para a planta. A resisténcia ainda pode ser
completa ou parcial. A resisténcia completa é conferida por genes de efeito maior
no fendtipo, geralmente se manifesta em fase de plantula e é especifica a raca.
Esta geralmente mantém-se por um periodo muito curto, isto devido a alta
pressao de selecdo que exerce sobre o patdégeno, o que leva a rapida quebra da
resisténcia. Exemplo disso ocorreu com o cultivar de trigo Alondra, portador do
gene Lr26, o qual teve sua resisténcia superada mesmo antes de seu cultivo em
escala comercial. Outros exemplos ocorreram com os cultivares Tifton e CEP14,
que se tornaram suscetiveis um ano apds o lancamento (BARCELLOS et al.,
1997). Ja a resisténcia parcial é geralmente conferida por mais de um gene, nédo
especifica a raga e se expressa em fase adulta. Esse tipo de resisténcia ndo
elimina o patogeno completamente e sim interfere na sua taxa de
desenvolvimento e reproducdo. Assim, a resisténcia parcial permite a
sobrevivéncia do patégeno, mantendo-o em um nivel baixo, o qual ndo chega a
causar dano significativo a planta. A grande vantagem deste tipo de resisténcia
esta no fato dela exercer uma pressdao de selecdo menos intensa sobre o
patégeno e, conseqUentemente, ser capaz de conferir maior durabilidade
(JOHNSON, 1984).

Segundo JOHNSON (1984), a resisténcia é considerada duravel quando
permanece efetiva em uma variedade extensivamente cultivada por varios anos e

em um ambiente que favoregca a doencga. No trigo, a resisténcia parcial é a que
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tem se mostrado mais duravel, sendo assim a mais recomendada para 0 uso em

programas de melhoramento, apesar da dificil manipulacao.

Melhoramento para resisténcia a ferrugem da folha

Em funcdo da natureza dindmica da relacao cereal-fungo, a producao
agricola exige uma continua reposicao e diversificacdo dos genes de resisténcia,
para prevenir epidemias e evitar perdas que possam ser totais, por isso a
demanda de pesquisa é permanente (MCINTOSH et al., 1995; ZOLDAN 1998).

Tradicionalmente os programas de melhoramento genético de cereais de
inverno tém introduzido resisténcia qualitativa para superar a adaptacdo dos
patégenos ao hospedeiro, principalmente pelo fato de serem de heranga simples
e de facil manipulagdo. No entanto, a obtencdo de resisténcia com maior
estabilidade, associada a resisténcia parcial ndo especifica a raga, quantitativa ou
de planta adulta é, atualmente, a estratégia mais indicada para o controle da
ferrugem da folha do trigo. Apesar da disponibilidade de muitos genes Lr Uteis ao
melhoramento no germoplasma brasileiro de trigo, sua utilizacdo apenas através
de métodos convencionais tem sido limitada.

A heranga da resisténcia parcial ndo especifica a raga foi investigada com
certo detalhe em um numero limitado de sistemas hospedeiro/patégeno, sendo
freqlientemente recessiva. A tendéncia em trigo é de poucos genes, em muitos
casos dois a trés conferindo resisténcia a P. triticina (BARTOS et al., 1969, DYCK
& SAMBORSKI, 1982; LEE & SHANER, 1985; BARCELLOS, 1994; BARCELLOS

et al., 2000).
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O cultivar brasileiro de trigo Frontana tem sido o mais usado mundialmente
como fonte de resisténcia ndo especifica a raca. Além de possuir os genes Lr13,
Lr34 e T3, ja identificados como responsaveis, em conjunto, pela maior parte
dessa resisténcia, outros genes de menor efeito parecem estar envolvidos
(ROELFS et al., 1992). No Brasil, a resisténcia deste cultivar ofereceu protecao
adequada enquanto os cultivares em uso eram descendentes diretos de Frontana,
pois havia baixa incidéncia e, consequentemente, a ferrugem da folha era
considerada de importancia secundaria. Quando Frontana e outros cultivares
portadores do mesmo tipo de resisténcia foram substituidos por trigos suscetiveis,
principalmente pela introdugcé&o de germoplasma do CIMMYT (Centro Internacional
de Mejoramiento de Maiz y Trigo), ficou evidenciada a importancia econémica do
patdégeno e a resisténcia a esta enfermidade passou a receber atengcédo especial
nos programas de melhoramento do pais (SILVA, 1974).

Atualmente a melhor perspectiva do melhoramento para controle da
ferrugem da folha consiste em empregar combinacbes de genes,
independentemente de serem genes de efeitos maiores ou menores no fenétipo.
ROELFS et al. (1992) sugeriu que Lr12 e Lr13, ambos genes de planta adulta,
poderiam, em combina¢cdes com Lr34, ser a base para a maioria da resisténcia
duravel observada em grande parte dos gendtipos disponiveis. A combinacao
conferida pelos genes Lr13 e Lr34 tem sido muito eficaz. Contudo, sob condi¢des

muito favoraveis a doenca, é as vezes ineficiente (ROELFS et al., 1992).
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Selecao assistida por marcadores moleculares

Um marcador molecular € descrito como “todo e qualquer fendtipo
molecular oriundo de um gene expresso ou um segmento de DNA” (FERREIRA &
GRATAPAGLIA, 1995). MILACH (1998) define: “marcadores moleculares sao
caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sao herdados
geneticamente”.

Os marcadores moleculares tém vantagens sobre os marcadores
convencionais, porque, na grande maioria, sdo herdados codominantemente e
raramente exibem interacdes epistasticas ou pleitrépicas; podem ser detectados
tanto em tecidos jovens como adultos e, teoricamente utilizados em qualquer
estagio de desenvolvimento da planta. A utilizacdo de marcadores moleculares
permite que a selegdo e novos cruzamentos sejam realizados em uma mesma
geragcdo, o que aumenta consideravelmente a eficiéncia de um programa de
melhoramento.

A selegdo assistida por marcadores consiste na identificagdo precoce de
plantas que apresentam fendtipo desejavel pela analise molecular de seu
genodtipo. MOHAN et al. (1997) destacam trés requisitos basicos para a realizagao
de selecédo assistida por marcadores em programas de melhoramento: 1) o
marcador deve estar associado ao gene de interesse; 2) a técnica deve ser
eficiente para a avaliagdo de grandes populagdes e baseada em PCR; 3) a
técnica deve mostrar-se altamente reproduzivel entre laboratérios, ser econémica
e de facil conducdo. Dentre os marcadores utilizados, somente os marcadores
PCR-especificos apresentam todas as caracteristicas desejadas para a

implantag&o na rotina em programas de melhoramento.
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Para muitos genes Lr ha marcadores PCR-especificos STS (Sequence
Tagget Site) ou SCAR (Sequence Characterised Amplified Region) desenvolvidos
(revisdo em DA-SILVA 2001), no entanto esses marcadores foram desenvolvidos
em cultivares que nao sdo utilizados em programas de melhoramento de trigo no
Brasil. Para possibilitar o uso desses marcadores na selecdo assistida nos
programas de melhoramento de trigo no pais, ha a necessidade de validacao dos
mesmos para cultivares aqui utilizados.

Muitos genes que sao importantes para o melhoramento para resisténcia a
ferrugem da folha no Brasil ndo possuem marcadores PCR-especificos
associados. Dentre estes estdo os genes de resisténcia especifica a raga Lr23 e
Lr26 e os genes Lr13 e Lr34, que conferem resisténcia ndao especifica a raga.
Desta maneira a identificacdo de marcadores moleculares associados a estes
genes podera facilitar a piramidizagdo destes genes.

A disponibilizagdo de marcadores moleculares PCR-especificos, que sao
de facil manipulacdo e econdmicos, auxiliara os melhoristas de trigo no
desenvolvimento de variedades resistentes mais apropriadas as condi¢des agro-
ecoldgicas brasileiras, proporcionando maior produgdo e, consequentemente,

aumento de divisas e elevacéo das condi¢des socio-econémicas do pais.

Abordagens de estudo do genoma do trigo

O genoma do trigo € aproximadamente 35 vezes maior que o genoma do
arroz, sendo um dos maiores entre as plantas cultivadas (ARUMUGANATHAN &
EARLE, 1991). Aproximadamente 95 a 99% deste genoma & composto por

seqliéncias nao transcritas consistindo principalmente de retrotransposons e DNA
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repetitivo (ARUMUGANATHAN & EARLE, 1991, SANMIGUEL et al., 1996;
WENDEL, 2000; SANDHU & GILL, 2002). O restante 1 a 5% € a parte do genoma
denominada regides ricas em genes, organizadas em ilhas génicas variando em
tamanho e em quantidade de genes (ERAYMAN et al., 2003). Devido a esta
complexa organizacdo gendémica, a clonagem de genes por técnicas
convencionais tem sido limitada em trigo. Entre as técnicas mais utilizadas para
clonagem de genes em plantas cultivadas estdo a insercao de transposons e
clonagem posicional ou baseada em mapeamento molecular. A insergdo de
transposons depende da inativacdo do gene de interesse pela insercdo do
transposon na regido codificante do gene. Esta técnica ndo tem sido aprimorada
para clonagem em trigo e, quando utilizada para clonagem de genes de
resisténcia a doengas em plantas, a insercdo do transposon na regido de
interesse tem se mostrado muito baixa (BRUTNELL 2002). A clonagem baseada
em mapeamento molecular exige um mapa extremamente saturado na regido do
gene que pretende-se clonar. Em trigo, devido a natureza de seu genoma, a
saturacao de regides de interesse a ponto de permitir a clonagem por mapa tem
se mostrado muito dificil (STEIN et al., 2000).

Devido a esta complexa organizagao gendmica, a melhor estratégia para a
marcacgao e isolamento de genes em trigo seria 0 uso de técnicas que trabalham
somente com a parte expressa do genoma ou técnicas que possibilitam trabalhar
diretamente nas regides ricas em genes.

Até o momento, mais de 50 genes que conferem resisténcia a doencas
(genes R) foram clonados em vérias espécies de plantas. Estes genes sao

classificados em cinco classes, de acordo com a presenca de dominios
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especificos (BAKER et al.,, 1997). A primeira e maior destas classes é a que
contém os genes que codificam para proteinas denominadas NBS-LRR. Estas
proteinas apresentam um dominio central conservado com sitios de ligagéo a
nucleotideos trifosfatados (dominio NBS) e um dominio C-terminal rico em
repeticdes de leucina (dominio LRR) (WENKAI et al., 2006). O dominio LRR
parece estar envolvido na especificidade de reconhecimento de moléculas do
patdégeno produzidas durante o processo de infeccdo (BELKHADIR et al., 2004).
O dominio NBS promove hidrélise de nucleotideos trifosfatados e ativa uma
sinalizagao celular que pode estar envolvida na resposta de resisténcia da planta
(BELKHADIR et al., 2004). A classe NBS-LRR ¢ dividida em duas sub-classes de
acordo com a presenca de dominios especificos na regiao N terminal da proteina.
A primeira sub-classe, possui uma regido toll-interleukin receptor-like e é
denominada sub-classe TIR, que é encontrada somente em dicotiledéneas. A
segunda sub-classe que possui um dominio coiled coil, € denominada sub-classe
CC e é encontrada tanto em dicotiledéneas como em monodicotiledbneas
(MEYERS et al.,, 1999; MONDRAGON-PALOMINO et al.,, 2002). A segunda
classe dos genes R possui somente um dominio LRR. A terceira classe apresenta
um dominio LRR e um PK (proteina quinase). A quarta classe apresenta somente
um domino PK (BAKER et al., 1997) e a quinta classe um dominio LRR, um NBS
e um motivo TIR. Estes dominios, presentes nos genes R, possuem um ou mais
motivos com sequiéncias de aminoacidos altamente conservados. O dominio LRR
possui de 9 a 41 repeticdes imperfeitas de leucina com aproximadamente 25
aminoacidos cada e seqliéncia consenso xx(L)x(L)xxxx (COOLEY et al., 2000). O

dominio PK apresenta um motivo com no maximo 25 aminoacidos no qual os trés
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primeiros sdo DFG e os dois ultimos PE, sendo que entre estes ocorre
invariavelmente a presenca de treonina (T) e serina (S), estes fundamentais para
a autofosforilacdo da proteina (LIU et al., 2002). O dominio NBS néo é exclusivo
de genes R, este esta presente em outras proteinas quinases tais como proteinas
de ligacdo de ATP/GTP. Este dominio apresenta seis motivos: quinase-1a (p-
loop), quinase-2, quinase-3a, GLPL, RNBS-D e MHD (HOMMOND-KOSACK &
JONES, 1997, MEYERS et al., 1999). Dentre estes, os motivos quinase-1a (p-
loop), quinase-2 e quinase-3a sdo 0s que possuem maior nivel de conservagao,
apresentando as seguintes sequéncias consenso: p-loop GxxxGxGK(T/S)T,
quinase-2 LxxxDDVW e quinase-3a GxxxxTxR. Apesar destes motivos serem
comuns a outras proteinas, as seqUéncias no qual ocorrem e as disposi¢des dos
aminoacidos conservados sao unicas nos genes R (HOMMOND-KOSACK &
JONES, 1997, MEYERS et al., 1999). Em trigo, todos os genes clonados ou
caracterizados (Cre3, Yr10, L0, Lr21, Pm3b) apresentam o dominio NBS com
estes motivos conservados (LAGUDAH et al., 1997; SPIELMEYER et al., 2000;
FEUILLET et al., 2003; HUANG et al., 2003; YAHIAQOUI et al., 2004).

A andlise das sequéncias do genoma de Arabidopsis revelou a presenca
de 166 provaveis genes NBS-LRR e em arroz foram identificados
aproximadamente 600 (TAGI, 200; RICHLY et al., 2002; GOFF et al., 2002). Em
plantas onde ndao ha a seqiéncia completa do genoma é dificil estimar a
quantidade destas sequiéncias no genoma. Devido a observacao de que a maioria
dos genes R clonados apresenta o dominio NBS (37 dos 50 clonados até o
momento), o desenho de primers degenerados baseados em motivos

conservados deste dominio tem sido amplamente utilizado para amplificagdo em
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massa de RGAs (Resistance Gene Analogues — Analogos a Genes de
Resisténcia) em diversas espécies (KANAZIN et al., 1996; LEISTER et al., 1996;
YU et al., 1996; SPIELMEYER et al., 1998; MAGO et al., 1999; COLLINS et al.,
2001; CORDEIRO & SKINNER, 2002; HUETTEL et al., 2002; CORTESE et al.,
2003, WENKAI et al., 2006). Até o0 momento aproximadamente 800 RGAs foram
identificados em 20 espécies de plantas (WENKAI et al., 2006). Em trigo,
DILBIRLIGI et al. (2003), identificaram 220 RGAs utilizando data mining e uma
metodologia de fingerprinting de RNA modificada com uma combinacao de
primers poli-T e primers degenerados obtidos a partir de motivos da regido NBS.
O mapeamento de 164 destes RGAs revelou que estes encontram-se agrupados
em 26 regibes diferentes do genoma, regides estas onde também estdo
mapeados 90 dos 110 genes de resisténcia fenotipicamente caracterizados em
trigo (DILBIRLIGI et al., 2004).

A potencial fungdo dos RGAs tem sido avaliada por andlises genéticas.
Como resultado, varios RGAs tem se mostrado associados a locos que conferem
resisténcia a doengas em varias espécies (KANAZIN et al., 1996; YU et al., 1996;
SPIELMEYER et al., 1998; COLLINS et al., 2001; CORDEIRO & SKINNER, 2002;
HUETTEL et al. 2002; CORTESE et al. 2003; RAMALINGAM et al., 2003;
WENKAI et al., 2006), e muitos desses co-segregam com genes de resisténcia, o
que indica que podem representar parte funcional desses genes (LEISTER et al.,
1996; SHEN et al., 1998; GARCIA-MAS et al., 2001; BROTMAN et al., 2002;
HUETTEL et al., 2002, SHEN et al., 2002). Em trigo o primeiro gene de
resisténcia a ferrugem folha (Lr21) foi clonado a partir de um marcador RGA, que

em estudos de segregacdo mostrava-se associado ao gene (HUANG & GILL
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2001). Apéds clonado, comprovou-se que este RGA era parte funcional do gene
(HUANG et al., 2003). O mesmo ocorreu com um RGA identificado em alface, que
foi comprovado ser parte funcional do gene DM3 (SHEN et al., 2002). Esses
resultados demonstram a potencialidade da exploracdo destes dominios
conservados para isolar RGAs associados a resisténcia a doencas e para
desenvolver marcadores moleculares para a selecao assistida.

Embora o uso de primers degenerados seja uma técnica eficiente para
isolamento de RGAs associados a resisténcia a doencas, esta parece ser limitada
a resisténcia especifica a raga, uma vez que os genes que conferem resisténcia
ndo especifica a raga parecem ndo apresentarem motivos NBS. ALVAREZ-
ZAMORANO (1995), estudando o mecanismo de resisténcia conferido pelo gene
Lr34, (que confere resisténcia ndo especifica a ferrugem da folha em trigo) por
microscopia eletrbnica, observou que este gene possui um mecanismo de
resisténcia diferente do mecanismo de resposta por hipersensibilidade
caracteristico da resisténcia especifica a raga. Quando infectou com fungos
plantas que continham o gene L34, estas apresentaram acumulacdo de uma
substancia eletrodensa desconhecida nas células da planta, proximo ao local
onde as células mae do haustério sdo estabelecidas. Parece que este acumulo
causa um engrossamento de parede de célula, levando a uma reducao do
estabelecimento do haustério do fungo. Se os haustérios sdao formados, o
crescimento do micélio é lento, podendo ser devido a uma restricdo “do
movimento” do fungo de uma célula para outra pela substancia eletrodensa
formada (ALVAREZ-ZAMORANO, 1995). Este mecanismo de resisténcia é

semelhante ao conferido pelo gene mlo em cevada, que também promove

34



resisténcia duravel, neste caso contra o mildio. O gene mlo e todos os genes de
resisténcia ndo especifica a raga apresentam uma estrutura totalmente diferente
dos genes de resisténcia clonados até o momento (ndo apresenta dominios NBS-
LRR). LI et al. (1999), usando sondas derivadas de genes de resisténcia, mapeou
167 locos em todas as regides cromossOmicas de trigo que contém genes de
resisténcia previamente identificados, com excecao da regiao onde se encontra o
gene Lr34 e do cromossomo 4D. Estes autores sugerem que o gene Lr34 seja
diferente dos genes de resisténcia NBS-LRR. DILBIRLIG et al. (2004) mapearam
220 RGAs em todos os cromossomos do trigo com excec¢éo, também, da regido
onde se encontra o gene Lr34 e da regido do cromossomo onde foi mapeado
gene trp-2 que, assim como o0 gene Lr34, em combinagdo com outro gene (trp-1)
confere resisténcia ndo especifica a raga a ferrugem da folha em trigo
(BARCELLOS et al., 2000; DA-SILVA, 2002). Estes dados reforcam a hipétese
que os genes que conferem resisténcia duravel apresentam estrutura génica
diferente dos genes NBS-LRR, o que inviabiliza o uso de primers degenerados
para identificar marcadores moleculares associados a estes genes.

Em trigo, foi desenvolvida uma série de linhagens diferenciais do cultivar
Thatcher contrastantes para véarios genes de resisténcia a ferrugem da folha,
dentre eles Lr13 e Lr34. Desta maneira, a diferenga entre estas linhagens é
minima, podendo estar quase que exclusivamente na regido onde se encontra o
gene transferido. Quando se trabalha com a técnica de AFLP (Amplified fragment
length polymorphism) (VOS et al. 1995) na busca de marcadores moleculares
associados a uma caracteristica de interesse, identifica-se um grande numero de

bandas distribuidas aleatoriamente no genoma em estudo. A possibilidade de
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combinar o uso de linhagens diferenciais, que apresentam diferengas minimas no
genoma, com a técnica de AFLP podera permitir a identificacdo de sequéncias
associadas aos genes que conferem resisténcia ndo especifica a raga sem a

necessidade de analise de todo o genoma de maneira rapida e mais precisa.

