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RESUMO

QUEIROZ, Vagner Tebaldi de, D. S., Universidade Federal de Vigosa, Setembro de
2004. Obtencédo de primers microssatélite e desenvolvimento, validacdo e
mapeamento de marcadores SCAR em feijoeiro-comum. Orientador: Maurilio
Alves Moreira. Conselheiros: Everaldo Gongalves de Barros e Elza Fernandes de
Araljo.

Embora apresente varias limitagdes, a técnica de RAPD ainda representa a
principal ferramenta utilizada no Programa de Melhoramento Genético do Feijoeiro-
comum BIOAGRO/UFV. Para contornar os problemas apresentados por esta técnica, a
estratégia utilizada por vérios pesquisadores tem sido a conversdo dos marcadores
RAPD em marcadores SCAR e o desenvolvimento de primers microssatélite. Assim, no
presente trabalho foram desenvolvidos 5 primers SCAR para manchaangular, 5
primers para ferrugem e 7 primers para antracnose. Os primers desenvolvidos para
mancha-angular derivaram-se dos marcadores OPM02425, OPBA 16669, OPH13490 €
OPH14+AA19400 € foram mapeados, em acoplamento, a 5,3, 7,1, 5,6 e 10,1 cM, dos
respectivos genes de resisténcia. Os primers desenvolvidos para ferrugem originaram-se
dos marcadores OPAE193909, OPX 11550, OPAJ18+AH10700, Mas apenas o primer SAE19
foi validado. Este foi mapeado, em repulsdo, a 1,0 cM do gene de resisténcia Ur-11. Os
primers para antracnose foram desenvolvidos, a partir da segiiéncia dos fragmentos
OPAZ20g40, OPY 20g309, OPC08g09, OPZ04550, OPB031500, OPZ0950, OPH18g30. Destes,
apenas os primers sAZ20, sY 20, sC08, sZ04 foram mapeados, em acoplamento, a 7,1,

1,2, 7,8 € 2,9 cM, dos respectivos genes de resisténcia. Os primers microssatélite foram

Xi



desenvolvidos, a partir das sequiéncias de fragmentos de DNA genémico de 3 pequenas
bibliotecas enriquecidas. As bibliotecas enriquecidas para as repeticoes GGC, CCA e
AT permitiram a selecéo de 79, 172 e 50 clones positivos, respectivamente. Do total de
301 clones que foram identificados, 153 j& foram sequenciados. Observou-se que 40
(26%) clones sequenciados apresentaram fragmentos de DNA contendo microssatélite,
0S quais variaram quanto ao tipo, nimero e tamanho. As seqléncias apresentaram
repeticdes de di-, tri-, tetra- e até pentanucleotideos. Em um mesmo fragmento, foram
encontrados até 3 microssatélites. Entre as sequéncias analisadas, foram observadas
repeticbes perfeitas, imperfeitas e compostas, variarando entre 12 e 24 pb. Até o
momento, foram desenhados e testados 10 pares de primers, sendo um deles originado
da seqgiiéncia do marcador RAPD OPAZ20y4. Destes, apenas 5 pares (FCctc001,
FCggc001, FCccg001, FCccg002 e FCgcal0l) amplificaram fragmentos com tamanho
esperado e bem definidos. Entretanto, esses primers foram monoforficos, quando
testados entre diferentes cultivares andinos e mesoamericanos. Os primers SCAR,
desenvolvidos e validados no presente trabalho, foram testados juntamente com 45
pares de primers microssatélite comerciais, entre os genitores de uma populacdo de 154
RIL"s. Dos primers selecionados, 7 foram mapeados em 10 grupos de um mapa parcial
de ligacdo ja existente e 1 permaneceu ndo-ligado. O mapa de ligacdo sofreu pequena
variagdo no tamanho (247,8/252 cM) e no nimero de grupos de ligacdo (9/10 grupos).
Entretanto, pela andlise de variancia foram constatadas associacfes significativas desses
marcadores com diferentes caracteristicas quantitativas. As associagbes mais
significativas foram constatadas por meio de andlises de regressdo stepwise, as quais
promoveram alteracdo no valor de R? da regressd mdltipla para algumas das
caracteristicas. As caracteristicas MAT (nimero de dias até a maturagdo), VAPLA
(nimero médio de vagens por planta), SEPLA (nimero médio de sementes por planta) e
PRVAG (producgo média por vagem), que apresentavam valores de R? de 40,14; 28,99;
14,03 e 17,13 , tiveram um aumento para 44,30; 34,53; 21,92 e 26,03, respectivamente.
A inclusdo do marcador sH13 no GL 07 possibilitou a identificagdo de um novo QTL
para a caracteristica VAPLA. Este marcador também mostrou-se associado ao QTL,
anteriormente, descrito para SEPLA. O marcador BM165 foi mapeado no GL 02 e
mostrou-se associado a 4 QTLs diferentes, identificados para as caracteristicas MAT,
P100 (peso de 100 sementes), SEPLA e PRVAG.
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ABSTRACT

QUEIROZ, Vagner Tebaldi de, D. S., Universidade Federal de Vicosa, September 2004.
Obtainment of the microsatellite primers and the development, validation and
mapping of SCAR markers in the common bean. Advisor: Maurilio Alves
Moreira. Committee members. Everaldo Gongalves de Barros and Elza Fernandes
de Aratjjo.

The RAPD technique represents the mgjor molecular tool for assisting the
common bean breeding program of the BIOAGRO/UFV, in spite of its limitations. The
conversion of the RAPD markers into SCAR ones, as well as the development of SSR
primers are the strategy adopted by several researchers in order to relieve these
problems. Therefore, 5 primers SCAR to angular leaf spot, 5 primers to rust and 7
primers to anthracnose were developed. The primers developed to angular leaf spot
were derived from the RAPD markers OPMO0245 OPBA166s9, OPH13499 and
OPH14+AA 19400 and were mapped, in coupling phase, a 5.3, 7.1, 5.6 and 10.1 cM,
from their respective resistance genes. The primers developed to rust were originated
from the RAPD markers OPAE19399, OPX 11550, OPAJ18+AH107, athough only the
primer SAE19 was validated. It was mapped, in repulsion, at 1.0 cM distance from the
resistance gene Ur-11. The primers developed for anthracnose were obtained from the
fragment sequences of OPAZ20g4, OPY 20s3,, OPC08gp, OPZ04s569, OPBO031g00,
OPZ09ysp, OPH18g3, from wich, only the primers sAZ20, sY20, sC08, sZ04 were
validated. They were mapped, in coupling phase, a 7.1, 1.2, 7.8 and 2.9 cM, from their

respective resistance genes. The SSR primers were developed from the sequences of the
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genomic DNA fragments obtained from three small enriched libraries. The libraries
were enriched for the repetitions GGC, CCA and AT and made possible the selection of
79, 172 e 50 positive clones, respectively. From the total of 301 positive and identified
clones, 153 were sequenced. From these clones, 40 (26%) presented DNA fragments
containing microsatellite that showed variations for type, number, and size. The
sequences showed repetitions of two, three, four, and five nucleotides. In the same DNA
fragment, a total up to three microsatellites were found. Among the analyzed sequences,
some perfect, imperfect, and compound repetitions ranging from 12 to 24 bp were
found. Until this moment, only 10 pairs of primers were designed and tested; one of
them was originated from the RAPD marker OPAZ20g40. From those, only 5 pairs
(FCctc001, FCggc001, FCccg001, FCccg002 e FCgca001) amplified the well-defined
fragments with the expected size. However, those primers were monomorphics ones,
when tested among different andean and mesoamerican cultivars. The developed and
validated SCAR primers were tested together with 45 pairs of commercial SSR primers
between the genitors of 154 RIL populations. From the selected primers, 7 were mapped
into 10 groups of a partial linkage map already available in the lab, whereas one stayed
discoupled. The linkage map was dightly atered in its size (247.8/252 cM) and number
of linkage groups (9/10 groups). Variance anaysis detected siginificative associations
of these markers with different quantitative traits. The most significative associations
were detected by stepwise regression analysis that promoted alteration in R? values of
the multiple regression analysis for some traits. The R? values of the traits MAT (the
number of days until the bean maturation), VAPLA (the average pod number per plant),
SEPLA (the average seed number per plant) and PRVAG (the average yield per pod)
increased from 40.14, 28.99, 14.03 and 17.13 to 44.30, 34.53, 21.92 and 26.03,
respectively. The marker sH13 included into LG 07 allowed for the identification of a
new QTL for the trait VAPLA. This marker also showed to be associated with the QTL
previously described for SEPLA. The marker BM165 was mapped in LG 02 and
showed to be associated with four different QTLs identified for the traits MAT, P100
(100-seed weight), SEPLA and PRVAG.

Xiv



1.INTRODUCAO GERAL

No Brasil, o grande consumo do feijdo associado a sua adaptacdo climatica
contribui para a ampla distribuicdo da cultura em todo territdrio nacional, conferindo-
Ihe destacada importancia nutricional, econdmica e social (FALEIRO, 2000). De acordo
com a FAO (2001), o Brasil € o maior consumidor e produtor mundia de feijdo
(Phaseolus vulgaris L.), com um consumo per capita de 16,4 kg/hab./ano. Segundo o
IBGE (2003), a producéo nacional atingiu 1,6 milhdes, 1,2 milhdes e 462 mil toneladas
para a primeira, segunda e terceira safras, respectivamente. Esta producdo corresponde a
um rendimento médio de 690 kg/ha, 806 kg/ha e 2.128 kg/ha para as referidas safras.

Embora alta, a producéo brasileira ainda sofre grandes prejuizos, em virtude da
utilizacdo de cultivares com baixo potencial produtivo, plantio em solos de baixa
fertilidade, baixa utilizacdo de tecnologia e associacdo simbiética ineficiente, além da
suscetibilidade a diversas pragas e doengas, que constituem os principais fatores
contribuintes para a baixa produtividade nacional (BALARDIN, 1990). VIEIRA (1983)
cita mais de 30 doencas, que podem atingir o feijoeiro, sendo que, destas, cerca de oito
sd0 de maior importancia no territério nacional. Dentre estas, merecem destague as
doencas fungicas. a ferrugem, causada por Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger var.
appendiculatus; a antracnose, causada por Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e
Magn.) Scrib.; e a mancha-angular, causada por Phaeoisariopsis grisela (Sacc.). No
Brasil, segundo MORA-BRENES et al. (1983), RAVA et al. (1985) e SARTORATO e
RAVA (1992) as perdas causadas pela mancha-angular chegam a 70%, dependendo das
condi¢des ambientai s e suscetibilidade dos cultivares.



O melhoramento genético do feijoeiro, visando a obtencdo de cultivares
resistentes, tem se destacado como estratégia para minimizar as perdas na producéo.
Neste processo, a identificacdo e utilizacdo de fontes de resisténcia as principais racas
do patégeno, visando a piramidacdo de genes, sdo procedimentos necessarios para o
desenvolvimento de novos cultivares. Deste modo, sdo desenvolvidas variedades
comerciais de feijdo com amplo espectro de resisténcia e, portanto, com maior potencial
produtivo (RAGAGNIN et a., 2003; COSTA, 2004).

Embora a piramidacdo de genes de resisténcia segja a estratégia mais eficiente,
sua utilizacdo no melhoramento genético tem sido dificultada devido as interagdes
epistéticas, que ocorrem entre os genes de resisténcia. Como o processo de piramidacdo
requer a combinacdo de genes de resisténcia epistéticos e hipostéticos a determinadas
racas num sO gendtipo, os melhoristas ndo encontravam outra alternativa a ndo ser
utilizar multiplas inoculagdes com cada raga do patdgeno para a selecdo, principa mente
de genes hipostéticos. Entretanto, os programas de piramidacdo tém sido auxiliados pela
identificacéo e utilizacdo de marcadores moleculares estreitamente ligados aos genes de
resisténcia (RAGAGNIN et a., 2003; COSTA, 2004). Tais marcadores além de
permitirem a selecéo indireta destes genes, ndo tém sua expressao af etada por interactes
que ocorrem entre 0S Mesmos.

No Programa de Melhoramento Genético do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV
(PMGF-BIOAGRO), os marcadores RAPD (WILLIAMS et a., 1990; WELSH &
McCLELLAND, 1990) representam a principal classe utilizada. Tais marcadores tém
sido, extremamente, Uteis para identificar e selecionar gendtipos com importantes genes
de resisténcia a varios patogenos (ALZATE-MARIN et al., 1999; SARTORATO et d.,
1999; CORREA et a., 2001; FALEIRO et al., 2003; CAIXETA et a., 2003).
Entretanto, os marcadores RAPD apresentam natureza dominante e baixo contelido de
infformacdo genética por loco. A técnica de RAPD pode ainda ndo apresentar
reprodutibilidade de resultados, quando executada em diferentes condi¢bes. Em virtude
dessas limitagbes, a necessidade da utilizagdo de outras classes de marcadores
moleculares, para auxiliarem o desenvolvimento dos programas de melhoramento

genético do feijoeiro-comum, torna-se cada vez mais evidente.



2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver marcadores moleculares
para auxiliar o desenvolvimento do Programa de Melhoramento Genético do Feijoeiro
do BIOAGRO/UFV.

Os objetivos especificos foram:

Desenvolver e validar marcadores SCAR associados a genes de resisténcia a
ferrugem, & antracnose e @ mancha-angular.

Construir bibliotecas enriquecidas, seqlenciar clones positivos, selecionar
fragmentos de DNA contendo microssatélites, desenhar e testar primers SSR
em diferentes cultivares andinos e mesoamericanos.

Introduzir marcadores microssatélite e SCAR em um mapa de ligacdo que
apresenta baixo nivel de saturacdo e mapear possiveis QTLs associados ao

rendimento do feijoeiro-comum.



3.REVISAO DE LITERATURA

3.1. Marcadores RAPD e SCAR

As denominagtes RAPD ou AP-PCR foram sugeridas por dois grupos distintos
- WILLIAMS et a. (1990) e WELSH e McCLELLAND (1990), respectivamente, para
descrever a mesma metodologia, sendo que a primeira denominagdo tornou-se mais
conhecida. O RAPD é uma adaptacdo da técnica de PCR, que utiliza como primer os
oligodesoxirribonucleotideos decameros unicos de seqliéncia arbitraria. Os produtos da
amplificagdo sdo obtidos, quando dois sitios de pareamento do primer estdo localizados
em sentidos opostos no DNA e separados entre si por uma distancia amplificavel,
geralmente, entre 200 e 2.000 pares de bases. O nimero e o tamanho dos fragmentos
amplificados dependem da seqiiéncia do primer e do DNA-molde (TINGEY & DEL
TUFO, 1993).

As bandas de DNA originadas pelo RAPD podem ser excisadas, purificadas e
clonadas. A partir da clonagem, seqlienciamento e andlise das seqiiéncias obtidas, pode-
se fazer o desenho de primers especificos. Esta metodologia possibilita a conversdo dos
marcadores RAPD em SCAR. O termo SCAR foi utilizado por PARAN e
MICHELMORE (1993), para definir marcadores RAPD cuja sequéncia interna tenha
sido determinada, permitindo compor primers contendo na sua extremidade 5' a prépria
sequéncia do primer RAPD e, na extremidade 3' a regido interna imediatamente
adjacente. Os primers SCAR apresentam seqliéncia especifica e por esta razéo podem
ser utilizados como pontos de referéncia fisica do genoma, servindo para propésitos de
mapeamento ou como marcadores genéticos, quando estdo associados a algum gendtipo



de interesse. Entre outras vantagens, a técnica do SCAR néo apresenta problemas de
reprodutibilidade.

3.2. Mar cador es baseados em micr ossatélites ou SSR
3.2.1. Microssatélite

Os microssatélites (LITT & LUTY, 1989) foram, inicialmente, denominados
de SSR ou sequiéncias simples repetidas. BECKMANN e SOLLER (1990) criaram a
denominacdo de STMS, que significa sitios de microssatélites marcados por sequéncia.

Nos microssatélites, um Unico nucleotideo ou um pegueno numero de
nucleotideos é repetido varias vezes. Normalmente, o nimero de nucleotideos de cada
repeticdo € menor que 6 (RONGWEN et a., 1995) e o agrupamento de repeticdes
adjacentes apresenta comprimento variando entre 15 e 50 pb (PETES et a. 1997). As
repeticdes podem ser grupos perfeitos, imperfeitos ou compostos (HEARNE et 4.,
1992). Quando os microssatélites foram descobertos, 0os mesmos tornaram-se
extensivamente usados em andises genéticas. Os microssatélites sdo freguentes,
encontram-se distribuidos ao acaso no genoma e originam locos genéticos, altamente,
polimorficos (ROIZES, 2000).

O polimorfismo de um loco microssatélite pode ser constatado por meio de
PCR, utilizando-se um par de primers especificos e complementares a sequiéncias
anicas, que flanqueiam o loco. Deste modo, cada segmento amplificado com diferente
tamanho representa um alelo diferente do mesmo loco (YU et al., 1999; GAITAN-
SOLiSet ., 2002).

3.2.2. Ocorréncia dos microssatélites

BECKMANN e WEBER (1992) estimaran que, em humanos, um
microssatélite seja encontrado a cada 6 kb, em média. Em plantas, MORGANTE e
OLIVEIRI (1993) examinaram sequéncias de DNA, publicadas para repeticdes de di- e
trinucleotideos em 34 espécies e encontraram uma freqiéncia de 1 a cada 50 kb.
SMULDERS et a. (1997) identificaram 220 microssatélites em cerca de 2.000
sequéncias de DNA de espécies de Lycopersicon. Em média, observou-se um
microssatélite a cada 64 kb para monocotiledéneas e a cada 21 kb para dicotiledéneas
(MAUGHAN et al., 1995). A fregiéncia em plantas tem sido também estudada por



hibridizacdo com sondas de oligonucleotideos especificos, tais estudos sugerem um
microssatélite a cada 65 kb a 80 kb (PANAUD et a. 1996, ECHT &
MAYMARQUARDT, 1997).

3.2.3. Distribuicao dos microssatélites

Os microssatélites sdo encontrados em procariotos, eucariotos e, até mesmo,
nos menores genomas bacterianos (FIELD & WILLS, 1996; HANCOCK, 1996).
Segundo HANCOCK (19964), o contelido global de microssatélites em um genoma esta
correlacionado com o tamanho do genoma do organismo, sendo a fregqiiéncia e o tipo de
microssatélite diferente entre espécies e entre regides codificadoras, introns e DNA
intergénico (WAUGH et al., 2000). HANCOCK (1995) demonstrou que microssatélites
encontrados em éxons sd0 menos abundantes do que em regides ndo codificadoras. A
partir de seqiiéncias gendmicas, obtidas do GenBank, TOTH et al. (2000) compararam a
abundancia de varios tipos de microssatélites em diferentes grupos taxonémicos, e
ainda, o0 modo como as freguiéncias diferem entre éxons, introns e regides intergénicas.
Para 0 grupo Embryophyta, nas regifes intergénicas e introns, as repeticdes mais
comuns encontradas foram de 1 e 2 pb, ocorrendo com a frequiéncia de 17% e 15% em
regides intergénicas e 12% e 11% nos introns. Nos éxons, as repeticdes mais comuns
foram de 3 pb com uma freqiiéncia de 9%.

Diferentes grupos taxondmicos, também, exibem preferéncias por
determinados tipos de SSR. O microssatélite mais abundante em vérios mamiferos é
(AC), (BECKMANN & WEBER, 1992), enquanto, em muitas espécies de plantas,
(AT), ou (AG), € 0 microssatélite mais abundante (LAGERCRANTZ et al., 1993;
WANG et al., 1994). As diferencas também podem existir entre espécies de plantas; as
repeticbes AT/TA prevalecem em soja e abacateiro, mas ndo foram encontradas em
nenhum clone de mangueira ou Erythoxylum coca (CREGAN et al., 1994).

3.2.4. Desenvolvimento de mar cador es baseados em micr ossatélites
Entre os procedimentos utilizados para o desenvolvimento de marcadores
microssatélites, destacam-se: 1) identificacdo de SSR em biblioteca de DNA gendmico,
por meio de hibridizac&o de col6nias (WEISSENBACH et al., 1992); 2) construcéo de
bibliotecas genbmicas enriquecidas para determinadas repeticdes (GUILFORD et al.,



1996; HAMILTON et al., 1999; FORSTER et al., 2001; GAITAN-SOLIS et al., 2002);
e 3) pesquisa em bancos de dados de DNA de dominio publico (YU et al., 1999). O
primeiro € um processo demorado e caro, especialmente para espécies de plantas com
genomas complexos, enquanto o Ultimo requer um ndmero relativamente grande de
sequéncias de DNA publicadas.

No desenvolvimento de microssatélites para o projeto de mapeamento humano,
foi construida uma biblioteca de DNA genémico ndo enriquecida. A identificacdo de
colbnias positivas foi realizada, por meio de hibridizagdo com sonda de
oligonucleotideo marcada. Inicialmente, foram identificados e seqUenciados 12.014
clones, dos quais somente 2.995 (25%) foram selecionados para obtencédo de
microssatélites (WEISSENBACH et a., 1992). Este nimero reduzido ocorre por que
alguns fragmentos apresentam o microssatélite na extremidade, impedindo a construgdo
de primers. Outros fragmentos apresentam reduzido nimero de repeticoes.

Como a freguiéncia média de locos microssatélites é varidvel entre genomas, o
processo de isolamento e caracterizacdo desses locos em plantas mostra-se ainda mais
caro e intensivo. Segundo KUBIK et al. (1999), experimentos anteriores envolvendo
plantas e utilizando bibliotecas ndo enriquecidas e hibridizacdo de colbnias revelaram
um pequeno nimero de repeticdes microssatélites. As repeticbes de interesse foram
observadas em, apenas, 0,12% das col6nias sel ecionadas. Uma frequiéncia reduzida seria
normalmente esperada em plantas, porque experimentos envolvendo hibridizacdo com
sondas de oligonucleotideos especificos sugerem um microssatélite a cada 65 kb a 80 kb
(PANAUD et a., 1996; ECHT & MAYMARQUARDT, 1997). Por esta razdo, o
desenvolvimento de microssatélites se mostrou por algum tempo praticamente inviavel,
sendo aplicado somente a projetos de grande importancia e interesse econémico.

Por outro lado, a construcéo de pequenas bibliotecas gendmicas enriquecidas
paratais locos facilita o trabalho, possibilitando economia de tempo e custo. FORSTER
et al. (2001) desenvolveram e caracterizaram marcadores baseados em microssatélites
para Lolium perenne L., utilizando biblioteca gendmica enriquecida para determinadas
repeticoes. Nesse experimento, foram seqiienciados 1.853 clones dos quais 859 (50%)
apresentaram repeticbes de microssatélites. Segundo CORDEIRO et a. (1999),
melhores niveis de enriquecimento podem, ainda, ser obtidos com modificacbes de

metodol ogias-padréo.



3.2.5. Primers microssatélite para o feijoeiro-comum

Em pesqguisa realizada no GenBank entre os géneros Phaseolus e Vigna, YU et
al. (1999) examinaram 326 sequéncias de DNA e constataram que 61 (18,7%) destas
apresentavam repeticdes microssatélites. Ao contrario do esperado, ou segja, um
microssatélite a cada 21 kb para dicotileddneas, os autores identificaram um
microssatélite potencial a cada 7 kb de DNA em média. Os autores testaram 11 primers
SSR em 12 linhagens endogamicas de feijoeiro-comum e constataram que 7 desses 11
primers microssatélites eram polimorficos, amplificando entre 2 e 10 aelos. Os
microssatélites mais comuns eram repeticdes dos nucleotideos AT/TA e CT/GA, sendo
a primeira predominante. Foram também encontradas repeticbes de tri- e
tetranucleotideos. As repeticdes de dinucleotideos foram encontradas em regides
intergénicas ou de introns. A maioria das repeticdes, contendo trinucleotideos, foi
encontrada em regides codificadoras, a0 passo que grande parte das repeticGes de
tetranucl eotideos encontravam-se em regides intergénicas.

A partir de 4 clones BAC, CAIXETA et a. (20034) hibridizaram 890 col6nias
com as sondas (AT)is, (CT)15 € (ATT)10. Destas, 72 colonias foram selecionadas e
testadas quanto a presenca de inserto por diagnostico com enzima de restricdo. Em 62
colbnias, foi revelada a presenca de inserto. O DNA plasmidia de tais colénias foi
extraido e sequenciado. Das 62 sequéncias andisadas, foram encontrados
microssatélites em 27 fragmentos. Para esses, foram desenhados e testados 21 pares de
primers que amplificaram bandas Unicas e bem definidas em 10 cultivares de feij&o.
Dos primers testados, 15 amplificaram bandas polimoérficas e 6 monomorficas entre os
cultivares avaliados. O nimero de alelos por loco variou de 1 a 6.

GAITAN-SOLIS et a. (2002) construiram 3 bibliotecas enriquecidas,
utilizando diferentes linhagens andinas. De um total de 4.682 clones positivos
identificados entre as bibliotecas obtidas, apenas 856 foram seqiienciados. Somente para
213 clones sequenciados, foi possivel o desenho de primers SSR. Os 213 pares de
primers SSR foram testados por PCR, utilizando-se os plasmideos que os originaram
como moldes. Dos 213 primers testados, somente 68 pares produziram fortes produtos
de amplificacdo. Destes, 59 foram repetices de dinucleotideos, 4 de trinucleotideos, 1
de tetranucleotideo, 1 de pentanucleotideo e 3 foram repeticdes compostas. A fim de
verificar o nivel de conservacdo desses primers, 0s autores testaram os 68 pares entre
diferentes gendtipos de 4 espécies do género Phaseolus, sendo 2 do género P.



coccineus, 2 de P. polyanthus, 3 de P. acutifolius e 2 de P. lunatus. Foi observado que
33 pares de primers amplificaram fragmentos em todas as amostras. Os autores
concluiram que, entre as diferentes espécies, existe um nivel considerdvel de
conservacdo na sequéncia de DNA das regides, que flanqueiam o microssatélite. A
capacidade dos 68 pares de primers em detectar |ocos polimorficos foi avaliada entre 21
genétipos de P.vulgaris. Entre os gendtipos utilizados havia espécies selvagens e
cultivadas, pertencentes aos grupos Andino e Mesoamericano. Dos 68 primers testados,
14 pares amplificaram produtos monomorficos no material testado. Entre os primers
polimorficos, o nUmero de alelos por loco de microssatélite variou entre 1 e 14, com

umamédia de 6 alelos por par de primer.

3.3. Marcadores RAPD, SCAR e SSR associados a genes de resisténcia no feijoeir o-
comum

A produtividade da cultura do feijdo no Brasil é afetada, principalmente, pela
ocorréncia de doencas, como a antracnose, mancha-angular e ferrugem. Portanto, a
identificagdo de marcadores RAPD e o desenvolvimento e validagdo de marcadores
SCAR estreitamente ligados ao(s) gene(s) de resisténcia a tais doencas sdo de grande
importancia em programas de melhoramento. No Quadro 1, adaptado de FALEIRO et
al. (2003), encontram-se os principais marcadores RAPD e microssatélite, utilizados nos
programas de melhoramento genético do feijoeiro, com o propdésito de selecdo assistida
visando a piramidacdo de genes.

Quadro 1. Marcadores RAPD e microssatélite ligados a genes de resisténcia do
feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.) a ferrugem, antracnose e mancha-

angular
Distancia Genede Fontede .
Mar cador (cM) e oA Doenca** o Referéncia
. ~ 4 resisténcia resisténcia
orientacao
OPF10539 1,9 —rep. Co-1 antracnose Michigan DRK YOUNG eKELLY (1997)
OPQO04 449 5,5 — acop. Co-2 antracnose Cornell 49242 YOUNG eKELLY (1996)
OPH20,59 0,5 — acop. Co-2 antrachose Cornell 49242 ADAM-BLONDON et a. (1994)
OPY 20330 Sem rec. Co-4 antracnose TO ARRUDA et . (2000)
OPJ01;359 18,1 — acop. Co-4 antracnose TO ARRUDA et a. (2000)
OPI16gs5, 14,3 — acop. Co-4 antracnose TO ARRUDA et al. (2000)
OPC08yyg 9,7 — acop. Co-4 antracnose TO ARRUDA et al. (2000)
OPA 1853, 17,4 —rep. Co-4 antracnose TO ARRUDA et . (2000)
OPB03;g00 3,7 —rep. Co-4 antracnose TO ARRUDA et al. (2000)




Quadro 1, Cont.

Mar cador Distancia Genede Doenga** Fontede Referéncia
(cM) e resisténcia resisténcia
orientacao*

OPH18g3, 9,2 — acop. Co-4? antracnose G 2333 ALZATE-MARIN et al. (1999)
OPAS134s, sem rec. Co-4? antracnose SEL 1308 YOUNG et al. (1998)
OPAL09,,,  4,5—acop. Co-42 antracnose G 2333 YOUNG et al. (1998)
OPABO350 5,9 —acop. Co-5 antracnose TgEI? 123%3:)3 YOUNG eKELLY (1997)
OPAHO01,5, 12,3 — acop. Co-6 antracnose AB 136 YOUNG eKELLY (1997)
OPAK 20599 7,3 —rep. Co-6 antracnose Catrachita YOUNG eKELLY (1997)
OPAZ20g40 7,1 — acop. Co-6 antrachose AB 136 ALZATE-MARIN et a. (1999)

OPZ 04560 8,5 — acop. Co-6 antracnose AB 136 ALZATE-MARIN et al. (1999b)

OPZ095, 20,4 —rep. Co-6 antracnose AB 136 ALZATE-MARIN et a. (1999b)
OPBC064y 1,3 —acop. Ur-6 ferrugem ‘Olathe’ PARK et al. (2003)
OPA G153y 2,0 —acop. Ur-6 ferrugem ‘Olathe’ PARK et al. (2003)
OPAY 15,4 7,7 —rep. Ur-6 ferrugem ‘Olathe’ PARK et al. (2003)

OPK 144 2,2 —acop. Ur-3 ferrugem NEP-11 HALEY et al. (1994)
OPAC20,9 SEem rec. Ur-11 ferrugem Pl 181996 JOHNSON et al. (1995)
OPAE199 6,2 —rep. Ur-11 ferrugem Pl 181996 JOHNSON et al. (1995)
OPA 14100 Sem rec. Ur-4 ferrugem Early Gallatin MIKLAS et a. (1993)

OPF10470 2,1 — acop. Ur-5 ferrugem México 309 HALEY et al. (1993)

OPI19,4, SEem rec. uUr-5 ferrugem México 309 HALEY et al. (1993)
OPAA115y Sem rec.. Ur-7 ferrugem Jules (Tara) PARK et al. (1999)
OPAD125, Sem rec. Ur-7 ferrugem Jules (Tara) PARK et al. (1999)
OPAF1740 Sem rec. Ur-7 ferrugem Jules (Tara) PARK et al. (1999)
OPAB16gs5 2,2 — acop. Ur-7 ferrugem Jules (Tara) PARK et al. (1999)
OPAD09ss, 2,2 —acop. Ur-7 ferrugem Jules (Tara) PARK et al. (1999)

OPJ134809 5,0 — acop. Ur-9 ferrugem  Pompadour Checa JUNG et a. (1996)
Satt174500" 11, ; _1 ai‘:op. Uéo(_)i\(l)e ];ﬁrrl;gﬁrgsz Ouro Negro CORREA (1999)
OPBA 0854, 6,0 — acop. Ur-ON ferrugem Ouro Negro CORREA et al. (2000)

OPF10,07, 4,3 —acop. Ur-ON ferrugem Ouro Negro CORREA et al. (2000)

OPAJ18 111e Ur-ON e ferrugeme -
+ AH10,o 9,4 — acop. Co-10 antra?:nose Ouro Negro CORREA (1999)
OPX 1155, 5,8 — acop. Ur-ON ferrugem Ouro Negro FALEIRO et al. (2000a)
OPPQ7, 24,4 — rep. ? man. ang. ESAL 550 SILVA et d. (2003)
PV-atct00l,g,° 7,6 —acop (? man. ang. ESAL 550 SILVA et al. (2003)
OPAO12¢, 5,8 — acop. Phg-67 man. ang. BAT 332 CAIXETA et d. (2003)
OPAAQ7ys 5,1 —acop. Phg-67 man. ang. BAT 332 CAIXETA et al. (2003)
OPAD09s,; 13,9 —acop. Phg-ON man. ang. Ouro Negro FALEIRO et al. (2003)
OPBA165g; 10,4 - acop. Phg-ON man. ang. Ouro Negro FALEIRO et al. (2003)
OPBA 16459 10,4 - acop. Phg-ON man. ang. Ouro Negro FALEIRO et a. (2003)

OPE045y 5,8 — acop. Phg-5° man. ang. MAR-2 FERREIRA et d. (1999)

OPH13,99 5,5 —acop. Phg-1 man. ang. AND277 CARVALHO et a. (1998)

OPNO02gq9 5,9 — acop. Phg-2 man. ang. Mexico 54 SARTORATO et d. (1999)
OPAC14,4 6,6 — acop. Phg-2 man. ang. Mexico 54 SARTORATO et d. (1999)

OAil-llgl * 9,8 — acop. Phg-ON man. ang. Ouro Negro CORREA (1999)

400
OPM 02,25 5,6 — acop. Phg-ON man. ang. Ouro Negro CORREA et al. (2001)

* acop. = acoplamento; rep. = repulsdo; sem rec. = sem recombinantes; ** man. ang. = mancha-angular;
& = marcadores microssatélites.

