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Resumo

O melhoramento de plantas tem sido auxiliado pelo uso de marcadores
moleculares em selecdo assistida. A eficiéncia de selecdo assistida por
marcadores depende do uso de marcadores que estejam fortemente ligados a
caracteristica de interesse. O uso de marcadores ligados a genes que
codificam para proteinas envolvidas na reacdo de resisténcia ja foi
estabelecido e previamente, foram isoladas 79 regifes analogas a genes de
resisténcia por PCR com primers que se ligam a regides conservadas. Para
utilizar RGAs como marcadores moleculares, foi desenvolvida uma técnica
envolvendo AFLP e primers desenhados para motivos de genes de resisténcia.
Foi observado que das enzimas utilizadas para digerir o DNA gendmico total,
Haelll gerou o maior numero de marcadores. Primers degenerados em toda a
sua extensdo geraram perfis de RGA-display complexos demais,
impossibilitando sua andlise, enquanto que primers totalmente especificos
geraram poucas bandas. Os primers escolhidos para este estudo foram os
degenerados na regido 3'. Dos marcadores produzidos, 45% apresentaram
homologia com RGAs de Arabidopsis thaliana, o que demonstra ter este
método, alto potencial para a geracdo e mapeamento de RGAs. Para avaliar a
ligacdo entre RGAs e resisténcias, estes marcadores serdo utilizados para
analisar a populacdo F2 de um cruzamento interespecifico de Arachis
duranensis x A. stenosperma, que segrega para cinco diferentes resisténcias.
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Summary

Plant breeding has been greatly aided by the use of molecular markers in
marker-assisted selection (MAS). The efficiency of MAS depends on the use of
markers that are tightly linked to the character of interest. The use of markers
linked to genes coding for proteins involved in the reaction of resistance has
been established and previously we isolated 79 resistance genes analogues
(RGAs) by PCR using primers that bind to conserved regions. In order to
efficiently use RGAs as molecular markers, a techniqgue combining AFLP with
degenerate primers with Resistance Gene motifs was developed. It was
observed that from the enzymes used to digest total DNA, Haelll generated the
greater number of markers. Totally degenerate primers generated profiles that
were too complex to analyse (smears), whereas totally defined primers
generated too few bands. Therefore primers with degeneracy only at the 3' end
were the type of choice. Of the markers produced, 45% showed homology with
Arabidopsis thaliana RGAs showing a method of high potential for the mapping
of RGAs. In order to evaluate the linkage between RGAs and resistances,
these markers will be used to analyse the F2 population from the cross
between Arachis duranensis x A. stenosperma, which segregates for five
different resistances.



1. Introducéo

A eficiéncia de selecdo assistida por marcadores moleculares em programas
de melhoramento depende da ligacdo entre os marcadores e os fendtipos de
interesse. Tradicionalmente, marcadores moleculares anénimos (SSR, RAPD etc)
sao utilizados para estabelecer ligacdes com o fenétipo. Entretanto, a ligacao de
um marcador anénimo € aleatoria, o que pode dificultar a obtencdo de marcadores
com ligacao forte. Além disso, a ligacdo pode ser interrompida apos varios ciclos
de meiose, que ocorrem nos cruzamentos. Para otimizar a chance de se obterem
marcadores moleculares ligados a caracteristicas de interesse, existe o uso de
genes candidatos sabidamente envolvidos nas vias metabdlicas da caracteristica
em questao.

A estratégia de genes candidatos tem sido particularmente avancada para
genes envolvidos na resposta inicial de reconhecimento de patégenos, 0s
chamados genes de resisténcia R. Estes possuem regifes conservadas
denominadas motivos. Esta conservacéo propiciou o desenvolvimento de primers
degenerados que amplificam regides analogas a estes genes de resisténcia
(RGAS) de varias espécies (Leister et al., 1996, Kanazin et al., 1996). Em vérios
trabalhos, foi observado que estes RGAs sdo fortemente ligados a genes de
resisténcia, ou parte dos mesmos (Collin et al., 1999, 2001, Madsen et al., 2003).