Mecanismos moleculares da interacao planta-patogeno

A percepcgao da presenca do patégeno pela planta desempenha um papel
fundamental no processo de resisténcia (MONTESANO et al.,, 2003). Para os
genes que conferem resisténcia por hipersensibilidade especifica a raga a teoria
mais difundida, e com exemplos ja comprovados, € que ha uma interacao direta
entre o produto do gene de aviruléncia (Avr) do patdégeno e o produto do gene de
resisténcia da planta (R), culminando na expresséo da resisténcia (BELKHADIR
et al., 2004). Na resisténcia ndo especifica a raga ndo se sabe como ocorrem
estes eventos primarios de sinalizagdo. Provavelmente hd também a interagéo de
elicitores do patdgeno com receptores nas plantas, no entanto elicitores diferentes
dos genes Avr podendo ser proteinas secretadas e fragmentos da parede celular
do fungo ou produtos da prépria planta originados pela degradagéo provocada
pelo fungo. Estes elicitores sao classificados como gerais (KAKU et al., 2006). As
plantas capazes de reconhecer estes tipos de elicitores parecem ter uma
resisténcia mais ampla, pois estes ndo sao especificos a uma Uunica raca
(MONTESANO et al., 2003).

Os mecanismos de resposta desencadeados nas plantas pelo
reconhecimento do patégeno através dos genes de resisténcia tém sido

intensamente estudados (VERONESE et al., 2003). As interacdes incompativeis
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(resisténcia) resultam na produgédo pela planta de uma série de sinalizadores
secundarios que incluem espécies reativas de oxigénio, Oxido nitrico, acido
salicilico, acido jasmoénico e etileno. Estas moléculas sinalizadoras ativam os
mecanismos de defesa das plantas que acabam por eliminar o patégeno. Estes
mecanismos incluem reposta por hipersensibilidade, reforco da parede celular e a
sintese de substancias antimicrobianas como proteinas relacionadas a
patogénese (PRPs) e fitoalexinas (VERONESE et al., 2003). Em dicotileddneas,
logo apds o reconhecimento do patdgeno pelos genes de resisténcia ocorre
aumento das concentragbes citosélicas de &acido salicilico (AS) e explosao
oxidativa. O aumento das concentragdes de AS no citosol promove a dissocia¢ao
da proteina NPR1 a monémeros que migram para o nucleo da célula, levando a
inducdo da resisténcia sistémica adquirida (RSA) (DESPRES et al., 2003). Em
monocotiledéneas mesmo ndo ocorrendo alteragdes nas concentragdes de AS,
ocorre a ativagdo da RSA via NPR1 (KOGEL & LANGEN, 2005). Estudos
realizados em cevada comparando a resisténcia especifica a raca e nao
especifica a raga demonstraram que na resisténcia nao especifica a raca, além de
ndo haver mudancas nas concentragdes de AS, também parece ndo haver
estresse oxidativo a nivel tdo elevado, pois as enzimas caracteristicas de
resposta ao estresse oxidativo nao apresentaram diferencas no padrdo de
expressao em plantas com genes de resisténcia ndo especifica a raca (HEIN et
al., 2004). Desta forma acreditamos que em monocotiledéneas, na resisténcia ndo
especifica a raca, a sinalizacao para desencadear os mecanismos de resisténcia
nao depende de alto estresse oxidativo e nem de mudancga nas concentracdes de

AS como ocorre na resisténcia por hipersensibilidade e em dicotiledbneas.
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Provavelmente sinalizadores secundarios, capazes de perceber sensiveis
mudangas no potencial redox da célula, ou mesmo capazes de perceber outros
tipos de mudanca ocorrida pela presenca do patégeno, devem desempenhar este
papel neste tipo de resisténcia.

Aparentemente, a diferenca entre a planta resistente e suscetivel esta
relacionada a rapidez com que esta responde a ataque de patégenos. Em plantas
resistentes, a expressao de genes de defesa é mais rapida e mais intensa do que
em plantas suscetiveis (MALECK et al., 2000; MARTINEZ DE ILARDUYA et al.,
2003, LI et al., 2006). Muitos genes que sao ativados em resposta a estresse
bidtico também s&o ativados em resposta a estresse abidtico (GLOMBITZA et al.,
2004). Isto sugere que provavelmente a especificidade da resposta estd nos
primeiros genes ativados durante a interacao planta-patégeno.

Os mecanismos moleculares da interacdo planta-patdégeno tém sido
extensivamente estudados em Arabidopsis, tomate e arroz (MALECK et al., 2000;
BITTNER-EDDY et al., 2003; MARTINEZ DE ILARDUYA et al., 2003; LI et al.,
2006; XIONG et al., 2001; MATSUMURA et al., 2003; JANTASURIYARAT et al.,
2005). Em trigo, KRUGER et al. (2002) analisaram uma biblioteca de EST
(Expressed Sequence Tag) oriunda de espigas de trigo infectadas com fusarium.
Estes autores identificaram 2831 sequiéncias, dentre estas diversas sequéncias
com homologia a genes previamente relacionados aos mecanismos de resisténcia
a doencas em outras espécies. No entanto, estes autores ndao puderam afirmar
que estes genes sao responsaveis pelos mecanismos de resisténcia em trigo,
pois nao utilizaram nenhuma técnica capaz de separar genes de expressao

constitutiva da planta e genes induzidos pelo patdégeno. LU et al. (2005),
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analisando os mecanismos de resisténcia do trigo ao carvao, por hibridizagao
subtrativa suprimida (SSH, do inlgés Supression Substractive Hybridization),
identificaram 168 sequUéncias diretamente envolvidas nos mecanismos de
resisténcia. Dentre as seqiiéncias identificadas encontram-se seqiiéncias com
alta homologia a genes de resisténcia, PRPs, fatores de transcricao, proteinas de
transferéncia de lipidios nao-especificas, lipases, etc.

Com excecao destes dois trabalhos em trigo, estes estudos tem sido
realizados em plantas diploides e com resisténcia especifica a raga do tipo
monogénica. Pouco se sabe dos mecanismos envolvidos na resisténcia a
doencas em plantas polipléides, e também na resisténcia poligénica nao
especifica a raga. Em relacdo a ferrugem da folha do trigo nenhum trabalho foi

publicado relatando os mecanismos envolvidos na resisténcia.
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OBJETIVOS

1 — Avaliar o potencial de cinco marcadores PCR-especificos, associados aos
genes Lrl, Lr9, Lr10 e Lr24, para uso na selecao assistida para resisténcia a

ferrugem da folha em programas de melhoramento de trigo no Brasil. (Capitulo 1)

2 - lIdentificar marcadores moleculares AFLP potencialmente associados aos
genes de resisténcia a ferrugem da folha em trigo, L3 e Lr34, utilizando

linhagens diferenciais contrastantes para estes genes. (Capitulo IlI)

3 - Identificar e caracterizar andlogos a genes de resisténcia em trigo pela
amplificacdo de regides conservadas presentes nos genes de resisténcia

utilizando primers degenerados. (Capitulo V)

4 - ldentificar e caracterizar genes envolvidos nos mecanismos moleculares da

resisténcia n&o especifica a racga a ferrugem da folha do trigo. (Capitulo V)

Os resultados serao apresentados em quatro capitulos (II, I, IV e V), escritos na
forma de artigos cientificos, cada um referente a um objetivo. No capitulo VI sera

feita uma discussao geral dos resultados obtidos.
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INTRODUCAO

A ferrugem da folha € uma das moléstias que causa maiores prejuizos a
triticultura brasileira. A melhor estratégia de controle desta doenca é a 0 uso da
resisténcia genética (BARCELLOS, 1997). Até o momento ja foram identificados
em trigo aproximadamente 50 genes de resisténcia a ferrugem da folha (genes Lr)
(MACINTOSH et al., 2003). Estes genes podem expressar a resisténcia em fase
de plantula ou planta adulta. Os genes que expressam resisténcia em fase de
plantula sdo geralmente de efeito maior no fenétipo e herdados de forma simples.
Os genes que expressam resisténcia em fase de planta adulta sdo de efeito
menor no fendtipo ou, quando de efeito maior, para haver boa expressdo da
resisténcia depende da interagdo com outros genes de resisténcia.

Atualmente a melhor perspectiva do melhoramento para controle da
ferrugem da folha consiste em empregar combinacbes de genes,
independentemente de serem genes de efeito maior ou menor no fenétipo. A
cultivar brasileira de trigo Frontana tem sido a mais usado mundialmente como
fonte de resisténcia. Além de possuir os genes Lr13, Lr34 e T3, ja identificados
como responsaveis, em conjunto, pela maior parte dessa resisténcia, outros
genes de menor efeito parecem estar envolvidos (ROELFS et al., 1992). No
Brasil, a resisténcia deste cultivar ofereceu protecdo adequada enquanto os
cultivares em uso eram descendentes diretos de Frontana. Quando Frontana e
outros cultivares portadores do mesmo tipo de resisténcia foram substituidos por
trigos suscetiveis, principalmente pela introducdo de germoplasma do CIMMYT

(Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo), ficou evidenciada a
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importancia econémica do patdégeno e a resisténcia a esta enfermidade passou a
receber atenc¢ao especial nos programas de melhoramento do pais (SILVA, 1974).

Segundo ZOLDAN (1998), os genes mais comuns que expressam
resisténcia em fase de plantula em cultivares brasileiros de trigo sao Lr1, Lr10,
Lr14, Lr23 e Lr24. Ja4 os genes de planta adulta sdo aqueles derivados de
Frontana (L3 e Lr34). Quanto maior for o numero de genes de resisténcia em
um cultivar, maior serd o numero de mutacdes requeridas para que o patégeno
supere a resisténcia. Desta maneira, a piramidizacdo de genes de resisténcia
pode aumentar a vida util dos cultivares por garantir resisténcia a um numero
maior de ragcas do fungo (NELSON, 1978). No entanto, a piramidizagcdo por
métodos classicos de melhoramento tem sido limitada, devido a presenga de um
gene na planta mascarar o efeito de outro, tornando dificil a avaliagdo fenotipica
da presenca individual de cada gene. Assim, o uso de marcadores moleculares
associados a genes que conferem resisténcia a ferrugem da folha em trigo pode
aumentar a eficiéncia da selegéo, pois possibilitard ao melhorista selecionar os
caracteres de interesse com base no gendtipo.

Para muitos genes Lr ha marcadores PCR-especificos STS (Sequence
Tagget Site) ou SCAR (Sequence Characterised Amplified Region) desenvolvidos
(revisdo em DA-SILVA 2001). No entanto, esses marcadores foram desenvolvidos
em cultivares que nao sdo utilizados em programas de melhoramento de trigo no
Brasil. Para possibilitar o uso desses marcadores na selecdo assistida nos
programas de melhoramento de trigo no pais, ha a necessidade de validacao dos
mesmos para cultivares aqui utilizados. Assim, o presente trabalho teve como

objetivo a avaliacdo do potencial de cinco marcadores PCR-especificos,
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associados aos genes Lr1, Lr9, Lr10 e Lr24, para uso na selegcédo assistida para

resisténcia a ferrugem da folha em programas de melhoramento de trigo no Brasil.

MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

Para a avaliacdo do potencial dos marcadores associados aos genes Lr,
Lr9, L0 e Lr24 no uso para selecao assistida no melhoramento de trigo no Brasil
foram utilizados 25 cultivares de trigo com conhecida presenca ou auséncia
destes genes (Tabela 2). A postulacdo destes genes nestes cultivares foi
realizada por ZOLDAN (1998). Para as andlises moleculares, as sementes dos
cultivares foram germinadas em placas de petri com papel germinador umedecido
e mantidas no escuro em camara de germinagao. Apds os coledptilos atingirem
aproximadamente seis centimetros, esses foram macerados em nitrogénio liquido

e mantidos a -20°C até o momento da extracdo do DNA.

Extracao de DNA

O DNA dos cultivares foi extraido de acordo com o protocolo proposto por
MURRAY & THOMPSON (1980), com as seguintes modificagdes:
aproximadamente 50 mg de tecido foram macerados em nitrogénio liquido e, em
seguida, adicionado 600 ul de tampéao de extracao (CTAB 1% (w/v), 1,4 mM NaCl,
20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8,0) pré-aquecido a 65°C. O tecido foi
incubado a 65°C no tampao de extragdo por 60 minutos. O DNA foi separado
dessa solugcédo através de uma solugdo de fenol-cloroférmio: alcool-isoamilico

(24:1) e centrifugagédo. O DNA foi precipitado em etanol a -20°C, ressuspenso em
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TE (Tris HClI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM) e tratado com RNase A. Depois de
seco, 0 DNA foi solubilizado em &gua ultrapura. A quantificacdo do DNA foi feita

em espectrofotdmetro (Spectronic® Genesys™).

Obtencao dos marcadores PCR-especificos e PCR

Para as andlises moleculares, foram sintetizados primers para o0s
marcadores STS-Lr1, STS-Lr9, STS-Lr24 e SCAR-Lr24 (Tabela 1). Estes primers
foram utilizados para amplificacdo por PCR do DNA de 25 cultivares de trigo com
conhecida presenca ou auséncia dos genes Lrl, Lr9, L0 e Lr24. Para a PCR foi
preparada uma solug¢ao contendo 25 ng de DNA, tampéo (Tris HCI 20 mM, KCI 50
mM), MgCly (1,5 mM), dNTP (0,8 mM de cada), primer direto (20 ng), primer
reverso (20 ng), Taq DNA polymerase (1 U) e agua ultrapura até completar um
volume de 25 pl. As amplificagdes foram conduzidas em termociclador de acordo
com o protocolo estabelecido na literatura (Tabela 1). Os produtos das
amplificagbes foram resolvidos em gel de agarose 1,4% corado com brometo de

etidio e visualizados sob luz ultravioleta.

Tabela 1 - Seqiéncias nucleotidicas dos primers utilizados para amplificar os marcadores pcr-

especificos associados aos genes de resisténcia em estudo.

Marcador Cromoss Primers Fragmento Referéncia

STS-Lr1 5DL R 5’- ccttgccageccaaaag -3’ 560 FEUILLET et
L 5’- gggtcacgtactactata -3’ (1995)

STS-Lr9 6BL R 5’-ccacactaccccaaagagacg-3’ 1100 SCHACHERMAYR
L 5'- tecttttattccgecacgecegg -3’ et al. (1994)

STS-Lr10 1AS R 5’- gctegtcatctccacagg -3’ 850 SCHACHERMAYR
L 5’- acctcatgcggatgtag -3’ et al. (1997)

STS-Lr24 3DL R 5’- agtcgtccccgaagaccegetgga -3° 350 DEDRYVER et al.
L 5’- tcgtceectgatgecatgtaatgt -3’ (1996)

SCAR-Lr24 3DL R 5’- tctagtctgtacatgggggc -3’ 700 SCHACHERMAYR
L 5’- tggcacatgaactccatacg -3’ et al. (1995)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene de resisténcia a ferrugem da folha Lr1 é originario do proprio
genoma do trigo hexapléide e foi descrito por AUSEMUS et al. (1946).
MCINTOSH et al., (1965) mapeou este gene na regiao distal do braco longo do
cromossomo 5D. FEUILLET et al. (1995) desenvolveram um marcador STS a
partir da conversdao de um marcador RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), que, na populacao desenvolvida, co-segrega com este gene. A
analise deste marcador STS em 25 cultivares brasileiras de trigo com conhecida
presenga ou auséncia deste gene mostrou amplificacdo em 21 cultivares,
incluindo os cultivares IAC5 e Peladinho, que ndo possuem o gene Lr1 (Tabela 1,

Figura 1). URBANOVICH et al. (2006), analisando este marcador STS em 68
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Figura 1 — Gel de agarose com o padrao de amplificagdo do marcador STS-Lr1. A amplificagao
nos cultivares IAC-5 e Peladinho demostra que este marcador néo é especifico para o gene Lr
nos cultivares brasileiros de trigo. A seta a esquerda da figura indica o fragmento de 560 pb
potencialmente associado ao gene Lr1. M indica o marcador de peso molecular DNA ladder 100
pb.

genotipos oriundos de varias regides do mundo (exceto Brasil), também observou
a amplificagdo do fragmento de tamanho esperado em gendtipos com auséncia
do gene. CHELKOWSKI et al. (2003), analisando este mesmo marcador em
diferentes isolinhas do cultivar Thatcher, também observou que este marcador

ndo era especifico para as linhagens com o gene Lr1. Estes dados corroboram
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com os encontrados em nosso trabalho, confirmando que este marcador nao
apresenta potencial de uso em selecéo assistida para o gene Lr1 em populagdes
recombinantes diferentes das quais foi desenvolvido.

Tabela 2 - Postulagéo* dos genes Lr nos cultivares brasileiros de trigo em estudo e padrdo da
distribuicao dos marcadores PCR-especificos associados a estes genes. As células sombreadas
indicam cultivares em que o gene nao foi postulado, mas foram positivos para 0 marcador.

Cultivar Lr1 STS-Lr1 Lr9 STS-Lr9 Lr10 STS-Lr10 Lr24 STS-Lr24 SCAR-Lr24

Anahuac75 - - - + + - - -
BR15
BR18
BR23
BR38 - + - - - - + + +
BR119 +
CEP11 +
CEP14 +

+

+

- - + + - - -

- - + - - - -

CEP24
CEP27
EMB16 -
EMB52 -
IAC5 -
IAPARG6
IAPAR17
IAPAR29
IAPARG0
0C9511
OCEPAR14
OCEPAR16
OCEPAR21
OCEPAR23
Peladinho

PF9099
Rubi + + - - + - + + +

+ + + + + + + + + +
1
.

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
1
.

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+

+

+
'
'
'

* postulagdo de acordo com ZOLDAN (1998)

O gene Lr9, originario de Aegilops umbellulata, foi introduzido no trigo
hexaploide por SEARS (1956) e posteriormente mapeado no brago longo do
cromossomo 6B (SEARS, 1961). Um marcador STS que segrega a 8 cM deste

gene foi desenvolvido pela conversdo de um marcador RAPD (Random
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Amplification of Polymorphic DNA) (SCHACHERMAYR et al., 1994). A analise
deste marcador nos cultivares brasileiros de trigo revelou que dentre os trés
cultivares com conhecida presenca do gene Lr9 (CEP14, CEP24 e CEP27), o
cultivar CEP14 apresentou amplificacdo do fragmento de tamanho esperado
(Tabela 1, Figura 2). Nenhum dos cultivares com auséncia do gene L
apresentou amplificacdo de fragmento de tamanho esperado. BLASZCZYK et al.
(2004) testaram este marcador em um grupo de gendtipos com conhecida

presenca e auséncia do gene Lr9 em sete diferentes laboratérios europeus. Em
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Figura 2 — Gel de agarose com o padrdao de amplificagdo do marcador STS-Lr9. Somente os
cultivares CEP14, CEP24 e CEP27 apresentam o gene Lr9. A auséncia do fragmento de tamanho
esperado em todos os cultivares com auséncia do gene Lr9 e presenga na cultivar CEP14
demonstra alto potencial de uso deste marcador para selegao assistida para o gene L9 presente
no cultivar CEP14. A seta a esquerda da figura indica o fragmento de 1100 pb potencialmente
associado ao gene Lr9. M indica o marcador de peso molecular DNA ladder 100 pb.

todos, os resultados foram iguais, mostrando a robustez deste marcador. Varios
outros trabalhos tém sido publicados relatando a especificidade deste marcador
STS em identificar plantas contendo o gene L9 (SINGH et al., 2003; STEPIEN et
al., 2003). Em todos estes trabalhos, em nenhuma planta com auséncia do gene
Lr9 o marcador apresentou amplificacdo. O mesmo ocorreu em nosso trabalho,
mostrando que esse marcador apresenta grande potencial para uso em selegéao

assistida para o gene Lr9 em programas de melhoramento de trigo no Brasil.
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O gene Lr10 é originario do genoma do proprio trigo hexapléde e esta
mapeado no brago curto do cromossomo 1A (DICKY et al., 1971). Um marcador
STS foi desenvolvido pela conversdo de um marcador RFLP que co-segrega com
este gene (SCHACHERMAYR et al.,, 1997). Em nosso trabalho, este marcador
apresentou amplificagdo em 11 dos 17 cultivares com presenca do gene Lr10
(Tabela 2, Figura 3). Nenhum dos cultivares com auséncia do gene Lr10
apresentou amplificacdo, mostrando alto potencial de uso na selecao assistida.
STEPIEN et al. (2003), analisando 37 cultivares européias de trigo, também
concluem que o este marcador € eficiente na identificagdo de cultivares contendo
o gene Lr10. O teste deste marcador em sete diferentes laboratérios europeus

também comprova a eficacia deste marcador (BLASZCZYK et al., 2004).
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Figura 3 — Gel de agarose com o padrao de amplificagdo do marcador STS-Lr10. Observe a
auséncia do fragmento de tamanho esperado em todos os cultivares com auséncia do gene Lr10
(BR23, BR38, CEP14, EMBRAPA16, EMBRAPA52, IAC5 e Peladinho) e a amplificagdo na
maioria dos cultivares com o gene Lr10. Este padrao de amplificacdo demonstra grande potencial
de uso deste marcador para selegédo assistida para o gene Lr10 nos cultivares brasileiros de trigo.
A seta a esquerda da Figura indica o fragmento de 850 pb potencialmente associado ao gene
Lr10. M indica o marcador de peso molecular DNA ladder 100 pb.