Pela andlise dos Quadros 1 e 2, observa-se que os marcadores RAPD (49)

ainda representam a principal classe de marcadores utilizada em programas de

melhoramento do feijoeiro. Estes apresentam-se em numero bem superior, em
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comparacdo com os marcadores microssatélites (2) e SCAR (13) associados a genes de

resisténcia a antracnose, ferrugem e mancha-angular.

Quadro 2. Marcadores SCAR ligados a genes de resisténcia do feijoeiro-comum

(Phaseolus vulgaris L.) a doengas de importancia mundial

SCAR M;r:;gor Doenga* Loco Referéncia
QTL de efeito maior
SAP6g0 AP6 CBB (GN#1 sel 27) MIKLAS et al. (2000a)
QTL de efeito maior
BAC6,25 BC409 CBB (GN#1 sdl 27) ARIYARANTHE et al. (1999)
QTL de efeito maior
sU915g9 U9 CBB (XAN 159) PEDRAZA et al. (1997)
QTL de efeito maior BAI et al. (1997)
R7313700 - CBB (OAC 88-1) BEATTIE et dl. (1998)
QTL de efeito maior BAI et al. (1997)
R4865450 - CBB (OAC 88-1) BEATTIE et a. (1998)
SW 1369 W13 BCMV | MELOTTO et al. (1996)
ROC11,5 Cl11 BCMV bc-3 JOHNSON et al. (1997)
SBD5;550 BD5 BCMV bc-12 MIKLAS et al. (20000)
Cofgggjfﬁ;gte R2 BGMV bgm-1 URREA et al. (1996)
QTL de efeito maior
SW12449 w12 BGMV (DOR 364) MIKLAS et a. (2000c)
sBC065qy BC06 ferrugem Ur-6 PARK et al. (2003a)
NEMCHINOVA e STAVELY (1998)
K14, K14 ferrugem uUr-3 MIKLAS & al. (2002)
MELOTTO et al. (1998)
S1 1960 119 ferrugem Ur-5 MIKLAS & al. (2002)
BOONE et a. (1999)
UR11-GT25 GTO02 ferrugem Ur-11 MIKLAS et . (2002)
CORREA et dl. (2000)
SF10407, F10 ferrugem Ur-ON MIKLAS et . (2002)
CORREA et al. (2000)
SBA08sz BAS8 ferrugem Ur-ON MIKLAS & al. (2002)
SCAreolig H20 antracnose Co-2 GEFFROY et al. (1998)
2 YOUNG et al. (1998)
SAS13g59 AS13 antracnose Co-4 KELLY et al. (2003)
2 AWALE eKELLY (2001)
SH18:100 H18 antracnose Co-4 KELLY et a. (2003)
SBB].41150/1050 A2 AWALE eKELLY (2001)
co-dominante  BB14 antracnose Co-4 KELLY et . (2003)
SAB300 AB-3 antracnose Co-5 VALLEJO eKELLY (2001)
SB12;35 B-12 antracnose Co-9 MENDEZ DE VIGO et a. (2002)
NIETSCHE et al. (2000)
SN02gg9 NO2 man. ang. Phg-2 MIKLAS & al. (2002)

* CBB - crestamento bacteriano comum; BCMV - virus do mosaico comum do feijoeiro; BGMV - virus do mosaico
dourado do feijoeiro; man. ang. — mancha-angular.

3.4. Classificacdo botanica e or ganizacéo do genoma do feijoeir o-comum
O feijoeiro-comum pertence a tribo Phaseoleae; subtribo Phaseolineae; género

Phaseolus; e espécie Phaseolus vulgaris L. (VILHORDO et al., 1996).
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O género Phaseolus possui cerca de 55 espécies, das quais cinco Séo
cultivadas: P. vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray var.
latifolius Freeman e P. polyanthus Greenman (GEPTS & DEBOUCK, 1991). A espécie
Phaseolus vulgaris L. € uma leguminosa dipléide (2n = 22) com um genoma
relativamente pegqueno, contendo 0,66 picogramas de DNA por genoma hapldide, o que
equivale a 6,33 x 10° pares de nucleotideos (ARUMUGANATHAN & EARLE, 1991).

3.5. Mapeamento genético

O mapeamento genético é baseado na hipétese de que a co-transmissdo de dois
marcadores reflete a proximidade entre eles, criando a possibilidade de se ordenar,
linearmente, a informacdo genética ao longo dos cromossomos (GUIMARAES &
MOREIRA, 1999).

Por meio do mapa genético, € possivel uma representacdo da ordem e da
distancia entre os locos nos grupos de ligacdo. A distancia genética é medida em termos
da fregiiéncia de recombinacdo entre marcadores, que € transformada em distancia de
mapa (cM) por meio de algoritmos apropriados. As férmulas comumente utilizadas no
mapeamento sdo as de Haldane (HALDANE, 1919) e de Kosambi (KOSAMBI, 1944),
sendo que a Ultima considera a interferéncia parcial entre permutas genéticas adjacentes.
A fregiéncia de recombinacdo é bastante varidavel entre diferentes regifes
cromossdmicas, entre tipos de cromossomos e entre espécies. Assim, a distancia
genética ndo apresenta correlacdo constante com a distancia fisica, definida em termos
de pares de base. No entanto, a ordem dos locos determinada nos grupos de ligagéo
genética corresponde a mesma encontrada nos cromossomos. Com iSso, 0 mapeamento
genético de uma espécie consiste na producdo de um conjunto ordenado de informacdes

sobre as sequiéncias de DNA, gue cobrem todo o genoma (PATERSON, 1996).

3.5.1. Construcao de mapas genéticos
Para a construcdo de um mapa genético é necessaria a obtencédo de popul agdes
segregantes e a utilizacdo de véarios marcadores, que sgjam polimorficos entre os
genitores e apresentem segregacd mendeliana na progénie (GUIMARAES &
MOREIRA, 1999).

12



Varios tipos de populacéo podem ser utilizados no mapeamento, devendo-se
escolher agueles cruzamentos que maximizem a probabilidade de detectar
polimorfismos em nivel de DNA. Quanto mais proximas, geneticamente, sG0 as
linhagens que dardo origem a populacdo segregante, mais dificil € a obtencédo de
polimorfismos. As populagbes segregantes utilizadas podem ser originadas de
retrocruzamento, F,, RIL"s, dentre outras (QUEIROZ et a., 2003; FALEIRO et al.,
2003). A populacdo de retrocruzamento € considerada pouco informativa, pois, segrega
apenas para os alelos do progenitor doador. A populagéo F, pode ser obtida em, apenas,
duas geracfes e contém as trés combinacdes possiveis de dois adelos (AA, Aa e aq) para
um referido loco (PATERSON, 1996). As RIL’s constituem uma populacdo
permanente, visto que cada individuo é resultante de autofecundagBes sucessivas de
uma planta F, (BURR et a., 1988; REITER et al., 1992). Entretanto, a limitagdo na
obtencdo deste tipo de populacdo € o longo tempo, ou sgja, cerca de sete ou mais
geracoes de autofecundacéo.

O ndmero de marcadores necessarios a constru¢do de um mapa genético varia,
em funcdo do tamanho do genoma, do nimero e do comprimento genético dos
cromossomos. Um mapa pode ser considerado completo, quando o nimero de grupos de
ligacdo obtidos pela andlise dos marcadores for igual a0 nimero de cromossomos
gameéticos do organismo, sugerindo que todas as regides do genoma estéo representadas
(BECKMAN & SOLLER, 1983).

O mapeamento genético possibilita o estudo de qualquer processo morfol gico,
fisiol6gico ou de desenvolvimento, desde que haja variagdes na constituicdo genética de
uma populacdo. Os mapas possibilitam a decomposicéo de caracteristicas genéticas
complexas em componentes mendelianos simples, pois as regibes gendmicas que
controlam tais caracteres podem ser identificadas e mapeadas. Uma vez que o efeito de
cada uma dessas regides for quantificado, toda a informagéo pode ser utilizada em
programas de melhoramento (PATERSON, 1996). O mapeamento genético representa,
ainda, uma importante metodologia para a clonagem de genes, principal mente quando o
produto génico ndo € conhecido.

3.5.2. Mapas genéticos para o feijoeiro-comum
As classes de marcadores utilizados para a construcdo de mapas genéticos para

o feljoeiro-comum tém variado muito ao longo dos anos. BASSET et a. (1991)
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publicaram um mapa de ligacdo do feijoeiro-comum, o qual consistia de 13 grupos de
ligacdo, que incluem genes controlando, em sua maioria, caracteristicas morfoldgicas e
de pigmentacdo, tais como cor de flor e semente. NODARI et al. (1993) analisaram a
segregacdo de 152 marcadores, incluindo 115 locos RFLP, 7 locos isoenziméticos, 8
locos RAPD e 19 locos correspondentes a genes conhecidos. Foram estabelecidos 15
grupos de ligagdo com um intervalo médio entre os marcadores de 6,5 cM, perfazendo
um total de 827 cM. FALEIRO et a. (2003a) utilizaram 10 caracteristicas de resisténcia
a doencas e habito de crescimento, 30 marcadores RAPD e 2 marcadores SCAR para a
construcdo de um mapa parcia de ligacdo. Os marcadores mapeados, distribuidos em 9
grupos de ligacdo, cobriram uma distancia de recombinacdo total de 247,8 cM.
Recentemente, BLAIR et a. (2003) testaram 150 primers SSR para mapear 100 locos
em um mapa genético integrado. O comprimento total do mapa foi de 1.720 cM e o
tamanho médio dos grupos de ligagcdo foi de 156,4 cM, com uma distancia média de
19,5 cM entre os locos de SSR.

3.5.3. Mapeamento de locos de heranca simples

Variagdes fenotipicas determinadas pela segregacdo de um ou poucos genes
sdo faceis de serem caracterizadas e mapeadas. O mapeamento de caracteres de heranca
monogénica € relativamente simples, uma vez que classes fenotipicas discretas ou semi-
discretas sGo observadas. Assim, os primeiros trabalhos de mapeamento utilizaram
caracteres de heranca ssmples (MEDINA-FILHO, 1980; TANKSLEY, 1983).

Isoenzimas, marcadores RFLP e, mais recentemente, marcadores RAPD e
AFLP tém sido utilizados para a identificagcdo de regifes do genoma associadas a
caracteres monogénicos, principalmente resisténcia a doencas e pragas (MIKLAS et al.,
1993, HALEY et a., 1993, CORREA et al., 2001; FALEIRO et a., 2003). Andlises de
linhagens isogénicas com marcadores moleculares permitiram a identificagdo de
marcadores ligados a genes de interesse em varias espécies de importancia econdmica,
como a resisténcia ao virus TMV em tomate (YOUNG et a., 1988), resisténcia a
Pseudomonas em tomate (MARTIN et a., 1991), resisténcia a Pyricularia grisea em
arroz (YU et a., 1991) e resisténcia a Phytophtora megasperma em soja (DIERS et al.,
1992).
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3.5.4. M apeamento de car acter es de heranca quantitativa

A maioria dos caracteres de importancia econémica esta sob controle genético
complexo, sendo de dificil manipulacdo e compreensdo. Esses caracteres envolvem a
acdo de vérios genes e sdo, atamente, influenciados pelas condicdes ambientais. Em
vez de classes fenotipicas discretas, eles apresentam variagdo continua do fendtipo e séo
denominados poligénicos ou quantitativos. Para a maioria dos caracteres quantitativos,
ha poucas informagdes sobre 0 nimero, a posi¢cdo cromossdmica, a magnitude do efeito
e as interacdes dos locos que controlam sua expressao (PATERSON, 1998). Esses locos
s80 denominados QTL, ou sga, locos controladores de caracteres quantitativos. Para
vé&rias caracteristicas de importancia econbémica tém sido identificados QTLs
(GRATTAPAGLIA et d., 1995; QUEIROZ et a., 2003; FALEIRO et al., 20034).

A capacidade de se detectar um QTL é funcdo da magnitude de seu efeito sobre
o caréter, do tamanho da populacdo segregante avaliada e da distancia entre 0 marcador
e 0 loco. Quanto maiores o efeito e o tamanho da populacéo e mais proximo o marcador
do QTL, mais facil serd a deteccdo. O rapido avanco das técnicas de marcadores
moleculares, a utilizacdo de delineamentos experimentais apropriados e o
desenvolvimento de métodos biométricos com grande poder de resolucdo tém
possibilitado o estudo de caracteres quantitativos, dissecando-os em fatores mendelianos
simples (ZENG, 1993 e 1994; JANSEN, 1993).

Com o uso de mapas genéticos e de técnicas de mapeamento de QTL, é
possivel estimar 0 nimero e a localizacdo dos genes, que controlam a variagdo
fenotipica de um carater, a magnitude dos seus efeitos no fenétipo, dos efeitos de
dosagem e as interagdes com outros QTLsS (ZENG, 1993 e 1994; JANSEN, 1993). Apos
andlises de mapeamento por intervalo simples e composto, QUEIROZ et a. (2003)
identificaram um QTL de efeito maior, explicando 35% da resisténcia a vassoura-de-
bruxa do cacaueiro. FALEIRO et a. (2003a) construiram um mapa parcial de ligacéo,
utilizando 154 RIL’s de feijoeiro-comum e identificaram QTLs associados a 8
caracteristicas quantitativas. O numero de QTLs variou entre as caracteristicas
estudadas. Foram identificados 5 QTLs para a caracteristica nimero de dias até o
florescimento, que explicaram em conjunto 39,79%. Por outro lado, para a caracteristica
producdo média por planta, apenas 1 QTL foi identificado e explicou 19,20%. Esses

autores ainda constataram que caracteristicas apresentando alta correlagdo genotipica,
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podem apresentar QTLS nos mesmos grupos de ligacdo e demonstrar 0S mesmos

marcadores associados a cada uma del as.
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE MARCADORES SCAR
ASSOCIADOS A GENES DE RESISTENCIA A FERRUGEM, ANTRACNOSE E
MANCHA-ANGULAR
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1. INTRODUCAO

Os programas de melhoramento do feijoeiro no Brasil tém visado, sobretudo, o
aumento da produtividade e a resisténcia a doencas (VIEIRA et a., 1999). O Programa
de Melhoramento Genético do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV (PMGF/BIOAGRO) tem
como meta principal a obtencdo de cultivares resistentes as principais doencas, que
atacam a cultura do feljdo no Brasil, sendo elas. manchaangular, ferrugem e
antracnose.

A mancha-angular, causada pelo fungo Phaeoisariopsis griseola (Sacc)
Ferraris, ataca o feijoeiro (Phaseolus vulgaris) reduzindo sua vitalidade e produtividade.
Foram observadas perdas de até 80% (SCHWARTZ et al., 1981), em condicOes
favoraveis ainfeccdo. O agente causal da ferrugem € o fungo Uromyces appendiculatus
(Pers.). Esta doenca também af eta drasticamente a producdo, tendo sido relatadas perdas
de 68 e 75% em Minas Gerais (VIEIRA, 1983) e Porto Rico (VELEZ-MARTINEZ et
al., 1989), respectivamente. LINDGREN et al. (1995) estimaram que a cada 1% de
aumento na severidade da ferrugem, ocorre um decréscimo de produtividade de cerca de
20 kg/ha. A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum, pode até
mesmo induzir a perda completa da producdo, quando ha ataque em cultivos com
gendtipos suscetiveis (YOUNG & KELLY, 1996).

Embora programas de mehoramento por métodos tradicionais tenham
desenvolvido varios cultivares resistentes, novos cultivares devem ser desenvolvidos
continuamente, devido ao ato grau de variabilidade genética dos patdgenos. O
desenvolvimento continuo de tais variedades pode ser acelerado por meio da selecéo
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assistida por marcadores. O PMGF/BIOAGRO tem utilizado, no processo de selecéo
assistida, marcadores da classe RAPD para monitorar o desenvolvimento de novos
cultivares contendo genes de resisténcia (RAGAGNIN et a., 2003; COSTA, 2004).

A principal vantagem da técnica de RAPD é a obtencdo de elevado nimero de
polimorfismos de forma relativamente simples, uma vez que a utilizacdo desta técnica
ndo requer nenhum conhecimento prévio do genoma (WELSH & McCLELLAND,
1990; WILLIAMS et al., 1990). N&o obstante, os marcadores RAPD tém sido
amplamente utilizados em analises gendmicas, mostrando-se particularmente Uteis no
mapeamento de genes de resisténcia a doencas em plantas e na selecdo assistida por
marcadores (ALZATE-MARIN et al., 1999; SARTORATO et al., 1999; CORREA et
al., 2001; FALEIRO et a., 2003, RAGAGNIN et al., 2003). Por outro lado, os
marcadores RAPD apresentam natureza dominante e podem ndo apresentar
reprodutibilidade de resultados. A natureza dominante desta classe de marcadores ndo
permite a distincdo de heterozigotos e confere baixo contelido de informacdo genética
por loco.

Normalmente, a estratégia utilizada para contornar tais limitagdes tem sido a
conversdo de marcadores RAPD em marcadores SCAR (NIETSCHE et a., 2000;
CORREA et al., 2000; AWALE & KELLY, 2001; PARK et a., 2003). A técnica de
SCAR é também derivada de PCR, porém, ao contr&rio do RAPD, baseiase na
amplificacdo de regides especificas do genoma. Tais regibes sdo amplificadas,
utilizando-se um par de primers desenhados a partir da sequéncia do fragmento
polimorfico obtido pela técnica de RAPD. A amplificagdo do DNA com os primers
SCAR pode conservar a natureza do polimorfismo dominante gerado pelo primer
RAPD, ou alterar a natureza do mesmo para polimorfismo de comprimento (PARAN &
MICHELMORE, 1993). Neste tltimo caso, o marcador RAPD dominante é convertido
em um marcador SCAR co-dominante. Na andlise dos fragmentos de DNA,
amplificados por meio da técnica de SCAR, ndo sdo observadas distorcdes nem
problemas de reprodutibilidade. Esta técnica é altamente especifica e a amplificacdo do
DNA-molde é redlizada em valores elevados de temperatura de pareamento. Assim, 0
presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar primers SCAR para o0s
principais marcadores RAPD utilizados pelo PMGF/BIOAGRO.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Materiais genéticos e cruzamentos

No presente trabalho, os cultivares utilizados foram fornecidos pelo Centro
Internacional de Agricultura Tropica (CIAT, Cali, Coldémbia), pelo Banco de
Germoplasma do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria da Universidade
Federa de Vigosa (BIOAGRO/UFV), pelo USDA (Beltsville, Maryland, EUA) e pelo
CNPAF/EMBRAPA (Goiéania, GO, Brasil). Algumas caracteristicas dos cultivares e das
populagdes segregantes, utilizadas para a validagdo dos primers SCAR, encontram-se
no Quadro 1.

Quadro 1. Genitores, populacdes F, segregantes e alguns marcadores RAPD utilizados
no desenvolvimento e validagdo dos primers SCAR

Genitores Tamanho da Doenca* M ar cador
Resistente Suscetivel populagdo RAPD**
TO ON 125 individuos antracnose OPCO08yy0a
TO Ruda 162 individuos antracnose OPY 20g30a
AB136 Ruda 239 individuos antracnose OPAZ200404
AB136 Michelite 81 individuos antracnose OPZ04s5604
Belimidak RR-3 Ruda 53 individuos ferrugem OPAE19gq,
AND 277 Vermelho 197 individuos man. angular OPH134904
OPH14+AA 19,5,
ON TO 125 individuos man. angular OPBA 165g3,
OPM 02452

* - man. angular — mancha-angular; ** - a acoplamento; r: repul sdo.
As referéncias bibliogréficas dos trabalhos de identificacdo dos marcadores RAPD encontram-se no Quadro 1
(Revis&o de Literatura).
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2.2. Avaliagoes fenotipicas
2.2.1. Pat6tipos e preparo do inéculo

Para avaliar a resisténcia/suscetibilidade a ferrugem, foram utilizados os
patétipos 46 e 49 de U. appendiculatus identificados por FALEIRO et al. (1999) e
mantidos na micoteca do BIOAGRO/UFV. Os esporos, armazenados a 5 °C e 50% de
umidade relativa, foram multiplicados no hospedeiro suscetivel US Pinto 111, antes da
inoculacdo. O in6culo foi preparado, utilizando-se uma concentracdo de
aproximadamente 2 x 10% uredésporomL (DAVISON & VAUGHAN, 1964),
suspensos em agua destilada contendo 0,05% de Tween 20, para melhor dispersdo dos
ureddésporos.

A avdiacdo para resisténcia/suscetibilidade a antracnose foi realizada,
utilizando-se os pat6tipos 65 e 89 de C. lindemuthianum, caracterizado por RAVA et al.
(1994). O preparo do inéculo e a inoculagdo seguiram a metodol ogia adaptada de PlO-
RIBEIRO e CHAVES (1975). Para obtencdo de inbculo, o patétipo foi cultivado
durante 10 dias a 23 °C em tubos de ensaio, contendo vagens esterilizadas,
parcialmente, imersas em meio agar-agua. A inoculacdo foi feita, utilizando-se uma
suspensdo contendo 1,2 x 10° conidios/mL.

A avaliacdo para resisténcia/suscetibilidade a mancha-angular foi realizada,
utilizando-se o patétipo 63-23 classificado por NIETSCHE (1997). O inéculo foi
multiplicado em placas de Petri contendo meio V8. A suspensdo do patdgeno foi

utilizada na concentracdo de 2 x 10* conidios/mL.

2.2.2. Inoculacdo e avaliagdo da doenca

A inoculacdo de U. appendiculatus foi realizada, quando as folhas primérias
apresentavam, aproximadamente, 2/3 do seu desenvolvimento completo, cerca de 10
dias apds a semeadura. A suspensdo contendo o in6culo foi aplicada em ambas as
superficies foliares, com o auxilio de um atomizador De Vilbiss nQ 15, acionado por um
compressor elétrico, evitando-se atingir o ponto de escorrimento. Apds a inoculacéo, as
plantas foram transferidas para camara de nevoeiro (20 + 1°C e umidade relativa
>95%), onde permaneceram por 48 horas, sob fotoperiodo de 12 horas. ApGs esse
periodo, foram transferidas e permaneceram por 12 dias em casa de vegetacdo (20 +

5°C). As plantas foram, ent&o, avaliadas.
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A severidade foi determinada, observando-se as pustulas na face superior das
folhas primérias (FALEIRO et al., 2001). A avaliacdo foi realizada, visualmente, com o
auxilio de um diagrama de representacio gréfica idedizado por CASTANO (1985).
Plantas com graus 1 a 3 foram designadas resistentes e aguelas com graus 4 a 6,
suscetivels.

As inoculacbes com C. lindemuthianum foram realizadas 10 dias apés a
semeadura. A suspensdo contendo o indculo foi aplicada em ambas as superficies
foliares. A atomizacdo e a transferéncia para camara de nevoeiro foram semelhantes a
inoculagdo com ferrugem, excetuando-se gque as plantas foram incubadas por sete dias
em camara Umida. Apds esse periodo, cada planta foi avaliada visualmente, com base na
escala de severidade de 1 a 9 descrita por PASTOR-CORRALES (1992), em que o grau
1 caracteriza-se por auséncia de sintomas e o grau 9 por plantas mortas. As plantas que
apresentaram graus de reacdo 1 a 3 foram consideradas resistentes e aquelas com grau 4
Ou maior, suscetiveis.

A inoculagdo com P. griseola foi realizada sobre a primeira folha trifoliolada
O in6culo consistiu de uma suspensdo de conidios preparada, raspando-se
superficialmente col6nias do fungo de 12 dias de idade, crescendo a 24°C, sobre placas
contendo meio V8 (“Campbell Soup Company”, EUA). A atomizagéo, a temperatura, e
a umidade relativa para cBmara de nevoeiro e a transferéncia para casa de vegetacao foi
semelhante a inoculacdo com ferrugem. A severidade da doenca foi avaliada,
visualmente, aos 18 dias apds a inoculagdo, utilizando-se uma escala com nove graus de
severidade proposta por PASTOR-CORRALES e JARA (1995). As plantas que
apresentaram graus de severidade 1 a 3 foram consideradas resistentes (em que anota 1
foi dada as plantas com folhas, apresentando auséncia total de lesdes e a nota 3 aquelas
com folhas apresentando poucas lesdes, sem a ocorréncia de esporulacdo do patdgeno).
Plantas apresentando graus de severidade 4 a 9 foram consideradas suscetiveis, sendo a
nota 4 dada as plantas com folhas contendo poucas lesdes, porém havendo a

esporulacéo do patégeno).

2.2.3. Andlise de segregacdo da car acteristica resisténcia a doenga
Para a andlise de segregacdo da caracteristica resisténcia a doenca, 0s
resultados obtidos na avaliacdo fendtipica foram transformados em matriz de valores

bindrios. As plantas, classificadas como resistentes, foram codificadas por (2) e as
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suscetiveis por (0). A andlise de segregacdo foi realizada por meio do teste de c?
(P<0,05), com auxilio do programa GQMol (www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm).
Apenas as caracteristicas que apresentaram a proporcdo de segregacéo 3:1 ou 1:2:1

foram utilizadas nas andlises posteriores.

2.3. Extracéo de DNA

Cerca de 300 mg de folha foram triturados na presenca de N liquido, sendo o
po resultante transferido para microtubos (2,0 mL). Em cada microtubo, foi adicionado
um volume de 800 nL de tampé&o de extragcdo (TrissHCI 100 mM, pH 8,0, EDTA 20
mM, pH 8,0, NaCl 1,4 M, b-mercaptoetanol 0,2 % (v/v) e CTAB 2% (p/v)). Os
microtubos foram incubados em banho-maria a 65 °C por 40 minutos e, posteriormente,
centrifugados por 05 minutos a 14.000 RPM em microcentrifuga Eppendorf 5415C
(Brinkmann Instruments, Westbury, NY, EUA). O sobrenadante foi transferido para
microtubos novos. Ao sobrenadante, foram adicionados 800 L de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). Os microtubos foram, suavemente, invertidos e centrifugados por 05
minutos a 14.000 RPM em microcentrifuga Eppendorf 5415C (Brinkmann Instruments,
Westbury, NY, EUA). A fase superior foi transferida para microtubos novos e o DNA
precipitado com a adicdo de 800 nL de isopropanol gelado. O isopropanol foi
descartado, sendo adicionados 600 de etanol gelado (95%) ao precipitado. Apds o
descarte do etanol, o precipitado foi seco ao ar, ressuspenso em 300 ni. de TE (Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e incubado a 37 °C, por 30 minutos, com RNase A a
concentracdo final de 60mg/mL. O DNA foi novamente precipitado com a adicdo de 30
nL de NaCl 5M e 200 ni de isopropanol gelado aos microtubos, seguido de
centrifugacdo a 14.000 RPM em microcentrifuga Eppendorf 5415C (Brinkmann
Instruments, Westbury, NY, EUA) por 15 minutos. O precipitado foi lavado com 600
nL de etanol gelado 95%, seco ao ar e ressuspendido em um volume de 300 . de TEq 1
(EDTA 0,1 mM, Tris-HCl 10mM, pH 7,5).

A concentracdo do DNA foi estimada em espectrofotébmetro, por leitura da
absorbancia a 260 nm, sendo cada unidade de absorbancia correspondente a

concentracdo de 50 ng/mL de DNA fitadupla (SAMBROOK et al., 1989).
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2.4. Marcadores RAPD

As amostras de DNA contrastantes para cada doenca foram amplificadas com
os primers RAPD de interesse para obtencdo de fragmentos de DNA heteromorficos
(Quadro 2). Em aguns casos, utilizou-se um Unico primer e, em outros, uma

combinacédo de primers RAPD.

Quadro 2. Principais marcadores RAPD utilizados pelo PMGF-BIOAGRO, que se
encontram associados a genes de resisténcia a antracnose, ferrugem e
mancha-angular

Mar cador Dégﬁgc;a Genede Doencar* Cultivar Cultivar
. ~ resisténcia i resistente suscetivel
orientacéo*
OPY 20g3 sem recomb. Co-4 antracnose TO Ruda
OPCO08yy 9,7 — acop. Co-4 antracnose TO Ruda
OPBO03;500 3,7 —rep. Co-4 antracnose TO Ruda
OPH18g3 9,2 — acop. Co-4° antracnose G 2333 Ruda
OPAZ20y49 7,1 —acop. Co-6 antracnose AB 136 Ruda
OPZ04s¢ 8,5 — acop. Co-6 antracnose AB 136 Michelite
OPZ09g5 20,4 —rep. Co-6 antracnose AB 136 Michelite
OPAE19q 6,2 —rep. Ur-11 ferrugem Belmidak-RR3 Ruda
OPAJ18 + 111e Ur-ON e ferrugeme .
AH10;09 9,4 — acop. Co-10 antra?:nose Ouro Negro USPinto 111
OPX 11559 5,8 — acop. Ur-ON ferrugem Ouro Negro USPinto 111
OPBA 16543 10,4 - acop. Phg-ON man. ang. Ouro Negro Ruda
OPBA 164¢9 10,4 - acop. Phg-ON man. ang. Ouro Negro Ruda
OPH13,499 5,5 — acop. Phg-1 man. ang. AND277 Ruda
OPH14 + 9,8 — acop. Phg-ON man. ang. Ouro Negro USPinto 111
AA19,9
OPM 02425 5,6 — acop. Phg-ON man. ang. Ouro Negro USPinto 111

* acop. = acoplamento; rep. = repulsdo; recomb. = recombinantes; ** man. ang. = mancha-angular.
As referéncias bibliogréficas dos trabalhos de identificacdo dos marcadores RAPD encontram-se no Quadro 1
(Revis8o de Literatura).