Um extenso banco de RGAs de diversas espécies de Arachis é hoje de
dominio publico (Leal-Bertioli et al., 2000, Bertioli et al., 2003). De 1333 clones
sequenciados, foram obtidos 79 RGAs nao redundantes, 0 que representa 0 maior
banco de RGAs de um genoma nao sequenciado.

Duas estratégias foram anteriormente testadas para utilizacdo de RGAs como
marcadores moleculares (Leal-Bertioli et al., 2004): utilizacdo dos clones como
sondas em Southern blots e utlizacdo de seqUéncias especificas para o
desenvolvimento de primers. Com ambos métodos foram obtidos marcadores
baseados em RGAs, mas em numero insuficiente para representar todos os
grupos de ligacdo. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi adaptar uma técnica
semelhante a AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Vos et al., 1995,
Hayes & Saghai Maroof, 2000) e S-SAP (Sequence-specific amplification
polymorphism) (Waugh et al., 1997), para obter marcadores moleculares
baseados em sequéncias do tipo RGA.

2. Materiais e métodos

2.1. Preparacao das amostras de DNA gendmico:

Dois microgramas de DNA gendmico extraido pelo método CTAB dos acessos
K7988 (Arachis duranenensis e V10309 (A. stenosperma) foram digeridos com
uma das trés enzimas: Alul, Haelll ou Rsal como a seguir: 20ul (2ug) de DNA
gendmico, 4ul de tampao da enzima, 14 ul de agua e 2 ul de enzima (10U/ul, New
England Biolabs). As reacées foram incubadas a 37°C por 3h. As mesmas, foram
acrescentados 60ul de agua. Em seguida, as reacdes foram purificadas por
extracdo com 100ul de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), precipitadas



com isopropanol e dissolvidas em 26ul de agua. Uma aliquota de 4ul de DNA
digerido (aproximadamente 300ug) foi utilizada para ligacdo com o adaptador
GWA (Genome Walking Adapter, Clontech).

(5-
GTA.ATA.CGA.CTC.ACT.ATA.GGG.CAC.GCG.TGG.TCG.ACG.GCC.CGG.GCT.
GGT -3

(H2N- 3’- CC CGA.CCA -P5)

As ligacdes foram feitas overnight a 16°C com os seguintes reagentes: 1,9ul
de GWA (Genome Walker Adapter) (25uM), 1,6ul tampéo de T4 DNA ligase, 0,5ul
de T4 DNA ligase (5U/ul), 4ul de DNA digerido (aprox. 300ng). ApGs incubacéao, a
enzima foi inativada a 72 °C por 5 minutos.

Apo6s ligacdo, aliquotas das amostras foram submetidas a trés tratamentos
diferentes, para testar a eficacia do PCR posterior e a repetibilidade das reacoes,
ou seja:

a. as ligacdes foram purificadas com QIAquick® PCR Purification kit
(Quiagen)

b. as ligagcOes foram redigeridas com a mesma enzima de restricdo (para
eliminar ligacbes DNA gendémico — DNA genbdmico, evitando assim,
artefatos)

c. As ligacbes ndo foram submetidas a nenhum procedimento

2.2. Ligacao com adaptador

Um adaptador com um braco longo e um braco curto foi ligado aos terminais
destes fragmentos. Um primer desenhado para um motivo de interesse (neste
caso, o motivo Kinase-2, presente em genes de resisténcia) (Tabela 1) foi utilizado
juntamente com um primer especifico para o adaptador (AP1) em uma reacao de
PCR.

2.3. RGA-Display

Apés a preparacdo, as amostras foram submetidas a uma reacdo de PCR, que
amplifica preferencialmente as regiées que contém os motivos para 0s quais 0s
primers foram desenhados. Os motivos dos primers aqui utilizados sao presentes
comumente em genes de resisténcia e estao representados na Figura 1.

Inicialmente, trés tipos de primers para o motivo Kinase-2 foram testados:
primer degenerado em toda sua extensao (P2-391), primer degenerado em uma
das terminagbes (NBS5) e primer sem degeneragédo (P2-12). As sequéncias dos
primers estdo na Tabela 1. Os cinco primeiros primers foram extraidos da
literatura e os subsequentes desenvolvidos neste trabalho. Com excec¢édo do
primer NBS7, todos os outros primers sao baseados no motivo Kinase-2.



Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados para AFLP ancorado.

Nome Motivo Sequéncia

AP1® Adaptador ~ GTAATACGACTCACTATAGGGC

AP2® Adaptador ~ ACTATAGGGCACGCGTGGT

NBS5®@ Kin-2 YYTKRTHGTMITKGATGATGTITGG
NBS7® P-loop ATTGTTGGRATGGGMGG IMT1GG
p2-212® Kin-2 AARGTIYTIYTIGTIYTIGAYGAYGTIAA
P2-391% Kin-2 I1GCIYTIATIGTIYTIGAYGAYGTIGA
P2-414% Kin-2 GITTYGTIYTIATGYTIGAYGAYYTITGG
P2-19® Kin-2 CTTATTGTTCTTGATGATGTCGA
p2-12¢ Kin-2 GCTTCTTGTTCTTGATGATGTAAAT
p2-378® Kin-2 AAAATTATTTTGATTCTAGATGACATTGA

Todos os primers tém sentido direto. Os nucleotideos sublinhados sao
degenerados.

WGenomeWalker™ Kits User Manual, Clontech (www.clontech.com)
@ Primers desenhados por traducao reversa de motivos de proteinas.
® Primers especificos para RGAs de Arachis.

Com o intuito de aumentar o sinal de cada banda, assim como a fidelidade das
reacoes, dois procedimentos de PCR foram testados:

PCR linear

Um passo de PCR linear (single-stranding) foi feito com o objetivo de
enriguecer a amostra com o alvo de interesse, antes da reacdo de PCR com 0s
dois primers. A reacao foi como a seguir: 2 ul de tampéo da Hot StarTag DNA
polimerase 10X, 0,2 ul de dNTPs (20mM), 1,2 ul MgCl, (25mM), 3 ul primer NBS5
(10uM), 12 ul agua, 0,2 ul Hot Star Taq (5U/plQuiagen), 1 ul da ligagéo.

As reacgdes foram submetidas a seguinte termociclagem: 15min 95°C, 10 ciclos
de: 30 seg 95°C, 1 min 55°C, 1 min 72°C. Ao final, a cada reacéo, foi adicionado o
mesmo volume de mix, com a adicdo do primer APl (complementar ao
adaptador). A termociclagem foi como a seguir: 15min 95°C, 30 ciclos de: 30 seg
95°C, 1 min 55°C, 1 min 72°C (Programa Display 3).

Nested PCR

Este tipo de PCR envolve duas rea¢des: uma com primers que se ligam a
regido externa da regido de interesse e outra com primers que se ligam
internamente ao produto da reacdo anterior.

Reacdo 1: primers NBS7 e AP1, programa Display3



Reacdo 2: um microlitro do produto da reacéo 1 foi utilizado para a proxima
reacao com os primers NBS5 e AP2, programa Display3.
As combinacdes de primers e adaptadores foram como a seguir:
AP1 + NBS5
AP2 + NBS5
AP1 + P2-212
AP1 + P2-391
AP1 + P2-414

gk

Os produtos amplificados foram observados em um gel de poliacrilamida
corado com prata, como descrito por Creste et al. (2001). Um diagrama
esquematico do RGA Display é mostrado na Figura 2.

2.4. Amplificagao e sequenciamento de bandas de gel de poliacrilamida:

Uma vez que este método depende da especificidade de apenas um primer,
espera-se que s6 uma parte das bandas produzidas sejam originadas de RGAs.
Para testar esta hipotese, bandas do gel de poliacrilamida foram reamplificadas e
sequenciadas. Um fragmento do gel com cerca de 1mm de diametro foi cortado
com o auxilio de uma lamina e colocado em 100 microlitros de mix de PCR
contendo: 10 ul de tampéo 10X, 1 ul de dNTPs (20mM), 6 ul MgCl, (25mM), 10 pl
primer F+R (10uM), 1 ul Hot Star Taq (5U/ul, Quiagen) e 72 ul de agua. Apés
termociclagem, o produto de PCR foi visualisado em gel de agarose e a banda foi
extraida e purificada com QIAquick® Gel Extraction kit (Quiagen). O
sequenciamento foi efetuado com o kit BigDye version 3 (Applied Biosystems)
usando 1.6 pmoles do primer direto (AP2) ou reverso (NBS5).