O gene Lr24 foi transferido para o trigo hexapléde do Agropyrum elongatum
por translocacdo de parte do cromossomo 3D (SMITH et al., 1968). Dois
marcadores PCR-especificos foram desenvolvidos associados a este gene, sendo

um SCAR (SCHACHERMAYR et al., 1995) e um STS (DEDRYVER et al., 1996).
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A analise do marcador SCAR nos cultivares brasileiros de trigo mostrou que
dentre os sete cultivares no qual o gene Lr24 foi postulado, em trés este
apresentou amplificacdo (Tabela 2, Figura 4a). O marcador STS apresentou
amplificacdo nos mesmos trés cultivares (Tabela 2, Figura 4b). Ambos os
marcadores apresentaram amplificacdo no cultivar IAPAR60 no qual o gene nao
foi postulado. As analises destes marcadores em 37 gendtipos europeus de trigo

(STEPIEN et al., 2003), em um grupo de isolinhas (CHELKOWSKI et al. 2003) e
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Figura 4 — Gel de agarose com o padrdo de amplificagdo dos marcadores associados ao gene
Lr24. a) Padrao de amplificacdo do marcador SCAR-Lr24 STS-Lr24. b) Padrao de amplificagdo do
marcador STD-Lr24. Ambos os marcadores apresentaram amplificagdo nos mesmos cultivares. Em
BR38 e Rubi foi postulado o gene Lr24. J4 em IAPARG60 o gene Lr24 nao foi postulado, no entanto
h&a a possibilidades de este cultivar conter o gene Lr24. A seta a esquerda da figura indica os
fragmentos de 700 (a) e 350 (b) pb potencialmente associado ao gene Lr24. M indica o marcador
de peso molecular DNA ladder 100 pb.

em genotipos de trigo de varias regides do mundo (URBANOVICH et al., 2006)
demonstram a especificidade destes marcadores em identitifcar somente plantas
contendo o gene Lr24. ZOLDAN (2002) afirma que IAPAR60 apresenta outros
genes de resisténcia a ferrugem da folha que nao foram possiveis postular. Os

resultados aqui apresentados nos levam a concluir que o cultivar IAPAR60 possui
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0 gene Lr24. Assim, estes dois marcadores PCR-especificos tém grande potencial
de uso na selegdo assistida para o gene Lr24 no Brasil.

Os genes Lr1 e Lr10 sdo os mais comuns nos cultivares brasileiros de trigo
(ZOLDAN, 1998). Estes genes nao tém mostrado alta eficiéncia na resisténcia
quando sozinhos ou combinados entre si, no entanto parecem influenciar
positivamente na resisténcia quando combinados com outros genes Lr
(MACINTOSH et al., 1995). Embora o gene Lr9 nao esteja amplamente distribuido
nos gendtipos cultivados, devido a presenca de um linkage drag oriundo de
Aegilops umbellulata levar a uma diminuicdo no rendimento (ORTELLI et al.,
1996), este tem sido muito efetivo contra a ferrugem da folha nos paises europeus
(URBANOVICH et al., 2006). Outro aspecto interessante deste gene é que, na
combinacdo com o gene Lr24, tem sido altamente efetivo na resisténcia a
ferrugem da folha (ROELFS et al. 1992). No Brasil este gene tem sido pouco
explorado, pois esta presente somente em trés cultivares (Tabela 2). O marcador
aqui validado associado ao gene Lr9 facilitarad a introdugdo deste em novos
cultivares de trigo e a combinag¢ao deste com outros genes de resisténcia.

Os marcadores aqui validados associados aos genes Lr9, Lr10 e Lr24 sao
especificos para cultivares que apresentam estes genes, no entanto ha cultivares
com presenca do gene e auséncia do marcador (Tabela 2 e Figura 1, 2, 3, 4a e
4b). Desta maneira, o uso deste marcador esta limitado aos cruzamentos onde 0s
cultivares sao contrastantes para o gene e o marcador. Em cruzamentos onde os
cultivares nao foram avaliados é recomendada uma avaliagdo prévia do marcador
para verificar a amplificacdo no cultivar resistente e auséncia de amplificacdo no

cultivar suscetivel. O marcador STS-Lr24 apresenta uma banda nos cultivares
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suscetiveis de tamanho muito proximo ao fragmento associado ao gene Lr9
(Figura 4b). Assim é recomendado a resolugdo dos produtos de amplificagéo
deste marcador em gel de agarose no maximo a 1% e um tempo de corrida de no
minimo duas horas a 110 volts.

Os marcadores aqui validados representam uma nova ferramenta que
podera auxiliara os melhoristas brasileiros de trigo na obtencdo de novos
cultivares com resisténcia a ferrugem de folha de forma rapida, precisa e com
baixo custo, podendo assim, contribuir para o alcance da auto-suficiéncia da

producao de trigo no Brasil.
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INTRODUCAO

As epidemias de doencas fungicas nas lavouras triticolas do Brasil tém sido
um dos fatores criticos nas frustragdes da produtividade, contribuindo para a
reducdo da area cultivada, instabilidade das colheitas e aumento da evaséo de
divisas devido a necessidade de importacdo do produto. Dentre as doencas
fungicas que causam maiores prejuizos, esta a ferrugem da folha do trigo, que é
causada pelo fungo Puccinia triticina Erikss (ANIKSTER et al., 1997). O controle
de doencas fungicas tem sido feito com o uso de produtos quimicos, o que leva a
um aumento consideravel do custo de producdo, além de envolver riscos para a
saude humana e para o equilibrio ecologico. Diante disso, 0 uso da resisténcia
genética é o método mais eficiente e econémico de controle (MORAES-
FERNANDES, 1987).

Em trigo, ha resisténcia em fase de plantula e de planta adulta
(BARCELLOS et al., 1997). A que apresenta maior importancia € a resisténcia de
planta adulta, pois é nesta fase que ocorre maior desenvolvimento do patdgeno e,
consequentemente, maiores prejuizos para a planta. A resisténcia ainda pode ser
completa ou parcial. A resisténcia completa € conferida por genes de efeito maior
no fendtipo e geralmente se manifesta em fase de plantula. Esta geralmente
mantém-se por um periodo muito curto, devido a alta pressdo de sele¢cdo que
exerce sobre o patégeno, o que leva a rapida quebra da resisténcia. Exemplo
disso ocorreu com os cultivares Tifton e CEP14, que se tornaram suscetiveis um
ano apds o lancamento (BARCELLOS et al., 1997). Ja a resisténcia parcial é
geralmente conferida por mais de um gene e se expressa em fase adulta. Esse

tipo de resisténcia ndo elimina o patbégeno completamente e sim interfere na sua
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taxa de desenvolvimento e reproducédo. Assim, a resisténcia parcial permite a
sobrevivéncia do patégeno, mantendo-o em um nivel baixo, o qual ndo chega a
causar dano a planta. A grande vantagem deste tipo de resisténcia esta no fato
dela exercer uma pressao de selecdo menos intensa sobre o patdégeno e,
consequientemente, resultar em maior durabilidade (JOHNSON, 1984).

Atualmente a melhor perspectiva do melhoramento para controle da
ferrugem da folha consiste em empregar combinacbes de genes
independentemente de serem genes de efeitos maiores ou menores no fenétipo.
ROELFS et al. (1992) sugeriu que Lr12 e Lr13, ambos genes de planta adulta,
poderiam, em combinagdes com Lr34, serem a base para a maioria da resisténcia
duravel observada em grande parte dos gendtipos disponiveis. A combinagao
conferida pelos genes Lr13 e Lr34 tem sido muito eficaz, principalmente em
combinagdo com genes que conferem resisténcia em fase de plantula (ROELFS
et al., 1992).

O genoma do trigo € aproximadamente 35 vezes maior que o genoma do
arroz, sendo um dos maiores entre as plantas cultivadas (ARUMUGANATHAN &
EARLE, 1991). Aproximadamente 95 a 99% deste genoma & composto por
seqliéncias nao transcritas consistindo principalmente de retrotransposons e DNA
repetitivo (ARUMUGANATHAN & EARLE, 1991, SANMIGUEL ET AL., 1996;
WENDEL, 2000; SANDHU & GILL, 2002). O restante 1 a 5% € a parte do genoma
denominada regides ricas em genes, organizadas em ilhas génicas variando em
tamanho e em quantidade de genes (MUHARREN et al., 2003). Devido a esta
complexa organizacdo genbmica, a melhor estratégia para a marcacao e

isolamento de genes em trigo envolveria técnicas que trabalham somente com a
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parte expressa do genoma ou diretamente nas regides ricas em genes. Uma das
técnicas amplamente utilizadas para este fim é baseada no uso de primers
degenerados desenhados a partir de motivos conservados na regido NBS dos
genes de resisténcia (KANAZIN et al., 1996; YU et al., 1996; SPIELMEYER et al.,
1998; COLLINS et al., 2001; CORDEIRO & SKINNER, 2002; HUETTEL et al.
2002; CORTESE et al. 2003; RAMALINGAM et al., 2003; WENKAI et al., 2006).
No entanto, quando se trabalha com genes que conferem resisténcia ampla e
duravel, esta técnica parece nao ser viavel, uma vez que estes genes parecem
nao apresentar regidoes NBS (LI et al.,1999).

Em trigo, foi desenvolvida uma série de linhagens diferenciais da cultivar
Thatcher contrastantes para genes de resisténcia a ferrugem da folha. Desta
maneira, a diferenga entre estas linhagens € minima, podendo estar quase que
exclusivamente na regido onde se encontra o gene transferido. Quando se
trabalha com a técnica de AFLP (Amplified fragment length polymorphism) (VOS
et al., 1995) na busca de marcadores moleculares associados a uma
caracteristica de interesse, identifica-se um grande numero de bandas
distribuidas aleatoriamente no genoma em estudo. A possibilidade de combinar o
uso de linhagens diferenciais, que apresentam diferencas minimas no genoma,
com a técnica de AFLP, podera permitir a identificacao de sequiéncias associadas
aos genes de interesse sem a necessidade de andlise de todo o genoma de
maneira rapida e mais precisa. Assim, este trabalho teve o objetivo de identificar
marcadores moleculares AFLP potencialmente associados aos genes de
resisténcia a ferrugem da folha em trigo, Lr13 e Lr34, utilizando linhagens

diferenciais contrastantes para estes genes.
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MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

Para a identificacdo de seqiiéncias potencialmente associadas aos genes
Lr13 e Lr34 pela técnica de AFLP, foram utilizadas trés linhagens diferenciais da
cultivar Thatcher e a cultivar BR23. A linhagem Thatcher-Lr13 possui 0 gene L3,
a linhagem diferencial Thatcher-Lr34 possui o gene Lr34 e a linhagem Thatcher-
L3+Lr34 possui ambos os genes. Estes genes foram transferidos para estas
linhagens por retrocruzamentos. O cultivar BR23 possui sete genes de resisténcia
em fase de plantula a ferrugem da folha e também os genes de resistémcia de
planta adulta L3 e L34 (ZOLDAN & BARCELLOS, 2002). Para o mapeamento
fisico das seqUéncias obtidas foi utilizada uma série de 18 linhagens
nulitetrassémicas da variedade Chinese Spring cedidas pelo Dr. John Flintham,

do John Innes Centre, Norwich, Reino Unido.

Extracao de DNA e AFLP

O DNA do cultivar BR23 e das linhagens diferenciais e nulitetrassémicas foi
extraido de acordo com o protocolo proposto por MURRAY & THOMPSON
(1980), com as seguintes modificacdes: aproximadamente 50 mg de tecido foram
macerados em nitrogénio liquido e, em seguida, adicionado 600 ul de tampao de
extracao (CTAB 1% (w/v), 1,4 mM NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8,0)
pré-aquecido a 65°C. O tecido foi incubado a 65°C no tampao de extragédo por 60

minutos. O DNA foi separado dessa solugédo através de uma solu¢do de fenol-
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cloroférmio: alcool-isoamilico (24:1) e centrifugagdo. O DNA foi precipitado em
etanol a -20°C, ressuspenso em TE (Tris HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM), tratado
com RNase A e, depois de seco, solubilizado em agua ultrapura. A quantificagao
do DNA foi feita em espectrofotdmetro (Spectronic® Genesys™). As reagdes de
AFLP foram conduzidas de acordo com Vos et al. (1995), com pequenas
modificacdes. Duzentas nanogramas de DNA de cada amostra (cultivar BR23 e
isolinhas Thatcher-L3, Thatcher-Lr34 e Thatcher-Lr13+Lr34) foram digeridos
separadamente com duas enzimas de restricdo, 5U Msel e 5U Pstl. Os
fragmentos gerados pela restricao foram ligados nos adaptadores Pst/ e Msel (25
uM do adaptador Msel e 2.5 uM do adaptador Pstl), usando um tampédo de
ligagdo contendo ATP, 1U de T4 DNA ligase e agua ultrapura para completar 50
ul. A pré-amplificacdo foi conduzida utilizando primers complementares aos
adaptadores Pst/ e Msel contendo uma base seletiva. A amplificagdo seletiva foi
conduzida também com primers complementares aos adaptadores Pstl e Msel, no
entanto com trés bases seletivas e utilizando como molde o produto da pré-
amplificacdo. Para amplificacdo seletiva foram utilizadas 60 combinagbes de
primers. Os fragmentos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida
6% e visualizados por coloracdo com nitrato de prata conforme protocolo “Silver

Sequence TM” da Promega Corporation.

Identificacao de fragmentos de interesse, clonagem e seqiienciamento
Para clonagem foram selecionados os fragmentos que apresentavam os
seguintes padrdes: padréo |) presenga em Thatcher L3, Thatcher Lr13+Lr34 e

BR23 e auséncia em Thatcher Lr34; padrao Il) presenca em Thatcher Lr34,
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Thatcher Lr13+Lr34 e BR23 e auséncia em Thatcher Lr13. Os fragmentos que
apresentaram cada um dos dois padrées foram extraidos do gel poliacrilamida,
reamplificados e clonados. Para a extragdo do fragmentos do gel estabeleceu-se
0 seguinte protocolo: umidificacao e retirada de parte do gel com o fragmento de
interesse com o auxilio de uma lamina estéril; embebimento em 10 ul de agua
ultrapura; esmagamento do gel contendo o fragmento e retirada do liquido
resultante do esmagamento. Para reamplificacdo, apds a etapa de purificagéao foi
feita uma PCR utilizando o protocolo de amplificagdo seletiva para AFLP. Nesta
reacao substituimos o DNA pelo liquido obtido no protocolo de purificagdo. Apés a
PCR, as amostras foram resolvidas em gel de agarose 3% e visualizadas por
coloragdo com brometo de etidio. As imagens foram digitalizadas por meio do
Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (EDAS, Kodak Digital
Science®). Para Clonagem, os fragmentos foram ligados no vetor pCR®2.1-
TOPQ® (Invitrogen). Em seguida, os vetores hibridos foram inseridos em células
competentes (E. coli, linhagem TOP10) por choque térmico. As células foram
crescidas por 16 horas em placas contendo meio LB/agar com ampicilina. Para
extracdo dos plasmideos, os clones selecionados foram crescidos em meio
liqguido com ampicilina por 16 horas. O seqlenciamento dos plasmideos foi
realizado pela técnica de terminacdo da cadeia e as sequiéncias de bases lidas

em sequenciador automatico (ABI 310, Applied Biosystems).

BLAST search, mapeamento in silico e mapeamento fisico
Apés obtidas as sequéncias, foi realizado BLASTn contra o banco de

nucleotideos e de EST (Expressed Sequence Tag ) (est-others) do NCBI (National
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Center for Biotechnology Information) e EBI (European Bioinformatics Institute). O
mapeamento in silico foi realizado por BLASTn contra o banco de sequéncias
mapeadas do GrainGenes (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml) e do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para o mapeamento fisico foi necessaria a
conversao dos marcadores AFLP em marcadores SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region). Para isto, foi desenhado um par de primer para
cada sequéncia utilizando o programa Primer3 (ROZEN & SKALETSKY, 2000).
Estes primers foram utilizados para determinar a localizacdo destas sequéncias
nos cromossomos por PCR utilizando 18 linhagens nulitetrassémicas. Para a PCR
com os marcadores SCAR uma solugdo contendo os seguintes componentes foi
preparada: tampao para PCR (Tris HClI 20 mM, KCI 50 mM), MgCl, (1,5 mM),
dNTP (0,8 mM de cada), primer direto (250 nM), primer reverso (250 nM), Taq
polimerase (1 U), DNA (60 ng) e agua ultrapura até completar um volume de 25
ul. A programacéo do termociclador foi: 3 min a 94°C, 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1
min a 60°C, 2 minutos a 72°C e um passo final de 10 min a 72°C. Apés a PCR, as
amostras foram resolvidas em gel de agarose 1,5% e visualizadas por coloragao
com brometo de etidio. As imagens foram digitalizadas por meio do
Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (EDAS, Kodak Digital

Science®).

Avaliacao do potencial das seqiiéncias identificadas como marcadores
moleculares
Para avaliar a potencialidade do uso destas sequéncias como marcadores

moleculares, os primers desenvolvidos para os marcadores SCAR foram
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avaliados por PCR no cultivar BR23, nas linhagens diferenciais Thatcher Lr13,

Thatcher Lr34 e Thatcher Lr13+Lr34. O protocolo de amplificacdo e as condigdes

da PCR foram de acordo com o estabelecido para o mapeamento fisico dos

SCARs.

RESULTADOS E DISCUSSAO

AFLP

As 63 combinagdes de primer AFLP utilizadas geraram aproximadamente

seis mil bandas. Destas, 19 bandas apresentaram os padrdes esperados sendo,

10 com padrao |, ou seja, presenga em
Thatcher-Lr13, Thatcher-Lr13+Lr34 e
BR23 e auséncia em Thatcher-Lr34 e
nove com padrado Il, ou seja, presenca
em Thatcher-Lr34, Thatcher-Lr3+Lr34
e BR23 e auséncia em Thatcher-L13
(Figura 1). A técnica de AFLP tem a
capacidade de gerar uma grande
quantidade de bandas e
conseqguientemente alto polimorfismo
(VOS et al., 1995). Em média, quando
comparando dois individuos da mesma

espécie, uma combinacao de primers é

capaz de gerar de 100 a 200 bandas,

+34

™ <
T Q
5 S
- -

T-Lr13

Paga/Mctc
Paga/Mcag
BR23

" Paga/Mctg

a b
Figura 1 — Gel de poliacrilamida com o padrao
das amplificagbes das combinagdes de
primers AFLP. a) Visdao geral de trés
combinagdes de primers. b) Aumento de uma
regidfo amplificada pela combinagédo de
primers Pacc/Mcgc mostrando uma banda de
150 pb

associada ao gene Lr3.

(seta) com potencial de estar
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sendo que o numero de bandas polimérficas tem sido em torno de 10% para trigo
e aveia (BOFF, 2006; BARBOSA et al., 2006). No trabalho aqui desenvolvido
obtivemos em torno de 100 bandas por combinagdo de primers. No entanto, a
porcentagem de bandas polimérficas foi inferior a 0.4%, o que era esperado
devido a grande similaridade entre as linhagens diferenciais. Apds purificacao,
reamplificacdo, clonagem e sequenciamento, das 19 bandas com padrao
esperado foram obtidas seqiiéncias com boa qualidade de 11, sendo, seis

potencialmente associadas ao gene Lr13 e cinco ao gene Lr34 (Tabela 1).

Tabela 1 — Combinagbes de primers derivados de AFLP que apresentaram padrao esperado e sua

localizagdo cromossémica pela andlise em nulitetrassémicos.

Combinacdao Thatcher-Lr13 Thatcher-Lr34 Thatcher-Lr113+Lr34 BR23 Cromoss.