2.4.1. Reacles de amplificagdo utilizando primers Gnicos
As reacoes de amplificaggo foram feitas em 25 ni, contendo TrissHCl 10 mM
(pH 8,3), KCl 50 mM, MgCl, 2,4 mM, 100 M de cada um dos desoxirribonucleotideos
(dATP, dTTP, dGTP e dCTP), primer (Operon Technologies, Alameda, CA, EUA) 0,4
nM, uma unidade da enzima Taq DNA polimerase e 30 ng de DNA. Os ciclos de
amplificagdo foram realizados em um termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus,
Norwalk, CT, EUA), programado para 1 ciclo a 94 °C por 4 minutos, seguido de 40



ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 35 °C e 1 minuto a 72 °C. Apés os 40

ciclos, foi realizada uma etapafinal a 72 °C por 7 minutos.

2.4.2. ReagOes de amplificagdo utilizando combinagéo de primers RAPD

As reagbes de amplificagdo, utilizando combinacdo de primers, foram
realizadas conforme descrito anteriormente, modificando-se apenas a concentracéo de
cada desoxirribonucleotideo (dATP, dTTP, dGTP e dCTP) para 120 nM e a de cada
primer para 0,3 M. Os ciclos de amplificagcéo foram realizados em um termociclador
modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), programado para 4 ciclos a 94
°C por 1 minuto, 35 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos; 40 ciclos a 94 °C por 15
segundos, 40 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto. Apos 0s 40 ciclos, foi redizada
uma etapafinal a 72 °C por 7 minutos (CORREA, 1999).

2.5. Purificacdo, quantificacéo, ligacdo dos fragmentos em vetor de clonagem e
transfor macéo de células competentes

Os fragmentos RAPD heteromorficos foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,5 %, em TBE 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 2 mM), contendo brometo
de etidio 0,2 ng/mL, por aproximadamente 14 horas a 50 volts. Terminada a
eletroforese, o gel foi fotodigitalizado, utilizando-se o sistema Eagle Eye |1 (Stratagene,
La Jolla, CA, EUA). Os fragmentos de interesse foram excisados e purificados do gel
com o kit Gel Extraction (Qiagen, Vaencia, CA, EUA), seguindo-se as recomendacdes
do fabricante. Os fragmentos purificados foram quantificados em minigel de agarose
(1,2%), utilizando-se o DNA de fago lambda como padrdo de concentragdo. Em
seguida, os fragmentos foram ligados no vetor pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI,
EUA). As reagdes de ligagdo foram realizadas em volume de 10 i, contendo 1 ni do
vetor pGEM-T Easy, 5 nL do tampéo 2X, 3 unidades da enzima T4 DNA ligase e, no
maximo, 3 nL da solucdo contendo o fragmento de interesse. As reacOes foram
homogeneizadas e incubadas em um termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus,
Norwak, CT, EUA), programado para 1 ciclo a 16 °C por 4 horas. O contelido da
reacdo foi utilizado para transformacdo de células competentes da cepa DH50 de
Escherichia coli. A transformacdo foi realizada por choque térmico, de acordo com
protocol o-padrdo descrito por AUSUBEL (1998).
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2.6. Sequenciamento, analise dos fragmentos de DNA e desenho dos primers SCAR

Apos atransformacado por choque térmico, foi feita a selecdo e o diagndstico de
colénias brancas, utilizando-se a técnica de PCR e os primers SP6 e T7. O DNA
plasmidial das colbnias de interesse foi extraido, quantificado e sequenciado pelo
método de terminacdo da cadeia por didesoxinucleotideos (SANGER et a., 1977). A
determinacdo da sequéncia dos fragmentos de DNA foi realizada com auxilio do
sequienciador automatico ABI Prism 377 (PE Biosystems, Foster City, CA, EUA). As
sequéncias dos fragmentos foram analisadas, utilizando-se o programa SegMan 3.57
(DNASTAR, Madison, WI, EUA). Os pares de primers SCAR foram desenhados com
auxilio dos programas Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www
.cgi) e PrimerSelect 3.1 (DNASTAR, Madison, WI, EUA). Os primers foram
sintetizados pela IMPRINT GENETIX (S&o Paulo, SP, Brasil).

2.7. Deter minacao das condicdes de amplificagdo dos primers SCAR

Amostras de DNA dos cultivares contrastantes (Quadro 2) foram amplificadas
com os primers SCAR, em diferentes valores de temperatura de pareamento. As
misturas de reagcdo continham os reagentes nas mesmas concentracdes que as utilizadas
nos ensaios de RAPD, exceto para o primer e para MgCl,. Foram empregados 5 pmoles
de cada primer especifico. Na maioria das reacfes, o valor da concentracéo de MgCl,
foi 2,4 mM. Em alguns casos especificos, também foram testados 1,2 mM e 2,0 mM. As
reacOes foram realizadas em um termociclador modelo Robocycler (Stratagene, La
Jolla, CA, EUA), programado para 1 ciclo a 94 °C por 3 minutos; 35 ciclos a 94 °C por
30 segundos, 46 a 67 °C por 1 minuto e 72 °C por 90 segundos. Apds os 35 ciclos, foi
realizada uma etapa final a 72 °C por 7 minutos. Os fragmentos de DNA amplificados
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,2%, em TBE 1X (Tris-borato 90
mM e EDTA 2 mM), contendo brometo de etidio 0,2 mg/mL, por cerca de 4 horas a 100
volts. Terminada a eletroforese, o gel foi fotodigitalizado, utilizando-se o sistema Eagle
Eyell (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).

2.8. Analise de co-segregacao dos mar cadores SCAR e genes deresisténcia
Os fragmentos amplificados pelos primers SCAR foram codificados como

presenca (2) e auséncia (0) nos individuos das diferentes populagbes F, (Quadro 1). O
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numero (9) foi atribuido a dados perdidos. Codificacdo semelhante foi utilizada para os
individuos resistentes (2) e suscetiveis (0) destas populacBes. A anadlise de co-
segregacdo foi realizada por meio do teste de ¢ (P<0,05), com auxilio do programa
GQMol (www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm), para avaliar se a proporcéo de segregacéo
gjustou-sea 9:3:3:1.

2.9. Determinacdo da distancia genética

A determinacéo da distancia genética entre os marcadores SCAR e 0s genes de
resisténcia foi feita com o auxilio do programa GQMol (www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol
.htm). Marcadores e genes de resisténcia foram agrupados, utilizando-se valor LOD
minimo de 3,0. A fung@o de mapeamento de Kosambi (KOSAMBI, 1944) foi utilizada

para a conversao da freqiéncia de recombinacéo para centiMorgans.

2.10. Nomenclatura dos primers SCAR

A nomenclatura dos primers SCAR foi derivada da numeragdo do marcador
RAPD que o originou, precedida pela letra s. As designacdes F para forward e R para
reverse foram utilizadas para diferenciar cada primer SCAR. Portanto, a representacéo
SAZ20F se refere ao primer SCAR forward originado da sequéncia do fragmento
OPAZ20g40.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Isolamento, clonagem e sequienciamento de fragmentos de DNA

As amostras de DNA de cultivares contrastantes para resisténcia a diferentes
doencas foram amplificadas com 16 primers RAPD (Quadro 2). A andlise eletroforética
dos produtos de amplificagcdo possibilitou a identificacéo de 17 fragmentos de DNA
heteromérficos. A partir dos cultivares contrastantes para resisténcia a mancha-angular
foram isolados 6 fragmentos, para ferrugem 5 fragmentos e para antracnose 6
fragmentos. ApOs a separacdo dos fragmentos em gel de agarose (Fig. 1), foi feita
excisdo e purificagéo dos fragmentos referidos anteriormente.

OPC 08 OPM 02 : OPX 11

Antrachose Mancha-angular Ferrugem

Ruda TO P111 = ON - P111 ON

Figura 1. Padréo eletroforético de fragmentos RAPD heteromérficos em gel de agarose
1,5%. Os fragmentos de DNA indicados pelas setas correspondem aos
marcadores OPC08gno (A), OPM 02425 (B) e OPX 11550 (C). ON — cultivar Ouro
Negro, P111 — cultivar US Pinto 111, TO — cultivar TO, Ruda — cultivar Ruda
M — Marcador de tamanho molecular, DNA do fago lambda digerido com
BamHI, Hindlll e EcoRl.
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Cada fragmento de DNA de interesse foi quantificado (Fig. 2) e ligado ao
plasmideo pGEM-T Easy. A construcdo plasmideo/fragmento foi utilizada para
transformacdo de células competentes da cepa DH500 de Escherichia coli. Os clones

positivos foram selecionados e sequienciados.

900 ph _OI:::-[B

550 ph —9P%11

12 ph -
OPMD2

Figura 2. Padréo eetroforético de fragmentos de DNA amplificados pela técnica de
RAPD, previamente purificados, em gel de agarose 1,2%. As candetas 1, 2 e
3 correspondem a padrdes de concentracdo de 15, 25 e 50 ng/CIL,
respectivamente. M — Marcador de tamanho molecular, DNA do fago 1ambda
digerido com BamHlI, Hindlll e EcoRl.

3.2. Critérios utilizados para o desenho dos primers SCAR

Para o desenho dos primers, foram priorizados os critérios dos programas
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) e PrimerSelect 3.1
(DNASTAR, Madison, WI, EUA).

Inicialmente, o desenho dos primers foi readlizado pelo programa Primer3,
utilizando-se os seguintes critérios. 1) Tamanho do primer - variou entre 18 e 27
nucleotideos, com o valor 6timo de 20; 2) %GC - variou entre 20 e 80%; 3)T, - variou
entre 57 e 63 °C, com o vaor 6timo de 60 °C. Apds a obtencédo das seqiiéncias pelo
programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), estas
foram averigliadas segundo os critérios do programa PrimerSelect 3.1 (DNASTAR,
Madison, WI, EUA). Neste programa, os seguintes fatores sdo indispensaveis em um

oligonucleotideo iniciador: 1) Estabilidade do pentdmero 3' - € um vaor limite de
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estabilidade para os cinco ultimos nucleotideos do terminal 3'. Primers com o valor de
energialivre (G) do pentdmero menor do gue - 8,5 kCal/mol apresentam uma tendéncia
de pareamento em regides inespecificas e sGo mais provaveis de formar estruturas em
grampo e dimeros com ele mesmo. A estabilidade do pentdmero 3 é uma das
consideragbes mais importantes para se desenhar bons primers. O primer ideal deve
possuir um gradiente crescente de G da extremidade 5 para a extremidade 3'; 2)
Sequiéncia 3' Unica de 7 pb - este critério impede o pareamento inespecifico na
extremidade 3'. Usando este critério, qualquer primer que ndo apresente uma sequéncia
especifica de 7 pb ou superior, que sgja exatamente complementar ao sitio de
pareamento, € eliminado; 3) Formagdo de dimeros — segundo este critério, 2 € o nimero
maximo de pares de bases que o dimero pode conter; 4) Formacdo de estruturas em
grampo - este critério limita, no valor 2, 0 nUmero de pares de bases que a estrutura
pode conter. O valor 3 raramente altera 0 desempenho do primer, a ndo ser que o
pareamento sgja proximo a extremidade 3'; 5) Formacdo de fita dupla proximo a
extremidade 3' - este critério elimina primers candidatos, que apresentem qualquer
dimero ou estrutura em grampo a uma distancia de 8 pares de base da extremidade 3'; e
6) Temperatura de pareamento (Ta) - este critério determina o valor 6timo de Ta paraa
combinacdo especifica dos primers e da sequéncia-alvo. O céculo é realizado da
seguinte maneira: Ta = 0,3 Ty, (Primer) + 0,7 Ty, (Produto) — 14,9.

Algumas caracteristicas do primer SAEI19R (item 3.3.2.1), obtidas peo
programa PrimerSelect 3.1 (DNASTAR, Madison, WI, EUA), sdo apresentadas na
Figura 3.

= sAE19R.PCR

Selection -» 223

o I: G 4 ST o ' B G AT ACAGT
G BT CTTTTATGTCH

] - BN

Figura 3. Andlise do primer SAE19R pelo programa PrimerSelect, segundo os critérios:
(A) estabilidade do pentamero 3'; (B) formacéo de dimeros; (C) formacéo de
estruturas em grampo.
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SAEIAR, 2 bp, 46 = 1.0 ke (vorsts -38.1) e R

4 CAGTCCCTGACARCAT AACACC ¥ [|| ¢
| ¥ CCACAATACAACAGT CC—
¥ CCACAATACAACAGT CCCTGAC &

Figura 3, Cont.

A sequéncia do primer sSAEI9R é 5 — CAG TCC CTG ACA ACA TAA
CACC — 3. O pentamero da extremidade 3' encontra-se sublinhado. Na Figura 3A,
observa-se que os valores de G para 0 pentamero da extremidade 3' encontram-se
dentro da faixa esperada (G>-8,5 kCa/mol). Na representacdo do dimero (Fig. 3B),
nota-se que ele contém somente 2 pb e que o valor G é de aproximadamente -1
kCal/mol, indicando que esta estrutura ndo é téo estavel (G>-8,5 kCal/mol) a ponto de
permanecer intacta, dificultando o processo de pareamento do primer a seqiiéncia-alvo.
Da mesma maneira, pode-se inferir que a estrutura secundéria (Fig. 3C) provavelmente
ndo sera estével, pois, apresenta G em torno de + 1,6 kCal/mol. Embora apresentando
uma hélice de 3 pb, a mesma encontra-se na extremidade 5 e a mais de 8 pb da
extremidade 3'.

3.3. Desenho dos primers SCAR e deter minacao das condicdes de amplificacdo

Os 16 primers RAPD possibilitaram a clonagem e o seqlenciamento de 17
fragmentos de DNA. A andlise desses fragmentos permitiu a elaboracéo e o teste de 19
pares de primers SCAR. A partir dos cultivares contrastantes para resisténcia a mancha-
angular, foram isolados 6 fragmentos e desenhados 5 pares de primers. A amplificagdo
das amostras de DNA contrastantes para resisténcia a ferrugem possibilitou o
isolamento de 5 fragmentos e a elaboracéo de 6 pares de primers. A comparagdo dos
produtos de amplificacdo de cultivares contrastantes para resisténcia a antracnose
possibilitou o isolamento de 6 fragmentos e desenho de 8 pares de primers. Para o
fragmento OPB031g00r (Quadro 2), por exemplo, 3 pares de primers foram desenhados e

testados. Apo6s o desenho e obtencdo dos primers, foi feita a determinacdo das
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condi¢des de amplificagéo destes, utilizando-se cultivares contrastantes (Quadros 1 e 2).
Os parametros testados para cada par de primers foram: temperatura e concentracéo de

magnésio.

3.3.1. Primers SCAR originados de fragmentos RAPD que marcam genes de
resisténcia a mancha-angular
3.3.1.1. sM02

O marcador OPM 0245 foi identificado e validado por CORREA et al. (2001) e
encontra-se ligado em acoplamento a 5,6 cM do gene de resisténcia Phg-ON (Quadro
2). O fragmento de DNA correspondente a0 marcador OPMO024,5 foi seqiienciado,
analisado e originou os seguintes primers SCAR: sMO2F - 5 CAA CGC CTC ATT
AAA TTG GA 3 esMO2R - 5 CGC CTC TAA ACG GGA GAA AC 3. NaFigura4
observa-se que as sequéncias dos primers sM02 F e R contém quase toda a sequiéncia do
primer RAPD original, que se encontra sublinhada.

1 ACAACGCCTCATTAAATTGGATATATCACGTAATAAATTAGAGGGACCT CTGCCCAACAA
SSSSSSSSSSSSSSSSS>S>> EE I I S I S kb I I O O R
61 AATTGCAGGGTTTTCAAATCTAGCTTTTTTATACTTGAATGACAACTTGCTAAATGGTAC

Rk R R R R R I b Ok kR Rk Sk b R R R S S kR Rk o

121 AATTCCTTCTTGGTGTTTCTCTTTGCCATCGTTGITGTATTTATCTATATCAAATAATCA

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

181 GCTCACGGGCCATATACCNCCAATCACCTCATATTCCTTGCAGAGTCTATCTTTGAGTGA

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

241 CAACAAGCTACAGGGCAATATTTCCAGAATCCAATTTTCAACAACCTTGTCAACCTTACT

R S R R Rk O S kR Rk Rk R S R R AR S O O S R R ok o

301 TATTTAACTCTGICATCCGAACAACTTACAGTGGNTCTGTCAATTTTTGCACTTTTCTCC

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

361 AAGTTCCAAAATCTTGGAAACACTTTACCTTTCAAATTTAAGTCNATTATCNACTAAACT

R Rk Rk I SRR O kO Sk R R R R R Rk o S R R R I R R

421 TTGAATCAGGTGTACAATTATAGITTCTCCCGI TTAGAGGCGTTGT
<LLLLLLLLLLLLLLLLL LKL

Figura 4. Sequiéncia do fragmento OPM02425. Em sublinhado encontra-se a seqiiéncia
do primer OPMO02. A simbologia >>>>>> denota a regido do fragmento de
DNA que originou a sequéncia do primer sMO2F; <<<<<< - regido do
fragmento de DNA que originou 0 primer SMO2R e ******* _ reqido do
fragmento de DNA desconsiderada para o desenho dos primers.
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As amostras de DNA dos cultivares Ouro Negro (resistente) e US Pinto 111
(suscetivel) foram amplificadas com os primers sMO2F e R, para determinacéo da
temperatura adequada de pareamento. O fragmento amplificado foi monomérfico entre
os cultivares, em todos os valores de temperatura de pareamento testados (Fig. 5A). A
variacdo da concentracdo do cofator Mg®" na mistura de reacdo, também, néo alterou o
resultado anterior (dados ndo apresentados). Portanto, ndo foi possivel diferenciar esses
cultivares com os primers sMO2F e R nessas condic¢bes. O fato de a amplificagéo ter
gerado fragmento de DNA monomérfico indica que as diferencas entre os dois aelos
devem localizar-se em um, ou ambos os sitios de pareamento e que os primers SCAR,
mais longos, sobrepuseram essas diferencas (PARAN & MICHELMORE, 1993).
Assim, a amplificacdo do DNA do cultivar Ouro Negro foi testada e comparada com
outros cultivares suscetiveis, utilizados no PMGF-BIOAGRO. A amplificacéo das
amostras de DNA dos cultivares Ouro Negro e TO produziu um fragmento de DNA
heteromorfico nos valores de temperatura de pareamento de 57, 58 e 59 °C (Fig. 5B). Os
cultivares Ouro Negro e Pérola também foram diferenciados para os valores de 61, 62 e
63 °C (Fig. 5C).

R G R R RN G R T R B P Rt R (T S

et e N e | e (T e L 1 S e e, |
& 56 &F 58 59 60 61 G52 63 64

M

1 — cultivar Ouro Mg
bl B 3 —cultivar TO
[ =

13 13 13 4 A N N e R [0 R R PR |

LT T T N L L mEn b S e Bl rom R i |
52 53 54 hH i} a7 o8 59 60

Figura 5. Padréo eletroforético em gel de agarose (1,2%) do teste de gradiente de
temperatura, realizado para amostras de DNA de diferentes cultivares com o
primer sM02. 1 — cultivar Ouro Negro (resistente); 2 — cultivar US Pinto 111
(suscetivel); 3 — cultivar TO (suscetivel); 4 — cultivar Pérola (suscetivel). (A)
Produtos de amplificaggo das amostras de DNA dos cultivares Ouro Negro e
US Pinto 111; (B) Ouro Negro e TO; (C) Ouro Negro e Pérola. M —Marcador
de tamanho molecular, DNA do fago l&mbda digerido com BamHI, Hindlll e
EcoRl.
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1 — cultivar Ouro e
4 — cultivar Pérola

Figura5, Cont.

3.3.1.2. sBA16

FALEIRO et a. (2003) descreveram 2 marcadores moleculares ligados a
resisténcia do feijoeiro-comum as racas fisiologicas 31.55 e 63.31 de P.griseola, os
guais originaram-se do primer OPBA16. Os fragmentos OPBA 16553 € OPBA 16460,
correspondentes a esses marcadores, foram sequienciados (Fig. 6). Na Figura 6, observa-
se gque os fragmentos apresentam grande homologia, principalmente nas regides que
contém a sequéncia do primer RAPD de origem. Deste modo, foi desenhado apenas um
par de primer SCAR, utilizando-se o fragmento do marcador OPBA 16659 COmo molde.
Os seguintes primers SCAR foram obtidos: SBA16F - 5 TTC CAC GTC TAT TTT
GCA TCA 3 esBA16R - 5 CAC GCA TCA CGC AGA ACT 3'. O primer sSBA16F
ndo contém nenhum nucleotideo do primer RAPD OPBA16, por outro lado, o primer
SBA16R contém 9 nucleotideos (Fig. 6).

OPBA16_583 CCACGCATCATAATAGGTATATATTTTTTCTTG ATAAATATTTAATTAATATAAATTTA
COPBA16_669 CCACGCATCATAATAGGAATATATTTTTTCTTGGATAAATATTTAATTAATATAAATTTA

khkkhkkhkkhkkkhkhhkdhkhkhhdkd *hkdkhhxhkhkhkdhkdhkhddx *hddrhdrdrrdrhkrrxhkrhrdrdrxdxx

OPBA16_583 G TAAAAAACATGT TAAACTTTCCAAGTCTATTTTGCATCAAATAATGT G- AATAATTTG
COPBA16_669 GGTAAAAAACATGT TAAACTTTCCACGTCTATTTTGCATCAAATAATGTGGAATAATTTG

*k KkkhkkkhkkhkkhkhkkhkhkhhhkhhkhkFdhkhhhhk FhkIhkhhkkhkhkhkhhkIdhkhkhhkhkhhkdhkhkhhkkhk kFxkkhkhhxhkkhk

OPBA16_583 TTTTAAGGTTGTATTAAAAAAAAT GAGAAT GT GAATCAATTAATATTTAATT- - - - - - - -
OPBA16_669 TTTTAAGGTTGTATTAAAAAAAAT GAGAAT GTGAATCAATTAATATTTAATTTTGTAAGT
EE R R S R R I R R R R R I
OPBAL6_583 ~  =------cemmammaoaaos GTCTTGGTAGTT- GTTCTTTTGTTCAATACGTCGTTC
OPBA16_669 ATCCTCAACTACTTCAAAATTTTGTTTTGGTACTTAGTTATTTTCTTCAATACGTCGTTC

%k kkhkkkkhk *k *kk Fkhkkk Fhkhkrkhkkkhkhkkrkhkhkkhkhkkkx

Figura 6. Alinhamento da seqUéncia dos fragmentos dos marcadores OPBA16sg3 €
OPBA16ggo. **** - regibes conservadas, ----- regides onde ocorreram
delecdes; sublinhado — sequéncia do primer OPBA16. As sequéncias dos
primers sSBA16 F e R encontram-se em negrito eitalico.



COPBA16_583 CCACTTCCACTTTTTTCACTTCATCTTCTTACTTACCCTTTGCTCTGCAACT- - - - - - - -
OPBA16_669 CCGCTTCCACTTTTTTCACTTCATCTTCTTACTTACCCTTTGCTCTGCAACGCCCATTTT
R b S R R O o R Rk I b O R Rk I bk O
OPBA16_583 W --------mmmmmeeae e GCAACCCGG ATTTTCTG - -- - - CTTCGAATCACACT
OPBA16_669 CTGCTTCGAATCAAAAT GAGCAGCAACAAAGCATAGCCT GGGTACGT TTCAAATCACACT
*kkk*k * k% * k% *kk k*kkkhkkkkk*k
COPBA16_583 TTTCTTTGITCCTTCATTCTCTCATGCTAAAAACAAACTCTCATTCTGCACCTCAAATTT
COPBA16_669 TT- CTTTGITCCTTCATTCTCTCATACTCAAAACAAACTCTCATTCTGCACCTCAAATTT
kk khkkkhkkhkhkdkhkhkhkkhkhkhkdkhkhkhkhkhkdk *k dkhkhkhkhkhkhkdkrhkhkdrhkrhkdrhkrkxhkrhkdrhhxkxx
OPBA16_583 CATTTCTTCCTACCAACTTTACT TGCACCAGAGGTAACCCAGTAGCCCCTTCTTCCTTTC
COPBA16_669 CATTTCTTCCTACCAACTTTACTTGCACCAGAGGTAACCCAGTAGCGECTTCTTCCTTTC
kkkhkkhkkhkkhhkhkdhkhkhhhkhkhkdhkdhhhkhkhkdrkdrkhdhhkrhkdrhkdrrdrhrddx *rxdkdhrdrdrxdkx*x
OPBA16_583 CTCGI TTCCCCCTCCAAAAAAGT CCGCGTCTTTTGGACTTTTCATGACATCTCAACCCAA
COPBA16_669 CTCGTTTCCCCCT CAAAAAAAGT CTGCGT CTTTTGGACATCTCATGACATCTCAACCCAA
khkkhkhkkhkkhkkhkhkhhkhkd *hkhkdhkhhdxd *hkdhkhkdkhhkhhddx * *xhkdxhkdxhkrhdrdrxkxx
OPBA16_583 AACCGAACCTGGGT CATCGCCTAGGT CCATTTCTGGECACCAATAAAAGAAGCTACGATGA
COPBA16_669 AACCGAACCT GGGTCATCGCCTAGGT CCATTTCTGGCACCAATAAAAGAAGCTACGATGA
EEE R R R I I
OPBA16_583 AATGAGCATTTCTGAGCTTGI TTCAGT TCTGCGT GATGCGT GG
COPBA16_669 AATGAGCATTTCTGAGCTTGI TTCAGT TCTGCGT GATGCGT GG

EEE R R b S R R IR I I S kR O

Figura 6, Cont.

As amostras de DNA dos cultivares contrastantes para resisténcia a mancha-
angular foram amplificadas com os primers sBA16F e R, para determinacéo da
temperatura adequada de pareamento. Tanto os cultivares Ouro Negro e Ruda quanto
Ouro Negro e TO foram diferenciados, em relagéo ao produto de amplificacdo. No teste
de amplificacdo realizado entre os cultivares Ouro Negro (resistente) e Ruda
(suscetivel), os primers sBA16 F e R amplificaram 2 alelos nos valores de temperatura
de 56 a 61°C. Um alelo foi amplificado, a partir da amostra de DNA de Ouro Negro e o
outro a partir de Rudd, ou sgja, 0 primer se mostrou co-dominante (Fig. 7). Por outro
lado, no teste realizado entre os cultivares Ouro Negro (resistente) e TO (suscetivel),
apenas um aelo foi amplificado atemperatura de 58 °C. O aelo foi amplificado a partir
do DNA do cultivar Ouro Negro, ou sgja, 0 primer apresentou-se dominante (dados ndo

apresentados).
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M 1 — cultivar Ouro N
e - 2 —cultivar Ruda
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Figura 7. Padréo eletroforético em gel de agarose (1,2%) do teste de gradiente de
temperatura realizado para amostras de DNA de Ouro Negro (resistente) e
Ruda (suscetivel). O primer utilizado foi 0 SBA16 e a concentracéo de MgCl,
foi de 2,4 mM. M — Marcador de tamanho molecular, DNA do fago [ambda
digerido com BamHI, Hindll1 e EcoRl.

3.3.1.3.sH13

O marcador OPH13,q, identificado e validado por CARVALHO et al. (1998),
encontra-se ligado em acoplamento a 5,5 cM do gene de resisténcia Phg-1 (Quadro 2).
A partir da andlise da sequiéncia do fragmento OPH13,9o, foram desenhados os primers
SCAR: sH13F - 5 GAC GCC ACA CCC ATT ATG TT 3 esH13R -5 GCC ACA
CAGATG GAGCTT TA 3. Ambos os primers contém a sequiéncia original do primer
RAPD (APENDICE, Secdo 1). O teste de gradiente de temperatura foi realizado entre o
cultivar resistente AND 277 e os cultivares suscetiveis Vermelho e Ruda (Quadros 1 e
2). Apenas o0 DNA do cultivar AND 277 foi amplificado no valor de temperatura de
pareamento de 59 °C. Portanto, o primer sH13 se mostrou dominante em relacéo ao
produto de amplificacdo. O fragmento de DNA amplificado apresentou cerca de 520 pb
e diferenciou o cultivar AND 277 dos cultivares Vermelho e Rud4 no vaor de

temperatura referido anteriormente (dados néo apresentados).

3.3.1.4. SAA19

CORREA (1999), procurando identificar marcadores ligados a resisténcia a
mancha-angular, testaram 200 combinagbes de pares de primers RAPD. Das
combinagOes testadas, o par OPH14+OPAA19 gerou uma banda de aproximadamente
400 pb, que co-segregou com a resisténcia ao patétipo 63.39 de P. griseola. WELSH e
McCLELLAND (1991) propuseram a estratégia de combinar pares de primers para
ampliar as possibilidades de detectar polimorfismos. A partir da amplificagcdo de
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amostras de DNA contrastantes (Quadro 2) com a combinagéo dos primers OPH14 e
OPAA19, dois fragmentos de DNA foram isolados, purificados e sequenciados. Um
fragmento apresentou 334 e o outro 650 pb (APENDICE, Seg30 1).

Para cada fragmento, foi desenhado 1 par de primers. Para o fragmento
OPH14+0OPAA 19334, 0s primers obtidos foram: SAA19330F - 5 AGG CGT GTG GAG
GAT CAG 3 esAA19;30R - 5" CAG GTT GGC AAC GGA TAT TA 3. O fragmento
OPH14+OPAA 195, originou o seguinte par de primers SCAR: sSAA19%s0F - 5 TGA
GGC GTG TCA ATG GAT ATA A 3 esAA19%sR - 5 GAG GCG TGT TGA TAA
TTCTGG 3.