2.5. SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)

Duas bandas alélicas geradas no RGA-Display (H12 e H13) tinham peso
molecular muito baixo, ndo sendo possivel visualizar de maneira consistente em
toda a populacédo F2. Para aumentar os niveis de detecc¢éo, primers especificos no
sentido direto foram desenhados com base nas sequéncias das bandas isoladas
de ambos os parentais. Os primers especificos foram desenhados em uma regido
de divergéncia de sequéncia, como mostrado na Figura 3.

3. Resultados:

3.1. Preparacao das amostras de DNA gendmico:

Os fragmentos de digestdo do DNA gendmico de Arachis variaram entre 300 e
400bp. Os perfis gerados pelo Display utilizando amostras obtidas pelos trés tipos
de preparacédo foram idénticos: reacao purificada com kit Quiagen, reacéao religada
ou reacdo sem tratamento (item 2.1). Portanto, subseqientemente, nenhum
tratamento foi feito com as amostras apos ligacao.



3.2. RGA-Display

Displays utilizando primers degenerados em toda sua extensao (P2-212, P2-
391, P2-414) produziram padroes muito complexos (rastros). Isto provavelmente
reflete a falta de especificidade, que leva aos primers a ligarem-se a muitas
regides do DNA. Displays com primers degenerados em uma das terminagdes
(NBS5, NBS7) ou sem degeneracao (P2-12, P2-19, P2-378) produziram bandas
distintas. Os primers P2-12, P2-19 e P2-378 também foram testados com o
adaptador AP1. A combinacédo P2-12 e AP1 produziu 3 bandas polimorficas entre
0s parentais, a combinacdo P2-19 e AP1 produziu 1 banda polimérfica e a
combinacéo P2-378 e AP1 nado apresentou polimorfismo entre os parentais.

Destes primers, o que produziu bandas mais definidas foi NBS5 em
combinacdo com o adaptador AP1, sem os passo de amplificacdo linear e sem o
PCR nested. Por isso, a maior parte deste trabalho concentrou-se em
combinacdes utilizando o primer NBS5.

Displays com DNA preparado com a enzima Alul produziram trés bandas
polimorficas, sendo duas, RGAs. Displays com Haelll, produziram 18 bandas
polimdrficas, sendo 8 RGAs e um retroelemento. Displays com Rsal produziram
apenas uma banda polimérfica sem similaridades com nenhuma sequéncia no
Blastx (Tabela 2). Desta maneira, por apresentar perfil mais definido, com maior
ndamero de polimorfismos, a enzima Haelll foi escolhida para analises com a
populacao segregante (Figura 4).

3.3. Andlise das bandas e mapeamento dos RGAs

Andlise das sequéncias das 22 bandas produzidas pelos Displays com o
primer NBS5 com DNAs preparados com as enzimas Alul, Haelll e Rsal
mostraram que 10 eram RGAs, sendo duas, alélicas (H12 e H13, Tabela 2). Além
disso, algumas bandas eram quase idénticas a RGAs isolados previamente
(Bertioli et al., 2003), ou seja, H2 corresponde ao clone C8 V_ 492, H8A
corresponde ao clone C8 V_492 e A5 corresponde ao clone S1S2_A_ 152.

Displays com DNAs preparados com Haelll produziram maior nimero de
bandas polimorficas e maior nimero de RGAs. Com estas reacdes, foi possivel
mapear quatro RGAs e trés marcadores anénimos na populacdo F2. A analise das
bandas de menor peso molecular, H9 a H14, ndo pdde ser feita porque elas séo
pouco visiveis por serem coradas de maneira mais fraca do que as outras. Entre
estas, estavam H12 e H13, que sdo RGAs. Para que estas bandas também
pudessem ser mapeadas, foram desenvolvidos primers especificos baseados em
divergéncias Unicas entre as sequéncias das duas (SNPs, single nucleotide
polymorphisms, secéo 2.5).