Paaa/Mcac + - + + *
Paag/Mctg + - + + *
Paag/Mcca + - + + &
Pacc/Mcgc + - + + &
Paac/Mcag + - + + *
Pacc/Mctg + - + + *
Pacg/Mctg - + + + *
Pacc/Mcag - + + + *
Pacg/Mccg - + + + 3B
Paca/Mcgg - + + + *
Patc/Mcgg - + + + 3B

*amplificagdo em todas as linhagens ¥ nao amplificou

Mapeamento e Blast search

Cada SCAR desenvolvido para as 11 seqliéncias foi testado nas 18 linhagens
nulitetrassémicas com o objetivo de localizar fisicamente estes marcadores nos
cromossomos do trigo. Com esta estratégia foi possivel mapear dois SCARs

(Tabela 1), sendo ambos no cromossomo 3B. O gene Lr13 esta mapeado no
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cromossomo 2B (DYCK et al., 1966) e o gene Lr34 no cromossomo 7D (DYCK,
1987). Por estes SCARs estarem em cromossomos diferentes, podemos afirmar
que nao apresentam potencial de estarem associados a estes genes. Dois
SCARs nao apresentaram amplificacdo em nenhuma das linhagens.
Provavelmente isto ocorre por este cultivar ndo apresentar a regidao de
anelamento dos primers, uma vez que a cultivar no qual foram desenvolvidas as
linhagens nulitetrassdbmicas é diferente da que foi usada para a obtencado das
seqliéncias, podendo haver pequenas diferencas em seu genoma. Sete
sequiéncias apresentaram amplificagcdo em todas as linhagens. Estas sequéncias
podem estar em um dos trés cromossomos (2A, 4B, 6D) das linhagens
nulitetrassémicas ndo analisadas. A anadlise por BLAST contra o banco de
seqléncias mapeadas do GrainGenes e NCBI ndo identificou sequéncias
mapeadas com homologia significativa.

Com a comparacéao das sequéncias obtidas por BLASTn contra o banco de
nucleotidios e de EST (Expressed Sequence Tag) do NCBI, foi possivel
caracterizar as sequéncias de acordo com sua possivel fungdo (Tabela 2). Em
geral a técnica de AFLP amplifica aleatoriamente regides do genoma em estudo
(VOS et al., 1995). Considerando que as regides nao transcritas estdo geralmente
metiladas, o0 uso de enzimas sensiveis a metilacdo faz com que a técnica de
AFLP torne-se mais especifica para as regides transcritas (BLASZCZYK et al.,
2005). Em nosso trabalho usamos a enzima Pst | que é sensivel a metilagao. Isto
refletiu diretamente nos resultados: das 11 seqléncias, sete apresentaram
homologia com seqléncias previamente identificadas como expressas em trigo

(Tabela 2). Trés sequéncias apresentaram homologia com sequéncias
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previamente identificadas em bibliotecas de resposta a estresse abiotico. Duas
seqliéncias apresentaram homologia com sequéncias identificadas em bibliotecas
de resposta a doengas. A sequéncia amplificada com a combinagdo Pacg/Mccg
apresentou homologia com um canal de agua identificado em cevada e também
identificado em resposta a fusariose em trigo. JANTASURIYARAT et al. (2005),
analisando duas bibliotecas de ESTs de arroz, sendo uma biblioteca oriunda de
plantas inoculadas com o fungo causador da brusone e outra oriunda de plantas
nao inoculadas, identificou um canal de agua como sendo altamente induzido em
plantas inoculadas. MYSORE et al. (2003), analisando o perfil de expressdo em
plantas de tomate transgénicas super expressando o gene de resisténcia Pto em
resposta a bacteriose, identificaram quatro genes que codificam canais de agua
com expressivo aumento na expressdo. Estes dados sugerem que estes genes
estao diretamente relacionados com resposta a doenga, no entanto o papel exato
dos canais de agua na resisténcia ainda ndo foi elucidado. A sequéncia aqui
identificada, apesar de aparentemente apresentar fungdo na resisténcia a
doencgas, nao representa o loco ou parte do loco dos genes Lr13 e Lr34, uma vez
que esta sequéncia foi mapeada em cromossomos diferentes dos que encontram-
se estes genes. A sequéncia amplificada pela combina¢cao Pacc/Mcag apresentou
homologia com seqiéncias identificadas em bibliotecas de resposta a fusariose.
Esta sequiéncia, quando traduzida para aminodacidos, nao apresentou nenhum
cbédon de terminagdo, mostrando alto potencial de ser um gene. A realizacao de
BLASTp com a ORF (Open Reading Frame) identificada contra o banco de

proteinas do NCBI ndo apresentou homologia significativa. Ja contra o banco de
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proteinas do EBI, mostrou identidade de 84% com uma proteina hipotética de

arroz (acesso numero Q6Z371, e-value 3.8e-31).

Tabela 2 - Resultado do BLASTn contra o banco de nucleotideos e EST do NCBI

Combinacao Gene ou condicao Espécie E-value N° de acesso
Pacc/Mcge resposta a frio T. aestivum 1e-49 CV763775
Pacc/Mctg resposta a doenga T. aestivum 3e-22 CN011593
Paac/Mcag resposta a calor T. aestivum 2e-47 AJ603122
Pacg/Mctg resposta a frio e calor T. aestivum 4e-123 CA602658
Pacg/Mccg canal de agua H. vulgare 1e-39 AJ310639

resposta a doenca T. aestivum 4e-37 BQ903743
Pacc/Mcag EST T. aestivum 3e-79 BJ269059
Paaa/Mcac EST T. aestivum 0.0001 BJ247204
Paca/Mcgg - - - -
Patc/Mcgg - - - -
Paag/Mctg - - - -
Paag/Mcca - - - -

Analise do potencial do uso dos SCARS desenvolvidos como marcadores
moleculares

Dentre os 11 marcadores AFLP convertidos em marcadores SCAR, trés
(derivados das combinagbes Pacg/Mctg, Paca/Mcgg e Patc/Mcgg) mantiveram o
polimorfismo observado nos marcadores AFLP (Figura 2). O restante dos
marcadores SCARs desenvolvidos mostraram-se monomdérficos. A perda de
polimorfismo quando convertidos marcadores AFLP em PCR-especificos é
comum em cereais com genoma grande. BLASZCZYK et al. (2005) trabalhando
com trigo e utlizando a mesma estratégia, identificou marcadores AFLP
potencialmente associados a dez genes de resisténcia a ferrugem da folha. Apés
a conversao destes marcadores AFLP em marcadores PCR-especificos, somente

trés mantiveram o polimorfismo. Desde a primeira publicagdo sobre o
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desenvolvimento de marcadores AFLP em trigo (DONINI et al., 1997), poucos
trabalhos tém sido publicados relatando a conversao deste tipo de marcador em
marcador pcr-especifico (QU et al., 1998; SHAN et al.,, 1999; PARKER &
LANGRIDGE, 2000; PRINS et al., 2001; SMITH et al., 2002; GUO et al., 2003;
BLASZCZYK et al.,, 2005). PRINS et al. (2001) relatam que os fragmentos

amplificados por AFLP em trigo e cevada sdo os mais dificeis de serem

Thatcher LA3+1554

Thatcher £13
Thatcher L34

Figura 2 — Gel de agarose com o padrdao de amplificagcdo dos

—oe

200 pb marcadores SCARs nas linhagens isogénicas da cultivar
® Thatcher e no cultivar BR23. a, b e ¢ demonstra os marcadores

0 g%
160 phh. SCARs potencialmente associados ao gene Lr34. a) SCAR

derivado da combinagdo Pacg/Mctg. b) SCAR derivado da
combinacdo Paca/Mcgg. ¢) SCAR derivado da combinagéo
150 pb . " Patc/Mcgg.d) SCAR derivado da combinacdo Pacc/Mctg no
qual o polimorfismo observado no AFLP (presenca em Thatcher
L3, Thatcher L13+Lr34 e BR23 e auséncia em Thatcher

210 pb Lr34) nao foi transferido para o marcador SCAR.

convertidos em marcadores pcr-especificos, devido ao grande numero de
duplicagbes nestes genomas. Outra dificuldade em reproduzir o polimorfismo do
AFLP quando convertidos para marcadores pcr-especificos é que o polimorfismo
do AFLP esta baseado em insercoes, delegdes ou substituicoes de um a trés
nucleotideos. SHAN et al. (1999) concluiram que a conversao de marcadores
AFLP em PCR-especifico em trigo € um processo ineficiente, devido ao pouco
sucesso de conversao que obtiveram (de 16 marcadores somente trés foram

convertidos). SMITH et al. (2003) para ndao perderem o polimorfismo do marcador

73



AFLP durante a conversdo, desenharam o primer a partir da regidao do
polimorfismo do AFLP, o que resultou na eficiente transferéncia do polimorfismo
para o novo marcador PCR-especifico. Em nosso trabalho trés marcadores SCAR
mantiveram o polimorfismo observado no AFLP (Figura 2). O marcador derivado
da combinacdo Patc/Mcgg nao apresenta potencial de estar associado a nenhum
dos genes em estudo, isto por este marcador ter sido mapeado no cromossomo
3B e 0s genes Lr13 e Lr34 estarem em outros cromossomos. J& 0s marcadores
SCARs derivados das combinagcbées Paca/Mcgg e Pacg/Mctg tém grande
potencial de estarem associados ao gene Lr34. A Avaliagdo destes marcadores
em genotipos contrastantes para este gene no qual possui uma populagdo
segregante permitir4 a confirmagéo desta associagao.

A identificacdo em nosso trabalho de dois marcadores SCAR
potencialmente associados ao gene Lr34 demonstra que o uso de linhagens
diferenciais, combinada com a técnica de AFLP sensivel a metilacdo, é uma
estratégia eficiente para a exploracdo de regides ricas em genes em trigo e
identificacdo de seqUéncias expressas potencialmente associadas a resisténcia a

ferrugem da folha.
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INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) € uma espécie alohexapldide (2n=6x=42,
AABBDD) que contém trés gemomas homeodlogos. Sendo 35 vezes maior que 0
genoma do arroz, o genoma do trigo € o maior entre as plantas cultivadas
(ARUMUGANATHAN & EARLE, 1991). Aproximadamente de 95 a 99% deste
genoma é composto por seqliiéncias nao transcritas, consistindo principalmente
de retrotransposons € DNA repetitivo (ARUMUGANATHAN & EARLE, 1991;
SANMIGUEL et al., 1996; WENDEL, 2000; SANDHU & GILL, 2002). O restante, 1
a 5%, é a parte do genoma denominada regides ricas em genes e estas sao
organizadas em ilhas génicas variando em tamanho e em quantidade de genes
(ERAYMAN et al., 2004).

A incidéncia de doengas nas lavouras triticolas causa uma perda anual que
varia de 20 a 37% da produgdo mundial (PIMENTAL et al., 1997). Dentre as
doengas fungicas que causam maiores prejuizos a triticultura, esta a ferrugem da
folha do trigo, que é causada pelo fungo Puccinia triticina Erikss (ANIKSTER et
al., 1997). Comprovadamente a resisténcia genética é a maneira mais eficiente e
econémica de controle (ROELFS et al., 1992; BARCELLOS, 1994; MCINTOSH et
al., 1995).

Até o momento, mais de 50 genes que conferem resisténcia a doencas
(genes R) foram clonados em vérias espécies de plantas. Estes genes sao
classificados em cinco classes de acordo com a presenca de dominios
especificos (BAKER et al.,, 1997). A maior destas classes € a que contém os
genes que codificam para proteinas denominadas NBS-LRR. Estas proteinas

apresentam um dominio central conservado com sitios de ligacao a nucleotideos
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trifosfatados (dominio NBS) e um dominio C-terminal rico em repeticbes de
leucina (dominio LRR) (WENKAI et al., 2006). O dominio NBS apresenta seis
motivos: Quinase-1a (p-loop), quinase-2, quinase-3a, GLPL, RNBS-D e MHD
(HOMMOND-KOSACK & JONES, 1997, MEYERS et al., 1999). Dentre estes, os
motivos Quinase-1a (p-loop), quinase-2, quinase-3a sao 0S que possuem maior
nivel de conservacao apresentando as seguintes sequiéncias consenso; p-loop
GxxxGxGK(T/S)T, quinase-2 LxxxDDVW e quinase-3a GxxxxTxR. Apesar destes
motivos serem comuns a outras proteinas, as seqiéncias nas quais ocorrem e as
disposi¢des dos aminoacidos conservados sao unicas nos genes R (HOMMOND-
KOSACK & JONES, 1997, MEYERS et al., 1999). Em trigo, todos os genes
clonados ou caracterizados (Cre3, Yr10, L0, Lr21, Pm3b) apresentam a regiao
NBS com dominios conservados (LAGUDAH et al.,, 1997; SPIELMEYER et al.,
2000; FEUILLET et al., 2003; HUANG et al., 2003; YAHIAOUI et al., 2004).

Devido a observacao de que a maioria dos genes R clonados apresenta o
dominio NBS (37 dos 50 clonados até o momento), o desenho de primers
degenerados baseados em motivos conservados deste dominio tem sido
amplamente utilizado para amplificagdo em massa de RGAs (Resistance Gene
Analogues) em diversas espécies (KANAZIN et al., 1996; LEISTER et al., 1996;
YU et al., 1996; SPIELMEYER et al., 1998; MAGO et al., 1999; COLLINS et al.,
2001; CORDEIRO & SKINNER, 2002; HUETTEL et al., 2002; CORTESE et al.,
2003, WENKAI et al., 2006). Em trigo, DILBIRLIG et al., (2003) identificaram 220
RGAs utilizando data mining e uma metodologia de fingerprinting de RNA
modificada com uma combinacdo de primers poli-T e primers degenerados

obtidos a partir de motivos da regido NBS. O mapeamento de 164 destes RGAs
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revelou que estes encontram-se agrupados em 26 regioes diferentes do genoma,
regides estas onde também estdo mapeados 90 dos 110 genes de resisténcia
fenotipicamente caracterizados em trigo (DILBIRLIGI et al., 2004).

A potencial fungdo dos RGAs tem sido avaliada por analises genéticas.
Como resultado, varios RGAs tem se mostrado associados a locos que conferem
resisténcia a doencas em varias espécies (KANAZIN et al., 1996; YU et al., 1996;
SPIELMEYER et al., 1998; COLLINS et al., 2001; CORDEIRO & SKINNER, 2002;
HUETTEL et al. 2002; CORTESE et al. 2003; RAMALINGAM et al., 2003;
WENKAI et al., 2006), e muitos desses co-segregam com genes de resisténcia, o
que indica que representam parte funcional desses genes (LEISTER et al., 1996;
SHEN et al., 1998; GARCIA-MAS et al., 2001; BROTMAN et al., 2002; HUETTEL
et al., 2002, SHEN et al.,, 2002). Em trigo o primeiro gene de resisténcia a
ferrugem da folha (Lr21) foi clonado a partir de um marcador RGA que, em
estudos de segregacao, mostrava-se ligado ao gene (HUANG & GILL 2001). Apéds
clonado, comprovou-se que este RGA era parte funcional do gene (HUANG et al.,
2003). O mesmo ocorreu com um RGA identificado em alface, que foi
comprovado ser parte funcional do gene DM3 (SHEN et al., 2002). Esses
resultados demonstram a potencialidade da exploragdo destes dominios
conservados para isolar RGAs associados a resisténcia a doencas e desenvolver
marcadores moleculares para a selecao assistida.

Considerando a complexidade do genoma do trigo e, diante disto, a
necessidade de utilizar técnicas capazes de explorar diretamente as regides de

interesse neste genoma, este trabalho teve como objetivo a identificacdo e
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caracterizagdo de RGAs em trigo pela amplificagdo de regides conservadas

presentes nos genes de resisténcia, utilizando primers degenerados.

MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

O cultivar de trigo BR-23, que segundo ZOLDAN (1998) possui, além dos
genes Lr13 e Lr34, mais sete genes para resisténcia a ferrugem da folha (Lr26,
Lr27, Lr31, L, LA4b, Lr23, T2), foi utilizado para isolamento de RGAS utilizando
primers degenerados. Para as andlises moleculares, foram coletadas folhas
sadias e com sintomas de ferrugem de diversas plantas em todos os estagios de
desenvolvimento. Imediatamente ap6s a coleta, as folhas foram imersas em
nitrogénio liquido para posterior extragcdo de DNA e RNA. Uma série de linhagens
nulitetrassdmicas da variedade Chinese Spring foi utilizada para o mapeamento
fisico dos RGAs. Para a avaliagdo da potencialidade como marcador molecular,
20 RGAs (Tabela 3) foram avaliados em 32 cultivares de trigo (Figura 7). A
associacao dos RGAS com a resisténcia a ferrugem da folha foi realizada pela
analise em 45 linhagens de uma populagdo duplo-hapléde, previamente
fenotipada para o gene Lr26 em fase de plantula, e para resisténcia de planta
adulta. Esta populacao é derivada do cruzamento entre o cultivar de trigo BR-35
(portador dos genes Lr26, Lr23, L, Lr4b, L3, Lr34 e T3) e o cultivar IAC-13
(que nao possui nenhum gene de resisténcia). Esta populacao fui utilizada devido
nao haver uma populacéo oriunda de cruzamentos envolvendo a cutivar BR23, a

qual foi utilizada para a identificacao dos RGAs.
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Extracao de DNA e RNA e sintese de cDNA

O DNA das linhagens nulitetrassémicas da populagédo duplo-hapléide e dos
cultivares BR23, BR35 e IAC-13 foi extraido de coledptilos, de acordo com o
protocolo proposto por MURRAY & THOMPSON (1980), com as seguintes
modificagdes: aproximadamente 50 mg de tecido foram macerados em nitrogénio
liquido e, em seguida, adicionado 600 ul de tampao de extracdo (CTAB 1% (w/v),
1,4 mM NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8,0) pré-aquecido a 65°C. O
tecido foi incubado a 65°C no tampé&o de extragdo por 60 minutos. O DNA foi
separado dessa solugdo através de uma solugédo de fenol-cloroférmio: alcool-
isoamilico (24:1) e centrifugacdo. O DNA foi precipitado em etanol a -20°C,
ressuspenso em TE (Tris HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM) e tratado com RNase
A. Depois de seco, o DNA foi solubilizado em &gua ultrapura. A quantificacdo do
DNA foi feita em espectrofotdmetro (Spectronic® Genesys™). O RNA foi extraido,
utilizando plant RNA reagent (Invitrogen), de uma mistura de folhas do cultivar
BR23. Apos extraido, o RNA foi suspenso em agua ultrapura, quantificado em
espectrofotdmetro (Spectronic® Genesys™) e verificado a qualidade em gel de
agarose 0,9%. A sintese do cDNA foi realizada de acordo com o protocolo do kit
SuperScript Il (Invitrogen). Para sintese da primeira fita, foram utilizados trés
primers poli-T1g, sendo que cada primer foi ancorado com uma base seletiva (A ou
C ou G). Apds a sintese da primeira fita, a segunda fita foi sintetizada utilizando
como iniciadores os fragmentos de RNA presentes nas amostras, gerados pelo

tratamento do produto da primeira fita com RNAase H.

Data mining e desenho de primers degenerados
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Para amplificacdo dos RGAs em trigo foram utilizadoas trés combinacdes
de primers degenerados desenhados a partir de motivos conservados da regiao
NBS dos genes de resisténcia. Para o desenho da primeira e segunda
combinagcao de primers foi feita uma busca detalhada no NCBI (The National
Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de todas as
seqliéncias previamente identificadas em trigo como relacionadas com resisténcia
em trigo e com presenga do dominio NBS. A identificagdo e o alinhamento dos
motivos p-loop, quinase-2, quinase-3a e GLPL nas 50 seqléncias encontradas
foram realizados manualmente (Figura 1). A partir deste alinhamento foram
desenhados trés primers, sendo estes a partir dos motivos quinase-1a (p-loop),
quinase-2 e GLPL. As combinagdes do primer reverso derivado do motivo GLPL
com os primers diretos derivados dos motivos p-loop e quinase-2 (Figura 1) foram
utilizados para amplificacdo do DNA gendémico do cultivar BR23. A terceira
combinagao de primers foi obtida por YU et al., (1996) a partir do alinhamento dos
genes N de tabaco e RPS2 de Arabidopsis (Tabela 1). Este par de primers foi

utilizado para amplificagdo de DNA gendmico e cDNA da cultivar BR23.