O teste de gradiente de temperatura foi redlizado, utilizando-se o cultivar
resistente Ouro Negro e o cultivar suscetivel US Pinto 111 (Quadro 1) e os primers
SAA1933 e SAA19s. O produto da amplificacdo com o primer sAA19s3 foi
monomorfico entre os cultivares testados (Fig. 8A). A amplificacdo deste primer com
amostras de DNA de outros cultivares de interesse do PMGF-BIOAGRO esta em fase
de teste. Por outro lado, o produto da amplificagdo com o primer sAA 1950 diferenciou
os cultivares no valor de temperatura de pareamento de 56 °C. Este primer amplificou
um aelo a partir do DNA do cultivar Ouro Negro e outro a partir do DNA do cultivar
US Pinto 111, mostrando-se co-dominante (Fig. 8B). Amostras de DNA dos cultivares
Ouro Negro (resistente) e TO (suscetivel) também foram amplificadas com o primer
SAA 1950, em diferentes valores de temperatura de pareamento. O primer diferenciou os

cultivares testados no valor de temperatura de 56 °C (dados n&o apresentados).

1 — cultivar Ouro HNegro

1 —cultivar Ouro Negro 2 5+ cultivar US Pinto 111
2 - cultivar US Pinto 111

A | > B

19 1 2 452 42 4 24 2 =1 2 12 1 2 12
e, TN ey L s Y Srm— |

F s i e e L e 1 e | s o = '

A A7 &8 8 60 61°C

56 &7 58 50 °C

Figura 8. Padréo eletroforético em gel de agarose (1,2%) do teste de gradiente de
temperatura de pareamento realizado para amostras de DNA dos cultivares
Ouro Negro (resistente) e US Pinto 111 (suscetivel). Os primers utilizados
foram: (A) sSAA1933 € (B) SAA19s50. M — Marcador de tamanho molecular,
DNA do fago l&mbda digerido com BamHI, Hindlll e EcoRI.
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O Quadro 3 apresenta, resumidamente, as informagdes de cada primer SCAR
apresentado no texto. As amostras de DNA foram amplificadas, conforme descrito em
Materiais e Métodos (item 2.7). Em todos os casos, foi utilizada a concentracéo de 2,4
mM para o cofator Mg,

Quadro 3. Seguiéncia, temperatura de pareamento e tamanho do produto amplificado
pelos primers SCAR originados de marcadores RAPD, que marcam genes de
resisténcia a mancha-angular

Primer SequénciadosprimersF eR (503) Ta(°C)*  Te (pb)° Ne;[ﬁ:ne;racdo
F: CAACGCCTCATTAAATTGGA )
SMO2 o CGCCTCTAAACGGGAGAAAC 58 460 dominante
F: TTCCACGTCTATTTTGCATCA co-dominante e
SBAI6 R CACGCATCACGCAGAACT 58e60 =60 dominante
F: GACGCCACACCCATTATGTT )
SH13 B GCCACACAGATGGAGCTTTA 9 520 dominante
F: AGGCGTGTGGAGGATCAG EM
SAAL% B CAGGTTGGCAACGGATATTA TESTE 3% EM TESTE
AAL9y, © TGAGGCGTGTCAATGGATATAA o 650 co-dominante

R: GAGGCGTGTTGATAATTCTGG
3_ T, - temperatura de pareamento do primer; ° - Te— tamanho do fragmento; ¢ — dominante — primer que néo permite
a identificagdo de individuo heterozigoto; co-dominante - primer que permite a identificacdo de individuo
heterozigoto.

3.3.2. Primers SCAR originados de fragmentos RAPD que marcam genes de
resisténcia a ferrugem
3.3.2.1. SAE19

O cultivar Ouro Negro € a fonte de resisténcia a ferrugem, normamente,
utilizada pelo PMGF-BIOAGRO. No intuito de utilizar outras fontes, ALZATE-
MARIN et a. (2004) demonstraram que 0 gene de resisténcia presente no cultivar
Belmidak RR-3 (Ur-11) € distinto do gene presente no cultivar Ouro Negro (Ur-ON).
Esses autores demonstraram, também, que o marcador OPAE19g90 pode ser utilizado
para monitorar cruzamentos realizados entre os cultivares Belmidak RR-3 (resistente) e
Ruda (suscetivel). O marcador OPAE19gq, foi, originamente, descrito por JOHNSON
et a. (1995) e encontra-se ligado em repulsdo a 6,2 ctM do gene Ur-11. O fragmento
OPAE19gy, foi isolado, purificado e seqienciado. A partir da andlise da seqliéncia deste
fragmento de DNA, foram desenhados os seguintes primers. SAE19F (5 CAG TCC
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CTG ACA ACA TAA CACC 3) esAEI9R (5CAG TCC CTA AAGTAGTTT GTC
CCTA3).

Ambos os primers contém a seqiiéncia original do primer RAPD (APENDICE,
Secéo 1). O teste de gradiente de temperatura foi realizado entre os cultivares Belmidak
RR-3 (resistente) e Ruda (suscetivel). O produto de amplificagdo do primer diferenciou
os cultivares no vaor de temperatura de pareamento de 58 °C. O primer sAE19
apresentou padréo dominante e encontra-se em repulsdo, pois, amplificou apenas o
DNA do cultivar Ruda (dados ndo apresentados).

3.3.2.2.5AJ18

CORREA (1999) descreveu que a amplificacdo do DNA do cultivar Ouro
Negro com a combinagdo dos primers OPAJ18 e OPAH10 gerou uma banda de cercade
700 pb, que se mostrou ligada, simultaneamente, aos genes de resisténcia a ferrugem
(11,1 cM) e a antracnose (9,4 cM) deste cultivar. A partir da amplificagdo das amostras
de DNA contrastantes (Quadro 2) com a mesma combinacdo de primers, trés
fragmentos de DNA foram isolados, purificados, clonados e sequenciados. Os
fragmentos apresentaram 405, 472 e 704 pb (APENDICE, Secéo 1).

A andlise das seguéncias possibilitou o desenho dos seguintes pares de
primers: sSAJ1840sF - 5 TGA CCA TAC CCA ACA CTA ACC 3 e sSAJ1845R - 5
GCT AGG TGG AAA GGC AGG T 3'; SAJ1847,F - 5 GAT GAC CAG AAG GAG
GCA AA 3 esAJ18,,R -5 GGC TAG GTG GTG ACA CAA GAA 3 e sSAJ18oF -
5 GGT GGC GTT ATA TGA CCT TAT TG 3 e sAJ18;,wR - 5 GGG ATG ACC
ACG CCA ATC3'.

As amostras de DNA dos cultivares Ouro Negro (resistente) e US Pinto 111
(suscetivel) foram amplificadas com cada um dos primers sAJ18. O produto de
amplificacdo dos primers sAJ1847; e sAJ18, foi monomorfico entre os cultivares
testados. Este resultado se repetiu em todos os valores de temperatura de pareamento e
concentracdo de MgCl, utilizados (dados ndo apresentados). A andlise el etroforética dos
produtos de amplificagcdo, envolvendo a combinacdo dos primers sAJ184s F € R,
revelou a presenca de 3 fragmentos, sendo um deles polimérfico (Fig. 9). Como o
padrédo de amplificacdo obtido ndo foi o esperado para primers SCAR, novos testes
envolvendo o referido primer serdo realizados. A amplificacdo dos primers sAJ18,gs,

SAJ18475 e SAJ18;050 com amostras de DNA de outros cultivares de interesse do PMGF-
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BIOAGRO esta sendo testada. Tal procedimento estd sendo realizado a fim de
possibilitar a validacdo dos primers, tornando-os Uteis ao monitoramento de genes de

resisténcia em outros cruzamentos.

1 — cultivar Ouro Hegro
2 —cultivar US Pinto 111

- - - - — -

I e 8 5 S Bt s il B P R

(s N e B o F e Y T i o W, e
57 58 89 60 61 62°C

Figura 9. Padréo eletroforético em gel de agarose (1,2%) do teste de gradiente de
temperatura realizado para amostras de DNA dos cultivares Ouro Negro
(resistente) e US Pinto 111 (suscetivel). O primer utilizado foi sSAJ1845 € a
concentracdo de MgCl, foi 2,4 mM. M — Marcador de tamanho molecular,
DNA do fago lambda digerido com BamHI, Hindlll e EcoRI. A setaindica o
fragmento polimorfico (405 pb) entre os cultivares testados.

3.2.3.3.sX11

O marcador OPX11ss0, identificado e validado por FALEIRO et a. (2000),
encontra-se ligado em acoplamento a 5,8 cM do gene de resisténcia a ferrugem,
presente no cultivar Ouro Negro (Quadro 2). A tentativa inicial de construcéo de
primers SCAR para este marcador foi realizada por CORREA (1999), que a partir da
andlise da sequéncia do fragmento de DNA desenhou os primers SCAR: sX11F - 5
GGA GCC TCA GCC AAA ACT C3 esX11R-5 GAG CCT CAGATT CGT CCC
G 3. Ta procedimento foi repetido no presente trabalho. Os resultados obtidos foram
0S mesmos descritos pelo autor, anteriormente, mencionado (dados ndo apresentados).
CORREA (1999) também relatou que o produto de amplificagio das amostras de DNA
dos cultivares Ouro Negro (resistente) e US Pinto 111 (suscetivel) com o primer SCAR

sX 11 foi monomorfico.
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No presente trabalho foi redlizada a amplificacdo de amostras de DNA de
outros cultivares com o primer SCAR descrito por CORREA (1999). Os testes foram
efetuados na tentativa de validar este primer, tornando-o Util a0 monitoramento de
genes de resisténcia em outros cruzamentos. Os cultivares utilizados foram: Ouro Negro
(resistente), Ruda e Pérola (suscetiveis). O primer sX11 se mostrou monomérfico, para
diferentes valores de concentracdo de MgCl, e de temperatura de pareamento, entre os
cultivares testados (dados néo apresentados).

Outro procedimento foi realizado com o objetivo de obter primers SCAR
funcionais para 0 marcador OPX11s50. As amostras de DNA dos cultivares Ouro Negro,
US Pinto 111, Ruda e Pérola foram amplificadas, no valor de temperatura de
pareamento de 60 °C. Em seguida, procedeu-se a purificagdo, clonagem,
sequenciamento e andlise dos fragmentos originados a partir destes cultivares. As

sequéncias foram representadas na Figura 10.

X11RUDA - GGAGCCTCAGCCAAAACT CAGTAGACACAGT GACGA- ATGTCTGGTAAAAATTTCAG A
X110ONEGRO GCGAGCCTCAGCCAAAACT CAGCAGACACAGTGACGA- ATgt ct ggt aaaaat t t caggA
X11P111 - GGAGCCTCAGCCAAAACT CAACAGACACAGT GACGA- ATGTCTGGTAAAAATTTCACCA
X11Per ol a - GGAGCCT CAGCCAAAACT CAGCAGACACAGT GACGAGATGT CTGGTAAAAATTTCAT- A
khkkkkhkkhkkhkkdkhkhkhkxhkkkhx*k khkkkkhkkhkkhhkdhkhkdx *hkdrkhkhkxhkhkhkdrkhrxhxkxx *
X11RUDA CCAAAATACCCAG- GGAGT GAGGCGCAGT AAGT CCCAGACCGAGAGT GAACAAAACCGGT
X11ONEGRO CCAAAATacccaat ggagt aAGGCGCAGT AAGT CCCAGACCGAGAGT GAACAAAACCGGT
X11P111 CCAAAATACACAA- GGAGT AAGGCGCAGT AAGT CGCAGACCGAGAGT GAACATAACCGGT
X11Per ol a CCAAAATACCCAA- GGAGAAAGGCGCAGCAAGT CCCAGACCGAGAGT GAACAAAACCGEGT
kkkkkkhkxkkk K% * %k k% khkkhkkhkkhkkk *khkkhkk *hkhkkdkhkhkhkkxkhkhkhkdkhkhkhkxkd *hkkkkk
X11RUDA TTTCCGAAAACAAAACGTCCTGECTTTTCTTCCCCGTATCTTCTTTCTGTGATTCGTTTA
X11ONEGRO TTTCCGAAAACAAAACGTCCTGECTTTTCTTCCCCGTATCTTCTTTTTGTTATTCGTTTA
X11P111 TTTCCGAAAACAAAACGTCCTGECTTTTCTTCCCCGTATCTTCTTTTTGTGATTCGTTTA
X11Per ol a TTTCCGAAAACAAAACGTCCTGECTTTTCTTCCCCGTATCTTCTTTTTGTGATTCGTTTA
khkkhkkhkkhkhkhkhkdhkhkhkhrhkhkhdhkhrhrhkhkhdrkdrkhdhrkhkrhrkdrhkdrrhkrrdx *xk, *dxdrxkx*x
X11RUDA TGGACGTTCCTCCT TGCCTGGEGT GCAAACAGCACACGAAAGTGCTTGTGCGAATTTTTTT
X110ONEGRO TGGACGT TCCTCCCTGCCT GEGT GCAAACAGCATACGAAAGTGCTTGTGCGGATTTTTTT
X11P111 TGGACGTTCCTCCTTGCCTGGEGT GCAAACAGTATACGAAAGTGCTTGTGCGAATTTTTTT
X11Per ol a TGGACGT TCCTCCT TGCCT GGGT GCAAACAGCATACGAAAGT GGT TGTGCGAATTTATTT

khkkhkkhkkhkkhkkhkhkdhdk *xhkhkhkdkhkhkrhxhkhkhkdhdrdx *x *hxdkdxhkdxdk*x *xhkrxd*x *xk*x **x*%

Figura 10. Alinhamento da sequéncia dos fragmentos gerados a partir da amplificacéo
do DNA de diferentes cultivares com o primer sX11. X11RUDA - cultivar
Rudé; X11ONEGRO - cultivar Ouro Negro; X11P111 — cultivar US Pinto
111; X11Perola — cultivar Pérola; **** - regides conservadas; ----- regioes
onde ocorreram delecBes; sublinhado e mailsculo — sequéncia do primer
sX11 F; sublinhado, maitsculo e itdlico — seqUéncia do primer sX11 R;
sublinhado e minasculo - sX11Fg;; sublinhado, mindsculo e italico - sSX11F.
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X11RUDA CAGCGCAGTACGGACCCAGAATGAAATTGCAGAAATTAGGCCGGAATTTCACAAGT TTCG
X11ONEGRO CAGCGCAGTACGGACCCAGAATGAAATTGCAGAAATTAGGCCGGAATTTCACAAGT TTCG
X11P111 CAGCGCAGTACGGACCCAGAATGAAATTGCAGAAATTAGACCGGAATTTCACAAGT TTCG
X11Perol a CAGCGCAGTACGGACCCAGAATGAAATTGCAGAAATTAGGCCGCAATTTCACAAGT TTCG
R R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE] * * % ER I I I R I
X11RUDA GTAGAGGATAGCCTTGGTTTTTACAAAATTTCTGAAAAATTCTTCCGGAATGG TTTTTT
X11ONEGRO GTAGAGGATAGCCTTGGTTTTTACAAAATTTCTGAAAAATTCTTCCGGAATGGGTTTTTT
X11P111 GTAGAGGATAGCCTTTGTITTTTACAAAATTTCTGAAAAATTCTTCCGGAATGGATTTTTT
X11Perol a GTAGAGGATAGCCTTGGGT TTTACAAAATTTCTGAAAAATTCTTCCGGAATGG TTTTTT
EEE R S S I I S I * EE R I S I S R I S S S I I S I S S I I S O * %k k k k%
X11RUDA CCTGAAATTCCACCCAAGAAT CTCCACTGAATTTGGGACAAAACGGGACAAATTTCAGGT
X11ONEGRO CCTGAAATTCCACCCATGAATCTCCACTGAATTTGGGACAAAACGGGACAAATTTCAGGT
X11P111 CCTGAAATTCCACCCAAGAAT CTCCACTGAATTTGGGACAAAACGGGACAAATTTCAGGT
X11Perol a CCTGAAATTCCACCCAAGAATCTCCAATGAATTTGGGACAAAACGGGACAAATTTCAGGT
EEE I S S O R I I S * Kk kkkkk k% EE IR I S I S S I S S I S S I S I S S I O I
X11RUDA CAAACGGATGAGTATTCACCCACAAAAAGAATCAAACAGT TTCACACACAAACGAACCTT
X11ONEGRO CAAACGGATGAGTATTCACCCACGAAAAGAATCAAACAGT TTCACACACAAACGAACCTT
X11P111 CAAACGGATGAGTATTCACCCACGAAAAGAATCAAACAGT TTCACACACAAACGAACCTT
X11Perol a CAAACGGATGAGTATTCACCCACGAAAAGAATCAAACAGT TTCACACACAAACGAACCTT
EE R I S I S I I S S S EE R S S I I R R I S S S I I S S S I I S O
X11RUDA CCTTTCAGCCCT GGCAGTGACGAATAAAAAATTTATTGCCAATCCT- GCGGGACGAATCT
X11ONEGRO CCTTTCAGCCCT GGCAGTGGCGAATAAAAAATTTATTGCCAATCCT- GCGCGACGAATCT
X11P111 CCTTTCAGCCCT GGCAGTGACGAATAAAAAATTTATTGCCAATCCT- GCGGGACGAATCT
X11Perol a CCTTTCAGCCCT GGCAGTGACGAATAAAAAATTTATTGCCAATCCTTGCGGGACGAATCT
EEE R S S I S I I S R I S R R I S I I S *kkhkkkhkkhkkkkhkx %k
X11RUDA GAGCCTC-
X11ONEGRO GAGCCTCC
X11P111 GAGCCTC-
X11Perol a GAGCCTC-

*kkkkkk*k

Figura 10, Cont.

Na Figura 10, observa-se que uma possibilidade de distincdo entre os
individuos resistentes e suscetiveis seria a identificacdo de sitios e utilizacgo de enzimas
de restricdo. Outra possibilidade seria 0 desenho de um primer complementar a uma
regido especifica do DNA do cultivar Ouro Negro (resistente) e que amplificasse
fragmentos, somente, a partir deste DNA. Assim, foram desenhados 2 primers, a partir
da sequiéncia do fragmento amplificado do DNA de Ouro Negro; sdo eles. sX11Fy; - 5
ACC CAA TGG AGT A 3 esX1lFyp -5 GTC TGG TAA AAATTT CAGG 3. Os
primers sX11Fy; e sX11Fy, (Fig. 10) possuem, respectivamente, 13 e 19 pb e foram
utilizados nas reagbes de amplificacdo, em substituicdo ao primer sX11F. O teste de
gradiente de temperatura de pareamento foi realizado com as amostras de DNA dos
cultivares Ouro Negro e US Pinto 111. Foram observados dois resultados distintos. A
combinagdo de primers sX11Fy e sX11R amplificou vérios fragmentos monomorficos,
a partir das amostras de DNA testadas, sendo 1 deles polimérfico (Fig. 11). A
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combinacdo de primers sX11Fy, e sSX11R ndo amplificou nenhum fragmento a partir das
amostras de DNA desses cultivares, em temperatura variando de 45 a 67 °C (dados ndo
apresentados). A amplificagdo de amostras de DNA de outros cultivares do PMGF-
BIOAGRO, com os pares de primers sX11R/sX11Fq; e sX11R/sX11Fy,, est4 sendo
testada.

1 - cultivar Ouro Hegro

2 —cultivar US Pinto 111

Figura 11. Padrdo eletroforético em gel de agarose (1,2%) do teste de gradiente de
temperatura de pareamento, realizado para amostras de DNA dos cultivares
Ouro Negro (resistente) e US Pinto 111 (suscetivel). Os primers utilizados
foram sX11Fy e sX11R, a concentracédo de MgCl, foi 24 mM. A seta
indica o fragmento polimorfico entre os cultivares.

O Quadro 4 apresenta, resumidamente, as informagoes de cada primer SCAR
apresentado no texto. As amostras de DNA foram amplificadas, conforme descrito em
Materiais e Métodos (item 2.7). Em todos os casos, foi utilizada a concentracdo de 2,4

mM para o cofator Mg

Quadro 4. Seqguéncia, temperatura de pareamento e tamanho do produto amplificado
pelos primers SCAR originados de marcadores RAPD, que marcam genes de
resisténcia a ferrugem

Primer Seqiiéncia dosprimersF eR (5'03') TA(CC? T (pb)° dNoi;[rL::neérac
v OOy amme

v £SOV B oy

ISz o COCTAGGTOGTOACACAAGAA tEsre 40 EMTESTE

IS o COGATGACCACGCCAATC  Teste 700 EMTESTE
sX11 R: GAGCCTCAGATTCGTCCCG EM

550 EM TESTE

sX11F;; F ACCCAATGGAGTA TESTE
@ T, - temperatura de pareamento do primer; ° - Tr— tamanho do fragmento; ¢ — dominante — primer que ndo permite
aidentificacdo de individuo heterozigoto.
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3.3.3. Primers SCAR originados de fragmentos RAPD que marcam genes de
resisténcia a antracnose
3.3.3.1.sAZ20

O marcador OPAZ20y4 foi descrito por ALZATE-MARIN et a. (19993 e
encontra-se ligado, em acoplamento, a 7,1 cM do gene de resisténcia Co-6 presente no
cultivar AB136 (Quadro 2). O fragmento do marcador OPAZ20y4 foi seqlienciado e sua
analise originou os seguintes primers SCAR: sAZ20F - 5 ACC CCT CAT GCA GGT
TTT TA 3 eSAZ20R - 5 CAT AAT CCA TTC ATG CTC ACC 3'. A seguéncia do
primer sAZ20F contém, parcialmente, a sequéncia do primer RAPD de origem,
enquanto 0 SAZ20R ndo apresenta nenhum nucleotideo (APENDICE, SecZo 1).

No teste realizado entre os cultivares AB136 (resistente) e Ruda (suscetivel), os
primers SAZ20 F e R amplificaram 2 alelos no valor de temperatura de pareamento de
58 °C. Um aelo foi amplificado, a partir da amostra de DNA de AB136 e o outro a
partir de Ruda, ou sgja, o primer se mostrou co-dominante. Por outro lado, no teste
realizado a 60 °C entre os mesmos cultivares, apenas um alelo foi amplificado. Este foi
amplificado a partir do DNA do cultivar AB136, ou sgja, 0 primer apresentou-se
dominante neste valor de temperatura (dados néo apresentados).

3.3.3.2.sY20
O marcador OPY 20g3; foi identificado e validado por ARRUDA et a. (2000) e
encontra-se ligado ao gene de resisténcia Co-4 presente no cultivar TO (Quadro 2). A
andlise da sequéncia do fragmento OPY 20g3, possibilitou o desenho dos seguintes
primers SCAR: sY20F - 5 AGC CGT GGA AGGTTGTCA T 3 esY20R -5 CCG
TGG AAA CAA CAC ACA AT 3. A sequéncia do primer RAPD OPY 20, encontrada

em cada um dos primers sY20, estd sublinhada. O primer sY20 F contém toda a

sequéncia RAPD original e o primer sY 20R quase toda.

As amostras de DNA dos cultivares TO (resistente) e Ruda (suscetivel) foram
amplificadas com a combinac&o dos primers sY20. A concentracdo de MgCl, foi 2,4
mM. Os cultivares foram diferenciados quanto ao produto de amplificacdo no valor de
temperatura de pareamento de 65 °C. O DNA do cultivar TO amplificou um fragmento
de cerca de 830 pb. O primer apresentou natureza dominante, pois, 0 DNA de apenas

um dos cultivares foi amplificado nessas condi¢des (dados ndo apresentados).



3.3.3.3.sC08

A amplificacdo das amostras de DNA dos cultivares TO e Ruda com o primer
RAPD OPCO08 possibilitou o isolamento, a clonagem e o sequenciamento de um
fragmento polimérfico de cerca de 900 pb. O marcador OPCO08gyy foi identificado e
validado por ARRUDA et al. (2000) e encontra-se ligado em acoplamento a 9,7 cM do
gene de resisténcia Co-4 presente no cultivar TO (Quadro 2). A analise da sequéncia do
mesmo permitiu 0 desenho dos primers SCAR: sCO8F - 5 AGA ATG CCT TTA GCT
GTT GG 3 e sCO8R - 5 CAG AGA GGC TAG GCT TAT CG 3 . Nem o primer
SCO8F nem o sCO8R apresentaram a sequéncia do primer RAPD origina (Apéndice,
Secdo 1).

O teste de gradiente de temperatura de pareamento foi realizado entre os
cultivares TO (resistente), Ruda e Ouro Negro (suscetiveis). A amplificacdo das
amostras de DNA dos cultivares TO e Ruda com o primer sC08 produziu um fragmento
monomorfico em todos os valores testados de temperatura e concentracéo de MgCl,
(dados ndo apresentados). Como nenhum dos primers SCAR apresentou a sequiéncia do
RAPD original, € possivel que o polimorfismo tenha sido perdido, pois, localizava-se no
sitio de pareamento do primer RAPD. Assim, considerando que os sitios de pareamento
dos primers SCAR estavam presentes tanto no DNA do cultivar TO quanto em Ruda,
estes amplificaram o mesmo fragmento. Por outro lado, quando o teste de gradiente foi
foi realizado com os cultivares TO e Ouro Negro, apenas o DNA do cultivar TO foi
amplificado. O primer apresentou natureza dominante e amplificou, na temperatura de

pareamento de 65 °C, um fragmento de cerca de 910 pb (dados né&o apresentados).

3.3.3.4.s204
ALZATE-MARIN et a. (1999b) identificaram e validaran o marcador
OPZ04s60, 0 qual mostrou-se ligado em acoplamento a 8,5 cM do gene de resisténcia
Co-6 presente no cultivar AB 136 (Quadro 2). ApGs a clonagem, seqlienciamento e
analise do fragmento OPZ04s4,, foram desenhados os seguintes primers SCAR: sZ04F -
5 GGC TGT GCT GAT TAATTC TGG 3 esZ04R -5 TGC TCA TTT TAT AAT
GGA GAA AAA 3. A sequénciado primer RAPD OPZ04 é5 AGGCTGTGCT 3'.

A seguiéncia sublinhada no primer sZ04F contém quase toda a sequéncia do primer

OPZ04. Por outro lado, no primer sZ04R, a sequéncia sublinhada corresponde a apenas

4 nucleotideos do primer original .
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O teste de gradiente de temperatura foi realizado com a amplificacéo do DNA
dos cultivares AB136 (resistente) e Michelite (suscetivel). Como apenas o DNA do
cultivar AB136 foi amplificado, o primer apresentou natureza dominante (dados n&o
apresentados). Para este caso especifico, a reacdo da técnica SCAR foi readlizada,
utilizando-se 45 ciclos de amplificacdo. O fragmento, amplificado a partir do valor de

temperatura de pareamento de 45 °C, apresentou cerca de 567 pb.

3.3.3.5.sB03

ARRUDA et a. (2000) descreveram um marcador de 1800 pb ligado em
repulsdo a 3,7 cM do gene de resisténcia Co-4 (Quadro 2). Por meio da amplificacdo do
DNA dos cultivares TO (resistente) e Ruda (suscetivel) com o primer OPBO03, foi
possivel observar que, apenas, 0 DNA do cultivar Ruda amplificava o fragmento de
DNA de cerca de 1800 pb. Este fragmento foi clonado e sequenciado. A andlise da
seguéncia do mesmo possibilitou o desenho de 2 primers SCAR: sBO3F - 5 TCC CAT
TTA GCT GTG ATG GT 3 e sBO3R - 5° CCT GCG AAA TGT GGA TTA TG 3.
Nem o primer sBO3F nem o sBO3R apresenta a sequéncia do primer RAPD original
(Apéndice, Secdo 1).

As amostras de DNA dos cultivares contrastantes TO (resistente) e Ruda
(suscetivel) foram amplificadas com os primers sB03. A concentracdo de MgCl, foi de
2,4 mM e o gradiente de temperatura testado variou de 45 a 67 °C. Nenhum produto de
amplificagdo foi observado, a partir das amostras de DNA e nas condigbes de
amplificacdo utilizadas (dados ndo apresentados). Inicialmente, suspeitou-se que a
enzima Taqg DNA polimerase poderia estar falhando, ao tentar amplificar um fragmento
tdo extenso. Assim, novas reacdes de amplificacdo foram realizadas e o plasmideo
contendo o fragmento OPBO03:500 clonado também foi testado. Foram utilizados os
primers SCAR sB03, RAPD OPBO03 e atemperatura de pareamento de 35 °C (Fig. 12).
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1 —cultivar _Ouro Negro
2 —cultivar Ruda |
3. OPB03,;,, clonado

Figura 12. Padréo eletroforético de amplificagdo gerado pelo primers SCAR sB03 e
RAPD OPB03 em gel de agarose 1,2%. (A) Técnica de SCAR. (B) Técnica
de RAPD. 1 — DNA do cultivar TO (resistente), 2 — DNA do cultivar Ruda
(suscetivel) e 3 — DNA plasmidia contendo OPB03;g00. A seta indica o
marcador OPB03500.

Na Figura 12A, observa-se que a amostra de DNA plasmidial, contendo o
fragmento OPBO03,g00, apresentou amplificacdo com o primer sB03, o que n&o ocorreu
com o DNA do cultivar Ruda O teste de gradiente de temperatura foi, novamente,
repetido para as amostras de DNA contrastantes. Entretanto, os resultados obtidos foram
0S mesmos descritos anteriormente (dados n&o apresentados). Desse modo, optou-se por
desenhar novos pares de primers, que amplificassem fragmentos de menor tamanho. Os
primers desenhados foram: sBO3Fy; - 5 TGA TTT GCT TCT GCT TTG ACA 3 e
sBO3Ry; - 5 GGA ACC CTC ACC ACA TAA CC 3'; sBO3Fp, - 5 CCC TGC GAA
ATGTGG 3 esBO3Ry, -5 CCCCTGGACACAACTTTT 3.

No teste de gradiente de temperatura, realizado entre os cultivares TO e Ruda,
o resultado obtido pela amplificacdo com o primer sB03y; foi diferente do obtido com o
sB03q,. Na temperatura de pareamento de 63 °C, o primer sB03y; conseguiu diferenciar
os cultivares, pois, amplificou apenas o DNA do cultivar Ruda. Resultado semelhante
foi obtido, utilizando-se os cultivares Ouro Negro e Rudad e o mesmo valor de
temperatura (dados ndo apresentados). Em contrapartida, nos valores de temperatura
que variaram entre 45 e 67 °C, o primer sB03y, ndo amplificou nenhum fragmento a

partir das amostras de DNA acima mencionadas (dados ndo apresentados).
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3.3.3.6.sZ209

A partir da analise da sequiéncia do fragmento OPZ09gs0, foram desenhados os
primers SCAR: sZ09F - 5 CAC CCC AGT CTA ACA TAT ATA CCC 3 esZO9R - 5’
CAC CCC AGT CGG AAT ATC AA 3. As sequéncias completas dos primers sZ09 F
e R e outras informagdes a respeito deste podem ser encontradas no Apéndice (Secéo 1).
O primer sZ09 ndo chegou a ser sintetizado nem testado. O marcador OPZ09g50
encontra-se ligado em repulséo a cerca de 20,4 cM do gene de resisténcia Co-6
(ALZATE-MARIN et al., 1999b), portanto, ndo representa um bom marcador.

O Quadro 5 apresenta, resumidamente, as informacdes de cada primer SCAR
apresentado no texto. As amostras de DNA foram amplificadas, conforme descrito em
Materiais e Métodos (item 2.7). Em todos os casos, foi utilizada a concentracéo de 2,4
mM para o cofator Mg*2. Para o caso especifico do primer sZ04, foram utilizados 45

ciclos de amplificacéo.