Tabela 2. Resultado da andlise de alinhamento das bandas polimdrficas
originadas dos Diplays. Nomes iniciados com ‘A’ sdo de display com os
parentais com Alul, ‘H’, com Haelll e ‘R’ com Rsal.

Banda Blastx Origem Segregacdo na
F2

Al no hits ambos -

A5 RGA V10309 -

A8 RGA ambos -

HO no hits K7988 35:21

H1 Retroelemento V10309 nao segrega

H2 RGA ambos 39:18

H3 no hits V10309 18:11

H4 RGA ambos nao segrega

H5 no hits V10309 31:11

H6 RGA K7988 49:10

H6A RGA ambos nao segrega

H7 no hits K7988 nao segrega

H8 RGA V10309 41:27

H8A RGA K7988 20:13

H9 no hits / alelo de V10309 nao analisada
H10

H10 no hits / alelo de H9  K7988 nao analisada

H11 no hits ambos nao segrega

H12 RGA alelo de H13 V10309 nao analisada

H13 RGA alelo de H12 K7988 nao analisada

H13B no hits nao segrega

H14 no hits nao analisada

R6 no hits K7988 -

RGA-display também foi efetuada utilizando os primers P2-212, P2-391 e P2-
414, com as condicfes descritas na secdo 4. Entretanto, os perfis gerados eram
complexos demais (‘smear’) para serem analisados na F2 (dados néao
apresentados). Portanto, outros primers foram desenhados, com sequéncia mais
especifica para o motivo Kinase-2: P2-12, P2-19 e P2-378 e apresentaram
polimorfismo com os parentais A. duranensis e A. stenosperma.

3.4. SNPs

Baseados em um polimorfismo das sequéncias das bandas RGA H12 e H13,
foram desenhados primers especificos no sentido direto. Os primers especificos
foram desenhados em uma regido de divergéncia de sequéncia, como mostrado
na Figura 3. Os dois primers sao utilizados em uma reacdo de PCR com um
primer em comum para ambos 0s parentais que se liga no sentido reverso,
chamado H-12-13-KV (Tabela 3). O produto gerado em V10309 é 3pb maior do
gue o gerado em K7988. Estes primers serdo utilizados para o mapeamento dos
RGAs H12 e H13.



Tabela 3: Primers alelo-especificos gerados por alinhamento de sequéncias.

Primer Sequéncia Orientacdo | Especificidade
H12-V-1 GTGGAACAAGCTGAAGGATTATG | For V10309
H13-K-1 GTGGAACAAGTTGGAGCATC For K7988
H-12-13-KV | TGATGGTGAGGTTCCTTTGAC Rev Ambos

4. Discussao

O melhoramento de plantas tem sido auxiliado por selecdo assistida por
marcadores. Os mapas genéticos com marcadores ligados as resisténcias € um
passo fundamental para este processo. Neste contexto, o desenvolvimento de
marcadores do tipo RGA é uma ferramenta promissora para a identificacdo de
locos associados a genes de resisténcia, uma vez que ja foi estabelecido que uma
grande proporcdo de RGAs de varias espécies estéa ligado ou faz parte de genes
de resisténcia (Collins et al., 2001, Donald et al., 2002, Pefiuela et al., 2002).