PCR, clonagem e seqlienciamento

Para a PCR, o DNA e o cDNA foram diluidos em agua ultrapura na
propor¢cdo de 20 ng/ul. Uma solugdo contendo os seguintes componentes foi
preparada: tampao para PCR (Tris HClI 20 mM, KCI 50 mM), MgCl. (1,5 mM),
dNTP (0,8 mM de cada), primer direto (250 nM), primer reverso (250 nM), Taq
polimerase (1 U), DNA (60 ng) e agua ultrapura até completar um volume de 25

ul. A combinagéo de primers utilizada encontra-se na Tabela 1. A programacao do
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P-loop Kinase-2 Kinase-3a GLPLA

CRE3..219...S.6.5.G.K.S.T.L.A...74..... L.V.L.D.D.V.W...21...K.G.S.K.I.L.V.T.T.R...58... ..516
Lr2l..348...A.G.S.G.K.T.T.F.A...70..... L.I.L.D.D.L.W...19...K.G.S.K.I.L.V.T.A.R...56 ..553
LR10..200...A.G.L.G.K.T.T.L.A...65..... V.I.I.D.D.I.W...17...C.G.S.V.I.M.T.T.T.R...58 ..552
07....202...6.G.L.G.K.T.T.L.A...68...F.I.L.I.D.D.I.W...16...C.G.S.R.V.I.A.T.T.R...54 ..417
08..... 90...A.G.S.G.K.T.T.F.A...69...L.L.I.L.D.D.L.W...20...K.G.S.K.I.L.V.T.A.R...55 ..529
09..... 90...A.G.S.G.K.T.T.F.A...69...L.L.I.L.D.D.L.W...20...K.G.S.K.I.L.V.T.A.R...55 ..529
10....218...5.6.5.G.K.S.T.L.A...73...L.L.V.L.D.D.V.W...21.. . K.G.S.K.I.L.V.T.T.R...57 ..520
12....203...6.6.L.G.K.T.T.L.A...68...F.I.V.I.D.D.I.W...16...C.D.S.R.V.I.T.T.T.R...54 ..449
17...... 2...6.6.V.G.K.T.T.L.A...65...L.L.I.L.D.D.V.D...16...L.G.S.R.V.I.I.T.T.R...54 G.L.P.L.A .1
18...... 2...6.6.V.G.K.T.T.L.A...65...L.L.I.L.D.D.V.D...16...L.G.S.R.V.I.I.T.T.R...54 G.L.P.L.A
19...... 2...6.6.V.G.K.T.T.L.A...65...L.L.I.L.D.D.V.D...16...L.G.S.R.V.I.I.T.T.R...54 G.L.P.L.A....1
34..... 97...G6.G6.8.G.K.S.T.L.A...79...L.L.V.L.D.D.V.W...21...R.G.S.K.I.L.V.T.T.R...57 ..389
35....210...G6.G.L.G.K.T.T.L.A...68...L.I.V.L.D.D.I.W...22...G.S.R.I.I.A.V.T.Q.T...57 G.L.P.L.A..728
36....202...6.G.L.G.K.T.T.L.A...68...F.I.L.I.D.D.I.W...16...C.G.S.R.V.I.A.T.T.R...54 ..417
37....423...6.G.L.G.K.T.T.V.V...55...L.I.V.L.D.D.L.S...16...T.S.S.R.I.I.V.T.T.R...60 G.L.P.L.A..583
38....207...6.G.L.G.K.T.T.L.A...62...L.L.V.L.D.D.V.W...19...M.G.S.A.V.L.T.T.T.R...56... .1039
41....202...6.G.L.G.K.T.T.L.A...68...F.I.L.I.D.D.I.W...16...C.G.S.R.V.I.A.T.T.R...54... ..452
42.......... G.G.V.G.K.T.T.L.V...70...V.L.V.L.D.D.V.W...15.. .K.L.G.R.I.I.F.T.S.R...57.. 1
45.......... G.G.V.G.K.T.T.L.V...66...L.L.V.M.D.D.M.W...20...K.G.C.M.V.L.A.T.T.R...56.. 1
46.......... G.G.V.G.K.T.T.L.T...72...L.L.V.L.D.D.V.W...18...K.G.S.R.I.V.V.T.T.R...56.. 1
13....214...6.G.L.G.K.T.T.L.A...62...L.L.V.L.D.D.V.W...18...5.G.S.A.V.L.T.T.A.R...17

26...... 5...8.G.W.G.K.T.T.F.A...69...F.L.I.L.D.D.L.W...20...K.G.S.K.I.L.V.T.A.R...39

27...... 5...8.G.R.G.K.T.T.F.A...67...F.L.I.L.D.D.I.W...20...K.G.S.K.I.L.V.M.T.R...32

30.......... G.G.V.G.K.T.T.L.Vv...73...L.I.V.L.D.D.V.W...15.. .H.G.S.R.V.M.I.T.T.R...62..

47. ... ..., G.G.V.G.K.T.T.L.A...67...L.L.V.L.D.D.M.W...20...5.G.C.M.I.L.A.T.I.R...43

22...... 2...6.6.V.G.K.T.T.L.A...72...L.I.V.L.D.D.V

23...... 2...6.6.V.G.K.T.T.M.V...65...L.I.V.L.D.D.V

25. . e G.K.T.T.L.A...68...L.L.V.L.D.D.I.W...21...R.G.S.K.I.L.A.T.S.R...39

- T.T.L.A...71...F.L.V.L.D.D.I.W...22...E.G.S.K.I.L.V.T.S.R...38

16...... 2...G.G.V.G.K.T.T.L.A...92. ... cttiiirrrrnnnnnnnnnns P.G.S.R.V.M.I.T.T.R...54 G.L.P.L.A
20...... 2...G.G.V.G.K.T.T.L.A...92. ... .. ttiiirrrrnnnnnnnnnns P.G.S.R.V.M.I.T.T.R...54 G.L.P.L.A 1
24...... 2...6.6.V.G.K.T.T.L.V...84

21...... 2...6.6.V.G.K.T.T.L.V...79

11..... 201..6.6.L.G.K.T.T.I.A...68

14..... T F.I.V.I.D.D.L.W...16...S.C.S.R.I.I.T.T.T.Q...58 G.L.P.L.A 60
29..... B L.I.V.L.D.D.V.W...15...H.G.S.R.V.M.I.T.T.R...67...G.L.P.L.A
e I.L.D.D.V.W...21...R.G.S.K.I.L.A.T.S.R...61.. 78
e I.L.D.D.V.W...21...R.G.S.K.I.L.A.T.S.R...61.. 78
A I.L.D.D.V.W...21...K.E.S.K.I.P.V.T.T.R...57.. 78
- I.L.D.D.V.W...21...K.G.S.K.I.L.V.T.T.R...57.. ...78
40...... 0 L.L.V.L.D.D.V.W...23...V.G.S.K.I.L.V.T.S.R...60.. ..230
L I.L.D.D.V.W...21...K.E.S.K.I.L.V.T.T.R...57.. 78
L I.L.D.D.V.W...21...R.G.S.K.I.L.A.T.S.R...61.. 78
01...... 7 T L.L.V.L.D.D.V.W...21...R.G.S.K.I.L.V.T.T.R...56

02...... 0 L.L.V.P.D.D.V.W...23...V.G.S.K.I.L.V.T.S.R...52

03...... 2 T L.L.V.L.D.D.V.W...21...R.G.S.K.I.L.V.T.T.R...41

04...... B L.L.V.L.D.D.I.W...23...V.G.S.K.V.L.V.T.S.R...59

05..... - 7 27
06..... 2 G.L.P.L.S 32

Figura 1- Alinhamento da regido NBS de 50 seqiiéncias identificadas no NCBI como sendo de
genes de resisténcia ou RGAs identificados em trigo e espécies afins demonstrando os motivos
conservados p-loop, quinase-2, quinase-3a e GLPLA. Os nimeros entre pontos indicam o nimero
de aminoacidos antes, depois e entre os motivos. As setas indicam as regides amplificadas com

as combinagodes de primers |, Il e lll que sao mostradas a esquerda das setas.

termociclador foi de 3 min a 94°C, 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55 °C, 2
minutos a 72°C e um passo final de 10 min a 72°C. Ap6s a PCR, a reacao foi

dividida em duas aliquotas. A primeira foi utilizada para visualizacdo dos
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fragmentos em gel de agarose 1,5% (Figura 2) e a segunda aliquota foi utilizada
para clonagem. Para clonagem os fragmentos foram ligados no vetor pCR®2.1-
TOPO® (Invitrogen), em seguida, os vetores contendo os fragmentos foram
inseridos em células competentes (E. coli, linhagem TOP10) por choque térmico.
As células foram crescidas por 16 horas em placas contendo meio LB/agar com
ampicilina. Foram obtidas trés mini-bibliotecas, PGT/KGT (composta por
seqliéncias genbmicas obtidas com a combinacdo de primers | e IlI), RGA
(composta por sequiéncias genémicas obtidas com a combinagao de primers lll) e
eRGA (composta por sequéncias expressas obtidas com a combinacdo de
primers lll). A caracterizagcdo destas mini-bibliotecas de RGAs foi realizada pela
PCR utilizando um par de primers que flanqueia o sitio de clonagem. Para o
sequenciamento foram selecionados as colénias com fragmentos entre 200 e 500
pb. O sequenciamento foi realizado no Laboratério ACTGene (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS), utilizando seqtienciador automatico

(ABI 310, Applied Biosystems).

Tabela 1- Primers utilizados para amplificagdo de RGAs no cultivar de trigo BR23.

Primer Seqiiéncia degenerada* 5°-3° Motivo Combinado com
NBS-F1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC  p-loop NBS-R1

NBS-R1 YCTAGTTGTRAYDATDAYYYTRC quinase-3a  NBS-F1

P-LOOP-F NSNGGNNBDGGNAARWCNAC p-loop GLPLA-R

QUINASE-2-F  HDYNTNNTVTNNHNGATGA quinase-2  GLPLA-R

GLPLA-R ABNNNNNHDRHDGCNADDGG GLPLA P-LOOP-F e quinase-2-F

* degeneracdo de acordo com a codificagdo da IUPAC, R= A/G, Y= T/C, S= G/C, W= T/A, H= T/A/C, B=
T/G/C, D= T/A/G, V= A/G/C, N= T/A/G/C
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BLAST search, identificacao de motivos e analise filogenética

Todos os passos descritos a seguir foram realizados individualmente para cada
mini-biblioteca e em seguida com todas juntas. O primeiro passo apos a obtengéo
das sequéncias foi a montagem de contigs para verificar a presenca de
seqliéncias repetidas. Este passo foi realizado utilizando o programa BioEdit
7.0.5.2. Apéds obtidas as sequiéncias Unicas de cada mini-biblioteca, foi realizado
BLASTn contra o banco de nucleotideos e EST (est-others) do NCBI. A
identificacdo de motivos nas sequéncias foi realizada utilizando o programa
MEME (TIMOTHY & ELKAN, 1994) e visualmente. Para a andlise filogenética
foram incluidas, juntamente coma as sequéncias identificadas, 18 sequéncias de
genes de resisténcia e RGAs previamente identificadas em trigo, para facilitar a
identificacdo de sequéncias com homologia a genes de resisténcia (Figura 5).
Para construgcéo das arvores filogenéticas foi utilizado o método Neighbor-Joining
usando a identidade das sequéncias geradas pelo alinhamento multiplo realizado
pelo programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994). A formatacao das arvores foi

realizada pelo aplicativo JalView (CLAMP et al., 2004).

Mapeamento e avaliacao do potencial dos RGAs como marcador molecular

Com base nas analises realizadas, 20 (Tabela 3) RGAs foram escolhidos
para amplificacdto em 32 cultivares de trigo (Figura 7) e avaliacdo da
potencialidade como marcador molecular. Para cada um destes RGAs foi
desenhado um par de primers utilizando o programa Primer3 (ROZEN &
SKALETSKY, 2000). Os primers que apresentaram polimorfismo entre os

cultivares BR-35 e IAC-13 foram avaliados na populagdo segregante destes
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cruzamentos. Para o mapeamento, todos os pares de primers foram avaliados em

18 linhagens nulitetrassdmicas da variedade de trigo Chinese Spring.

RESULTADOS E DISCUSSAO

PCR e construcao de mini-bibliotecas

A amplificacdo de DNA gendmico utilizando a combinagao de primers | e Il

apresentou um arraste muito forte com fraca definicdo de banda (Figura 2a),

evidenciando uma degeneracdo muito elevada dos primers. Na amplificacdo de

DNA Genb6mico utilizando a combinagéao de primers 1l foi observado arraste, no

entanto com definicdo de banda em
torno de 250 pb, o que é o tamanho
esperado quando utilizados primers
derivados dos motivos p-loop e
quinase-3a (Figura 2b). A amplificagéo
na qual foi utilizada a combinagédo de
primers 1ll e cDNA praticamente néo
apresentou arraste e resultou em uma
boa definicdo de bandas (Figura 2c). A
presenca de arraste tem sido comum
quando utilizado DNA  gendmico
(KANAZIN et al., 1996; LEISTER et al.,
1996; YU et al., 1996). Isto se deve a

grande quantidade de seqiéncias que

apresentam estes motivos conservados
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Figura 2 — Padrdao de amplificagdo das
combinagées de primers degenerados
utilizados para amplificagdo de RGAs na
cultivar de trigo BR23. a) amplificagcao de
DNA genbmico com a combinagdo de
primers |. b) Amplificagdo de DNA
gendmico com a combinagdo de primers
lll. ¢) amplificaggo de cDNA com a
combinacdo de primers Ill. M indica o
marcador de peso molecular DNA ladder
100pb.
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no genoma, no entanto a ordem e distancia entre estes motivos encontram-se
distribuidas aleatoriamente. Isto é comum em sequéncias néo codificadoras que
se encontram em regides genbémicas onde ocorrem 0s genes de resisténcia
(MICHELMORE & MEYERS 1998, STEIN et al., 2000; GRAHAM et al., 2002; WEI
et al., 2002; YAHIAQUI et al., 2004; KUANG et al., 2004; VALLEJOS et al., 2006).
O uso de cDNA permitiu eliminar grande parte deste arraste por amplificar
somente a parte expressa das seqliéncias que apresentam o dominio NBS
tornando a amplificagdo mais seletiva (Figura 2c).

Para cada combinagdo de primers utilizada foi construida uma mini-
biblioteca. Com as combinagdes de primers | e Il (Figura 1), utilizando DNA
gendmico da cultivar BR23, foi construida a mini-biblioteca PGT/KGT. Desta mini-
biblioteca, foram sequenciados 20 clones da combinagao de primers | e 10 clones
da combinacdo Il. Ap6s a eliminagdo de seqiéncias com baixa qualidade de
seqlienciamento e repetidas restaram 15 seqiéncias da combinagdo | e 5 da
combinagado Il. A mini-biblioteca RGA, construida com seqiéncias genbémicas
amplificadas pela combinagdo de primers Ill (Figura 1), gerou 65 sequéncias.
Ap6s a eliminagdo de sequéncias com baixa qualidade de sequenciamento e
repetidas, restaram 27. Com a combinagéo de primers Il (Figura 1) e utilizando
cDNA do cultivar de trigo BR23 foi construida a mini-biblioteca denominada
eRGA. Desta mini-biblioteca foram sequienciados 96 clones. Apds a eliminacao de

seqliéncias com baixa qualidade de seqlienciamento e repetidas, restaram 43.

Identificacao de motivos
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Com a andlise de motivos, as sequiéncias obtidas foram classificadas em

sete grupos de acordo com o padrdo de motivos presentes (Figura 3). O grupo |

foi composto por sequéncias
com p-loop, quinase-2 e
quinase-3a. Neste grupo foram
incluidas 12 sequéncias, sendo,
duas da mini-biblioteca
PGT/KGT, sete da mini-
biblioteca RGA e trés da mini-
biblioteca eRGA. O grupo Il foi
composto por seqiiéncias com p-
loop e quinase-3a. Neste grupo
foram incluidas 22 seqUéncias,

sendo 10 da mini-biblioteca RGA

I -——-
N —.
n ———-
v —
v {1
vi llll——-

Bl ploop M kinase-2 [ kinase-3a

Figura 3 - Grupos formado pelas seqiiéncias de
acordo coma a presenga e auséncia dos motivos
conservados na regiao NBS. O numero a esquerda
indica o grupo. As setas indicam a dire¢cdo em que
0 motivo ocorre. A analise dos motivos foi realizada

com o auxilio do programa MEME e visualmente.

e 12 da mini-biblioteca eRGA. O grupo Il foi composto por seqiiéncias com p-loop

e quinase-2. Neste grupo foram agrupados oito sequéncias, sendo trés da mini-

biblioteca RGA e cinco da mini-biblioteca eRGA. O grupo IV foi composto por

sequéncias somente com p-loop. Neste grupo foram incluidas sete sequéncias,

sendo duas da mini-biblioteca RGA e cinco da mini-biblioteca eRGA. O grupo V

foi composto por sequiiéncias somente com quinase-3a. Neste grupo foram

incluidas 12 seqléncias, sendo cinco da mini-biblioteca RGA e sete da mini-

biblioteca eRGA. Finalmente, o grupo VI foi composto por seqiéncias com

quinase-2 e quinase-3a e sequéncias com somente 0 motivo quinase-2. Neste

grupo foram incluidas 18 sequéncias, sendo todas da mini-biblioteca PGT/KGT. A
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distribuicdo em porcentagem das grupos formados de acordo com a presenga ou
auséncia de motivos encontra-se na Figura 4.

A analise dos motivos presentes nas sequéncias da mini-biblioteca
PGT/KGT mostrou que a maioria destas ndo apresentava todos os motivos
esperados. Todas as sequiéncias de ambas as combinacdes de primers utilizadas

para construir esta mini-biblioteca deveriam apresentar um motivo GLPLA uma

@ Grupo | - p-loop + k2 + k3
. 15%
23%

@ Grupo Il - p-loop + k3

O Grupo Il - p-loop + k2

289 o Grupo IV - p-loop
O,
15% °
m Grupo V - k3
9 @ Grupo VI - k2 + k3 e k2
% 0% P

Figura 4 - Distribuicdo em porcentagem das seqliéncias obtidas de acordo com a presenga ou

auséncia de motivos conservados. A identificagdo dos motivos foi realizada pelo programa

MEME e visualmente. p-loop = motivo p-loop; k2 = motivo quinase-2 e k3 = motivo quinase-3a.
vez que um dos primers utilizados em ambas combinagbes foi desenhado
baseado neste dominio (Figura 1). A auséncia deste motivo pode ser explicada
pelo fato deste motivo ter sido eliminado durante a formatacdo das sequéncias,
uma vez que ele esta no final da seqiéncia onde a qualidade de sequienciamento
geralmente € baixa. No entanto, esta hipdtese ndo € aplicavel a todas as

seqliéncias, pois algumas sequéncias sdo pequenas e com boa qualidade de

seqlienciamento. A segunda explicagdo, e mais provavel, é que este motivo ndo é
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comum em trigo. DILBIRLIG et al. (2004) clonou e sequUenciou 220 RGAs
expressos em trigo e apds analisar os motivos nestes RGAS observou que o
motivo GLPLA estava presente em um numero muito baixo de sequéncias. Estes
autores concluiram que primers degenerados desenhados a partir deste motivo
nao sao eficientes para a amplificacdo de RGAs em trigo corroborando com os
dados aqui obtidos. Todas as seqguéncias obtidas com a combinagao I, com
excecao das sequiéncias PGT2 e PGT10, além de nao apresentarem o motivo
GLPLA também nao apresentaram o motivo p-loop, do qual um dos primers foi
desenhado. A andlise visual destas sequéncias revelou a presenga do um motivo
myristyl que apresenta aminoacidos comuns ao motivo p-loop. Desta maneira,
este motivo compete com o motivo p-loop e tem vantagem no anelamento do
primer. Esta amplificagao inespecifica ocorreu provavelmente pelo primer p-loop
possuir um grau elevado de degeneracdo (Tabela 1). Todas as sequéncias
obtidas com a combinagéo de primers Il (Figura 1) apresentaram, no minimo, um
dos motivos dos quais foram desenhados os primers, comprovando a
especificidade destes (Figura 3).

Em todas as combinagcbes de primers utilizadas (I, Il e Ill) foram
observadas sequéncias que apresentavam o0 mesmo motivo em ambas
extremidades (Figura 3). Isto ocorre por haverem regides genémicas onde 0s
sitios de anelamento de um primer ocorrem proximos em ambas as fitas do DNA,
porém em sentido oposto (Figura 3). Assim, pode ocorrer 0 anelamento do primer
nos dois sentidos, promovendo a amplificacdo. Nas sequéncias obtidas com a
combinacao de primers Il isto € mais visivel, pois a maioria apresentou motivos

quinase-2 em ambas extremidades (Figura 3 grupo VI). As regides contendo

92



genes de resisténcia em plantas apresentam uma estrutura de sequUéncias que
facilita este tipo de amplificacdo. Estas regides, além de possuirem 0s genes
funcionais, possuem também sequéncias altamente similares a genes de
resisténcia, no entanto nao funcionais (MICHELMORE & MEYERS 1998, STEIN
et al.,, 2000; GRAHAM et al., 2002; WEI et al., 2002; YAHIAOUI et al., 2004;
KUANG et al.,, 2004; VALLEJOS et al., 2006). Nestas sequiéncias ocorrem 0s
mesmos motivos conservados encontrados em genes de resisténcia, no entanto
estes nem sempre respeitam a ordem encontrada nos genes de resisténcia
funcionais, devido a recombinacdes desiguais, insercbes de transposons e
mutagdes (DICKINSON, 2003, TROGNITZ & TROGNITZ, 2005). DILBIRLIG et al.
(2003), também trabalhando com RGAS em trigo, relatam a auséncia de alguns
motivos e a ocorréncia de motivos em ordem trocada em parte dos RGAs por eles

identificados.