Quadro 5. Seqguiéncia, temperatura de pareamento e tamanho do produto amplificado
pelos primers SCAR originados de marcadores RAPD, que marcam genes de
resisténcia a antracnose

Primer Seqiiéncia dos primersF eR (5'03) Ta (°C)*  Te (pb)° Ni[::;qe;acdo
F: ACCCCTCATGCAGGTTTTTA co-dominante e

SAZ20 R: CATAATCCATTCATGCTCACC 58e60 845 dominante

sY20 F: AGCCGTGGAAGGTTGTCAT 65 830 dominante

R: CCGTGGAAACAACACACAAT
F- AGAATGCCTTTAGCTGTTGG )
SCO8 R CAGAGAGGCTAGGCTTATCG 65 910 dominante

F: GGCTGTGCTGATTAATTCTGG

SZ04 R TGCTCATTTTATAATGGAGAAAAA P 567 dominante
oz, F TGATTTGCTTCTGCTTTGACA ” EM —
% R: GGAACCCTCACCACATAACC TESTE

<709 F: CACCCCAGTCTAACATATATACCC ) ) )
R: CACCCCAGTCGGAATATCAA

3_ T, - temperatura de pareamento do primer; ° - Te— tamanho do fragmento; ¢ — dominante — primer que néo permite
a identificacdo de individuo heterozigoto; co-dominante - primer que permite a identificacdo de individuo
heterozigoto.
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3.4. Validagdo dos primers SCAR

No presente trabalho vérios primers SCAR foram desenvolvidos e testados.
Alguns primers se mostraram polimorficos, enquanto outros foram monomorficos entre
os diferentes cultivares testados. Os primers SCAR polimérficos, que produziram
bandas fortes e bem definidas, foram avaliados como marcadores candidatos de genes
de resisténcia.

Inicialmente, a segregacdo de cada fragmento polimorfico foi testada por meio
do teste de c? (P<0,05), em populacdo F, apropriada O Quadro 1 resume cada
populagdo segregante F, utilizada e os progenitores que as originaram. Apenas 0s
fragmentos cuja proporcédo de segregacdo se gjustou a 3:1 (P<0,05) foram utilizados. O
fragmento amplificado pelo primer sB03p; N&0 segregou ha proporcdo esperada e,
portanto, ndo foi validado. Este sera testado em uma populacdo originada do
cruzamento entre os cultivares Ouro Negro e Ruda.

O padréo de segregacdo da caracteristica resisténcia a doenca foi considerado
3:1 entre as plantas resistentes e suscetiveis, em todas as populagdes F, utilizadas no
presente trabalho. Nas populagfes inoculadas com o patétipo 63-23 de P. griseola, por
exemplo, o padréo de segregacdo fenotipico foi 3:1, sugerindo que a resisténcia a este
patétipo é governada por um Unico gene. O padréo de heranca monogénica e dominante
j& havia sido descrito para os genétipos AND 277 e Ouro Negro (CARVALHO et al.,
1998, CORREA et a., 2001). Este padrdo de heranca também foi observado para os
gendtipos MAR-2 (FERREIRA et al., 2000), Cornell 49-242 (NIETSCHE et a., 2000),
Mexico 54 (SARTORATO et al., 2000) e BAT 332 (CAIXETA et al., 2003).

3.4.1. Andlise de co-segregacdo dos mar cadores SCAR e genes deresisténcia
3.4.1.1. Marcadores SCAR associados em acoplamento aos genes deresisténcia

Os fragmentos amplificados pelos primers SAA19, sBA16, sM02, sH13, sY 20,
sC08, sAZ20 e sZ04 encontram-se em acoplamento e segregaram na proporcao de 3:1
(P<0,05), nas populagdes F, utilizadas (dados ndo apresentados). Estes fragmentos
foram, entdo, testados para a hip6tese de segregacdo de 9:3:3:1 com 0s respectivos

genes de resisténcia. Os resultados foram apresentados no Quadro 6.
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Quadro 6. Andlise de co-segregacdo e distancia genética (cM) entre os marcadores
SCAR e 0s genes de resisténcia a mancha-angular e a antracnose

L ocos testados Progenitores P. Esp. P. Obs. 02 Prob. o\
R S (%)
Mancha-angular
SAA19,50/Phg-ON ON TO 9:3:3:11 635453 292,75 0,00 10,1
sBA16/Phg-ON ON TO 9:3:3:1 64.4:3:54 307,57 0,00 7,1
sM02/Phg-ON ON TO 9:3:3:1 652:355 32284 0,00 5,3
sH13/Phg-1 AND277 Vemeho 9:3:3:1 1484:7:38 119,71 0,00 5,6
Antracnose

sY20/Co-4 TO Ruda 9:3:3:11 115:3:0:44 177,56 0,00 1,2
sC08/Co-4 TO ON 9:3:31 69:5:4:.47 227,21 0,00 7,8
sAZ20/Co-6 AB136 Ruda 9:3:3:1 176:13:2:48 149,57 0,00 7,1
sZ04/Co-6 AB136 Michelite  9:3:3:1 63:0:1:17 63,23 0,00 29

R — cultivar resistente; S — cultivar suscetivel; P.Esp. — proporcdo esperada; P.Obs. - proporgéo observada; Prob. —
probabilidade.

No Quadro 6, observa-se que, em todos 0s casos, a probabilidade de segregacéo
independente entre os locos testados foi 0,00 %. Portanto, pode-se inferir que os
marcadores se encontram ligados aos respectivos genes de resisténcia.

Andlises de ligacdo anteriores mostraram que os marcadores OPAA 19400,
OPBA 1659, OPM024,5 € OPH13,499 encontram-se ligados e acoplados a 10,0; 10,4; 5,6
e 5,5 cM dos respectivos genes de resisténcia (CARVALHO et al., 1998; CORREA et
al., 2001; FALEIRO et al., 2003). Os marcadores sAA19, sBA16, sM02 e sH13 foram
mapeados em acoplamento a 10,1, 7,1, 5,3 e 5,6 cM dos genes de resisténcia (Quadro
6). A diferenca encontrada, nos valores da distancia genética, apds o mapeamento de
alguns primers SCAR, pode ser explicada pelas populacdes utilizadas no presente
trabalho. Estes primers foram avaliados em populacdes diferentes das utilizadas na
validagcdo dos marcadores RAPD que os originaram. Estas diferencas so esperadas uma
vez gque a determinacdo da distancia genética entre marcador/gene de resisténcia, € feita
a partir do nimero de individuos recombinantes. SARTORATO et al. (1999) mapearam
0 marcador OPN02g90 em acoplamento a 5,9 cM do gene Phg-2. Este marcador foi
convertido em SCAR e também foi mapeado a 59 cM do gene de resisténcia
(SARTORATO et a., 2000). Neste caso, os autores utilizaram a mesma populagdo
segregante na validagdo dos marcadores RAPD e SCAR. HALEY et a. (1993)
mapearam 0 marcador OPF10y70 a 2,1 ctM do bloco génico, que confere resisténcia a

ferrugem em cultivares Mesoamericanos. CORREA et al. (2000) converteram este
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marcador em SCAR e vaidaram-no em uma populacdo segregante diferente. O

marcador SCAR foi mapeado a 6,0 cM do loco de resisténcia a ferrugem.

3.4.1.2. Marcador SCAR associado em repulsdo ao gene deresisténcia Ur-11

No presente trabalho, utilizou-se 0 marcador OPAE19s9, que se encontra ligado
em repulsdo ao gene de resisténcia a ferrugem Ur-11, presente no cultivar Belmidak
RR-3 (JOHNSON et a., 1995; ALZATE-MARIN et d., 2004). As amostras de DNA de
individuos de uma populagéo F,, originadas do cruzamento entre os cultivares Belmidak
RR-3 (resistente) e Ruda (suscetivel), foram amplificadas com os primers OPAE19g9 €
SAE19g9 (dados ndo apresentados). Como os fragmentos OPAE19gy € SAE1939
encontram-se ligados em repulsdo, a avaliacdo fenotipica correta de cada planta F, é
fundamental a determinacdo da distancia genética. Essa confirmacao foi obtida por meio
da andlise de familias F,3. Para tal, as familias F,.3 correspondentes também foram
avaliadas para resisténcia/suscetibilidade ao patétipo 10 de U. appendiculatus
(FALEIRO et a., 1999). Utilizando esta andlise, foi possivel determinar o gendtipo
correto de cada planta F, (Quadro 7). As plantas que apresentavam o marcador foram
divididas em suscetiveis (rr) e resistentes (Rr) e aquelas plantas sem 0 marcador foram
consideradas resistentes (RR).

ALZATE-MARIN et a. (2004) utilizaram 53 plantas F,, originadas do
cruzamento entre os cultivares Belmidak RR-3 (resistente) e Ruda (suscetivel), para
avaliar a segregacdo do marcador OPAE19gg. Os autores demonstraram que o marcador
encontra-se ligado em repulsdo a 1,0 cM do gene de resisténcia a ferrugem Ur-11. No
presente trabalho, a andlise de segregacdo foi realizada na mesma populacdo e o
marcador SCAR sAE19g9 também foi mapeado em repulsdo a 1,0 cM do gene de
resisténcia Ur-11 (Quadro 7).

Quadro 7. Segregacdo para resisténcia e andlise de ligacdo entre os marcadores
OPAE19g, SAE1930 € 0 gene de resisténcia Ur-11 em populacéo
segregante F,, derivada do cruzamento entre os cultivares Ruda e Belmidak

RR-3
L ocos testados Geracao Propor ¢ao Propor ¢ao g2 Prob. oy
esperada observada (%)
Ur-11 Fo3 1.2:1 12RR:28Rr:13rr 0,578 74,87 -
OAE 19, = 31 13(0:40(+) 0,188 99,06 10
SAE19% F 31 13():40(+) 0,188 99,06 10
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Atualmente, a principal técnica de analise genética utilizada no Programa de
Melhoramento Genético do Feijoeiro BIOAGRO/UFV envolve marcadores RAPD. Tais
marcadores tém sido, extremamente, Uteis para selecionar gendtipos com genes de
resisténcia a varios patégenos. Entretanto, os marcadores RAPD apresentam natureza
dominante e podem ndo apresentar reprodutibilidade de resultados. Para contornar tais
problemas, a estratégia utilizada por varios pesquisadores tem sido a conversdo dos
marcadores RAPD em marcadores SCAR. Assim, o presente trabalho objetivou
desenvolver e validar primers SCAR para as principais doengas, que atacam a cultura
do feljdo no Brasil: antracnose, ferrugem e mancha-angular. Foram desenvolvidos 5
primers SCAR para mancha-angular, 5 primers para ferrugem e 7 primers para
antracnose. Os primers desenvolvidos para mancha-angular derivaram dos marcadores
OPM02425, OPBA 16669, OPH13490 € OPH14+AA19400; S80 eles. sSM02, sBA16, sH13,
SAA 19330 € SAA19650. Os primers sM02, sBA 16, sH13 e SAA 195, foram mapeados em
acoplamento a 5,3, 7,1, 5,6 e 10,1 cM dos respectivos genes de resisténcia. Os primers
desenvolvidos para ferrugem tiveram origem nos marcadores OPAE19399, OPX 11550,
OPAJ18+AH1070; sd0 eles: SAE19, sX11, sAJ18,05, SAJ18,47, € SAJ18700. Apenas o
primer SAE19 foi validado. Este foi mapeado em repulsdo a 1,0 cM do gene de
resisténcia Ur-11. Os primers desenvolvidos para antracnose foram obtidos, a partir da
sequéncia dos fragmentos OPAZ20g49, OPY 20530, OPC08y09, OPZ04s59, OPB031g00,
OPZ09gs5p, OPH18s3, sd0 eles: sSAZ20, sY20, sC08, sz04, sB03, sZ09 e sH18. Os
primers sSAZ20, sY 20, sC08, sZ04 foram mapeados em acoplamento a 7,1, 1,2, 7,8e 2,9
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cM dos respectivos genes de resisténcia. Os marcadores SCAR, desenvolvidos no
presente trabalho, ja estdo sendo utilizados no Programa de Melhoramento Genético do
Feijoeiro BIOAGRO/UFV. Esses marcadores tém sido utilizados em associagdo com
dados de avaliacdo fenotipica, para aumentar a eficiéncia de selecdo em programas de
melhoramento.

Os primers SCAR, que se mostraram monomorficos, poderdo ser Uteis

futuramente, caso sgjam validados em cruzamentos envolvendo outros cultivares.

63



5. REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

ALZATE-MARIN, A.L., MENARIM, H., CARVALHO, G.A., PAULA JUNIOR, T.J,
BARROS, E.G., MOREIRA, M.A. Improved selection with newly identified RAPD
markers linked to resistance gene to four pathotypes of Colletotrichum
lindemuthianum in common bean. Phytopathology, 89:281-285, 1999.

ALZATE-MARIN, A.L., ARRUDA, M.C.C.,, MENARIM, H., CHAGAS, JM.,,
BARROS, E.G., MOREIRA, M.A. Identification of RAPD markers linked to
resistance genes to anthracnose in common bean cultivars AB136, TO and G2333.
Annual Report of the Bean Improvement Cooper ative, 42:13-14, 1999a.

ALZATE-MARIN, A.L., MENARIM, H., SOUZA, K.A., CHAGAS, JM., BARROS,
E.G., MOREIRA, M.A. Estratégias de separacdo e identificacio dos genes Co-4° e
Co-5 envolvidos na resisténcia as ragas 73 e 89 de Colletotrichum lindemuthianum
no cultivar G2333. Resumos da VI Reuni&o Nacional de Pesquisa de Feij&o, 48-
50, 1999h.

ALZATE-MARIN, A.L., SOUZA, T.L.P.O, RAGAGNIN, V.A., MOREIRA, M.A.,
BARROS, E.G. Allelism tests between the rust resistance gene present in common
bean cultivar Ouro Negro and genes Ur-5 and Ur-11. Journal of Phytopathology,
152:60-64, 2004.

ARRUDA, M.C.C., ALZATE-MARIN, A.L., CHAGAS, JM., MOREIRA, M.A.,
BARROS, E.G. ldentification of random amplified polymorphic DNA markers
linked to the Co-4 resistance gene to Colletotrichum lindemuthianum in common
bean. Phytopatology, 90:758-761, 2000.

AUSUBEL, F. Current Protocols in Molecular Biology. New York: John Wiley &
Sons, Tenton Data Systems, 1998.

AWALE, H.E., KELLY, J.D. Development of SCAR markers linked to Co-42 gene in
common bean. Annual Report of the Bean | mprovement Cooperative, 44:119-
120, 2001.



CAIXETA, E.T., BOREM, A., FAGUNDES, SA., NIESTCHE, S., BARROS, E.G.,
MOREIRA, M.A. Inheritance of angular leaf spot resistance in common bean line
BAT 332 and identification of RAPD markers linked to the resistance gene.
Euphytica, 134: 297-303. 2003.

CARVALHO, G.A., PAULA JUNIOR, T.J, ALZATE-MARIN, A.L., NIETSCHE, S,
BARROS, E.G., MOREIRA, M.A. Heranca da resisténcia da linhagem AND 277 de
feijoeiro-comum a raca 63.23 de Phaeoisariopsis griseola e identificacdo de
marcador RAPD ligada a0 gene de resisténcia. Fitopatologia Brasileira, 23:482-
485, 1998.

CORREA, R.X. Genes de resisténcia a doencas do feijoeiro-comum: |dentificacio
de marcadores moleculares, organizacao e identificacdo de analogos. Vigosa:
UFV, 1999. 116 p. (Tese - Doutorado).

CORREA, R.X., COSTA, M.R., GOODGOD, P.I., RAGAGNIN, V.A., FALEIRO,
F.G., MOREIRA, M.A., BARROS, E.G. Sequence characterized amplified regions
linked to rust resistance genes in the common bean. Crop Science, 40:804-807,
2000.

CORREA, R.X., GOOD-GOD, P.I., OLIVEIRA, M.L.P., NIETSCHE, S., MOREIRA,
M.A., BARROS E.G. Heranca da resisténcia a mancha-angular do feijoeiro e
identificagdo de marcadores moleculares flanqueando o loco de resisténcia
Fitopatologia Brasileira, 26:27-32, 2001.

COSTA, M.R. Introgressao de Genes de Resisténcia a Antracnose, Ferrugem e
Mancha-angular no Cultivar de Feljdo Diamante Negro. Vicosa: UFV, 2004.
78p. (Dissertacéo - Mestrado em Genética e Melhoramento).

DAVISON, A.D., VAUGHAN, E.K. Effect of uredospore concentration on
determination of races of Uromyces phaseoli var. phaseoli. Phytopathology, 54
336-338, 1964.

FALEIRO, F.G., VINHADELLI, W.S., RAGAGNIN, V.A., ZAMBOLIM, L., PAULA
JR., T.J, MOREIRA, E.G., BARROS, E.G. Identificacdo de racas fisioldgicas de
Uromyces appendiculatus no Estado de Minas Gerais, Brasil. Fitopatologia
Brasileira, 24: 166-169, 1999.

FALEIRO, F.G., VINHADELLI, W.S, RAGAGNIN, V.A. CORREA, RX.,
MOREIRA, M.A., BARROS, E.G. RAPD markers linked to a block of genes
conferring rust resistance to the common bean. Genetics and Molecular Biology,
23: 399-402, 2000.

FALEIRO, F.G., NIETSCHE, S., RAGAGNIN, V.A., BOREM, A., MOREIRA, M.A.,
BARROS, E.G. Resisténcia de cultivares de feijoeiro-comum a ferrugem e a
mancha-angular em condi¢des de casa de vegetacdo. Fitopatologia brasileira, 26:
86-89, 2001.

FALEIRO, F.G., RAGAGNIN, V.A., SCHUSTER, |., CORREA, R.X., GOOD-GOD,
P.l., BROMMONSHENKEL, SH., MOREIRA, M.A. BARROS, E.G.

65



Mapeamento de genes de resisténcia do feijoeiro a ferrugem, antracnose e mancha-
angular usando marcadores RAPD. Fitopatologia Brasileira, 28:059-066, 2003.

FERREIRA, C.F., BOREM, A., CARVALHO, G.A., NIETSCHE, S., PAULA JR, T.J,
BARROS, E.G., MOREIRA, M.A. Inheritance of angular leaf spot resistance in
common bean and identification of a RAPD marker linked to a resistance gene.
Crop Science, 40: 1130-1133. 2000.

HALEY, S.D., MIKLAS, PN. STAVELY, JR., BYRUM, J, KELLY, JD.
Identification of RAPD markers linked to a major rust resistance gene block in
common bean. Theor etical and Applied Genetics, 86:505-512, 1993,

JOHNSON, E., MIKLAS, P.N., STAVELY, JR., MARTINEZ-CRUZADO, J.C.
Coupling- and repulsion-phase RAPDs for marker-assisted selection of Pl 181996
rust resistance in commom bean. Theoretical and Applied Genetics, 90: 659-664,
1995.

KOSAMBI, D.D. The estimation of map distances from recombination values. Annual
Eugenic, 12:172-175, 1944.

LINDGREN, D.T., ESCRIDGE, K.M., STEADMAN, JR., SCHAAF, D.M. A model
for dry bean yield loss due to rust. Hort Tecnology, 5: 35-37. 1995.

NIETSCHE, S. | dentificacéo de racas de Phaeoisariopsis griseola e determinacao de
fontes de resisténcia em Phaseolus vulgaris. VigosaUFV, 1997. 47p. (Dissertacéo
- Mestrado em Genética e Melhoramento).

NIETSCHE, S., BOREM, A., CARVALHO, G.A., ROCHA, R.C., PAULA, T.J, DE
BARROS, E.G., MOREIRA, M.A. RAPD and SCAR markers linked to a gene
conferring resistance to angular leaf spot in common bean. Journal of
Phytopathology, 148:117-121, 2000.

PARAN, |.; MICHELMORE, R.W. Development of reliable PCR-based markers linked
to downy mildew resistance genes in lettuce. Theoretical and Applied Genetics,
85:985-993, 1993.

PARK, S.O., CROSBY, K.M., COYNE, D.P., STEADMAN, JR. Development of a
SCAR marker linked to the Ur-6 gene for specific rust resistance in common bean.
Annual Report of the Bean Improvement Cooper ative, 46:189-190, 2003.

PASTOR-CORRALES, M.A. Recomendaciones y acuerdos del primer taller de
antracnosis en América Latina. In: PASTOR-CORRALES, M.A. (Ed). La
antracnosis del frijol comun, Phaseolus vulgaris, en América Latina. Cali:
CIAT, 1992. p. 240-250. (Doc. de trabajo n° 113).

PASTOR-CORRALES, M.A., JARA, C.E. La evolucion de Phaeoisariopsis griseola

con el frijol comum en América Latina. Fitopatologia Colombiana, 19: 15-22,
1995.

66



PIO-RIBEIRO, G., CHAVES, GM. Ragcas fisiologicas de Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. et Magn.) Scrib. que ocorrem em aguns municipios de
Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro. Experientiae, 19: 95-118, 1975.

RAGAGNIN, V.A.,, SANGLARD, D.A., SOUZA, T.L.P.O., MOREIRA, M.A.,
BARROS, E.G. Simultaneous transfer of resistance genes for rust, anthracnose and
angular leaf spot to cultivar Pérola assisted by molecular markers. Annual Report
of Bean I mprovement Cooper ative, 46: 159-160, 2003.

RAVA, C., PURCHIO, A., SARTORATO, A. Caracterizacdo de patétipos de
Coalletotrichum lindemuthianum que ocorrem em algumas regides produtoras de
feijoeiro comum. Fitopatologia Brasileira, 19: 167-172, 1994.

SAMBROOK, J., FRITSCH, E.F., MANIATIS, T. Molecular cloning: a laboratory
manual. New Y ork: Cold Spring Harbor Laboratory, 1989, v.03, p.08B.

SANGER, F., NICKLEN, S., COULSON, A.R. DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors. Proceedings of the National Academy of Science USA,
74:5463-5467, 1997.

SARTORATO, A., NIETSCHE, S., BARROS, E.G., MOREIRA, M.A. Inheritance of
angular leaf spot resistance and RAPD markers linked to disease resistance gene in
common beans. Annual Report of the Bean Improvement Cooper ative, 42: 21-
22, 1999.

SARTORATO, A., NIETSCHE, S., BARROS, E.G. and MOREIRA, M.A. RAPD and
SCAR markers linked to resistance gene to angular leaf spot in common beans.
Fitopatologia Brasileira, 25: 637-642. 2000.

SCHWARTZ, H.F., CORREA-VICTORIA, F., PINEDA, PA. OTOYA, M,
KATHERMAN, M.J. Dry bean yield losses caused by Ascochyta, angular and white
leaf spotsin Colombia. Plant Disease, 65:494-496, 1981.

VIEIRA, C. Doencas e pragas no feijoeiro. Vicosa: UFV, 1983. 231p.

VIEIRA, C, BOREM, A., RAMALHO, M.A.P. Melhoramento do feij&o. In: BOREM,
A. (Ed.). Mehoramento de espécies cultivadas. Vicosa: Editora UFV. 1999. p
273-349.

VELEZ-MARTINEZ, H., LOPEZ-ROSA, J., FREYTAG, G.F. Determination of yield
loss caused by rust [Uromyces phaseoli (Reben) Wint.] in common bean (Phaseolus
vulgaris L.) in Puerto Rico. Annual Report of the Bean Improvement
Cooperative, 32:134-135, 1989.

WELSH, J, McCLELLAND, M. Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary
primers. Nucleic Acids Research, 24:7213-7218, 1990.

WELSH, J., McCLELLAND, M. Genomic fingerprinting using arbitary primed PCR
and a matrix pairwise combination of primers. Nucleic Acids Research, 19:5275-
5279, 1991.

67



WILLIAMS, JG.K., KUBELIK, A.R., LIVAK, K.J, RIFALSKI, JA., TINGEY, S.V.
DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers.
Nucleic Acids Resear ch, 22:6531-6535, 1990.

YOUNG, R.A., KELLY, JD. RAPD markers flanking the Are gene for anthracnose
resistance in common bean. Journal of American Society of Horticultural
Science, 121:37-41, 1996.

68



CAPITULO 2

CONSTRUCAO DE BIBLIOTECASENRIQUECIDAS,
SELECAO DE FRAGMENTOS DE DNA CONTENDO MICROSSATELITES,
DESENHO E TESTE DE PRIMERS SSR EM FEIJOEIRO-COMUM

69



1. INTRODUCAO

Uma porcéo do genoma de organismos eucariéticos € composta de sequéncias
de DNA repetitivo. Estas sequiéncias diferem em nimero e composi¢éo de nucleotideos,
sendo encontradas agrupadas ou dispersas a0 longo do genoma, formando sitios
altamente polimérficos. Esta por¢ao do genoma pode ser dividida em diferentes classes,
baseando-se no tamanho das repeticGes e no nimero de vezes que essas repeticoes
ocorrem. Uma dessas classes apresenta sequiéncias simples repetidas, sendo denominada
SSR ou microssatélites (LITT & LUTY, 1989).

Nos microssatélites, um Unico nucleotideo ou um pegueno numero de
nucleotideos é repetido véarias vezes. Normalmente, 0 nUmero de nucleotideos de cada
repeticéo é menor que 6 (RONGWEN et al., 1995). Segundo HEARNE et al. (1992), as
repeticdes podem ser constituidas por grupos perfeitos, compostos ou imperfeitos de
nucleotideos. O agrupamento de repeticbes adjacentes apresenta comprimento, que
variaentre 15 e 50 pb (PETES et a., 1997). O tipo de microssatélite pode variar entre 0s
diferentes organismos eucariéticos. Em vérios mamiferos, o tipo mais abundante de
microssatélite € (AC), (BECKMANN & WEBER, 1992). Por outro lado, o
microssatélite mais comum em muitas espécies de plantas € (AT), ou (AG),
(LAGERCRANTZ et a., 1993; WANG et a., 1994). Em média, um microssatélite foi
observado, a cada 64 kb, para monocotiledéneas e a cada 21 kb para dicotileddneas
(MAUGHAN et a., 1995).

A constatacdo da existéncia de microsatélites em diferentes espécies de plantas
sugeriu o potencial uso dos mesmos como marcadores. As sequéncias, que flanqueiam
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0S microssatélites, sdo conservadas entre 0s gendtipos de uma mesma especie,
possibilitando que primers especificos sejam desenhados para estas regides (YU et al.,
1999; GAITAN-SOLIS et a., 2002). Estes primers podem ser utilizados, para
amplificar fragmentos a partir do DNA de diferentes individuos. Uma vez que o niUmero
de microssatélites pode variar entre os gendtipos de uma mesma espécie, cada segmento
amplificado com diferente tamanho representa um alelo do mesmo loco. Por esta razéo,
os microssatélites originam locos genéticos, altamente, polimorficos (ROIZES, 2000).
Os microssatélites sdo muito frequentes, multialélicos e encontram-se distribuidos ao
acaso no genoma (HANCOCK, 1996; TOTH et a., 2000). Esta classe de marcadores
apresenta natureza co-dominante, o mais elevado conteldo de informacdo de
polimorfismo entre as diferentes classes e ndo apresentam o0s problemas de
reprodutibilidade dos marcadores RAPD (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995).
Em funcdo destas caracteristicas, os microssatélites representam uma das classes de
marcadores de maior interesse em programas de melhoramento. Eles podem ser
utilizados para os mais diferentes propésitos. identificacdo de genétipo, avaliacdo de
germoplasma, mapeamento comparativo, andlise filogenética e, principalmente,
mapeamento genético (CORREA, 1999; SILVA et al., 2003; BLAIR et al., 2003).
Embora os marcadores microssatélites apresentem vérias caracteristicas
favoraveis, as técnicas de RAPD e SCAR ainda sdo as mais utilizadas no Programa de
Melhoramento Genético do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV (RAGAGNIN et a., 2003;
COSTA, 2004). Isto ocorre devido a0 numero limitado de primers microssatélites,
desenvolvidos para essa cultura (YU et al., 1999; CAIXETA et al., 2003; GAITAN-
SOLIS et a., 2002; BLAIR et a., 2003). Portanto, o presente trabalho objetivou: a
construcéo de bibliotecas enriquecidas, 0 segiienciamento de clones positivos, a selecéo
de fragmentos de DNA contendo microssatélites, o desenho e o teste de primers SSR

em feijoeiro-comum.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

O cultivar TO foi utilizado para construcéo das bibliotecas enriquecidas com
fragmentos contendo microssatélites. Este cultivar teve origem no cruzamento de
“Tanderette” (suscetivel a antracnose) com a linhagem mexicana Acapulco (resistente a
antracnose) e possui 0 gene dominante Co-4 (FOUILLOUX, 1976).

2.2. Construcéo das bibliotecas enriquecidas
O procedimento para construcdo das bibliotecas utilizando fragmentos de
DNA, contendo diferentes microssatélites, encontra-se representada na Figura 1 e

descritaa seguir.

DNA gendmico do cultivar TO

¥
gt mamERaC gt
T J

AL

i
b

¢ Reacdo de digestdo, separacdo e
purificagdo dos fragmentos
Fragmentos de DNA nafaixa
de 200 a1.000 pb
¢ Remoc&o das extremidades coesivas e

desfosforilagéo
Figura 1. Procedimento para construcéo de bibliotecas enriguecidas com fragmentos de

DNA, contendo diferentes microssatélites. Adaptado de HAMILTON et al.
(1999).
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Fragmentos de DNA com
extremidades abruptas e
desfosforilados

v

Fragmentos de DNA contendo
adpatadores SNX

v

Fragmentos de DNA fita
simples contendo
microssatélites

v

Fragmentos de DNA fitadupla
contendo microssatélites

v

Fragmentos de DNA ligados ao
vetor de clonagem

v

Plagueamento das células
transformadas

Figural, Cont.

2.2.1. Extracao de DNA
Cerca de 6 g de folhas de plantas do cultivar TO foram trituradas na presenca

73

Reacao de ligacdo do adaptador SNX
aos fragmentos de DNA

Reacao de reparo do corte
(nick-ligation)

Reacdo de amplificagdo dos
fragmentos (pos nick-ligation)

Hibridizac&o e captura dos fragmentos
com oligonucl eotideos contendo
microssatélites

Conversdo dos fragmentos de DNA fita
simples parafitadupla

Reacdo de ligagdo dos fragmentos de
DNA ao vetor de clonagem

Transformacao de células competentes
por choque térmico

de nitrogénio liquido. O po resultante foi transferido para tubos de polipropileno. Em
cada tubo, foram adicionados 25 mL de tamp&o de extragdo (Tris-HCI 100 mM, pH 8,0;
EDTA 20 mM, pH 8,0; NaCl 1,4 M, b-mercaptoetanol 0,2 % (v/v) e CTAB 2% (p/v)).



O processo de extragdo foi continuado, conforme descrito por DOYLE e DOYLE
(1990), com algumas modificacdes propostas por ABDELNOOR et al. (1995).