Este método combina a eficiéncia do AFLP com o enriquecimento para RGAs
devido a utilizacdo de primers degenerados desenhados para motivos da regido
NBS presente nos RGAs. O numero de marcadores gerados inicialmente foi
grande, entretanto, ao se tentar avaliar toda a populacdo F2 com estes
marcadores, tornou-se evidente que a sensibilidade da coloracdo com prata €
baixa, as bandas aparecem muito fracas quando um grande numero de individuos
estd sendo analisado. Um gel de teste feito com primers marcados com
fluorescéncia, analisados em sequenciador automatico ABI 377 apresentou
resultados promissores. A deteccao por fluorescéncia parece ser mais sensivel do
que com coloracdo com prata, mas as imagens sao mais dificeis de interpretar,
demandando programas especificos para analise. Apesar do poder de deteccao
mais baixo de géis corados com prata, a grande vantagem dos mesmos é a
possibilidade de se sacar e seqienciar as bandas diretamente do gel,
possibilitando se caracterizar todos os marcadores obtidos. Com estes dados, foi
observado que 10 em 22 bandas polimorficas sdo RGAs. Considerando o grande
namero de bandas polimdrficas por gel, esta técnica tem o potencial de gerar
marcadores rapidamente. Hayes & Saghai Maroof (2000) jA descreveram a
utilizacdo de AFLP direcionado para RGAs, encontrando marcadores ligados a um
gene de resisténcia em soja. A modificacdo aqui apresentada € a utilizacdo de
primers para diversos motivos do NBS, com diversos graus de degeneracao.

Com esta técnica, marcadores continuam a ser produzidos e em breve
poderdo ser mapeados. O objetivo principal deste trabalho foi utilizar o
conhecimento ja adquirido para transformar RGAs em marcadores genéticos para
que estes marcadores fossem colocados no mapa genético que esta sendo




construido utilizando a populacdo F2 originada de um cruzamento entre 0s
acessos A. duranenensis K7988 e A. stenosperma V10309, susceptivel e
resistente, respectivamente, as seguintes pragas: os fungos foliares Cercospora
arachidicola, Cercosporidium personatum e Phoma arachidis e os nematéides das
galhas Meloidogyne arenaria raca 1 e raca 2, M. javanica raca 4 e M. hapla.
(Favero, 2004). A populagédo F2 segregante estd sendo avaliada para os fungos
causadores de manchas foliares, que sdo o maior problema fitossanitario da
cultura do amendoim no Brasil. O primeiro mapa para esta populacao baseado em
SSRs esta em fase de finalizacéo e espera-se inserir no mesmo os marcadores do
tipo RGA produzidos neste trabalho. Uma vez localizadas estas resisténcias no
mapa, sera possivel, nos proximos meses, avaliar sua ligacdo com RGAs e com
0os outros marcadores. O desenvolvimento de marcadores baseados em RGAs
aumentara as possibilidades de serem encontrados locos associados as
resisténcias, alavancando o processo de selecdo assistida em programas de
melhoramento utilizando parentes silvestres como doadores de genes.
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Figura 1: Diagrama esquematico dos primers utilizados para desenvolvimento de
marcadores baseados em RGAs. Em preto estdo os primers utilizados para amplificacdo
dos RGAs dos DNAs de varias espécies de Arachis (Bertioli et al., 2003). Em azul, estédo
os primers utilizados em RGA-display. Em verde, estdo os primers especificos para o
motivo kinase-2 dos parentais, mas ainda ndo mapeados. Com excecdo dos NBS, todos
os primers foram desenhados neste trabalho. P-loop, Kin-2, GLPL e RNBS-D sdo motivos
conservados de genes de resisténcia.
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Figura 2: Diagrama esquematico do método RGA-display. Em vermelho estdo os
adaptadores Genome-walker. Os primers utilizados para “ancorar” a reacdo sao todos
baseados no motivo Kinase-2 presente em genes de resisténcia.

RGA-display

DNA

l Digestdao com enzimas de restri¢do

l Ligagdo a adaptadores 'Genome Walker’

) Primer para
l PER com: adaptador

D
—_—

Primer para motivo
kinase-2

GEL PAGE-prata




Figura 3: Sequéncia parcial das bandas alélicas H12 em V10309 e H13 em K7988. A regido em amarelo mostra a insercao da
sequéncia ‘ATA’ na banda H12, que causou o polimorfismo de tamanho. Nesta regido foram desenhados os primers alelo-
especificos.
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Figura 4: AFLP ancorado com os parentais D7
(K7988) e S4 (V10309). Para a preparacdo das
amostras, foram utilizadas as enzimas de restricdo
Alul, Haelll e Rsal. As reacdes estdo em duplicata.
Setas verdes indicam bandas polimorficas que
representam RGAs. Setas vermelhas indicam bandas
polimorficas sem similaridade com RGAs.
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