BLAST search e identificacao de motivos

A comparagédo das sequiéncias obtidas por BLASTn contra o banco de
nucleotidios do NCBI revelou seqiéncias com partes homologas a transposons
tanto nas mini-bibliotecas de DNA gendémico quanto de cDNA. Esta observagao
tem sido comum neste tipo de seqiéncia, uma vez que os transposons estdo em
todos os clusters de resisténcia caracterizados até o momento e intimamente
relacionados com a evolucao dos genes de resisténcia (RONALD, 1998; SONG et
al., 1998; MICHELMORE & MEYERS 1998, STEIN et al., 2000; GRAHAM et al.,
2002; WEI et al., 2002; MEYERS et al., 2003; YAHIAOUI et al., 2004; KUANG et

al., 2004; VALLEJOS et al., 2006). Estas sequéncias contendo transposons foram
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descartadas das préximas analises. O BLASTn contra o banco de EST do NCBI
permitiu identificar as sequéncias com homologia a sequéncias previamente
identificadas como expressas em trigo (Tabela 2) e em que condicdo foram
isoladas.

Varias sequéncias foram identificadas como expressas por BLASTn EST
em resposta a estresse bidtico e mapeadas por BLASTn nucleotideo em BACs
(Bacterial Artificial Chromosome) contendo genes de resisténcia previamente
identificados (Tabela 2). Muitas destas seqliéncias que apresentaram homologia
com sequUéncias expressas em resposta a estresse bidtico apresentam motivos
quinase. Além das proteinas NBS-LRR apresentarem este tipo de motivo, outras
proteinas, envolvidas principalmente em sinalizagdo, também os apresentam. As
sequéncias identificadas como expressas em resposta a estresses bibticos que
nao estio relacionadas diretamente com o reconhecimento de substancias do
patégeno parecem estar envolvidas em outras fungdes no processo de
resisténcia, dentre elas sinalizagdes em eventos tardios para potencializagdo da

expressao da resisténcia (DILBIRLIG et al., 2003).
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Tabela 2 — Caracterizagdo estabelecida pela analise no NCBI das seqliéncias oriundas do

cultivar de trigo BR23 amplificadas com primers degenerados desenhados a partir de motivos

conservados da regido NBS de genes de resisténcia. As linhagens sombreadas indicam as

seqliéncias mapeadas em regides contendo provaveis genes de resisténcia e previamente

identificadas como expressas em resposta a estresse biotico.

Seqliéncia Em Regiado R Em estresse Seqiiéncia Em Regiado R Em estresse
KGT1 + - RGA64 - +
KGT3 + - RGA65 + -
KGT6 - - eRGA003 + +
KGT9 + + eRGA006 + +
PGT1 - - eRGAO11c + +
PGT2 - - eRGA015 + -
PGT9 - - eRGA021 + -
PGT10 - + eRGA024 + +
RGAO03 + - eRGA029 + -
RGAO05 + + eRGA034 + +
RGA06 + - eRGA040 + -
RGAO08 + + eRGA042 + +
RGA11 + + eRGAO51c + -
RGA14 + + eRGA052 + +
RGA23 - - eRGA066 + -
RGA24 - - eRGA069 + -
RGA25 - + eRGA076 + -
RGA30 + + eRGA087 + -
RGA31 + - eRGA090 + -
RGA38 - - eRGA109 + +
RGA39 + + eRGA110 + -
RGA40 + + eRGA111 + +
RGA43 - - eRGA112 + +
RGA44 + - eRGA113 + +
RGA52 + + eRGA116 + +
RGA53 + + eRGA117 + +
RGA55 + - eRGA118 + -
RGA56 + - eRGA119 + +
RGA57 + - eRGA120 + -
RGA59 + - eRGA121 + -
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O Agrupamento pelo método Neighbor-Joining dividiu as seqiéncias em
dezesseis grupos (Figura 5). Quinze sequUéncias foram agrupadas no mesmo
grupo dos genes de resisténcia e RGAs utilizados, indicando grande potencial
para serem consideradas RGAs. Destas sequéncias, seis foram previamente
mapeadas por BLAST em BACs contendo genes de resisténcia. Dentre estas
seis, a sequiéncia eRGA042 apresentou homologia de 92% com um gene NBS-
quinase de Secale montanum (e-value 0.0, acesso numero AF320290) e de 92%
com um BAC de trigo onde foram caracterizados os genes Pst19, Lrr19, Tak19-1
e Lrk19 (e-value 2e-169, acesso numero AF325196), dentre outras sequéncias
relacionadas com resisténcia em outras espécies de plantas.

A andlise da sequéncia de aminoacidos da sequéncia eRGA042 revelou
uma ORF (Open Reading Frame) de 116 aminoacidos. A realizacdo de BLASTp
com esta ORF contra o banco de proteinas do NCBI revelou que esta apresenta
identidade de 42% com a proteina RPM1 de Arabidopsis thaliana que confere
resisténcia a Pseudomonas syringae (e-value 4e-21, numero de acesso
RPM1_ARATH). Esta identidade foi considerada baixa, uma vez que apresentou
92% de homologia com outras seqUéncias de resisténcia quando usada a
seqléncia de nucleotideos. No entanto, a realizacdo de WU-BLASTZ2 contra o
banco de proteinas do EBI (European Bioinformatics Institute) revelou que esta
ORF possui identidade de 92% com o gene de resisténcia Lrr19 de trigo (e-value
8.5e-51, acesso numero Q9ATQ8 WHEAT), 85% com o gene Lrr1 de cevada (e-
value 1.5e-45, acesso numero Q9SWT8 HORVU), 73% com o gene Lrri4 de
trigo (e-value 2.1e-39, acesso numero Q9ATQ3_WHEAT) e com diversas outras

sequliéncias de proteinas de resisténcia identificadas como expressas de outras
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Figura 5 - Arvore filogenética das sequiéncias identificadas construida pelo método Neighbor-
Joining usando a matriz de identidade das seqiiéncias geradas pelo alinhamento multiplo
realizado pelo programa ClustalW. Para facilitar a identificagdo das sequéncias com maior
homologia com seqiiéncias de genes de resisténcia foram utilizadas 18 seqliéncias previamente
identificadas em trigo e espécies afins relacionadas com genes de resisténcia. As setas indicam
as sequéncias para as quais foram desenhados primers especificos.
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espécies vegetais. O alinhamento parcial entre a ORF da seqiéncia eRGA42 com
a regiao correspondente dos genes Lrr19 e Lrr14 encontra-se na Figura 6. A
sequéncia KGT9 também apresenta uma ORF de 150 aminoacidos, no entanto o
BLASTp com esta ORF contra o banco de proteinas do NCBI e do EBI nao

identificou sequéncias com identidade significativa.
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Figura 6 — Alinhamento parcial da seqUéncia de aminodcidos dos genes Lrr19, Lrr14 e
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eRGA042. O numero acima das seqUéncias indica a posicdo do aminoacido baseado na
sequéncia do gene Lrr19. As seqiiéncias sublinhadas indicam os motivos conservados p-loop e
quinase-2.

Mapeamento e avaliacdo do potencial das sequéncias identificadas como
marcadores moleculares

Dentre as 20 sequéncias para as quais foram desenhados primers (Figura
5), oito foram mapeadas utilizando linhagens nulitetrassémicas (Tabela 3). Dentre
as oito seqiiéncias mapeadas, cinco estao presentes em um Unico cromossomo e
trés estdo, provavelmente, em mais de um cromossomo (Tabela 3). A presenca
de multiplas copias no genoma tem sido comum com marcadores derivados de
genes de resisténcia. GUIMARAES et al. (2005) testou doze RGAs derivados do
género Arachis em Arachis spp e como resultado observou que todas as
seqliéncias apresentaram mais de uma cépia no genoma. A presenca de

multiplas copias ocorre devido a evolucdo deste tipo de sequéncia estar
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intimamente relacionada com duplicagdes, insercées e delecbes mediadas por
transposons. Com excecdo da sequéncia RGA30, que foi mapeada no
cromossomo 5A, todas as outras seqUéncias mapeadas localizaram-se em
cromossomos onde ja foram mapeados genes de resisténcia a doencas (Tabela
3). Isto demonstra que essas seqlUéncias tem grande potencial de estarem

associadas a algum destes genes de resisténcia presentes nestes cromossomos.

Tabela 3 - Localizacdo cromossdmica dos primers derivados das seqiiéncias RGAs e ntimero de genes
para resisténcia a ferrugens mapeados nos respectivos cromossomos. O nimero entre parénteses indica o

nimero de genes de resisténcia a ferrugem da folha mapeados no cromossomo.

Primer Cromossomo Genes Primer Cromossomo Genes
RGAO8 - - eRGA113 - -
RGA14 4A 7(2) eRGA120 * -
RGA30 5A # PGTO09 - -
RGA48 2B 22 (4) PGT10 - -
eRGA006 3D 3(2) PGT13 1A 3(1)
eRGA029 - - PGT15 5B+ 3(D)
eRGAO11 - - PGT19 - -
eRGAO15 * - KGTO03 3D+ 312
eRGA042 4D+ 4(1) KGT06 * -
eRGA109 - - KGTO09 * -

-monomorfico *ndo apresentou amplificagdo #nenhum gene mapeado +presente em mais de um

Cromossomo

Dos 20 primers testados em 32 cultivares de trigo, sete apresentaram
polimorfismo, tendo potencial para uso como marcador molecular (Tabela 3).
Varios trabalhos tém demonstrado a associacdo de marcadores derivados de
RGAs a genes que conferem resisténcia a doencas (KANAZIN et al., 1996; YU et
al., 1996; LEISTER et al., 1996; SPIELMEYER et al., 1998; SHEN et al., 1998;
COLLINS et al., 2001; GARCIA-MAS et al., 2001; CORDEIRO & SKINNER, 2002;

HUETTEL et al. 2002, BROTMAN et al, 2002; HUETTEL et al., 2002;
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RAMALINGAM et al., 2003). Em trigo o primeiro gene de resisténcia a ferrugem
da folha (Lr21) foi clonado a partir de um marcador RGA, que em estudos de
segregacdo mostrava-se co-segregando com o gene (HUANG & GILL 2001).
Ap6s clonado, comprovou-se que este RGA era parte funcional do gene (HUANG
et al., 2003). Em trigo também, dois marcadores derivados de RGAs foram
identificados associados a locos de resisténcia a fusariose (CORTESE et al.,

2003; GUO et al., 2006), e outro ao gene Pm31, que confere resisténcia ao mildio
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Figura 7 — Padrao de amplificagdo em 32 cultivares de trigo do primer especifico desenhado a
partir da sequiéncia eRGA029. M indica o marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb. A seta a
esquerda da Figura indica a posi¢do de 200pb.

(XIE et al., 2004). Em nosso trabalho, os marcadores derivados das sequéncias
eRGA015 e eRGA029 apresentaram polimorfismo entre os gendtipos BR35 e
IAC-13. A avaliacdo destes primers na populacdo duplo hapléode deste
cruzamento revelou que o primer derivado da sequéncia eRGAO015 esta
segregando a 21 cM do gene Lr26, que confere resisténcia em fase de plantula a
ferrugem da folha e a 28 cM para resisténcia de planta adulta (Figura 8). A
maioria dos primers desenvolvidos a partir das sequéncias RGAs obtidas
apresentou polimorfismo entre outros cultivares contrastantes para genes de
resisténcia a ferrugem da folha. No entanto, n&o foi possivel avaliar a associagao

destes marcadores com estes genes, pois ndo ha uma populacdo segregante
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fenotipada para estes genes. A obtencao de populagdes segregantes para estes

genes permitira a analise da associa¢do destes marcadores com estes genes.
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Figura 8 — Padrao de amplificacdo do marcador derivado da sequéncia eRGAO015 nos
cultivares IAC13 e BR35 e em parte da populagao duplo-hapléde segregante para resisténcia a
ferrugem da folha derivada do cruzamento entre estes cultivares. a) Padrao de resisténcia (R) e
suscetibilidade (S) para resisténcia de planta adulta. b) Padrdao de resisténcia (R) e
suscetibilidade (S) em plantula conferida pelo gene Lr26. M indica o marcador de peso
molecular DNA Ladder 100 pb. A seta a esquerda de figura indica a posi¢éao de 310 pb.

Até o momento, aproximadamente mil RGAs foram identificados em
diversas espécies de plantas com a amplificacdo de DNA gendmico. Esta
abordagem tem se demonstrado trabalhosa por amplificar regides similares a
genes de resisténcia, mas que no entanto ndo sdo expressas € nao apresentam
relagdo com genes de resisténcia. Em nosso trabalho utilizamos DNA genémico e
cDNA para amplificagdo de RGAs. A estratégia na qual usamos cDNA gerou
seqliéncias altamente similares a genes de resisténcia ja clonados e marcadores

associados a resisténcia, indicando ser a estratégia mais eficiente, principalmente

quando se trabalha com genomas grandes como trigo e aveia.
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INTRODUCAO

As perdas causadas pela ferrugem da folha nas lavouras ftriticolas variam
de 10 a 30% anualmente (FAO 2006). O uso de resisténcia genética é
comprovadamente o método mais eficiente e econdmico para controle desta
doenca (MARASAS et al., 2003). A resisténcia a ferrugem da folha em trigo pode
ser especifica a raca e nao especifica a raca. A resisténcia especifica a raca é
monogénica, expressa em fase de plantula e tipicamente caracterizada pelo
processo de hipersensibilidade. Essa geralmente mantém-se efetiva por um
periodo muito curto pela alta presséo de selegdo que exerce sobre o patégeno
levar a rapida quebra da resisténcia (BARCELLQOS et al., 1997). A resisténcia nao
especifica a raca ou de amplo espectro € poligénica (em raros casos
monogénica), expressa em fase de planta adulta e na maioria das vezes nao
apresenta o processo de hipersensibilidade. Esse tipo de resisténcia nédo elimina
o patégeno completamente como ocorre no processo de hipersensibilidade e sim,
interfere na sua taxa de desenvolvimento e reprodugdo, permitindo a
sobrevivéncia do patdégeno, no entanto, mantendo-o em um nivel baixo no qual
ndo chega a causar dano significativo a planta. A grande vantagem desse tipo de
resisténcia esta no fato dela exercer uma presséo de selecdo menos intensa
sobre o patégeno e, conseqlientemente, ser capaz de conferir maior durabilidade
(JOHNSON, 1984).

Até o momento aproximadamente 50 genes que conferem resisténcia a
doencas em plantas foram clonados (HAMMOND-KOSACK & PARKER, 2003),
sendo que a maioria destes confere resisténcia especifica a raca. Os mecanismos

de resposta desencadeados nas plantas por estes genes tém sido intensamente
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estudados (VERONESE et al., 2003). As interagbes incompativeis (resisténcia)
resultam na produgao pela planta de uma série de sinalizadores secundarios, que
incluem espécies reativas de oxigénio, Oxido nitrico, acido salicilico, acido
jasménico e etileno. Estas moléculas sinalizadoras ativam os mecanismos de
defesa das plantas, que acabam por eliminar o patégeno. Estes mecanismos
incluem reposta por hipersensibilidade, reforco da parede celular e a sintese de
substancias antimicrobianas, como proteinas relacionadas a patogénese (PRPs)
e fitoalexinas (VERONESE et al., 2003). Aparentemente a diferenca entre a planta
resistente e a suscetivel esta relacionada a rapidez com que esta responde ao
ataque de patégenos. Em plantas resistentes, a expressao de genes de defesa é
mais rapida e mais intensa do que em plantas suscetiveis (MALECK et al., 2000;
MARTINEZ DE ILARDUYA et al., 2003, LI et al., 2006). Interessantemente, muitos
genes que sao ativados em resposta a estresse bidtico também séo ativados em
resposta a estresse abidtico (GLOMBITZA et al., 2004). Isto sugere que
provavelmente a especificidade da resposta esta nos primeiros genes ativados
durante a interacao planta-patégeno.

Os mecanismos moleculares da interacdo planta-patdégeno tém sido
extensivamente estudados em arabidopsis, tomate e arroz (MALECK et al., 2000;
XIONG et al., 2001; BITTNER-EDDY et al., 2003; MARTINEZ DE ILARDUYA et
al., 2003; MATSUMURA et al., 2003; JANTASURIYARAT et al., 2005; LI et al.,
2006). Em trigo, KRUGER et al. (2002) analisaram uma biblioteca de EST
(Expressed Sequence Tag) oriunda de espigas de trigo infectadas com fusarium.
Estes autores identificaram 2831 sequéncias, incluindo diversas seqiiéncias com

homologia a genes previamente relacionados aos mecanismos de resisténcia a
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doencas em outras espécies. No entanto, estes autores nao puderam afirmar que
estes genes sdo responsaveis pelos mecanismos de resisténcia em trigo, pois
ndo utilizaram nenhuma técnica capaz de separar genes de expressao
constitutiva da planta e genes induzidos pelo patégeno. LU et al. (2005),
analisando os mecanismos de resisténcia do trigo ao carvao por hibridizacao
subtrativa suprimida (SSH, do inglés Suppression Subtraction Hybridization)
identificaram 168 seqUéncias diretamente envolvidas nos mecanismos de
resisténcia. Dentre as seqiiéncias identificadas encontram-se seqiiéncias com
alta homologia a genes de resisténcia, proteinas PRPs, fatores de transcri¢ao,
proteinas de transferéncia de lipidios ndo-especificas, lipases, etc.

Com excecdo destes dois trabalhos em trigo, estes estudos tem sido
realizados em plantas dipldides e com resisténcia especifica a raga do tipo
monogénica. Pouco se sabe dos mecanismos envolvidos na resisténcia a
doengas em plantas polipléides e também na resisténcia poligénica nao
especifica a ragca. Em relacéo a ferrugem da folha do trigo, nenhum trabalho foi
publicado relatando os mecanismos de interagcdo. Diante disto, o trabalho aqui
desenvolvido teve o objetivo de identificar e caracterizar sequéncias envolvidas
nos mecanismos moleculares da resisténcia ndo especifica a raga a ferrugem da

folha do trigo.

MATERIAIS E METODOS
Material vegetal, inoculacao e coleta
Para as analises moleculares foram utilizadas linhagens recombinantes F»

do cruzamento entre o cultivar Toropi (com resisténcia nao especifica a raga a
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ferrugem da folha) e IAC 13 Lorena (suscetivel a ferrugem da folha). Para as
inoculagdes, foram selecionadas as trés linhagens mais resistentes e as trés
linhagens mais suscetiveis deste cruzamento. O uso desta estratégia diminui a
possibilidade de identificagdo de seqtiéncias nao relacionadas aos mecanismos
de resisténcia, mas diferencialmente expressas entre os pais (Toropi e IAC 13
Lorena) devido a diferencas fenotipicas existentes entre estes. A inoculagao foi
realizada com uma mistura de ragcas suspensas em 0leo mineral, em fase de
planta adulta. As condicdes de temperatura e umidade foram controladas a fim de
otimizar o estabelecimento da doenca. A coleta do material vegetal foi realizada
uma hora apo6s a inoculagdo. Apds inoculagdo e coleta do material vegetal, as
plantas foram mantidas em casa de vegetagdo para confirmacdo do

estabelecimento da doenca.