2.2.2. Escolha das enzimas derestricao
Conforme sugerido por HAMILTON et al. (1999), foram realizados testes de
digestdo do DNA gendmico com diferentes enzimas de restricdo. As enzimas Haelll,
Rsal, Alul, EcoRI, Nhel e Xmnl foram testadas, individualmente, e em combinacéo.
Exceto a Taqg DNA polimerase, todas as enzimas utilizadas neste trabalho foram
adquiridas do New England Biolabs (NEB, Beverly, MA, EUA).

2.2.3. Digestdo do DNA gendmico, separ acao e purificacdo dos fragmentos

O DNA do cultivar TO foi digerido com as enzimas Haelll, Rsal, Alul, EcoRI
e Nhel. A mistura da reacdo de restricdo (200 pL) continha 50 U de cada enzima,
tampdo NEB 2 1X, 100 pg/mL de BSA (abumina sérico bovina), 50 ng de DNA
genémico (~330 ng/mL) e agua deionizada. O contelido da reacdo foi mantido a 37 °C
por 14 horas. Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel
preparativo de agarose 2% em TBE 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 2 mM) por 3 horas
a 90 volts. Terminada a eletroforese, 0 gel foi fotodigitalizado, utilizando-se o sistema
Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA, EUA). Os fragmentos de interesse foram
excisados do gel e purificados com o kit Gel Extraction (QIAGEN, Vaencia, CA,
EUA), segundo recomendacfes do fabricante. Uma vez que a capacidade méxima de
retencdo da matriz de cada coluna (QIAquick spin column) é de 10 [Og de DNA, foram
utilizadas 5 colunas para purificagdo dos fragmentos de DNA a partir do gel. Os
fragmentos de DNA foram eluidos, de cada coluna, com 50 . de tamp&o EB (Tris-HCI
10 mM, pH 8,5). A €ficiéncia da reacdo de digestdo foi confirmada por andlise
eletroforética de uma aliguota de 3 . de amostra, em gel de agarose (1,2%).

2.2.4. Remocéao das extremidades coesivas e desfosforilacao dos fragmentos
A reacdo para remover as extremidades coesivas foi realizada com 240 ni dos
fragmentos de DNA da reacéo de restricdo, 15 U da enzima MBN (Mung Bean
Nuclease), tampdo MBN 1X e &gua deionizada para completar 270 ni.. Os reagentes

foram transferidos para um microtubo, que foi mantido a 30 °C por 40 minutos. Os
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fragmentos de DNA com extremidades abruptas foram purificados com o kit PCR
Purification (QIAGEN, Vaencia, CA, EUA), segundo recomendactes do fabricante.
Para purificagdo dos fragmentos, foram utilizadas 2 colunas (QIAquick spin column).
Os fragmentos de DNA foram eluidos, adicionando-se 50 ni. de tamp&o EB (Tris-HCI
10 mM, pH 8,5) a cada coluna.

A reacdo de desfosforilagéo foi realizada com 100 ni dos fragmentos de DNA
com extremidades abruptas, 30 U da enzima CIP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase),
tampdo NEB 3 1X e agua deionizada para completar 120 nL. A mistura de reacdo
permaneceu, por 4 horas, a 37 °C. Os fragmentos de DNA desfosforilados foram
purificados com o kit PCR Purification (QIAGEN, Vaencia, CA, EUA), segundo
recomendaces do fabricante. A purificacdo dos fragmentos foi efetuada, utilizando-se 2
colunas (QIAquick spin column). A eluicdo dos fragmentos a partir de cada coluna foi
realizada com 30 niL de tamp&o EB (Tris-HCI 10 mM, pH 8,5).

2.2.5. Ligacéo do adaptador universal SNX aos fragmentos de DNA

A reagéo de ligac&o do adaptador aos fragmentos de DNA foi realizada com 10
nL dos fragmentos desfosforilados, adaptador SNX fita dupla 1,7 nM, tampdo NEB 2
1X, ATP 1 mM, 100 pg/mL de BSA (albumina sérico bovina), 20 U da enzima Xmnl e
15 unidades Weiss de T, DNA ligase. A mistura de ligagéo foi transferida para um
termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), programado
para 19 ciclos a 16 °C por 30 minutos e 37 °C por 10 minutos. Uma etapa final a 65 °C
por 20 minutos foi realizada, para inativar as enzimas Xmnl e T, DNA ligase. O
contelido da reacdo permaneceu a temperatura ambiente por 30 minutos e, em seguida,

foi armazenado a— 20 °C.

2.2.6. Confirmacéao da eficiéncia dareacao de ligacdo
A €ficiéncia da reacdo de ligacdo foi confirmada por PCR, utilizando o
oligonucleotideo SNXtorwara (SNX¢) como primer. A reacdo de amplificacdo foi feita
com 1 nL damistura de ligac&o, tampé&o Platinum 1X, MgCl, 2 mM, SNX; 0,8 nM, 150
nM de cada um dos desoxirribonucleotideos (AATP, dTTP, dCTP e dGTP) e 1,5 U da
enzima Taq Platinum (Invitrogen Brasil Ltda, S&o Paulo, SP). Os ciclos de amplificacdo

foram realizados em um termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk,
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CT, EUA), programado para: uma etapa a 96 °C por 5 minutos; e outra de 40 ciclos a 96
°C por 45 segundos, 62 °C por 60 segundos e 72 °C por 90 segundos. Ap6s 0s 40 ciclos,
foi realizada uma etapa final a 72 °C por 7 minutos. A eficiéncia da reacdo de ligacéo
foi confirmada por eletroforese dos produtos da reagdo em minigel de agarose (1,2%). A

eletroforese foi realizada a 90 volts por 1 hora.

2.2.7. Reacdo de nick-ligation

O contetdo da reacéo de ligacéo foi dividido em aliquotas de 3. Para cada
aliquota, foi realizada a reacéo de nick-ligation com tamp&o Tag DNA polimerase 1X,
MgCl, 2 mM, 25 ng/mL de BSA (albumina sérico bovina), 150 nM de cada um dos
desoxirribonuclectideos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) e 1 U da enzima Tag DNA
polimerase (Promega, Madison, WI, EUA). As reagOes foram realizadas em um
termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), programado
para 72 °C por 30 minutos. O contetido de todas as reactes foi reunido e purificado com
o kit PCR Purification (QIAGEN, Vaencia, CA, EUA), segundo recomendacdes do
fabricante. Os produtos da reacdo de nick-ligation foram eluidos, a partir da coluna com
30 L. de tampéo EB (Tris-HCI 10 mM, pH 8,5).

2.2.8. Reacdo pos nick-ligation

O contetdo da reacdo de nick-ligation foi dividido em aliquotas de 10ni. Para
cada aliquota, foi realizada a reacdo pos nick-ligation com tampao Platinum 1X, MgCl,
2 mM, SNX; 0,8 mM, 150 mM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP,
dCTP e dGTP) e 2 U da enzima Taq Platinum (Invitrogen Brasil Ltda, S&o Paulo, SP).
Os ciclos de amplificagdo foram realizados em um termociclador modelo 9600 (Perkin
Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), programado para: uma etapa a 96 °C por 5 minutos,
e outra de 40 ciclos a 96 °C por 45 segundos, 62 °C por 60 segundos e 72 °C por 90
segundos. Apds os 40 ciclos, foi redlizada uma etapa final a 72 °C por 7 minutos. Os
produtos da reacdo pos nick-ligation foram, diretamente, utilizados na etapa de

hibridizacdo seletiva sem nenhum processo de purificacéo.
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2.2.9. Hibridizacdo dos fragmentos pés nick-ligation com oligonucleotideos
contendo microssatélites

Nesta etapa, foram utilizados 2 pmols de cada um dos seguintes
oligonucleotideos biotinilados: (AT)is, (TC)1s5, (CCA)19, (CTT)10 € (GGC)1. Os
oligonucleotideos foram utilizados, separadamente, no processo de hibridizacdo dos
fragmentos de DNA. Cada oligonucleotideo foi transferido para um microtubo,
contendo 17 nbL dos produtos da reacdo pds nick-ligation, 50 niL da solucdo de
hibridizagdo (SSC 12 X; SDS 0,1%) e 31 nL de agua deionizada. A mistura foi
aguecida a 95 °C por 15 minutos. Em seguida, cada microtubo foi incubado a uma
temperatura especifica, durante 14 horas. O microtubo contendo o oligonucleotideo com
as repeticoes AT foi incubado a 45 °C e os microtubos, contendo os demais

oligonucleotideos, a65 °C.

2.2.10. Preparacdo das particulas magnéticas

A solucdo contendo as particulas Dynabeads M-270® (Dynalbiotech, Lake
Success, NY, EUA) foi cuidadosamente agitada, a fim de obter uma suspenséo
homogénea. O volume de 20 pL da solucdo contendo as particulas (50 pg/pL) foi
transferido para um microtubo de 1,5 mL. O microtubo foi mantido proximo a um
magneto e, apds 2 minutos, o sobrenadante da mistura foi removido. Ao mesmo
microtubo, foram adicionados 30 nL do tampéo de lavagem (TrissHCI 10mM, pH 7,5;
EDTA 1 mM; NaCl 1 M). Em seguida, o microtubo foi afastado do magneto e as
particulas foram cuidadosamente ressuspendidas. O microtubo foi novamente
aproximado do magneto e, apés 2 minutos, o tampdo de lavagem foi novamente
removido. Este procedimento de lavagem das particulas foi repetido por 3 vezes. As
particulas ressuspendidas foram divididas em aiquotas de 6 nl. antes da Ultima etapa de
remocao do sobrenadante. Essas aliquotas foram transferidas para 5 microtubos de 1,5
mL. Os microtubos foram aproximados do magneto e, apos 2 minutos, o sobrenadante
foi removido. A quantidade de particula magnética coberta com estreptoavidina

transferida para cada microtubo foi de 200 pg.
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2.2.11. Captura dos fragmentos de DNA hibridizados

O volume de 100 nL dos fragmentos de DNA hibridizados com os
oligonucleotideos biotinilados foi transferido para cada microtubo, contendo as
particulas magnéticas. Os microtubos foram incubados a 37 °C por 4 horas, sendo
cuidadosamente agitados a cada 20 minutos. Em seguida, os microtubos foram
aproximados de um magneto e, apds 2 minutos, o sobrenadante da mistura foi
descartado. Inicialmente, o contetido de todos os microtubos foi lavado com 200 ni de
SSC 2X e SDS 0,1%, em temperatura ambiente. Posteriormente, as particulas presentes
no tubo contendo as repeticbes AT foram lavadas a 45 °C com 200 ni. de SSC 1X e
SDS 0,1%. As particulas dos tubos, contendo as demais repetices, também foram
lavadas com 200 niL de SSC 1X e SDS 0,1%. Entretanto, as etapas de lavagem foram
realizadas a temperatura de 60 °C. Todos os processos de lavagem foram realizados por
2 vezes, durante 5 minutos. No final de cada etapa de lavagem, o microtubo foi
aproximado do magneto e, apos 2 minutos, 0 sobrenadante da mistura foi removido.
Apbs a remocdo do sobrenadante da Ultima etapa, foram adicionados 100ni de tampéo
TEo1 (TrissHCI 10mM, pH 8,0; EDTA 0,1 mM) pré-aquecido em todos os microtubos.
Os microtubos contendo os fragmentos de interesse e o tampé&o TEp; foram acoplados
a0 magneto. O magneto e os microtubos foram imersos em uma caixa de isopor,
contendo agua na temperatura de 95 °C. Apds 10 minutos, cada sobrenadante foi

transferido para um microtubo e armazenado a— 20 °C.

2.2.12. Sintese de fragmentos de DNA fita dupla

Os oligonucleotideos contendo microssatélites capturaram, por hibridizacéo,
fragmentos de DNA fita simples enriquecidos com microssatélites. A reacdo de
conversdo dos fragmentos de DNA fita simples em fita dupla continha 15,0 ni dos
fragmentos capturados, tampé&o Platinum 1X, MgCl, 2 mM, SNX; 0,8 nM, 150 nM de
cada um dos desoxirribonucleotideos (AATP, dTTP, dCTP e dGTP), 2 U daenzima Taq
Platinum (Invitrogen Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP) e &gua deionizada para completar
50nL Os ciclos de amplificagdo foram realizados em um termociclador modelo 9600
(Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), programado para: uma etapa a 96 °C por 5
minutos; e outra de 40 ciclos a 96 °C por 45 segundos, 62 °C por 60 segundos e 72 °C
por 90 segundos. Apds o0s 40 ciclos, foi realizada uma etapafinal a 72 °C por 7 minutos.
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A eficiéncia dareacdo de amplificacdo foi confirmada por meio de analise eletroforética
de uma aliquota de 12 . de amostra em minigel de agarose (1,2%). Os fragmentos de
DNA fita dupla foram purificados com o kit PCR purification (QIAGEN, Vaencia, CA,
EUA), segundo recomendagdes do fabricante. A concentracdo dos fragmentos de DNA
foi estimada, utilizando-se um fluorémetro.

2.2.13. Prepar acao dos fragmentos de DNA e do plasmideo

A guantidade de 400 ng dos fragmentos de DNA foi tratada com 1 U de Nhel
em tampéo NEB 2 1X. Os fragmentos de DNA enriquecidos com os diferentes tipos de
microssatélites foram digeridos, separadamente, por 14 horas a 37 °C. A reacdo de
digestdo de 3 ng do plasmideo pBluescript SK (+) foi realizada com 6 U de Xbal em
tampdo NEB 2 1X. A mistura de reacéo também permaneceu, por 14 horas, a 37 °C. O
conteldo de todas as reagdes foi purificado com o kit PCR Purification (QIAGEN,
Valencia, CA, EUA), segundo recomendacBes do fabricante. Apos a purificacdo, o
plasmideo foi desfosforilado com 10 U da enzima CIP em tampdo NEB 3 1X a 37 °C,
por 10 horas. Apbés a reacdo, o plasmideo foi purificado, conforme descrito
anteriormente. O plasmideo desfosforilado foi ressuspendido em tamp&o EB (Tris-HCI
10 mM, pH 8,5) na concentragcdo de 100 ng/ni. A eficiéncia da reacdo de digestéo do
plasmideo foi confirmada por meio de andlise eletroforética de uma aliquota de 3 ni. de

amostra em minigel de agarose (1,2%).

2.2.14. Ligacdo dos fragmentos de DNA ao vetor e transformacgédo de células
competentes

A reagéo de ligacdo foi realizada com 15 ni dos fragmentos de DNA digeridos
(~ 200 ng), tampdo NEB 2 1X, ATP 0,8 mM, 100 pg/mL de BSA (abumina sérico
bovina), 150 ng do plasmideo pBluescript SK (+) digerido e desfosforilado, 7 U de Nhel
e 6 unidades Weiss de T, DNA ligase. A reacdo de ligagdo foi realizada em um
termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), programado
para 19 ciclosa 16 °C, por 30 minutos, e 37 °C por 10 minutos. Uma etapafinal a65 °C
por 20 minutos foi realizada, para inativar as enzimas Xmn | e T, DNA ligase. O
contelido da reagdo permaneceu a temperatura ambiente por 30 minutos e, em seguida,

foi utilizado para transformacéo de células competentes da cepa DH5] de Escherichia
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coli. A transformacdo foi realizada por meio de choque térmico, de acordo com
protocol o-padrdo descrito por AUSUBEL (1998).

2.3. Sequenciamento, andlise dos fragmentos de DNA e desenho dos primers
microssatélite

Apés atransformacdo por choque térmico, foi feita a selecéo e o diagndstico de
colénias brancas, utilizando-se a técnica de PCR e os primers T3 e T7. O DNA
plasmidial das colonias de interesse foi extraido, quantificado e sequenciado pelo
método de terminacdo da cadeia por didesoxinucleotideos (SANGER et al., 1977). A
determinacdo da sequiéncia dos fragmentos de DNA foi realizada com auxilio do
sequienciador automatico ABI Prism 377 (PE Biosystems, Foster City, CA, EUA). As
sequéncias dos fragmentos foram analisadas, utilizando-se os programas SeqgMan 3.57
(DNASTAR, Madison, WI, EUA) e SSRIT (http://www.gramene.org/). Os primers
microssatélites foram desenhados com auxilio dos programas Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) e  PrimerSelect 3.1
(DNASTAR, Madison, WI, EUA). Os primers foram sintetizados pela IMPRINT
GENETIX (S&o Paulo, SP, Brasil).

2.4. Deter minacao das condicfes de amplificacdo dos primers microssatélite

As condi¢gbes de amplificagdo dos primers microssatélite foram testadas em
amostras de DNA de cultivares utilizados no Programa de Melhoramento Genético do
Feijoeiro do BIOAGRO/UFV. Os cultivares utilizados foram: TO, Ouro Negro e Ruda
As reacOes de amplificacdo foram feitas em volume de 25 ni, contendo Tris-HCI 10
mM (pH 83), KCl 50 mM, MgCl, 24 mM, 120 nM de cada um dos
desoxirribonuclectideos (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), primer forward 0,2 nM, primer
reverse 0,2 mM, uma unidade da enzima Taq DNA polimerase e 30 ng de DNA. As
reagOes de amplificagdo foram realizadas em um termociclador modelo 9600 (Perkin
Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), utilizando o procedimento de touchdown PCR. Este
procedimento consistiu de uma etapa a 94 °C por 4 minutos, seguida de 18 ciclos a 94
°C por 40 segundos, 65 a 48 °C por 40 segundos e 72 °C por 60 segundos. Terminados
os 18 ciclos, procedeu-se com 22 ciclos a 94 °C por 40 segundos, 48 °C por 40
segundos e 72 °C por 60 segundos. Apds os 22 ciclos, foi realizada uma etapafinal a 72
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°C por 7 minutos. Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,2% em TBE 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 2 mM). Terminada a
eletroforese, 0 gel foi fotodigitalizado, utilizando-se o sistema Eagle Eye |1 (Stratagene,
LaJolla, CA, EUA).

2.5. Teste de amplificacdo dos primers microssatélite em cultivares geneticamente
divergentes

Os primers microssatélite, que originaram produtos de amplificagdo, foram
utilizados para amplificar amostras de DNA de diferentes cultivares andinos e
mesoamericanos (Quadro 1). Essas reacfes foram realizadas, a fim de verificar o indice

de heterozigosidade e o nimero de alelos amplificados para cada loco microssatélite.

Quadro 1. Genétipos andinos e mesoamericanos utilizados para teste dos primers

microssatélite
Cultivar Coeﬂggn?ae Cultivar Cg;it;grge Cultivar Cg:?égrge
AND 277 A Perry Marrow A Pérola MA
Antioquia 8 A Pompadour A Pinto Villa MA
Brown B A Bambui MA Porrilho sintético MA
Cal 143 A Bat 332 MA Rio Tibagi MA
Diacol Calima A Cornell MA Sel 1308 MA
Jalo EEP A Emgopa Ouro MA Ruda MA
Kaboon A Equador 299 MA Bat 93 MA
Manteigdo Fosco A IcaPijdo MA Nunas A
MDRK A Jamapa MA
Mineiro Precoce A Ouro Negro MA

aA — Andino; MA — Mesoamericano.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas, conforme descrito no item 2.4. Os
fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel desnaturante,
contendo poliacrilamida 7%, formamida 36% e uréa 5,6M em TBE 1X (Tris-borato 90
mM e EDTA 2 mM). A eletroforese foi efetuada por 4 horas a 40 watts. Terminada a

eletroforese, o gel foi transferido para uma solucdo contendo brometo de etidio 0,2
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ng/mL. Apds 30 minutos, o gel foi fotodigitalizado, utilizando-se o sistema Eagle Eye |l
(Stratagene, La Jolla, CA, EUA).

2.6. Nomenclatura dos primers microssatélite

A denominagdo dos primers microssatélite foi derivada da unidade repetitiva,
precedida pelas letras FC para feijoeiro-comum. As designacOes F para forward e R
para reverse foram utilizadas, para diferenciar cada primer SSR. Portanto, a

representacdo FCctcOl F refere-se ao primer microssatélite forward flanqueando

repeticoes CTC.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Adaptador SNX

O desenho da seqgiiéncia de um adaptador € critico porque este deve ligar-se ao
DNA gendmico, servir como sitio de pareamento do primer em reacdes de amplificagdo
e conter os sitios de restricdo necess&rios para ligacdo em vetores de clonagem.
Normalmente, os adaptadores utilizados apresentam um desenho que possibilita, apenas,
a ligacdo de fragmentos de DNA genémico, que foram clivados com uma enzima de
restricéo especifica (FISCHER et al., 1998). Em algumas espécies, esta limitacdo
permite que pegquena proporcéo do genoma possa ser diretamente clonada, pois, poucos
fragmentos de DNA ser&o originados na faixa de 200 a 1.000 pb. Este fato pode
descartar potenciais locos de microssatélites, em fragmentos de DNA de tamanho
superior a 1.000 pb e resultar em bibliotecas, que sdo amostras limitadas de um genoma
(ARMOUR et al., 1994). Deste modo, buscando uma melhor representacdo do genoma
do feijoeiro-comum, foi utilizado o adaptador SNX, desenvolvido por HAMILTON et
al. (1999). O adaptador SNX possui a seguinte estrutura:

Stul Nhel Xmnl
5 - CT AAG GCC TTG CTA GCAGAAGC -3
3-AAA AGA TTC CGG AAC GAT CGT CTT CGp-%

A seguénciaterminal de quatro adenilatos polariza o adaptador de maneira que,
apenas, uma de suas extremidade possa servir para ligacdo com o fragmento de DNA.
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As condicOes da reacéo de ligacéo foram optimizadas por HAMILTON et al. (1999),
para compensar a ineficiéncia da ligacéo entre extremidades abruptas e a tendéncia dos

adaptadores se ligarem formando dimeros (Fig. 2).

Stul Nhel Adaptador SNX

\7 fita dupla
A 51- ' -al
3 Mﬂm =5

; M%

|c1' m ler m.mc”
n'.'_'ﬂ.llﬂ e [anaaca . crrecloas

Figura 2. Adaptador SNX e suas propriedades. (A) A restricdo do adaptador com as
enzimas Stul e Nhel origina sitios de clonagem com extremidades abruptas e
coesivas, respectivamente. (B) Durante a reacéo de ligacéo, dois fragmentos
do adaptador podem se ligar formando dimeros. A formacdo do dimero
origina um sitio de restricdo para a enzima Xmnl. (C) A adi¢do de Xmnl na
reacdo de ligaco garante uma grande proporcéo de adaptadores disponiveis
como mondmeros para ligacéo de fragmentos de DNA gendmico.

Uma vez que o adaptador SNX apresenta extremidades abruptas, o mesmo
pode ser utilizado com qualquer enzima ou combinacéo de enzimas de restricdo. Com o
objetivo de construir bibliotecas representativas, a partir do DNA gendémico do
feijoeiro-comum, foram escolhidas enzimas capazes de converter todo o DNA-alvo em

fragmentos nafaixa de 200 a 1.000 pb.

3.2. Escolha das enzimas derestricao

No protocolo descrito por HAMILTON et a. (1999), a enzima Xmnl é
incorporada na mistura de ligagdo para clivar os dimeros formados pelo adaptador SNX
(Figs. 2B e 2C). Portanto, o genoma do cultivar TO ndo deve apresentar, com

freqliéncia, sitios de restricdo para tal enzima. Caso isto aconteca, véarios fragmentos de
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DNA ser&o clivados durante a reacdo de ligacao. Os fragmentos originados apresentardo
0 adaptador em apenas uma das extremidades, 0 que impedira a ligagdo correta destes
ao vetor de clonagem.

Inicialmente, foi realizada uma reacéo de digestdo do DNA do cultivar TO com
a enzima Xmnl. O padréo eletroforético dos fragmentos obtidos encontra-se na Figura
3A.

Figura 3. Padrdo eletroforético em minigel de agarose 1,2% de fragmentos obtidos da
digestdo do DNA do cultivar TO com diferentes enzimas de restricdo. (A)
enzima Xmnl (1). As setas indicam fragmentos de DNA de, aproximadamente,
15 kb e 784 pb. (B) enzima EcoRI (2), enzimas Haelll, Alul, Nhel e EcoRI (3),
enzimas Haelll, Rsal, Alul, Nhel, EcoRI (4). A seta indica fragmento de cerca
de 1.120 pb. T — DNA gendmico do cultivar TO. M — Marcador de tamanho
molecular, DNA do fago |ambda digerido com BamHI, Hindlll e EcoRl.

O sitio de restricdo da enzima Xmnl é 5 GAA NN NN TTC 3. Apesar de a
enzima Xmnl ser considerada de corte raro, a reacéo de digestdo do DNA do cultivar
TO com esta enzima originou varios fragmentos de restricdo. Na Figura 3A, observa-se
gue foram originados fragmentos de DNA com tamanho entre 15 kb e 780 pb. A
solucéo encontrada para tal problema foi incorporar a enzima EcoRI na mistura de
digestdo. A enzima EcoRI apresenta o sitio de restricdo 5 GAA TTC 3 e por isso
consegue clivar grande parte das seqiiéncias reconhecidas pela enzima Xmnl (Fig. 3B).
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O adaptador deve ser clivado pela enzima Nhel, antes da etapa de ligacéo dos
fragmentos de DNA contendo microssatélites ao vetor de clonagem (HAMILTON et al.,
1999). Apods a restricdo, os adaptadores apresentardo extremidades coesivas, 0 que
facilita a ligac@o dos fragmentos ao plasmideo. Entretanto, se os fragmentos de DNA
apresentarem sitios de restricdo para a enzima Nhel, estes também serdo clivados. Para
contornar tal problema, esta enzima também foi incorporada na mistura de digest&o.
Portanto, as enzimas escolhidas para a digestdo do DNA gendmico foram: Haelll, Rsal,
Alul, Nhel e EcoRl. Por meio desta combinag&o de enzimas, praticamente todo o DNA

genémico foi convertido em fragmentos de tamanho entre 200 e 1.000 pb (Fig. 3B).

3.3. Digestdo do DNA gendmico

Ap6s a digestdo do DNA do cultivar TO, foi redizada a eletroforese para a
separacdo e excisdo dos fragmentos de DNA de interesse. O gel de agarose utilizado
para a eletroforese foi preparado com 400 mL de TBE 1X. As divisorias do pente foram
unidas 6 a 6 (Fig. 4). Ta procedimento foi redizado, a fim de possbhilitar a
transferéncia de, aproximadamente, 300 ni. do contelido da reacéo de digestdo parauma
tnica canaleta do gel. Deste modo, o0 processo de purificacdo foi facilitado, pois, os
fragmentos de DNA foram extraidos a partir de uma quantidade menor de gel de
agarose.

Figura 4. Padrdo eletroforético em gel de agarose preparativo da digestéo de 50 (g de
DNA do cultivar TO com as enzimas Haelll, Rsal, Alul, Nhel, EcoRlI. (1)
Marcador de tamanho molecular, DNA do fago |ambda digerido com BamHl,
Hindlll e EcoRI. A seta a esquerda indica o fragmento de cerca de 1.120 pb.
(2) Marcador de tamanho molecular de 100 pb. A seta a direita indica o
fragmento de cerca de 200 pb.

86



3.4. Remocéao das extremidades coesivas, desfosforilacdo dos fragmentos de DNA e
reacdo de ligacdo

As extremidades coesivas dos fragmentos de DNA foram removidas, no intuito
de originar fragmentos abruptos para permitir aligacdo do adaptador SNX. Em seguida,
os fragmentos de DNA com extremidades abruptas foram desfosforilados, a fim de
impedir a unido entre eles durante a reacéo de ligagcdo. As reagdes, acima descritas,
foram redlizadas para duas classes de fragmentos de DNA: 1) fragmentos de DNA
excisados e purificados a partir do gel de agarose, apés a reacdo de digestéo; e 2)
fragmentos de DNA né&o-purificados ap0s a reacdo de digestdo. A Figura 5A ilustra o
padréo eletroforético dessas duas classes de fragmentos de DNA. Na canaleta 2,
observa-se que os fragmentos de DNA excisados e purificados apresentaram tamanho
inferior a 1.000 pb. Por outro lado, na canadleta 1, observa-se que uma parte dos
fragmentos de DNA n&o-purificados apresentou tamanho superior a 1.000 pb. Uma vez
gue a clonagem e o sequenciamento de fragmentos de DNA com tamanho superior a
1.000 pb ndo é recomendada, a reacdo de ligacdo foi redlizada com a classe de
fragmentos de DNA excisada e purificada a partir do gel. A eficiéncia da reacdo de
ligagdo foi confirmada por PCR, utilizando-se o oligonucleotideo SNXjorward COMO
primer.

Figura 5. Padr&o eletroforético de fragmentos de DNA em minigel de agarose 1,2%. (A)
Fragmentos de DNA com extremidades abruptas e desfosforilados. (1)
fragmentos de DNA ndo-purificados do gel ap6s a reacdo de digestdo; (2)
fragmentos de DNA excisados e purificados do gel apos a reacéo de digestéo.
(B) Confirmacdo da eficiéncia da reacdo de ligacdo. (3) Controle negativo; (4)
produtos de amplificacdo da mistura de ligagdo. M - Marcador de tamanho
molecular, DNA do fago lambda digerido com BamHI, Hindlll e EcoRI. As
setas indicam o fragmento de cerca de 947 pb.
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A Figura 5B ilustra o padrdo eletroforético dos produtos da reacdo de
amplificacdo. Na canaleta 4, observa-se um arraste de fragmentos de DNA com
tamanho inferior a 947 pb, indicando que a reacéo de ligacdo do adaptador ocorreu

conforme esperado.

3.5. Reacéo de nick-ligation

Apenas um dos oligonucleotideos, que compdem o adaptador SNX, é
fosforilado na extremidade 3' e consegue ligar-se aos fragmentos de DNA gendmico.
Na Figura 6A, este oligonucleotideo foi representado como SNXg. O outro
oligonucleotideo, SNXg, encontra-se desfosforilado. Desta forma, o adaptador SNX é
capaz de ligar-se aos fragmentos de DNA por, apenas, um dos oligonucleotideos que o
compdem. Esse fato deve ser reparado, pois, caso contrario, em etapas de amplificacdo
subsequientes, ocorrera a formacao de varios fragmentos com adaptador em apenas uma
das extremidades (Figs. 6B e 6C).

5 SNXE-OH 3' 5 NNNNNNNNNNN------------- SNXgr-AAA 3
[T RERRRRRRRRRRRRRAAY [T

3" AAA-SNXRg------=------ NNNNNNNNNNN 5 3 HO-SNXg 5’

A
Desnatur acao
5 SNXg-OH 3’3
5 NNNNNNNNNNN----------- SNXgr-AAA 3
3 AAA-SNXg------------ NNNNNNNNNNN 5’ ‘ B
3 HO-SNXg 5

Figura 6. Representacdo de PCR envolvendo fragmentos de DNA com adaptador ligado
a apenas uma das fitas dos fragmentos de DNA gendmico. A simbologia
NNNN denota um fragmento de DNA gqualquer; em italico — oligonucleotideo
SNXg; em sublinhado - oligonucleotideo SNXg. (A) Oligonucleotideo SNXgr
ligado a apenas uma das fitas do fragmento de DNA. (B) Apds a etapa de
desnaturacéo, o oligonucleotideo SNXr é separado da estrutura. (C) Etapa de
extensdo da cadeia originando produtos de amplificacdo com adaptador ligado
a apenas uma das extremidades dos fragmentos de DNA gendmico.
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Pareamento do primer

e Extensdo da cadeia

5" NNNNNNNNNNN------------ SNXr-AAA 3
A

ANl
3 AAA-SNXRr------------ NNNNNNNNNNN

Figura 6, Cont.

A reacdo de nick-ligation foi realizada, a fim de efetuar a unido do
oligonucleotideo SNXg com os fragmentos de DNA. A enzima utilizada foi a Tag DNA
polimerase (Promega, Madison, WI, EUA) que apresenta atividade exonucleasica
5 [03'. Apos a reacdo de nick-ligation, foi realizada a amplificacdo dos fragmentos de
DNA por PCR.

3.6. Hibridizacdo dos fragmentos de DNA po6s nick-ligation com oligonucleotideos
contendo microssatélites

Os produtos da reacdo de PCR p6s nick-ligation foram, diretamente, utilizados
na etapa de hibridizacdo com oligonucleotideos contendo microssatélites. O Quadro 2
apresenta os valores de temperatura de hibridizacdo e as condigbes de lavagens

utilizadas inicialmente.

Quadro 2. Quantidade de oligonucleotideo biotinilado, temperatura de hibridizacdo e
condi¢cdes de lavagem utilizadas no processo de captura de fragmentos de
DNA contendo microssatélites

Oligonucleotideos

biotinilados* Hibridizacao Lavagem
o 2X (SSC 2X, SDS0,1%) a25°C
AT 45°C 2X (SSC 1X, SDS0,1%) a45 °C
0, o
TC, CCA, CTT e GGC 65 °C 2X (SSC 2X, SbS0,1%) a25°C

2X (SSC 1X, SDS0,1%) a 60 °C
* - a quantidade de cada oligonucleotideo foi 2 pmol.
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Apbés a etapa de captura, os fragmentos de DNA foram separados dos
oligonucleotideos e convertidos para fita dupla por PCR. Uma aliquota dos produtos de
amplificagdo foi aplicada em minigel de agarose, sendo o resultado apresentado na
Figura 7. Na andlise das candetas 3 e 5, pode-se observar que os fragmentos de DNA,
capturados com os oligonucleotideos CCA e GGC, originaram fortes produtos de
amplificacdo. Os fragmentos de DNA capturados com o oligonucleotideo TC,
praticamente, ndo foram amplificados (canaleta 2). Nas canaletas 1 e 4, observa-se que
ndo ocorreu amplificagdo, a partir dos fragmentos de DNA capturados com 0s
oligonucleotideos AT e CTT.

Figura 7. Padréo eletroforético de produtos de amplificacdo de fragmentos de DNA
capturados, nas condigdes descritas no Quadro 2. (1) Fragmentos de DNA
capturados com repeticdes AT; (2) Fragmentos de DNA capturados com
repeticbes TC; (3) Fragmentos de DNA capturados com repeticdes CCA; (4)
Fragmentos de DNA capturados com repeticoes CTT; (5) Fragmentos de
DNA capturados com repeticoes GGC.

Devido aos resultados observados, o procedimento de hibridizacdo foi repetido
com os oligonucleotideos contendo as repeticbes AT, TC e CTT. Os oligonucleotideos
biotinilados foram testados nas quantidades de 2, 4 e 70 pmol. A etapa de hibridizagdo
foi realizada com fragmentos amplificados e ndo amplificados, apds a reacdo de nick-
ligation. A etapa de captura dos fragmentos de DNA com o oligonucleotideo AT foi
realizada a temperatura de hibridizacdo de 42 °C. Os oligonucleotideos TC e CTT
foram hibridizados aos fragmentos de DNA, na temperatura de 63 °C. Durante o
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procedimento de captura dos fragmentos, o nimero de etapas de lavagem foi, também,
modificado (Quadro 3).

Quadro 3 — Valores de temperatura de hibridizacdo, quantidade de oligonucleotideos e
condi¢cdes de lavagem para 0 processo de captura de fragmentos de DNA
contendo microssatélites

Procedimento Ter_np_erz_itura de Condicdes de lavagem
hibridizagéo Oligonucleotideo AT Oligonucleotideos TC e CTT
122 pmol) AT (42°C) TCe 2X (SSC 2X, SDS0,1%) 25°C  2X (SSC 2X, SDS0,1%) 25 °C
CTT (63°C) 1X (SSC 1X,SDS0,1%) 42°C  1X (SSC1X, SDS0,1%) 60 °C
22(4 pmol) AT (42°C) TCe 2X (SSC 2X, SDS0,1%) 25°C  2X (SSC 2X, SDS0,1%) 25 °C
CTT (63°C) 1X (SSC 1X, SDS0,1%) 42°C  1X (SSC 1X, SDS0,1%) 60 °C
3° (70 pmol) AT (42°C)TCe 2X (SSC 2X, SDS0,1%) 25°C  2X (SSC 2X, SDS0,1%) 25 °C

CTT (63°C)

1X (SSC 1X, SDS0,1%) 42 °C

1X (SSC 1X, SDS 0,1%) 60 °C

3 _ procedimento realizado com fragmentos de DNA amplificados apés a reacdo de nick-ligation; ° - procedimento
realizado com fragmentos de DNA n&o amplificados apds a reacdo de nick-ligation.

Os fragmentos de DNA foram convertidos em fita dupla, apds o procedimento
de captura. Na Figura 8, observa-se que a diminuicdo do vigor das condicoes
possibilitou a captura de fragmentos de DNA com os oligonucleotideos contendo as
repeticbes AT, TC e CTT. Observa-se, também, que a quantidade de 2 pmol € suficiente
para a realizacdo do processo de captura, pois, ndo existe diferenca qualitativa entre os

procedimentos 1 e 2.

,* Proc. 01 Proc. 02 Proc. 03
: ru r . R T, :

: TI1EEY

c 12 41 2 4

Figura 8. Padréo eletroforético de produtos de amplificacdo de fragmentos de DNA
capturados, nas condic¢des descritas no Quadro 3. (1) Fragmentos de DNA
capturados com repetices AT; (2) Fragmentos de DNA capturados com
repeticoes TC; (4) Fragmentos de DNA capturados com repeticoes CTT. C —
controle negativo; M - Marcador de tamanho molecular, DNA do fago
l&mbda digerido com BamHI, Hindlll e EcoRI. A seta indica o fragmento de
cercade 1.120 pb.
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No procedimento 3, os fragmentos de DNA ndo foram amplificados apés a
reacdo de nick-ligation. Assim, foi utilizado um excesso de oligonucleotideo para
garantir a captura do maior nimero possivel de fragmentos de DNA. Pela andlise e
comparagdo da intensidade luminosa, entre os diferentes procedimentos, observa-se que
a quantidade de fragmentos capturados no procedimento 3, foi inferior aquela obtida em
le2

3.7. Transformacao e selecdo das col6nias recombinantes

Os fragmentos de DNA, utilizados na construcéo das bibliotecas enriquecidas,
foram: 1) fragmentos capturados com os oligonucleotideos GGC e CCA (Quadro 2); 2)
fragmentos capturados com o oligonucleotideo AT (Quadro 3, procedimento 1). Apds a
realizacdo da ligagdo dos diferentes fragmentos no plasmideo, foi feita a transformagéo
das células de Escherichia coli. As coldnias brancas foram diagnosticadas por PCR,
utilizando-se os primers T3 e T7 (Fig. 9). O produto da amplificagdo do DNA do vetor
pBluescript SK (+) com os primers T3 e T7 é um fragmento de cerca de 170 pb. Assim,

apenas os fragmentos de DNA com tamanho superior a400 pb foram selecionados.

N

Figura 9. Padréo eletroforético de produtos de amplificacdo de DNA plasmidial com os
primers T3 e T7 em gel de agarose 1,2%. M - Marcador de tamanho molecular,
DNA do fago Idambda digerido com BamHI, Hindlll e EcoRI. A seta indica o
fragmento de cerca de 493 pb.

3.8. Seglienciamento, analise e classificacdo dos fragmentos de DNA contendo
microssatélites

Segundo PETES et al. (1997), o comprimento do microssatélite varia,

normalmente, entre 15 e 50 pb. As repeticdes podem ser grupos perfeitos, imperfeitos
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ou compostos (HEARNE et al., 1992). YU et a. (1999) relataram que ndo ha definicdo
guanto ao nUmero necessario de repeticbes para que uma sequéncia repetitiva sgja
considerada um microssatélite. CAIXETA et al. (2003) demonstraram que primers
microssatélite polimorficos podem ser obtidos a partir de seqiiéncias de DNA, contendo
microssatélites com repeticdes como (TAAA)s. Portanto, o critério minimo utilizado
para definicio de um potencial microssatélite foi: (NN)s — 6 repeticdes de
dinucleotideos; (NNN), - 4 repeticdes de trinucleotideos; e (NNNN)z — 3 repeticdes de
tetranucleotideos.

A partir da transformacdo das células competentes, utilizando-se os fragmentos
de DNA capturados com o oligonucleotideo GGC, foram selecionadas 79 colonias.
Destas, 63 (80%) colbnias ja foram seqlenciadas e 16 (20%) apresentaram
microssatélite. As repeticdes encontradas nos clones desta biblioteca variaram em tipo e
em numero (Figs. 10A e 10C). Foram encontradas repeticdes perfeitas, imperfeitas e
compostas que variaram em tamanho de 12 a 24 pb (Quadro 4). A Figura 10B € uma
representacdo da sequiéncia de DNA do marcador OPAZ20q4. Esta sequiéncia foi obtida
na clonagem do fragmento amplificado a partir do DNA do cultivar AB136 com o
primer RAPD OPAZ20 (QUEIROZ et a., 2004). O marcador encontra-se ligado, em
acoplamento, a 7,1 cM do gene Co-6 de resisténcia a antracnose (ALZATE-MARIN et
al., 1999).

A

1 ACTTCCATTT CCGTGCTCCG AAATCGACGC ACTAGGGITA GGGITCTTTC GATCTGCGAA
SSSS>>SSSSSSSSSSSSSSS>>>>
61 ATTCTCGGCT CAATGGCGGA GGAACCAGAA AGCACCGTCA CCACCGCCGC CGCCGCCGAC
121 GAGICGITGC TGGTATAAGA TCAGCGAGAA GCTTCACGGT CACGATTCCT CGTCCTCTTC
<<LLLLKLKLKLLLLLLLLLLLL
181 GGATTCGGAT TCCGAAAAAA CCGTCACTTC GTCCGITAAG GATAAGG

Figura 10. Sequéncias de fragmentos de DNA contendo diferentes nimeros e tipos de
microssatélites. (A) uma repeticdo perfeita — (CCG)s; (B) duas repeticdes:
uma perfeita— (TTA)4 e uma composta — (AAT)2(AT)s; (C) trés repeticoes:
duas perfeitas — (CCA)4 e (CCT)s; e uma composta — (CCT)3(CCA)s. A
simbologia >>>>>> denota a regido do fragmento, que originou a seqiiéncia
do primer microssatélite candidato F e <<<<<< a que originou sequiéncia do
primer microssatélite candidato R.
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Figura 10,

As bibliotecas construidas, utilizando-se os fragmentos capturados com 0s
oligonucleotideos AT e CCA, possibilitaram a selecdo de 50 e 172 clones positivos,
respectivamente. Para os fragmentos com possiveis repeticbes AT, ja foram
sequenciadas 37 (74%) colbnias. A andlise da sequiéncia dos fragmentos de DNA de 12
(24%) colbnias revelou diferentes microssatélites, cujo tamanho variou entre 12 e 24 pb.
Foram encontradas repeticdes perfeitas, compostas e até fragmentos contendo mais de
um microssatélite. No Quadro 4, observa-se que a maioria dos microssatélites ndo foi
compativel com oligonucleotideo utilizado na captura. Para as repeticdes CCA, foram
sequenciadas apenas 53 (31%) colonias. Destas, 12 (7%) coldnias apresentaram

microssatélites cujo tamanho variou de 12 e 14 pb. Foram encontradas repeticdes

CATCACCCCT

B

CATGCAGGIT TTTAACTTAA

TTTTATTTTA
CCTTATCACC
TTATCACCCT
TTCATAATTA
CAAAGTTTAT
TAAATTAGAT
TTATATTAAA

TTTATTATTA
ATACAGGAAA
TTAATTCGAA
GATATTCTTA

GCATTTAAAA

TTCTTTTATG CACTTCTTTT
TCTTGGTTAC TCAGCATGIT
TTGGTITACTC AGCATGITGT
ATTTAAAAAA TGTAGTITTTT
TATTCAAATT TGTTTTAAAA
ATCCATTTAT AGAATCCACT
TGAGI TGAAA ACTCCTGGAA

TTGGGTTTCA
CCCCTCTCGG
GITCTCGGCC
TCTCGGECCTA
TTATATCAAA
ATATAATTGT
TGTAAAAAAT
GAAATAAAAT

SSSSS5555535555555555>

TTACTCTACT TTATATAGGG
GAAATTATTT AGATTCCCTT

ATCCCCAAAA
CCAATATAAT

TTTTTATAAT
TCTAAACCTC
TAAACCTCTC
CCAGTACAAT
TTTATTTTAA
TTGAAATATT
GGATGGAATT
TTTATTCAAT

TACATTTATA
TATGAATAAT

TAATATATAT ATATACCGIT CTATAGICAG ATATCATTTT

ATTTATTTAG TTTTATTTTA

ATTTGTGITT TTTTAATGAT

<LLLLL L L L L L L L
TTATTTTGAT ATTTATTTTT TGTAAAAAAA ATATCTAGTA
TGGATTATGT ATATTTGITA TTAGATTGAA GATGAAGATA
TCAAATTTAT AAAAAATATG GTAGGGGTGA TG

C

AAAAATTATA

AGACCTTTTT

ATTATAATTT

TTTATTAGAT

AATATTTAGG
AAACATAAAG

CCGCCACCGG CACCAGCACC ACCTCCAAAC CCAGACCTCC TCCAAACCCG
S>SS>SSSSSSSSSSS>S>>

AGCTCCACCG CCGCCGCCAA ACCCTCCACC ACCACCACCG CCTAACCCTC
CCACCGGCAC CACCACCAGC ACCAAACCCT CCTCCCGAGC CACCGCCTAA CCCTCCTCCTC
<<LLLLLLLLLLLLLL
CACCACCACC GAAACCACCT CCACCTCCTC CTCCTAGACC TCCTCCAAAC CCTGGATGATA

<
AAAGAAGT

Cont.

perfeitas, compostas e imperfeitas (Quadro 4).
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TCAGITTTAG
GGITTTAGCC
ATTTAATTTC
AATTTTCTTA
ATTTTATGAA
GACTTATATT
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AGITTTTCCG
ATTTAACTTT
AAATTAGTAC
TTTTTGITAT
<
CTTGITTATT

TGAGCATGAA
TTTATATCCA

GCTCCTCCACC

CTCCGGCTCCA



Quadro 4. Diferentes motivos SSR obtidos na andlise de seqliéncias de fragmentos de
DNA gendmico, capturados com os oligonucleotideos AT, CCA e GGC

Colbnia/* N° Tamanho do M otivo SSR Classificat;?o Taman_hcl da
fragmento da repeticdo repeticao

AT/01 213 pb (GGA),(GGC), Composta 12 pb
AT/02 158 pb (CTC)3(CAT), Composta 15 pb
AT/03 432 pb (ACC)s Perfeita 15pb
AT/12 214 pb (TTCG)5(CG), Composta 12 pb
(TTC),(AAT), Composta 12 pb
AT/13 201 pb (CTTT)(TTTTC), Composta 18 pb
(CT)o(TTAT), Composta 12 pb
AT/14 290 pb (GGT)s Perfeita 15 pb
AT/21 330 pb (TA)3(CTC), Composta 12 pb
AT/26 192 pb (CCA)s Perfeita 18 pb
AT/28 181 pb (TGG)s Perfeita 15 pb
AT/53 189 pb (ACC)s Perfeita 15 pb
AT/57 270 pb (CAT);(CAC)s Composta 24 pb
AT/58 316 pb (TGG), Perfeita 12 pb
CCA/02 402 pb (TGA)(TGT), Composta 12 pb
CCA/09 199 pb (CTT),(TCO)5 Composta 12 pb
(GGCA),(AG), Composta 12 pb
CCA/12 210 pb (GTA),(GCG), Composta 12 pb
CCA/27 251 pb (CT)5(GCC), Composta 12 pb
CCA/34 252 pb (GGT)A(AG);3 Composta 12 pb
CCA/35 235 pb (GTT),(AC)3 Composta 12 pb
(ACG),(ACC), Composta 12 pb
CCA/36 203 pb (CAQ), Perfeita 12 pb
CCA/44 210 pb (GTA),(GCG), Composta 12 pb
CCA/46 205 pb (TA)(GTTT), Composta 12 pb
CCA/47 205 pb (GT)3(AAC), Composta 12 pb
(CTT),(CTG), Composta 12 pb
CCA/59 296 pb (TTCO) Perfeita 12 pb
CCA/60 288 pb (TGGT),N(GTG)3 Imperfeita 14 pb
GGC/01** 281 pb (CTC)3n(CCG)4 Imperfeita 21pb
GGC/02** 319 pb (GGC), Perfeita 12 pb
GGC/03** 227 pb (CCG)s Perfeita 15 pb
GGC/04** 141 pb (CCQG), Perfeita 12 pb
GGC/05** 208 pb (CTT), Perfeita 12 pb
(CCA),, Pefeita 12 pb
GGC/06** 252 pb (CCT);(CCA); Composta 18 pb
e (CCT), Perfeita 12 pb
GGCIO7** 289 pb (GCC), Perfeita 12 pb
GGC/0o8** 172 pb (GCA),4 Perfeita 12 pb
GGC/09** 236 pb (CTT), Perfeita 12 pb
GGC/28 126 pb (CGG)4(CGA)3 Composta 21 pb
GGC/28 A 171 pb (AT)3(TAG), Composta 12 pb
GGC/170 260 pb (GCATT)A(TGC), Composta 16 pb
(CA),(TCCC), Composta 12 pb
GGC/179 188 pb (GCO),s berfoita 12 pb
(CGC), Perfeita 12 pb
GGC/198 218 pb (CG),(CAC),(CG), Composta 14 pb
(CGG), Perfeita 12 pb
GGC/249 274 pb (CAA)AAG)A(GC)(AG), Composta 24 pb
GGC/260 196 pb (GCA), Perfeita 12 pb

* - nimero; ** - fragmentos de DNA para os quais foram desenhados e testados primers;
A sequéncia completa de cada fragmento encontra-se no Apéndice (Segdo 3); As seqliéncias de todos os fragmentos
foram alinhadas para eliminar possiveis repeticoes.
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Do total de 301 clones positivos identificados, 153 ja foram sequenciados.
Observou-se que, do total de clones sequenciados, 40 (26%) apresentaram fragmentos
de DNA contendo microssatélite (Quadro 4). Até o presente momento, foram
desenhados e testados primers para, apenas, 9 desses clones. Uma vez que os resultados
ainda sdo preliminares, ndo € possivel tirar conclusdes definitivas. Por outro lado, pode-
se afirmar que o nivel de enriquecimento das bibliotecas, para fragmentos contendo
microssatélites, foi satisfatorio. GAITAN-SOLIS et al. (2002) construiram 3 bibliotecas
enriquecidas, utilizando diferentes linhagens andinas de feijoeiro-comum. Do total de
4.682 clones positivos, identificados entre as bibliotecas, 856 foram sequienciados. Os
autores constataram que o desenho de primers microssatélite foi possivel para 213

(25%) dos clones sequienciados.

3.9. Desenho e determinagdo das condicbes de amplificagdo dos primers
microssatélite
Conforme sugerido por YU et a (1999), os critérios utilizados para o desenho

dos primers foram: A) Tamanho dos primers - inferior a 30 pb; 2) T, - superior a46 °C;
3) Concentracdo de sal - 50 mM; 4) Produtos de amplificagéo - entre 100 — 360 pb. Nas
sequiéncias que apresentaram mais de um microssatélite, os primers foram desenhados
de forma a permitir que um maior nimero de repeticdes fosse amplificado. O desenho
de primers foi realizado para 10 seqiiéncias de fragmentos de DNA. Foram desenhados
e testados 9 pares de primers para fragmentos da biblioteca GGC (Quadro 4) e 1 par de
primer para o fragmento OPAZ20s40. A sequiéncia dos primers microssatélite que foram
testados, os valores de T, € 0 tipo de repeticdes que estes flanqueiam encontram-se no
Quadro 5.

Quadro 5. Sequiéncia dos primers microssatélite candidatos, valores de T, tipo de
repeticéo e tamanho esperado para os fragmentos amplificados

Repeticdo Primer SequénciadosprimersFeR (50 3) (01(—:”)1* ng)i‘%
FCctcOOLF  AAGTTTCGCAACCACCACAT 60
(CTON(CCE)s FCCtcOOLR  AGCGTTCTGCGAAAGAAAAA 60 272
(GG, FCggcOOLF  AACTTGTCGTGTTCGGGTTC 60 280
FCggcOOLR  CGAATACGTTTCGCCACAA 60
(CCO)s FCccg0OLF  CTCCGAAATCGACGCACTA 59 206
FCccgOOIR  CCTTAACGGACGAAGTGACG 60

96



Quadro 5, Cont.

Repeticdo Primer SequénciadosprimersFeR (50 3) (01(—:”)1* '{pfbr)a:%

(CCG), FCccg002 F ACCCACATCCCTCCCACT 60 124
FCccg002R  CTCCGTGGACCCTAACAGG 60

T, FCcttO0OLF  CCAAAAGGTTTAAAAACTACTGCAA 59 103
FCcttOOIR ~ TCTGAAGTTGAAAAGCGTATGGT 60

(CCA),,(CCT)5(CCA); FCccaD0LF  TCCAAACCCAGACCTCCTC 60 297
e (CCT)4 FCccaDOLR  TCTTTTATCATCCAGGGTTTGG 60
FCttaD0OlF  TGAGTTGAAAACTCCTGGAAGA 58

(TTA), AATAT)s —E200IR  AACACAAATTTTTAAATGCATAACA 57 309

(GCO)s FCgccOOLF  AAAAATGTGGGCGGGTTG 61 268
FCgccOOIR ~ CCACTAGCCATTATAAATGATCCA 59

(GCA), FCgcaD01 F CTGCGTGCACTCCTCCAC 61 150
FCgcaD0O1R  TTTAATTTGATGGGTTTGTAGGTATG 59

T, FCcttOO2 F  GGCTGTCTTCTTCGTCTTGG 60 214
FCcttOO2 R  CGTCAGGCTTCTCCCTACTG 60

* T, — temperatura de fusdo em graus Celsius, ** T.frag. — tamanho do fragmento amplificado em pares de base; Os
primers microssatélite desenhados a partir do fragmento OPAZ20,, encontram-se representados como FCttaO01F e
FCittaOO01R.

As condi¢des de amplificacdo dos primers microssatélite candidatos foram,
inicialmente, testadas nas amostras de DNA dos cultivares TO, Ouro Negro e Ruda.
Inicialmente, os produtos de amplificacdo do DNA dos diferentes cultivares com os
primers microssatélite foram visualizados em gel de agarose (Fig. 11). NaFigurallA, o
fragmento de DNA amplificado pelo primer FCctcOO1 encontra-se indicado por uma
seta. Este fragmento apresenta cerca de 272 pb. Utilizando a seta como referéncia,
observa-se que alguns produtos de amplificagdo apresentaram o tamanho esperado,

enguanto outros nao.

1-cultivar TO 2- cultivar Oure Negro 3- cultivar Ruda

Figura 11. Padrdo eletroforético em gel de agarose 1,2% de produtos de amplificacdo do
DNA dos cultivares (1) TO, (2) Ouro Negro e (3) Ruda com os primers. (A)
FCctc001; (B) FCggc001; (C) FCccg001,; (D) FCccg002; (E) FCctt001; (F)
FCccal01; (G) FCtta001; (H) FCgcc001; (1) FCgcal01; e (J) FCctt002. A
setaindica o fragmento de, aproximadamente, 272 pb.
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Os primers FCggc001 (B), FCccg00l1l (C), FCccg002 (D) e FCgcalOl (1)
amplificaram, respectivamente, os fragmentos esperados de 280, 206, 124 e 150 pb. O
tamanho do produto de amplificacdo, esperado para os primers FCgccOOl (H) e
FCctt002 (J), era 268 e 214 pb, respectivamente. Entretanto, o tamanho dos fragmentos
obtidos foi superior. Os primers FCctt001 (E), FCccal01 (F) e FCttaO01 (G) ndo
amplificaram nenhum fragmento, nas condic¢des em que as reaces foram realizadas.

Os primers que ndo amplificaram fragmentos (FCctt001, FCccal0l e
FCtta001), ou amplificaram fragmentos de tamanho diferente do esperado (FCgccO01 e
FCctt002), seréo testados em outras condigdes de amplificagdo. Caso ndo ocorra
amplificacdo, novos primers serdo desenhados para as referidas seqiiéncias. Em outra
oportunidade, também serdo desenhados e testados primers para as demais sequéncias
representadas no Quadro 4.

3.10. Teste de amplificacdo dos primers microssatélite em cultivar es geneticamente
divergentes

Com o objetivo de vaidagdo, os primers FCctcO01, FCggc001, FCccg001,
FCccg002 e FCgcal01 foram utilizados para amplificar o DNA de cultivares
divergentes. Nesta etapa, foram utilizados diferentes cultivares andinos e
mesoamericanos (Materiais e Métodos, Quadro 1). Os produtos de amplificacgo foram
visualizados em gel desnaturante de poliacrilamida. Os resultados obtidos encontram-se

na Figura 12.
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Figura 12. Padréo eletroforético dos produtos de amplificacdo do DNA dos cultivares
relacionados no Quadro 1 em gel desnaturante de poliacrilamida 7,0%. (A)
primer FCggc001. A seta indica o fragmento de cerca de 280 pb. (B) primer
FCccg001. A seta indica o fragmento de, aproximadamente, 206 pb. M -
Marcador de tamanho molecular de 10 pb.
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Figura 12, Cont.

Na Figura 12, observa-se gue tanto o primer FCggcO01l quanto FCccg001
amplificaram fragmentos monomorficos entre as amostras de DNA dos cultivares
testados. O mesmo resultado foi observado para os primers FCctc001, FCccg002 e
FCgcal01 (dados n&o apresentados). Uma vez que o DNA de todos os cultivares foi
amplificado, conclui-se que as regides, em que os primers foram desenhados, sdo
realmente conservadas. Entretanto, ndo € possivel justificar, com exatidéo, a razéo pela
gual tais primers mostraram-se monomorficos em relacdo ao produto de amplificagao.
Segundo WEBER (1990), o nimero de aelos originados a partir de um microssatélite
esta, normalmente, correlacionado com o numero de repeticies que este apresenta, ou
sga, quanto maior o numero de repeticdes, maior o polimorfismo. Por outro lado,
CAIXETA et al. (2003) obtiveram primers, que flanqueiam microssatélites com
repeticoes de 12 pb e que amplificaram 2 alelos e primers, que flanqueiam repeticdes de
22, 16 e 15 pb e que se mostraram monomorficos. Segundo RICHARDS e
SUTHERLAND (1994), o polimorfismo é gerado pela perda ou ganho de seqiiéncias
repetidas, mais provavelmente através do ganho. Este fendbmeno ndo é ainda
completamente entendido, porém acredita-se que esta expansdo ocorra durante a
replicagdo. TOTH et al. (2000) acreditam que a geragdo de novos SSR sgja determinada
pela interacdo entre varios fatores, dos quais 0os mais importantes seriam o tipo de
repeticdo, a posicao genémica do microssatélite e as condi¢des genético-bioquimicas da
célula. Ou sgja, a causa do polimorfismo gerado por locos microssatélites parece néo

envolver, smplesmente, o tamanho das repeti¢oes.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

A constatacdo de microsatélites em diferentes espécies de plantas sugeriu o
potencial uso dos mesmos como marcadores. Os primers SSR sdo desenhados para as
regides conservadas, que flanqueiam os microssatélites. Estes primers podem ser
utilizados para amplificar fragmentos de DNA contendo microssatélites, em diferentes
individuos. Cada segmento, amplificado com diferente tamanho, representa um alelo do
mesmo loco. Portanto, os marcadores microssatélite s8o multial élicos, co-dominantes e,
ainda, encontram-se distribuidos ao acaso no genoma. Apesar de tantas caracteristicas
favoraveis a utilizagdo desta técnica, os marcadores RAPD e SCAR, ainda, continuam
sendo os mais utilizados em programas de melhoramento do feijoeiro-comum. Isto
ocorre devido ao numero limitado de primers microssatélite desenvolvidos para esta
cultura. Portanto, o presente trabal ho objetivou a construcéo de bibliotecas enriquecidas,
a selecdo de fragmentos contendo microssatélites, o desenho e o teste de primers SSR
em feijoeiro-comum. A metodologia, utilizada neste trabalho, permite a representacéo
de todo o genoma do feijoeiro-comum. Esta metodologia baseia-se na clonagem de
fragmentos de DNA genémico enriquecidos para diferentes microssatélites. Entre as
bibliotecas construidas, as que foram enriquecidas para as repeticdes GGC, CCA e AT
possiblitaram a selecéo de 79, 172 e 50 clones, respectivamente. Destes, ja foram
sequenciados 63 (80%), 53 (31%) e 37 (74%). A andlise das sequiéncias obtidas revelou
que 40 (26%) apresentaram microssatélite, variarando em tipo, nimero e tamanho. As
sequéncias apresentaram repeticdes de di-, tri-, tetra- e até pentanucleotideos. Em um
mesmo fragmento, foram encontrados até 3 microssatélites. Nas seqiiéncias analisadas,
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foram observadas repeticoes perfeitas, imperfeitas e compostas variando entre 12 e 24
pb. Até o presente momento, foram desenhados e testados 10 pares de primers, sendo
um deles originado da sequéncia do marcador RAPD OPAZ20q40. Destes, 5 pares
(FCctc001, FCggc001, FCccg001, FCccg002 e FCgcal01) amplificaram fragmentos de
DNA bem definidos e de tamanho esperado. Entretanto, estes primers foram
monoforficos, quando testados entre diferentes cultivares andinos e mesoamericanos.
Alguns primers (FCgcc001 e FCctt002) amplificaram fragmentos de tamanho diferente
do esperado, enquanto outros (FCcttO01, FCccal0l1l e FCtta001l) ndo amplificaram
nenhum fragmento. As condicbes de amplificacdo destes, ainda, estdo sendo
optimizadas. Outros clones positivos estdo sendo seqienciados e novos pares de

primers serdo desenhados e testados.
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CAPITULO 3

INTRODUCAO DE MARCAPORESMICROSSA'I:ELITE E SCAR EM UM
MAPA PARCIAL DE LIGACAO E IDENTIFICACAO DE QTL ASSOCIADO
AO RENDIMENTO DO FEIJOEIRO-COMUM
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1. INTRODUCAO

O género Phaseolus possui cerca de 55 espécies, das quais cinco S&o
cultivadas: P. vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray var.
latifolius Freeman e P. polyanthus Greenman (GEPTS & DEBOUCK, 1991). A espécie
Phaseolus vulgaris L. € uma leguminosa dipl6ide (2n = 22), que apresenta um genoma
relativamente pegqueno, contendo 0,66 picogramas de DNA por genoma hapldide, o que
equivale a 6,33 x 10° pares de nucleotideos (ARUMUGANATHAN & EARLE, 1991).