Extracao de RNA, sintese de cDNA, construcao da biblioteca e
sequenciamento

Para o isolamento do RNA total, o material vegetal foi reunido em dois
diferentes grupos. O primeiro constituiu-se do material vegetal oriundo das
linhagens resistentes e o segundo do material das linhagens suscetiveis. O RNA
total foi isolado separadamente de cada grupo, utilizando-se o sistema
“‘“CONCERT™ Plant RNA Reagent” (Invitrogen), de acordo com o protocolo
fornecido. O mRNA foi purificado utilizando o sistema de purificacdo NucleoTrap®
mRNA Purification Kit (BD Clontech). A sintese de cDNA foi realizada utilizando

“SMART™ cDNA Kits” (BD Clontech).
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Para identificacdo das sequéncias diferencialmente expressas, foi
empregada a técnica de hibridizagdo subtrativa suprimida (SSH) seguida por PCR
(DIATCHENKO et al., 1996; 1998) utilizando a tecnologia “PCR-Select™ cDNA
Subtraction Kit” (BD Clontech). A técnica baseia-se na hibridizacdo das amostras
tester, neste caso cDNA derivado das planta resistentes, com as amostras driver,
representadas pelo cDNA oriundo das plantas suscetiveis. Ao final dos ciclos de
hibridizacdo, sdo amplificados somente fragmentos presentes na amostra tester
que nao tém contrapartida no pool de fragmentos da amostra driver. Apés
realizada a SSH, os fragmentos foram clonados utilizando o "Topo TA Cloning Kit"
(Invitrogen). Os fragmentos foram ligados no vetor pCR “2.1-TOPQO* (Invitrogen) e
inseridos em células competentes (E. coli, linhagem XL1) por choque térmico. A
biblioteca de cDNA foi constituida de aproximadamente 800 clones, dos quais 200
foram selecionados aleatoriamente para sequienciamento. O sequenciamento foi
realizado no Laboratério ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto

Alegre, RS), utilizando sequenciador automatico (ABI 310, Applied Biosystems).

Analise in silico das seqliéncias

A formatacdo das seqiiéncias e a montagem de contigs foi realizada
utilizando o programa BioEdit 7.0. A predicdo da funcdo das seqiéncias foi
determinada pela comparacdao nos bancos de dados NCBI (National Center
Biotecnology Information) (http://www.ncbi.nim.nih.gov) e EBI (European
Bioinformatics Institute) (http://www.ebi.ac.uk/services), utilizando Blast search
(Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990). Para classificagéo

funcional das sequéncias foram utilizadas ferramentas disponiveis no KEGG,
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Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (http://www.genome.ad.jp/kegg) e
Prosite (http://www.expasy.org/prosite/). Para mapeamento in silico foi utilizada a
base de dados de EST mapeadas do NCBI e do GrainGenes

(http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml).

RT-PCR semi-quantitativo

Para confirmacao da expressao diferencial foram escolhidas 25 seqliiéncias
e analisadas por RT-PCR semi-quantitativo. Para cada sequéncia foi desenhado
um par de primers especifico utilizando o programa Primer3 (ROZEN &
SKALETSKY, 2000). Estes primers foram utilizados para amplificagéo utilizando o
cDNA derivado das plantas resistentes e suscetiveis. O cDNA de ambas as
amostras foi quantificado independentemente quatro vezes em espectrofotémetro
a fim de determinar a quantidade exata de cDNA em cada amostra. Para as
reagcdes de RT-PCR foi utilizado o seguinte protocolo: tampao para PCR (Tris HCI
20 mM, KCI 50 mM), MgCly (1,5 mM), dNTP (0,8 mM), primer direto (10 uM),
primer reverso (10 uM), Tag DNA polimerase (1 U), 66 ng de cDNA e agua
ultrapura para completar um volume total de 60 ul. As reag¢des foram levadas ao
termociclador no qual a programacao consistia de um passo inicial de 4 min a 94
°C seguidos de 23 ciclos de 1 min a 94 °C, 30 seg a uma temperatura que variava
de acordo com o primer utilizado e 30 seg a 72 °C. Apds 26 ciclos foi retirada uma
aliquota de 10 ul e assim sucessivamente de trés em trés ciclos até 35 ciclos. As
amostras foram resolvidas em gel de agarose 1,5% e visualizadas por coloracao
com brometo de etidio. As imagens foram digitalizadas através do

"Electrophoresis Documentation and Analysis System” (EDAS, Kodak Digital
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Science®). Para determinar a localizagdo destas seqiiéncias nos cromossomos do
trigo via PCR foram utilizadas 18 linhagens nuli-tetrassémicas do cultivar Chinese
Spring cedidas pelo Dr. John Flintham, do John Innes Centre, Norwich, Reino

Unido.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Construcao e caracterizacao da biblioteca de resisténcia a ferrugem da folha
A observacao do desenvolvimento da doenga nas plantas mantidas em
casa-de-vegetacao, apds a inoculacao e coleta de material, confirmou a eficacia
da inoculagdo. Apds formatagdo, das 200 sequéncias enviadas para
seqlienciamento, 70 apresentaram boa qualidade. Com a montagem de contigs,
foram obtidas 59 sequéncias unicas (Tabela 1). As sequéncias TRS061, TRS058
e TRSO059 apresentaram cinco, quatro e trés cépias, respectivamente, e as
seqliéncias TRS054 e TRS060 duas copias cada. Todas as outras seqiéncias

foram Unicas na biblioteca.

Caracterizacao funcional

A comparacao por BLAST indicou que 69% das seqiéncias obtidas
apresentam homologia com genes depositados em bancos de dados com funcao
conhecida (Tabela 1). Estas sequéncias foram classificadas em 11 classes
funcionais (Figura 1, Tabela 1). A maior classe, com 19% das sequéncias, foi a
que agrupou os genes codificadores de enzimas relacionadas aos processos de
sintese e processamento de proteinas. A potencializagdo da maquinaria de

sintese protéica € essencial para a sintese de proteinas e enzimas envolvidas nos
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mecanismos secundarios da resisténcia. Para a sintese de proteinas séo
necessarios aminoacidos e energia. Doze por cento das sequéncias identificadas
estdo envolvidas na producao de energia e 9% no metabolismo de aminoacidos
(Figura 1, Tabela 1). Outra importante classe funcional foi a envolvida na
transducdo de sinais, transportadores e comunicagao celular que representou
10% das seqléncias identificadas (Figura 1, Tabela 1). As outras classes obtidas
foram: metabolismo secundario (7%), regulacao transcricional (5%), Oxido
redutases (3%), citoesqueleto (3%) e proteina de resisténcia (2%) (Figura 1,
Tabela 1). Das seqUéncias restantes, 28% apresentaram homologia com
sequéncias previamente identificadas como expressas em trigo, no entanto sem
funcéo conhecida e, 3% nao apresentaram homologia significativa nos bancos de
dados (Figura 1, Tabela 1). A seguir sera discutido o potencial papel das
principais sequéncias de cada classe funcional identificada no processo de
resisténcia ndo especifica a ragca a ferrugem da folha em trigo e a interrelagéo

entre estas classes funcionais.

Tabela 1 - Anotacdo das seqiéncias diferencialmente expressas identificadas em resposta a
resisténcia ndo especifica a raga a ferrugem da folha no cultivar de trigo Toropi. * Homologia
identificada no NCBI, ® homologia identificada no EBI. " % * * Homologia com seqiiéncias
caracterizadas de trigo, arroz, arabidopsis e cevada, respectivamente. ° Mapeado no
GrainGenes, ® no NCBI e 7 com nulitetrassémicos. ¢ '® Cromossomo de trigo, arroz e cevada,
respectivamente.

Clone Homologia N2 acesso E-value Cromoss.

Metabolismo Secundario

TRS008 Squalene monooxygenase®’ Ta.7591 8e-75

TRS017  4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl Ta.10120 1e-117 289
diphosphate synthase®"

TRS046  putative s-adenosylmethionine synthetase®'  Ta.2752 3e-165 2AS 2BS

2DS 5DS*®

TRS048  S-adenosylmethionine decarboxylase, Ta.1058 3e-149 3pL>®

putative®’
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Tabela 1 (continuagéo)

Transducao de sinal, Transportadores e Comunicacao Celular

TRS005  Calmodulin binding®’

TRS026  Chitin elicitor binding protein®?

TRS003  Tetraspannin®’

TRS028 phosphate/triose-phosphate translocator
precursor®’

TRS045 integral membrane protein, putative""’1

TRS033  Nucleoporin p62 homolog protein®?

Sintese, Processamento e Degradacao de Proteinas

TRS009  30S ribosomal protein S5

TRS014 Proteasome subunit alpha type 5-13!

TRS025 dnad protein Ribosomal proteina’1

TRS036 putative pseudouridine synthase®’

TRS040 thioredoxin h (T. aestivum)

TRS006  Translation elongation factor 1 alpha-
subunit®’

TRS024 prenyl-dependent CAAX protease®’

TRS037 ATCPISCA: structural molecule®"

TRS004  ATP-dependent helicase®’

TRS034  Chaperone protein dnaJ-related-like®?

TRS052 protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc
ion binding®’

Citoesqueleto

TRS053 tubulin alpha-6 chain®"

TRS056  Actine®’

Regulacao Transcricional

TRS029 putative zinc finger POZ domain protein®’

TRS058 NAC domain-containing protein®’

TRS059 leucine zipper-containing protein

Metabolismo Primario/Energia

TRS031 cytosolic triosephosphatisomerase®”’

TRS038  acetyl-CoA synthetase®'

TRS042 putative component of cytochrome B6-F
complex®”’

TRS049 photosystem Il type | chlorophyll a b binding
protein®"

TRS061 ribulose-bisphosphate carboxylase small
unit"!

Ta.28363
Q1ESX3_ORYSA
Ta.34736
Ta.27728

Ta.1040
Q64075_9

Ta.10162
Ta.11971
Ta.25124

Ta.38633
Ta.31601
Ta.659

Ta.36622
Ta.22684
Ta.26274

Q6EPX0_ORYSA
Ta.16397

Ta.24248

Ta.1139
Ta.32044
Ta.9136
Ta.28257
Ta.27753
Ta.7578
Ta.861

Ta.22984

Ta.27923

3e-102
1.2e-15
2e-89
2e-51

0.0
3.1e-05

6e-79
2e-17
1e-104

2e-153
9e-88
1e-113
1e-133
7e-94
5e-69

1.9e-16
2e-81

0.0

6e-53

0.0

0.0

0.0

0.0

2e-150

1e-145

1e-76

2e-157

1AL 1BL
1DL%®

2pL5®

5B78

7AL 7BL
7DL2AL

2BL 2DL
6AS 6BS
6DS 5DL

1AL

7DS%8

2AS 2BS
2DS 3BS
3Ds®®

5DL%®

2B’"#®

2AS 2BS
2DS 5DS%®
3BLS®
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Tabela 1 (continuacgéo)

TRS007  Transaldolase®’ Ta.9372 1e-78

TRS020 NADP-specific isocitrate dehydrogenase®? 0s.12610 6e-85
Metabolismo de Aminoacidos

TRS032  alanine-glyoxylate aminotransferase®’ Ta.568 6e-94 3H"°
TRS050  anthranilate synthase alpha subunit®’ Ta.45924 8e-131

TRS057  sulfate adenylyltransferase®" Ta.47512 7e-60 489
TRS002  Glycine hydroxymethyltransferase®’ Ta.27135 2e-81 389
TRS023  Fumarylacetoacetate hydrolase®’ Ta.29359 8e-106
Oxiredutases

TRS044  ferredoxin-NADP+ reductase®’ Ta.1167 6e-157

TRS021  aldo-keto reductase/ oxidoreductase®" Ta.12015 4e-148

Proteina de Resisténcia

TRS001 Resistance protein®"’ Ta.26046 4e-73 5BL, 5DL%®
Expressa com funcao desconhecida

TRSO010 Expressed sequence *' Ta.3295 4e-95

TRS015 Expressed sequence *' Ta.47925 2e-115

TRS016 Expressed sequence al Ta.120 3e-111

TRS018  Expressed sequence ®' CD866321 3e-171

TRS019 Expressed sequence *' Ta.45007 1e-39 169
TRS022 Expressed sequence *' Ta.25544 4e-117

TRS027 Expressed sequence al Ta.38946 1e-52

TRS030 Expressed sequence al CAB689404 3e-35

TRS035 Expressed sequence al Ta.14072 5e-07

TRS041 Expressed sequence al Ta.12382 5e-85

TRS043 Expressed sequence al Ta.7722 2e-66

TRS047 Expressed sequence "’ CA729369 2e-51

TRS051 Expressed sequence al Ta.5131 8e-125

TRS054 Expressed sequence ad Hv.19583 2e-79

TRS055 Expressed sequence al Ta.19185 4e-19

TRS060 Expressed sequence al Ta.9750 6e-85

Sem homologia significante
TRSO011 No hits

TRSO012 No hits

Sinalizadores primarios da presenca do patégeno, possiveis genes de
resisténcia

A percepcgao da presenca do patégeno pela planta desempenha um papel
fundamental no processo de resisténcia (MONTESANO et al.,, 2003). Para os
genes que conferem resisténcia por hipersensibilidade especifica a raca a teoria

mais difundida, e com exemplos ja comprovados, € que ha uma interacao direta
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entre o produto do gene

de aviruléncia (Avr) do E}:pressaemt,m'/

28%

/

A9, Semn homologia

12% Metabalismo prima-
tio Energia

29 Proteina de
resisténcia

patdbgeno com o produto

T3 Metabolismo
sacurdaria

do gene de resisténcia da

planta (R), culminando na 3% Oid

redutases

2% Citoesqueleto

expressao da resisténcia

(BELKHADIR et al., 2004).

5% Regulagio
tranzrririnnal

v
. A . - 19%
Na reS|StenC|a nao Sirtese, processamznto /
e degredagdo dz proteiras 15
Transdugéo de sinal, transporta-
especifica é. raga néo se 3%, does, e comunicagio celuler
Metabolismo de
aminoacidos
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Provavelmente ha também a interagao de elicitores do patégeno com receptores
nas plantas, no entanto diferentes dos produtos dos genes Avr. Estes elicitores
sédo classificados como gerais (KAKU et al.,, 2006), podendo ser proteinas
secretadas e fragmentos da parede celular do fungo ou produtos da propria planta
originados pela degradagdo provocada pelo fungo. As plantas capazes de
reconhecer estes tipos de elicitores parecem ter uma resisténcia mais ampla, pois
este tipo de elicitor ndo é especifico a uma unica raca (MONTESANO et al.,
2003). Em nosso trabalho identificamos trés seqUéncias que apresentam
dominios trans-membrana, candidatas a sinalizadores primarios da presenca do
patégeno. A seqiéncia TRS026 apresentou homologia com um gene que codifica
uma proteina de ligacao a elicitor de quitina (Tabela 1). KAKU et al. (2006),

caracterizando as proteinas de ligagao a elicitor de quitina, observaram que estas
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proteinas fazem parte de um complexo sinalizador presente na membrana da
célula e é capaz de interagir com uma série de proteinas do citoplasma das
células. A sequéncia TRS003 apresentou homologia a uma tetraspanin (Tabela
1). A tetraspanin € uma proteina de membrana que, em humanos, é componente
essencial de uma rede envolvida na sinalizagcao do sistema imunolégico (LEVY &
SHOHAM, 2005). Em plantas pouco se sabe sobre as tetraspanin, mas parecem
estar diretamente relacionadas a transdugdo de sinal do meio externo para o
citoplasma da célula (BALUSKA et al., 2003). Tanto as proteinas de ligacédo a
elicitores de quitina quanto as tetraspanin sao capazes de interagir com uma série
de outras proteinas, dentre elas importantes sinalizadores secundarios como
proteinas G e proteinas quiinase (LEVY & SHOHAM, 2005; BALUSKA et al.,
2003). Em plantas, as proteinas G e quinases estdo diretamente associadas com
a transdugdo de sinais gerados pelos genes de resisténcia para o
desencadeamento do processo de resisténcia (DICKISON, 2003). Desta forma, as
sequéncias TRS0026 e TRS003 parecem desempenhar um papel fundamental na
percepgao do fungo causador da ferrugem no trigo e na sinalizagcao através de
proteinas G e quinase para desencadeamento dos mecanismos de resisténcia. A
sequéncia TRS045 também apresentou homologia a uma proteina integral de
membrana, porém sem funcdo conhecida. Interessantemente, o gene mlo, que
confere resisténcia ao mildio, semelhante a resisténcia a ferrugem da folha
conferida pelos genes presentes no cultivar Toropi, também é uma proteina
integral de membrana (BUSCHGES et al., 1997). Estes dados sugerem que estas

seqliéncias aqui identificadas, com homologia a proteinas integrais de membrana,
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podem estar desempenhando fungdées semelhantes a do gene mlo de cevada,
neste caso para resisténcia nao especifica a raga a ferrugem da folha em trigo.
Além destas trés seqléncias, que parecem estar diretamente associadas
ao reconhecimento do patégeno e serem fortes candidatas a compor parte dos
genes de resisténcia, a seqiéncia TRS001 apresentou homologia com uma
sequléncia identificada em arroz com dominios NBS-LRR caracteristicos de genes
de resisténcia. Desta maneira, esta seqiéncia também deve ter um papel

importante na resisténcia.

Sinalizadores secundarios, amplificacao de sinais para ativacao de
resisténcia sistémica adquirida

Na resisténcia especifica a raga (hipersensibilidade), em dicotileddneas,
logo apds o reconhecimento do patégeno pelos genes de resisténcia ocorre
aumento das concentragcbes citosdlicas de acido salicilico (AS) e explosao
oxidativa. O aumento das concentragdes de AS, no citosol, promove a
dissociacao da proteina NPR1 a monémeros que migram para o nucleo da célula,
levando a indugdo da resisténcia sistémica adquirida (RSA) (DESPRES et al.,
2003). Em monocotiledoneas, mesmo nao ocorrendo alteragbes nas
concentracdes de AS, ocorre a ativacao da RSA via NPR1 (KOGEL et al., 2005).
Estudos realizados em cevada, comparando a resisténcia especifica a raca e nao
especifica a raga, demonstraram que na resisténcia nao especifica a raca, além
de ndo haver mudancas nas concentracoes de AS, também parece ndao haver
estresse oxidativo em nivel tdo elevado, pois as enzimas caracteristicas de

resposta ao estresse oxidativo ndo apresentaram diferengas no padrdo de
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expressao em plantas com genes de resisténcia raga-nao-especifico (HEIN et al.,
2004). Desta forma, acreditamos que em monocotiledéneas, na resisténcia ndo
especifica a raga, a sinalizacao para desencadear os mecanismos de resisténcia
nao depende de alto estresse oxidativo e nem de mudancga nas concentracdes de
AS, como ocorre na resisténcia por hipersensibilidade e em dicotiledbneas.
Provavelmente, sinalizadores secundarios capazes de perceber sensiveis
mudancgas no potencial redoxi da célula, ou mesmo outros tipos de mudancas
ocorridas pela presenca do patégeno, devem desempenhar este papel neste tipo
de resisténcia. A sequéncia TRS005, identificada em nosso trabalho, pode estar
desempenhando esta fungcdo em trigo. Esta seqiéncia apresentou homologia a
uma proteina que se liga a calmodulina (Tabela 1). As calmodulinas sdo proteinas
que se ligam a célcio e desempenham importante papel na sinalizagédo. O calcio &
um dos sinalizadores mais importantes da célula. A mudanga nas concentragées
citosolicas de calcio esta diretamente relacionada com a ativacdo de diversos
genes envolvidos no metabolismo e nos mecanismos de resposta a estresses nas
plantas (SANDERS et al., 2002). Desta maneira, esta seqiéncia pode estar
relacionada a sinalizagao para desencadeamento dos mecanismos de resisténcia
modulada pela mudanga nas concentragdes citosdlicas de calcio.

Alguns genes de resisténcia dependem da interagdo com outros genes
para serem funcionais. Um exemplo é o gene Mla6 que confere resisténcia
especifica a raga ao mildio em cevada. Este gene necessita de dois outros genes
(Rar1 e Sgt1) para ser funcional. O gene Rar1 codifica uma proteina de ligagéo a
zinco que contém dominios conservados de cisteina e histidina (SHIRASU et al.,

1999). O gene Sgt1 codifica uma subunidade do complexo SCF ubiquitina ligase
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(AZEVEDO et al., 2002). A resisténcia mediada pelo gene Mla6 depende da
interacdo destas proteinas e formagéo de um complexo que pode estar envolvido
na marcacao de proteinas para maturacdo ou degradacdo via ubiquitinagdo
(AZEVEDO et al., 2002). Homélogos destes dois genes desempenham a mesma
funcdo em arabidopsis, neste caso para resisténcia a bacteriose conferida pelo
gene RPS2 (TAKAHASHI et al., 2003). O gene mlo, que confere resisténcia nao
especifica a raca a mildio em cevada, também depende de outros dois genes
(Ror1 e Ror2) para ser funcional (FREIALDENHOVEN et al., 1996). A seqiiéncia
TRS052, identificada neste trabalho, apresentou homologia com um gene que
codifica uma proteina ubiquitina ligase que se liga ao ion zinco e a outras
proteinas. A seqiiéncia TRS052 apresenta as estruturas caracteristicas dos genes
Rar1 e Sgt, podendo assim estar envolvida na resisténcia a ferrugem da folha
pela interagdo com os genes de resisténcia presentes em Toropi.

O gene NPR1 é essencial para o desencadeamento da RSA via indugéo da
expressao de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) (ZHANG et al 1999).
Este processo se da pela ligagdo, no nucleo da célula, da proteina codificada pelo
gene NPR1 a uma classe de fatores de transcricdo denominados TGA, que
contém um ziper de leucina. Esta interacédo é capaz de regular a ligacao ao DNA,
controlando assim a sintese de PRP1, que é um marcador de RSA (DESPRES, et
al., 2003). A seqiéncia TRS029 apresentou homologia a uma seqiéncia que
codifica uma proteina contendo o dominio zinc finger POZ, motivo este
caracteristico das proteinas NPR1 (Tabela 1). A seqtiéncia TRS059 apresentou
homologia a uma sequéncia que codifica uma proteina contendo um ziper de

leucina. Este dominio é caracteristico dos fatores de transcricdo TGA, no qual se
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liga a proteina NPR1, para ativacdo da RSA. Estes dados sugerem que as
sequéncias TRS029 e TRS059 possam ser homologas aos genes NPR1 e TGA
encontrados em dicotiledéneas, podendo assim, estar desempenhando o papel
de sinalizadores secundarios envolvidos no desencadeamento da resisténcia
sistémica adquirida em trigo, porém nao dependentes de AS e estresse oxidativo
como ocorre em dicotileddneas.

A seqliéncia TRS058 apresentou homologia com um gene que codifica
uma proteina contendo um motivo NAC. Em plantas estes motivos séao
caracteristicos de uma familia de fatores de transcricdo que estao relacionados
principalmente ao desenvolvimento. Porém, estudos recentes tém observado que
alguns genes desta familia sdo rapidamente induzidos na presenga de patégenos
(OH et al 2003; HEGEDUS et al.,, 2003). A sequéncia TRS058 foi a que
apresentou o segundo maior numero de copias na biblioteca, desta forma esta
seqléncia deve exercer uma fungdo importante no controle da transcricdo de
genes envolvidos na resisténcia ndo especifica a raca a ferrugem da folha em

trigo.

Ativacao de rotas envolvidas na expressdao de resisténcia sistémica
adquirida

A sinalizacdo gerada nas células pela presenca do patégeno tem a fungao
de ativar a sintese de substancias de defesa que irdo combater o patdégeno e
evitar que outras infecgdes ocorram (DURRANT & DONG, 2004). Para a sintese
destas substancias sdo necessarias mudangas consideraveis no metabolismo da
célula. Estudos recentes tém demonstrado que, em plantas resistentes, a

expressdo de genes de defesa € mais rapida e mais intensa do que em plantas
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suscetiveis (MALECK et al., 2000; MARTINEZ DE ILARDUYA et al., 2003, LI et
al., 2006). Apesar de nao terem sido identificadas sequéncias codificadoras de
PRPs, foram identificados mensageiros secundérios envolvidos na ativagéo
destas (NPR1 e TGA). Isto pode se dever ao tempo decorrido da inoculacao a
coleta das amostras. Em arabidopsis e cacau o acumulo de PRPs ocorre somente
trés horas ap6s a inoculacdo (LORENZO et al., 2003; VERICA et al., 2004).

Os produtos do metabolismo secundario sdo considerados nao essenciais
para as plantas, pois na auséncia destes e nao havendo condicdes adversas a
planta pode sobreviver normalmente (HARALAMPIDIS et al., 2001). No entanto,
quando a planta € submetida a algum estresse, rapidamente esta ativa o
metabolismo secundario a fim de produzir substéancias capazes de auxiliar na
defesa. Para a ativagcdo da sintese destas substancias € necessario energia e
precursores que s&o produzidos no metabolismo primario. A identificacdo neste
trabalho de proteinas diretamente ligadas a potencializagao da fotossintese e do
ciclo de Calvin (metabolismo priméario/energia e oxido-redutases, Tabela 1) indica
que a célula estd investindo na produgao primaria de energia e esqueletos de
carbono, os quais poderdo ser utilizados na sintese de substancias do
metabolismo secundario necessarias para combater o patégeno. A identificagdo
de sequéncias com homologia a genes codificadores de transportadores de
triose-fosfato (TRS028) e de enzimas do ciclo das pentoses, envolvidas na
conversao de triose fosfato em eritrose (TRS031 e TRS007), sugere que a planta
esta utilizando a triose-fosfato, oriunda do ciclo de Calvin, para a producéo de
eritrose. Isto é esperado uma vez que a eritrose, além de ser precursora de

aminoacidos, é também precursora de ligninas e polifendis que desempenham um
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papel importante na resisténcia. A lignina estd relacionada com o reforco da
parede celular para impedir novas infeccbes e para que o patégeno ja
estabelecido ndo se desenvolva para células vizinhas (KANG & BUCHENAUER,
2002). Os polifendis, além de poderosos anti-oxidantes, também desempenham
um papel fundamental na resisténcia, por serem precursores de diversas
substancias antimicrobianas (NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT, 1992; GOGOI
et al., 2001).

As seqliéncias TRS046 e TRS048 apresentaram homologia com o0s genes
que codificam as enzimas s-adenosil-metionina sintase e s-adenosil-metionina
descarboxilase, respectivamente. A s-adenosil-metionina sintase sintetiza o s-
adenosil-metionina (SAM), que € precursor de etileno e de poliaminas (espermina
e espermidina) (EVEN-CHEN et al., 1982). A sintese de poliaminas a partir de
SAM é controlada pela enzima s-adenosil-metionina descarboxilase. Ambas
substancias tém papel na resisténcia a doencas. O etileno estd envolvido na
sinalizacdo para desencadear RSA e as poliaminas sdo substancias
antimicrobianas (GUO & ECKER 2004; WALTERS, 2003).

Os metabdlitos secundéarios derivados da rota dos isoprendides tém um
papel fundamental nos mecanismos de resisténcia das plantas. Dentre estes
metabdlitos estdo as fitoalexinas e saponinas, que sao importantes
antimicrobianos vegetais. As plantas vasculares possuem duas rotas de sintese
de isoprendides, uma nos cloroplastos e outra no citosol (WENTZINGER et al.,
2002). Identificamos em nosso trabalho quatro enzimas envolvidas na rota de
sintese de isoprendides. A seqliéncia TRS038 apresentou homologia com o gene

que codifica a acetil CoA sintase. O acetil CoA é o substrato utilizado pra iniciar a
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rota dos isoprendides no citosol (WENTZINGER et al., 2002). A sequéncia
TRS0017 apresentou homologia com o gene que codifica o gene 4-hidroxi-3-
metilbut-2-en-1-il difosfato sintase. A enzima codificada por este gene € uma das
responsaveis pelo controle da conversao de piruvato e gliceraldeido 3-fosfato em
farnesil difosfato no ciclo dos isoprendides presentes nos cloroplastos (ROHMER,
1999). A acdo de enzimas especificas direcionam o farnesil difosfato para
diferentes rotas, que produzirdo substancias distintas como terpenos (mono, di, tri
e sesquiterpenos), esteroides, poliesterdides, grupos prenil e proteinas preniladas
(NEWMAN & CHAPPELL, 1999). A sequéncia TRS008 apresentou homologia
com o gene que codifica a esqualeno monooxigenase. Esta enzima catalisa a
primeira reacdo da rota que transforma o esqualeno, derivado do farnesil
difosfato, em esterdide (WENTZINGER et al., 2002). A sequéncia TRS024
apresentou homologia com um gene que codifica uma protease dependente de
prenil. Estas proteases sdo responséaveis pela regulacao pds transcricional das

proteinas preniladas produzidas na rota dos isoprendides (BRACHA et al., 2002).

Confirmacao da expressao diferencial por RT-PCR semi-quantitativo

Dentre as 25 sequéncias utilizadas para andlise da confirmacdo de
expressao diferencial, 17 confirmaram os resultados obtidos pela SSH (Figura 2).
As oito seqliéncias restantes ndao apresentaram amplificacdo. Esta auséncia de
amplificacdo pode ser pelo baixo numero de cépias de mRNA destes genes, ou
mesmo por baixa qualidade do primers. Dentre as seqUiéncias candidatas a serem
correspondentes a genes de resisténcia e sinalizadores iniciais para desencadear
0 processo de resisténcia, as sequéncias TRS001, TRS005, TRS029, TRS045 e

TRS059 foram testadas por RT-PCR semi-quantitativo. Com excegcdo da
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sequéncia TRS001, que nao apresentou amplificagcdo, todas mostraram
diferencas no nivel de expressao entre plantas resistentes e suscetiveis (Figura
2). As sequéncias TRS029 e TRS045, que séo fortes candidatas a serem os
genes de resisténcia, s6 apresentaram amplificacdo nas plantas resistentes apés
36 ciclos de PCR (Figura 2). Os genes de resisténcia sdao de expressao
constitutiva e estdo em um numero muito baixo de cépias nas células, o que
dificulta a visualizagao por técnicas baseadas em PCR (DILBIRLIG et al., 2003).
Entre as trés seqléncias identificadas associadas a rotas de metabolismo de
compostos secundarios e analisadas por RT-PCR, as seqUéncias TRS017 e
TRS048 apresentaram amplificagdo somente nas plantas resistentes, mostrando
que uma hora apés a inoculagdo a expressao destes genes foi especifica nas
plantas resistentes. A sequéncia TRS008 ndo apresentou amplificacdo. Dentre as
17 sequéncias avaliadas relacionadas com o metabolismo basal da célula, cinco
nao apresentaram amplificacdo, as 12 restantes confirmaram serem
diferencialmente expressas nas plantas resistentes.

A resisténcia ndo especifica a raca a ferrugem da folha no cultivar Toropi é
conferida por dois genes localizados nos cromossomos 1AS e 4DS (DA-SILVA
2002). O mapeamento in silico e com nulitetrassémicos permitiu estabelecer a
localizacdo gend6mica de 16 seqliéncias das 25 analisadas (Tabela 1). Nenhuma
das seqléncias mapeadas é candidata a ser correspondente a genes de
resisténcia a ferrugem da folha no cultivar Toropi. Além destas seqtiéncias nao
estarem localizadas nos cromossomos onde foram mapeados os genes de
Toropi, estas sdao homélogas a genes envolvidos no metabolismo basal das

células (Tabela 1).
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Figura 2 — Confirmagao por RT-PCR semi-quantitativo de parte das seqléncias identificadas pela
SSH como diferencialmente expressas em resposta a resisténcia ndo especifica a raga a ferrugem da
folha em trigo. A amplificagao foi realizada utilizando como molde cDNA de plantas resistentes (R) e
suscetiveis (S) coletado uma hora apés inoculagdo com o fungo causador da ferrugem da folha. O
numero no topo da Figura indica o nimero de ciclos no qual foi retirada a amostra. Apds o nome do
provavel gene encontra-se a codificagdo da seqiiéncia e a temperatura de pareamento dos primers
utilizada para amplificagdo. Como controle foi utilizado um par de primers desenvolvido por BOFF
(2006), que amplifica o gene codificador de um transportador de malato.
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Este € o primeiro trabalho realizado para identificagdo de genes envolvidos
na resisténcia ndo especifica a raga a ferrugem da folha em trigo e também o
primeiro realizado para identificagdo de genes induzidos imediatamente apds o
contato da planta com o patégeno (uma hora apés a inoculagao). Os resultados
aqui encontrados demonstram que: 1) aparentemente na resisténcia nao
especifica a raca a percepcao do patégeno pela planta ocorre imediatamente
apos a fixacao do esporo; 2) o primeiro passo da planta ao reconhecer a presenca
do patégeno € a alteracdo de seu metabolismo basal para producdo de
precursores para o metabolismo secundario; 3) possivelmente ocorre sinalizagéo
para desencadeamento de RSA (Resisténcia Sistémica Adquirida) mediada por
NPR1 e TGA, no entanto, possivelmente ndo dependente de &cido salicilico; 5)
aparentemente ndo ocorre explosao oxidativa e conseqientemente, ndo ha morte
celular, o que ndo gera reacao de hipersensibilidade; 3) ha uma rapida inducao de
rotas envolvidas na sintese de substancias antimicrobianas.

O entendimento dos mecanismos envolvidos na resisténcia ndo especifica
araga e, consequentemente, identificacdo de genes chave neste processo, abre a
possibilidade do desenvolvimento de cultivares de trigo com amplo espectro de
resisténcia, pela engenharia genética, que podera vir a contribuir para a

sustentabilidade da triticultura.
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CAPITULO VI

DISCUSSAO GERAL

A ferrugem da folha é a doenca de maior importancia econdmica na
triticultura mundial. Esforcos tém sido feito pelo melhoramento genético para
superar o patdgeno e garantir a sustentabilidade da triticultura. Tradicionalmente
os programas de melhoramento tém introduzido resisténcia especifica a raca nos
cultivares. Atualmente, a melhor estratégia para manter uma protecao efetiva
contra a ferrugem da folha consiste na combinacdo de genes independente do
tipo de resisténcia que estes conferem. Esta combinagcdo via melhoramento
classico tem sido dificil, uma vez que a presenga de um gene mascara o efeito do
outro. O uso de marcadores moleculares pode superar esta dificuldade, pois
permite ao melhorista selecionar com base no gendétipo da planta.

Nos trabalhos desenvolvidos neste projeto, utilizamos diferentes
estratégias para disponibilizar marcadores para os diferentes tipos de resisténcia
existentes. A primeira estratégia consistiu na validagdo de marcadores PCR-
especificos, disponiveis na literatura, associados a genes Lr de interesse no Brasil
(Capitulo II). Dos cinco marcadores avaliados, quatro mostraram ter grande
potencial de uso na selecao assistida para genoétipos brasileiros, pois mostraram-
se coerentes, amplificando somente em plantas com a presenca do gene em
questdo. A identificacdo de marcadores previamente identificados como
associados a genes Lr, que em nosso trabalho ndo apresentaram especificidade

aos cultivares contendo estes genes, demonstram a necessidade da realizacao
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de trabalhos de validagdo antes da utilizagdo destes marcadores na selecao
assistida.

Além da validagdo de marcadores ja desenvolvidos, também identificamos
novas seqUéncias associadas a outros genes importantes que conferem
resisténcia a ferrugem da folha. A estratégia utilizada foi baseada no tipo de
resisténcia conferida por esses genes e também na possivel estrutura molecular
destes genes. Para a resisténcia especifica a raca, monogénica, que na maioria
das vezes é conferida por genes com dominios conservados, utilizamos primers
degenerados (Capitulo 1V). Esta estratégia se mostrou altamente eficiente,
principalmente quando combinada com a amplificacdo de cDNA. Com esta
estratégia identificamos seqUéncias com alta homologia a genes de resisténcia ja
caracterizados, podendo assim serem partes funcionais destes genes. O uso
destas seqUéncias podera permitir a clonagem destes genes. O uso de primers
baseados nestas sequéncias permitiu a identificacdo de marcadores associados a
resisténcia a ferrugem da folha. A identificacdo de somente um marcador
associado a resisténcia foi devido a termos somente dois genotipos com
populacdes segregantes fenotipadas. A observagao de que a maioria dos primers
desenvolvidos identificou alto polimorfismo evidencia que estes primers podem
estar associados a outros genes de resisténcia, passiveis de serem identificados
em populacoes segregantes especificas para os mesmos.

Para identificagdo de marcadores moleculares potencialmente associados
aos genes de resisténcia nao especifica a raca, que aparentemente nao
apresentam dominios NBS, utilizamos a combinacdo da técnica de AFLP com

linhagens diferenciais contrastantes para os genes de interesse (Capitulo Ill).
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Apesar de termos encontrado dificuldades na transferéncia do polimorfismo dos
marcadores AFLP para os marcadores SCARs, foi possivel identificar trés
seqliéncias potencialmente associadas ao gene Lr34. A avaliacdo destes
marcadores em uma populacao segregante fenotipada para este gene permitira a
comprovacao desta associacao.

Outro passo importante na obtencao de plantas com resisténcia duravel é a
identificacdo e caracterizagdo de novos genes que conferem resisténcia nao
especifica a raca. O cultivar brasileiro de trigo Toropi apresenta resisténcia nao
especifica a raga a ferrugem da folha. A resisténcia deste cultivar tem atraido a
atencdo dos melhoristas, pois tem se mantida duravel por mais de 40 anos.
Esforcos tém sido realizados pelo nosso grupo para a identificagdo de
marcadores associados a estes genes. Além de ja termos obtido marcadores
AFLP associados a estes genes, e um destes ja ter sido convertido em marcador
SCAR, o uso deste marcador na selecéo assistida € limitado, pois encontra-se a
27 cM do gene. Esta dificuldade em identificar marcadores préoximos a estes
genes pode ser devido a complexa organizagdo gendmica do trigo e
principalmente por estes genes estarem localizados em regides cromossomicas
pobres em marcadores. Desta maneira, optamos, neste trabalho, por identificar e
caracterizar genes envolvidos nos processos iniciais dos mecanismos
moleculares de resisténcia neste cultivar (Capitulo V). Construimos uma biblioteca
enriquecida com genes induzidos pelo fungo causador da ferrugem da folha. Esta
estratégia foi utilizada por ser conhecido que a especificidade da resposta a
diferentes estresses em plantas esta nos momentos iniciais da percepcao destes.

Analisando sequUéncias imediatamente ap6s a percepgdo do patdgeno pela
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planta, poderiamos identificar genes chave responsaveis pelo desencadeamento
do processo de resisténcia ndo especifica a raga a ferrugem da folha em Toropi.
A analise da biblioteca obtida permitiu a identificacdo de quatro seqiéncias com
potencial papel no reconhecimento primario do patdégeno. Estas sequiéncias
apresentaram homologia a genes que codificam proteinas trans-membrana que
apresentam funcao de transducdo do sinal de meio externo para o meio interno
da célula, sendo assim fortes candidatas em serem partes dos genes de
resisténcia presentes em Toropi. Estas seqléncias, identificadas como
responsaveis pela sinalizagdo priméaria da presenga do patégeno, podem ter uma
aplicacdo direta no melhoramento genético, seja para o desenvolvimento de
marcadores funcionais para uso na selecdo assistida ou mesmo para 0 uso
destas na engenharia genética. Além das seqUéncias com homologia com
sinalizadores primarios, também identificamos seqUéncias com homologia a
sinalizadores secundarios envolvidos nos processo de resisténcia. Dentre estas,
estdo sequéncias com homologia a genes codificadores de fatores de transcri¢cao
com conhecida fungcdo na resisténcia, e também a genes codificadores de
proteinas cuja presencga tem sido relatada como essencial para a funcionalidade
de alguns genes de resisténcia. Além destas seqUéncias potencialmente
associadas ao reconhecimento do patdégeno e transducgao de sinais, identificamos
também sequiéncia com homologia a genes codificadores de enzimas envolvidas
no metabolismo primario e na producao de energia. Isto é esperado, uma vez que
a planta necessita de energia e precursores para poder aumentar seu
metabolismo secundario e producdo de substdncias que irdo combater o

patégeno. N&o identificamos nenhuma seqiéncia com homologia a genes
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codificadores de PRPs ou outras substéncias microbianas, no entanto
identificamos varias sequéncias com homologia a enzimas envolvidas em passos
iniciais das rotas de sintese destas substancias. Isto indica que a planta esta
ainda em processo de ativacdo das rotas necessarias para a producao de
substancias que irdo combater o fungo. A maioria dos trabalhos de expressao
diferencial iniciam a coleta de material quatro horas apos a inoculagao, com isso
a maioria dos genes identificados sdo genes relacionados com resposta a
estresses em geral. A identificacdo em nosso trabalho de seqiiéncias iniciais das
rotas especificas para resposta a doengas esta relacionada a estratégia que
utilizamos, de coletar material imediatamente ap6s a inoculagao.

A resisténcia a ferrugem da folha em trigo apresenta formas diferenciadas
de expressdo. Cada tipo de resisténcia parece ser derivada de genes com
diferentes estruturas e mecanismos de acdo. A piramidizagdo destes genes e,
consequentemente, destes diferentes mecanismos de resisténcia em um cultivar
podera conferir a este a resisténcia ampla e duravel almejada no melhoramento.
Os marcadores validados, as sequéncias obtidas e 0 mecanismo de resisténcia
parcialmente elucidado neste trabalho representam um passo importante para a

obtencao deste cultivar.
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