Recentemente, varios trabalhos com marcadores moleculares tém sido
desenvolvidos para o feijoeiro-comum (Phaseolus wulgaris L.). Os trabahos
envolvendo o mapeamento genético e a selecdo assistida por marcadores (SILVA et al.,
2003; BLAIR et al., 2003; FALEIRO et al., 2003; COSTA, 2004) possuem grande
aplicabilidade em programas de melhoramento de plantas. A construgdo de mapas de
ligacdo possibilita a identificacdo de regifes gendmicas, que controlam caracteristicas
de interesse econdmico, a quantificacdo dos efeitos e a identificacdo de marcadores
moleculares associados a essas regifes (FALEIRO et al., 2003; PATERSON, 1998).
Uma vez identificados, os marcadores moleculares podem ser utilizados para
implementagcdo de programas de melhoramento genético, pois, aceleram
significativamente a producéo de cultivares com desempenho agrondmico superior
(RAGAGNIN et al., 2003; COSTA, 2004).

Nos trabalhos de mapeamento genético do feijoeiro-comum, observa-se que as
classes de marcadores utilizadas tém variado muito ao longo dos anos. NODARI et al.
(1993) analisaram a segregacéo de 152 marcadores, incluindo 115 locos RFLP, 7 locos
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isoenzimaticos, 8 locos RAPD e 19 locos correspondentes a genes conhecidos.
MIKLAS et a. (1998) mapearam 147 marcadores RAPD, 2 marcadores SCAR e 2
marcadores fenotipicos em 10 grupos de ligacdo, para um comprimento total do mapa
de 924 cM. Recentemente, BLAIR et al. (2003) utilizaram 150 primers SSR, dos quais
100 foram mapeados em 11 grupos de ligacdo. Entre as diferentes classes, os
marcadores moleculares baseados em PCR vém sendo cada vez mais utilizados. Estes
marcadores apresentam nivel de polimorfismo, geralmente, ato para cada loco e ndo
sdo afetados por diferentes condicdes ambientais nem fisioldgicas do organismo
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Os microssatélites e 0 SCAR sdo classes de
marcadores moleculares baseados em PCR que possuem grande aplicacdo em analises
genéticas porque ndo apresentam problemas de reprodutibilidade. Tanto na técnica de
microssatélite quanto na de SCAR, o polimorfismo gerado por PCR pode ser
visudizado e andlisado de forma, relativamente, simples (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995). Portanto, o presente trabalho objetivou: 1) introduzir
marcadores microssatélites e SCAR em um mapa de ligagdo, que apresenta baixo nivel
de saturacéo; e 2) mapear QTL s associados ao rendimento do feijoeiro-comum.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

A populacéo utilizada no presente trabalho foi desenvolvida por FALEIRO et
al. (2003). Trata-se de uma populacdo segregante, composta por 154 RIL s de feijoeiro-
comum e originada do cruzamento entre os cultivares Ouro Negro e Ruda. O Ouro
Negro tem apresentado resisténcia a diferentes racas de Uromyces appendiculatus
(ferrugem), Colletotrichum lindemuthianum (antracnose) e Phaeoisariopsis griseola
(mancha-angular), em condic¢Oes de casa de vegetacdo (FALEIRO et al., 1996, 1999;
LANZA et al., 1997) e de campo (VIEIRA et a., 1992). O cultivar Rudé apresenta gréo
do tipo carioca e 6timas qualidades agronémicas; entretanto, € suscetivel a varias racas

fisiol 6gicas dos fungos mencionados anteriormente.

2.2. Extracéo de DNA
O processo de extracao foi realizado, conforme descrito por DOYLE e DOYLE
(1990), com agumas modificagdes propostas por ABDELNOOR et al. (1995).

2.3. Primers microssatélite e SCAR utilizados na amplificacdo do DNA dos
genitores

As amostras de DNA dos cultivares Ouro Negro e Ruda foram amplificadas
com 45 pares de primers microssatélite (Quadro 1) e 9 pares de primer SCAR (Quadro
2).
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Quadro 1. Primers microssatélite utilizados na amplificacdo de amostras de DNA dos
cultivares Ouro Negro e Ruda

Primers SSR* SequénciadosprimersR eF (50 3') Tamanho do fragmento (pb)
R: GAGTGCGGAAGCGAGTAGAG
GATSOL F. TCCGTGTTCCTCTGTCTGTG 229

R:TCGCCTTGAAACTTCTTGTATC
BM 188 F:CCCTTCCAGTTAAATCAGTCG 1

BM 53 R:AACTAACCTCATACGACATGAAA 287
F:AATGCTTGCACTAGGGAGTT

R:TGAGGAGGAACAATGGTGGC
BM 141 F:CTCACAAACCACAACGCACC 218

BM 152 R:AAGAGGAGGTCGAAACCTTAAATCG 127
F:CCGGGACTTGCCAGAAGAAC

BM 199 R:AAGGAGAATCAGAGAAGCCAAAAG 304
F-TGAGGAATGGATGTAGCTCAGG

R:ACCACTGCAATCCTCATCTTTG
BM 210 F:CCCTCATCCTCCATTCTTATCG 166

BM 150 R:CGAACTATTTGATACTCATGTGC 196
F-TTGCAGGACAGATAAGTTAGAAGA

R:CAACAGTTAAAGGTCGTCAAATT
BM 175 F:CCACTCTTAGCATCAACTGGA 170

R:CTCAAATCTATTCACTGGTCAGC
BM 183 F-TCTTACAGCCTTGCAGACATC 149

R:AGCCAGGTGCAAGACCTTAG
BM 170 F:-AGATAGGGAGCTGGTGGTAGC 179

R:AGCCTGGTGAAATGCTCATAG
BM 114 F:CATGCTTGTTGCCTAACTCTCT 234

R:CTGTAGCTCAAACAGGGCACT
BM 172 F:GCAATACCGCCATGAGAGAT 1o7

BM 165 R:TCAAATCCCACACATGATCG 177
FTTCTTTCATTCATATTATTCCGTTCA

BM 167 R:TCCTCAATACTACATCGTGTGACC 165
F:CCTGGTGTAACCCTCGTAACAG

R:CTCCCACTCTCACCCTCACT
BM 189 F:GCGCCAAGTGAAACTAAGTAGA 114

R:CCACCACAAGGAGAAGCAAC
BM 164 F:ACCATTCAGGCCGATACTCC 182

R:AAGGAGGTTTCTACCTAATTCC
BM 185 F:-AAAGCAGGGATGTAGTTGC 105

R:TGCACAACACACATTTAGTGAC
BM 140 F:CCTACCAAGATTGATTTATGGG 190

R:TGGTGCTACAGACTTGATGG
BM 201 F: TGTCACCTCTCTCCTCCAAT 102

BM 212 R:AGGAAGGGATCCAAAGTCACTC 214
F-TGAACTTTCAGGTATTGATGAATGAAG

R:CGTGCTTGGCGAATAGCTTTG
BM 160 F:CGCGGTTCTGATCGTGACTTC 211

BM 159 R:GGTGCTGTTGCTGCTGTTAT 198
F:GGGAGATGTGGTAAGATAATGAAA

R:CACATTGGTGCTAGTGTCGG
GATS11 F:GAACCTGCAAAGCAAAGAGC 306

BM 138 R:TGTCCCTAAGAACGAATATGGAATC 203
F:GAATCAAGCAACCTTGGATCATAAC

R:ATACCCACATGCACAAGTTTGG
BM 211 F:CCACCATGTGCTCATGAAGAT 186

RAGTGCTCTATCAAGATGTGTG
BM 184 F-ACATAATCAATGGGTCACTG 160

R:TGGACTGGTCGATACGAAGC
BM 197 F:CCCAGAAGATTGAGAACACCAC 201
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Quadro 1, Cont.

Primers SSR* SequénciadosprimersR eF (50 3') Tamanho do fragmento (pb)
R:TTCCGCTGATTGGATATTAGAG
BM 142 F:AGCCCGTTCCTTCGTTTAG 157
BM 155 R:GTTCATGTTTGTTTGACAGTTCA 114
F:CAGAAGTTAGTGTTGGTTTGATACA
R:ATGCTGCGAGTTAATGATCG
BM 181 F: TGAGGAGCAAACAGATGAGG 192
BM 161 R:TGCAAAGGGTTGAAAGTTGAGAG 185
F:TTCCAATGCACCAGACATTCC
BMd-1 R:GTCGGAGCCATCATCTGTTT 165
F:CAAATCGCAACACCTCACAA
BMd-2 R:CAACAAACGGTGATTGACCA 106
F:AGCGACAGCAAGAGAACCTC
BMd-7 R:CATACCCAATGCCATGTTCTC 166
F:GGATATGGTGGTGATCAAGGA
BMd-9 R:CACTGCGACATGAGAGAAAGA 135
F:TATGACACCACTGGCCATACA
BMd-10 R:ATCTGAGAGCAGCGACATGGTAG 139
F:GCTCACGTACGAGTTGAATCTCAG
R:TTGGAGGAAGCCATGTATGC
BMd-15 F:TTGCCATCGTTGCTTAATTG 166
R:AGATAGGAAGGGCGTGGTTT
BMd-17 F:GTTAGATCCCGCCCAATAGTC 116
R.TCGTGAGGTAGGAGTTTGGTG
BMd-18 F:AAAGTTGGACGCACTGTGATT 156
R:GGAAGCGAGGCAGTTATCTTT
BMd-19 F:GCCAACCACATTCTTCCCTAC 154
R:GTGAGGCAAGAAGCCTTCAA
BMd-20 F:GTTGCCACCGGTGATAATCT 123
R:CGTTGACGAGAAGCATCAAG
BMd-25 F:GCAGATCGCCTACTCACAAA 118
R:TGGTGGAGGTGGAGATTTGT
BMd-27 F:GGACCCACCATCACCATAAC 109
BMd-38 R:AAATTCCGAACCCGTGAACT 178

F.GCGTTTCCATGAATCAATCC

* - Os primers SSR da série BMd foram desenvolvidos por BLAIR et al. (2003), os demais por GAITAN-SOLIS et

a. (2002).

Quadro 2. Primers SCAR utilizados na amplificacdo de amostras de DNA dos
cultivares Ouro Negro e Ruda

PSrci:rRngs SequénciadosprimersR eF (503) (o-l(—:’;* -(l—bgﬁ%' Referéncia

v P MCCCOIIMTEE % w0 ouerozad.aom
BALS R TTCCACGTCTATITTGCATCA 5 50 QUEROZead. 2004
o L OACSCASCCNTIICT s w0 ouerozad.om
g ICACCCOICTOMISGITAY o0 oueozad.om
SAE19 F: CAGTCCCTGACAACATAACACC 58 890 QUEIROZ et dl., 2004c

R: CAGTCCCTAAAGTAGTTTGTCCCTA
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Quadro 2, Cont.

Psrcl:rRngS SequénciadosprimersR eF (503) (o-l(—:’;* -(l—bgﬁ%' Referéncia
F: ACCCCTCATGCAGGTTTTTA
SAZ20 R: CATAATCCATTCATGCTCACC 59 845 QUEIROZ etal., 2004b
F: AGCCGTGGAAGGTTGTCAT
sY20 R: CCGTGGAAACAACACACAAT 65 830 QUEIROZ etal., 2004
F: AGAATGCCTTTAGCTGTTGG
SC08 R: CAGAGAGGCTAGGCTTATCG 65 910 QUEIROZ et dl., 20040
704 F: GGCTGTGCTGATTAATTCTGG 45 567 QUEIROZ et ., 2004b

R: TGCTCATTTTATAATGGAGAAAAA
* T, — Temperatura de pareamento do primer; ** T.frag. — Tamanho do fragmento em pares de base.

2.4. Reacdes de amplificacdo utilizando primers microssatélite

As reagOes de amplificaggo foram feitas em volume de 25 i, contendo Tris-
HCl 10 mM (pH 8,3), KCl 50 mM, MgCl, 24 mM, 120 nM de cada um dos
desoxirribonucleotideos (AATP, dTTP, dGTP e dCTP), primer forward 0,2 nM e primer
reverse 0,2 nM (IMPRINT GENETIX, S&o Paulo, SP, Brasil), uma unidade da enzima
Taq DNA polimerase e 30 ng de DNA. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em
um termociclador modelo 9600 (Perkin EImer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), utilizando-se
o procedimento de touchdown PCR. Este procedimento consistiu de 1 ciclo a 94 °C por
4 minutos, seguido de 18 ciclos a 94 °C por 40 segundos, 65 a 48 °C por 40 segundos e
72 °C por 60 segundos. Terminados os 18 ciclos, seguiram-se 22 ciclos a 94 °C por 40
segundos, 48 °C por 40 segundos e 72 °C por 60 segundos. Apds os 22 ciclos, foi
realizada uma etapa final a 72 °C por 7 minutos. Os fragmentos amplificados foram
separados por eletroforese em gel nativo de poliacrilamida 10% em TAE 1X (Tris
acetato 40 mM e EDTA 1 mM), durante 4 horas a 120 volts. Terminada a eletroforese, o
gd foi incubado em solucéo, contendo brometo de etidio 0,2 ng/mL, por 30 minutos.
Em seguida, o gel foi fotodigitalizado, utilizando-se o sistema Eagle Eye Il (Stratagene,
LaJolla, CA, EUA).

2.5. Reacdes de amplificacao utilizando primers SCAR
As reagdes de amplificagdo utilizando primers SCAR continham os reagentes
nas mesmas concentragdes que as utilizadas nos ensaios da técnica de microssatélite,

exceto para os desoxirribonucleotideos. Foram empregados 100 mnM de cada um dos
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desoxirribonucleotideos (AATP, dTTP, dGTP e dCTP). Os ciclos de amplificacdo foram
realizados em um termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT,
EUA), programado para 1 ciclo a 94 °C por 4 minutos; 35 ciclos a 94 °C por 30
segundos, 45/67 °C por 1 minuto e 72 °C por 90 segundos. Apds os 35 ciclos, foi
realizada uma etapa final a 72 °C por 7 minutos. Os fragmentos amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,2 %, em TBE 1X (Tris-borato 90 mM e
EDTA 2 mM), contendo brometo de etidio 0,2 ng/mL, por aproximadamente 4 horas a
100 volts. Terminada a eletroforese, o gel foi fotodigitalizado, utilizando-se 0 sistema
Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).

2.6. Andlise deligacdo

Os primers, que revelaram polimorfismos entre os genitores, foram utilizados
para amplificar amostras de DNA das 154 RIL’s. Os fragmentos amplificados pelos
primers microssatélite e SCAR foram codificados em cada uma das RIL’s. O aelo
presente no cultivar Ouro Negro foi codificado como (2) e o alelo presente no cultivar
Ruda como (0). O numero (9) foi atribuido a dados perdidos. A segregacdo de cada
fragmento polimorfico foi testada na populacéo, por meio do teste de qui-quadrado. Os
fragmentos utilizados em andlises posteriores foram agueles cuja proporcéo de
segregagdo se gustou a 1:1 (P<0,05). Os testes foram realizados com auxilio do
programa GQMoal (www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm).

2.7. Introducdo de mar cador es molecular es ao mapa genético de ligacao

O programa GQMol (www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm) foi utilizado para o
célculo da frequiéncia de recombinacéo e para a determinacdo da ordem dos diferentes
marcadores no mapa de ligagéo. Para o agrupamento dos marcadores, foram testados os
valores de LOD de 3,0, 4,0 e 5,0 e valores de freqiiéncia méxima de recombinacdo de
30, 40 e 50. A conversdo da frequiéncia de recombinagdo para centiMorgans foi feita,
utilizando-se a disténcia de mapeamento de Kosambi (KOSAMBI, 1944).

2.8. ldentificacdo e mapeamento de QTLs
Inicidmente, foram feitas andlises de regressdo simples para detectar

associagoes entre os marcadores microssatélite e SCAR e as caracteristicas quantitativas
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descritas por FALEIRO et a. (2003). Utilizaram-se as seguintes caracteristicas
quantitativas. FLOR (ndimero de dias até o florescimento); MAT (nimero de dias até a
maturacdo); VAPLA (numero médio de vagens por planta); P100 (peso de 100
sementes); SEPLA (nimero médio de sementes por planta); SEVAG (nimero médio de
sementes por vagem) PRPLA (producdo média por planta) e PRVAG (producdo média
por vagem). A proporcao da variancia fenotipica, explicada por marcador, foi estimada
por meio dos valores de R® obtidos da regressdo linear, conforme descrito por
EDWARDS et a. (1987). Os marcadores associados a caracteristica fenotipica a P<0,05
foram analisados por meio de modelos de regressdo multipla. Para tal, adotou-se o
procedimento de eliminacdo por stepwise (Pentrada © Psida = 10%) do programa GQMol
(www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm). Deste modo, foi determinada a propor¢do da
variancia fenotipica, explicada pelo conjunto de marcadores, que se gustaram ao
modelo de regressado mltiplaa P <0,05.

As informacdes do mapa genético foram utilizadas para mapear QTLSs ao longo
dos grupos de ligagdo. O mapeamento foi realizado por intervalo smples (LANDER &
BOTSTEIN, 1989) e composto (ZENG, 1993 e 1994, JANSEN, 1993). Este ultimo tipo
diferencia-se do anterior, porque isola o efeito de outros QTLs ligados ao intervalo.
Conforme sugerido por FALEIRO et a. (2003), como nivel de significancia para o

mapeamento por interval o, adotou-se 0 valor de LOD de 2,0.

113



3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Deteccao de polimorfismos entre os genitores

Inicialmente, apenas 0 DNA dos genitores Ouro Negro e Ruda foram testados
com os primers microssatélite e SCAR (Quadros 1 e 2). Tal procedimento foi realizado
com a finalidade de identificar e selecionar primers, que amplificassem fragmentos
polimarficos entre os cultivares que originaram as 154 RIL’s.

Dos 45 pares de primers microssatélite utilizados (Quadro 1), 32 foram
escolhidos com base no valor de poder discriminatorio (D) e 13 a partir de um mapa
construido por BLAIR et a. (2003). Os valores de D, dos 32 primers variaram entre
0,64 (BM 161) e 0,94 (BM 188). De acordo com esses valores, a probabilidade de os
primers distinguirem 2 individuos encontra-se entre 64 e 94% (GAITAN-SOLiS et dl.,
2002). Dos 45 pares de primers analisados no presente trabalho, BM161 (D = 0,64),
BM165 (D .= 0,83), BM210 (D.= 0,89), GATS91 (D,= 0,91) e BMd-20 foram
selecionados, pois, amplificaram fragmentos de DNA polimérficos entre os genitores
(dados n&o apresentados). Dos 9 pares de primers SCAR testados (Quadro 2), foram
selecionados os primers sBA16, SAZ20 e sH13 por amplificarem fragmentos de DNA
heteromorficos entre os cultivares Ouro Negro e Ruda (dados ndo apresentados).
Portanto, do total de 54 pares de primers testados, 8 pares foram utilizados para avaliar
as154 RIL s

A quantidade de marcadores polimarficos identificados e selecionados varia de
espécie para espécie. Espécies como o feijoeiro-comum, que se reproduzem por
autofecundagdo, sdo essencialmente homozigotas na maioria dos locos. Normalmente,
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estas espécies sdo menos polimorficas do que outras, que se reproduzem por fecundacéo
cruzada, altamente heterozigotas (HELENTJARIS et a., 1986; GALE et a., 1990;
QUEIROZ et al., 2003). A distancia genética entre as linhagens, que dardo origem a
populacdo segregante, também influencia a obtencdo de marcadores polimorficos.
Observa-se que guanto mais proximas geneticamente forem as linhagens, mais dificil
serd a obtencéo de polimorfismos. Assim, a escolha de linhagens sem ancestral comum,
ou mesmo cruzamentos interespecificos para espécies de autofecundacdo, tém sido
preferida em maior ou menor escala para permitir, ou aperfeicoar, o processo de andlise
de marcadores (BONIERBALE et a., 1988, TANKSLEY et a., 1988). Niveis
moderados de polimorfismos podem ser detectados entre pools génicos mesoamericanos
e andinos do feijoeiro-comum (CHASE et al., 1991; VALLEJOS et d., 1992). Para
realizar a integracdo de mapas, BLAIR et al. (2003) utilizaram duas populactes RIL s,
sendo uma obtida do cruzamento entre DOR364 (mesoamericano) x G19833 (andino) e
a outra a partir de BAT93 (mesoamericano) x JAoEEP558 (andino). De 150 pares de
primers microssatélites utilizados, 78 (52%) e 22 (15%) pares foram mapeados nas
popul agdes originadas de DOR364 x G19833 e BAT93 x JaloEEP558, respectivamente.
No presente trabalho, 8 (15%) pares de primers se mostraram polimorficos entre os
genitores Ouro Negro e Ruda. Este nimero é consideravel, uma vez que os genitores

utilizados pertencem ao mesmo pool génico.

3.2. Analise de segregacado dos primers micr ossatélite e dos mar cadores SCAR

Os primers sBA16, sAZ20, sH13, BM161, BM165, BM210, GATS91 e BMd-
20 foram selecionados e utilizados para amplificar amostras de DNA das 154 RIL’s. A
Figura 1 ilustra o padrdo eletroforético de produtos de amplificacdo do DNA dos
genitores e de 10 RIL"s com os primers sSAZ20 e BM210.

A

12 RIL’s

Figura 1. Padréo eletroforético de produtos de amplificagdo do DNA de Ouro Negro (1),
Ruda (2) e 10 linhas endogémicas recombinantes. (A) produtos da
amplificac@o realizada com o primer SCAR sZA20 em gel de agarose 1,2%.
(B) produtos da amplificagdo realizada com o primer microssatélite BM210 em
gel nativo de poliacrilamida 10%.
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Os resultados da analise de segregacdo dos fragmentos amplificados, a partir do
DNA das 154 RIL"s, encontram-se no Quadro 3.

Quadro 3. Primers microssatélite e SCAR que amplificaram fragmentos DNA
segregando na proporcdo mendeliana esperada (1:1) e o vaor de qui-

quadrado significativo aP < 0,05
Relacdo .
M ar cador obser\?ada Dados perdidos c?? Prob.c (%)
OuroNegro:Rudd Numero RIL’s(n%?
SsBA16 88:66 - - 0,104 74,72 ns
SAZ20 75:79 - - 3,143 7,62 ns
sH13 8371 - - 0,935 33,35 ns
BM161 74:79 1 124 0,163 68,60 ns
BM 165 8371 - - 0,935 33,35 ns
BM210 67.86 1 115 2,359 12,45 ns
GATSO1 68:85 1 129 1,889 16,93 ns
BMd-20 83:70 1 148 1,105 29,32 ns

a_ niimero da RIL; ° - hipdtese testada: monogénica com segregacéo 1:1;° — probabilidade em porcentagem; © — néo
significativo (P > 0,05);
O padrdo de segregacéo de cada marcador se encontra no Apéndice (Segdo 4).

3.3. Repeticdo da analise de segregacao dos mar cadores RAPD, das caracteristicas
morfologicas e deresisténcia a doenca

Os resultados descritos por FALEIRO (2000) foram novamente analisados,
para confirmar o padrdo de segregacdo dos marcadores genéticos utilizados na
construcdo do mapa parcial de ligacdo. A existéncia de dados perdidos, para alguns
individuos da popul agéo segregante, alterou o padrao de segregacdo do marcador RAPD
BA 16553 (Quadro 4) e de algumas caracteristicas de resisténcia a doenca (Quadro 5).

Quadro 4. Repeticdo da andlise de segregacdo do marcador RAPD BA16sg3 NoS
individuos da populacdo de RIL s

M ar cador Origem do Relacdo , . a 2b Prob.
RAPD mar cador observada Nimero  RIL’s(n) ¢ (%)°
BA165g; Ouro Negro 82:72 - - 0,649 42,03ns

3. nlmero da RIL; °- Hipdtese testada: monogénica com segregacéo 1:1;° - probabilidade em porcentagem; ns — néo
significativo (P > 0,05).
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Quadro 5. Repeticdo da andlise de segregacdo de resisténcia dos individuos da
populacdo de RIL's a diferentes racas fisioldgicas de U. appendiculatus
(ferr), C. lindemuthianum (ant) e P. griseola (man)

Racas Notas’ Relacdo Dados Perdidos 2e Prab.
fisiologicas  ON°® Ruda  observada Namero RI L's(nO)d ¢ (%)f
ferr 47 3 5 80:73 1 103 032 5714ns
ferr 52 3 4 79:74 1 103 0,163 68,60 ns
ant 89 1 9 89:64 1 103 4,085 4,32a
01, 39, 40, 41,
man 63.31 1 5 85:61 8 44, 46, 120, 126 3,945 4,70a

% - Resisténcia a doenca: ferr 47 (raca fisiol6gica 47 de U. appendiculatus); ferr 52 (raca fisioldgica 52 de U.
appendiculatus); ant 89 (raga fisiolégica 89 de C. lindemuthianum); man 63.31 (raga fisiolégica 63.31 de P.
griseola); P - Notas de 1 a 3 (resistente) e maior que 3 (suscetivel); ¢ — Ouro Negro; @ - nimero da RIL; © - Hip6tese
testada: monogénica com segregacéo 1:1; - Prob.(%) — probabilidade em porcentagem; ns — no significativo (P >
0,05); a—significativo (P < 0,05).

Apobs a repeticdo da andlise dos dados, foram selecionados 51 marcadores
genéticos que segregaram na proporcdo de 1:1 (P > 0,05). Destes, um marcador
corresponde a caracteristica morfol gica, oito a caracteristicas de resisténcia a doencas e
42 amarcadores RAPD.

3.4. Introducéo dos mar cador es microssatélite e SCAR ao mapa par cial de ligacao
Varios testes de agrupamento foram realizados entre os marcadores sBA16,
SAZ20, sH13, BM161, BM165, BM210, GATS91, BMd-20 e os 51 descritos por
FALEIRO et a. (2003). O agrupamento dos marcadores foi testado para diferentes
valores de LOD e méxima fregléncia de recombinacdo (r). Os resultados obtidos

encontram-se no Quadro 6.

Quadro 6. Agrupamento dos 59 marcadores em diferentes valores de LOD e méaxima
freqiiéncia de recombinagéo (r)

Marcadores Marcadores  Numerodegrupos  Tamanhodo

b

LOD ligados nao ligados deligacéo mapa (cM)? V.G
30 0,30 49 10 09 280 2-12
' 0,40 49 10 09 280 2-12
40 0,30 48 11 10 252 2-12
' 0,40 48 11 10 252 2-12
50 0,30 46 13 09 201,5 2-12
' 0,40 416 13 09 201,5 2-12

3_ centiMorgans; ° — variagdo do nimero de marcadores entre os diferentes grupos de ligagzo.
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Em todos os valores de LOD testados, observa-se que néo houve diferenca no
agrupamento dos marcadores parar de 0,3 € 0,4. O valor de LOD é o logaritmo, na base
10, da razéo entre a hip6tese que os marcadores estejam ligados e a hipétese que eles
ndo estejam ligados. O limite convencional para este critério € definido como LOD >
3,0, que corresponde a uma taxa de 1.000:1 a favor da ligagdo (WILLIAMS, 1998).
Analisando os resultados apresentados para LOD = 3,0, observa-se que este valor
possibilitou a ligagdo do maior nimero de marcadores (49), cobrindo uma distancia
genética de 280 cM. O valor de LOD = 5,0 assegura a existéncia de ligacéo entre 2
marcadores com uma taxa de 100.000:1 a favor da ligacdo. Por outro lado, foi o que
apresentou 0 menor nimero de marcadores ligados e cobriu apenas 201,5 cM do
genoma. Portanto, os valores adotados para a introducdo dos marcadores microssatélite
e SCAR ao mapa parcia de ligagdo foram LOD = 4,0 er = 0,4. A utilizagcdo destes
pardmetros possibilitou 0 mapeamento de 48 marcadores em 10 grupos de ligacéo. O
nimero de grupos de ligagcdo obtido é o que mais se aproxima do nimero haplide de
cromossomos em Phaseolus vulgaris L., n = 11 (ARUMUGANATHAN & EARLE,
1991). Dos marcadores sBA16, sAZ20, sH13, BM161, BM165, BM210, GATSO1 e
BMd-20, apenas 0 GATS91 ndo foi mapeado.

Os 48 marcadores cobriram uma distancia de recombinacéo total de 252 cM. A
distancia genética encontrada é bem menor, em comparacdo com as descritas em outros
mapas genéticos em feijoeiro-comum. NODARI et al. (1993) e MIKLAS et al. (1998)
utilizaram 152 e 151 marcadores na construcdo de mapas de feljoeiro-comum, que
apresentaram valores de distncia de recombinacdo total de 827 e 924 cM,
respectivamente. Como os mapas de ligagéo baseiam-se na freqiiéncia de recombinagéo
entre 2 marcadores adjacentes, eles podem apresentar variagdes no tamanho dos grupos
de ligagdo, de acordo com o nivel de saturacdo do mapa e, até mesmo com a hatureza
dos marcadores utilizados no mapeamento. Na construcdo de um mapa de ligacdo em
Theobroma cacao L., CROUZILLAT et a. (1996) mapearam 138 marcadores em 10
grupos de ligagcdo. O comprimento do mapa foi de 1.068 cM e cerca de 23% dos
marcadores apresentavam natureza co-dominante. LANAUD et a. (1995) mapearam
193 marcadores em Theobroma cacao L. Destes, 83% dos marcadores eram co-
dominantes. Os marcadores foram mapeados em 10 grupos de ligagéo e cobriram uma
disténciade 759 cM.
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Os 10 grupos de ligacdo obtidos

no presente trabalho variaram, em tamanho, de

6,41 a 41,02 cM. A distribuicdo dos intervalos entre 2 marcadores adjacentes variou

entre 0,29 e 30,48 cM, com média de 7,4 cM. A maioria dos intervalos (92%) sdo

menores que 20 cM entre marcadores adjacentes, aumentando as chances de
determinacdo de QTLs (PATERSON, 1996). Os 10 grupos de ligagdo obtidos foram

representados na Figura 2. Os grupos de ligagcdo foram ordenados segundo a ordem

proposta por FALEIRO et al. (2003).
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Figura 2. Mapa parcial de ligacéo genética do feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.),
obtido apds a introducdo de marcadores microssatélite e SCAR a0 mapa
construido por FALEIRO et a. (2003). Os marcadores foram mapeados,
utilizando-se valores de LOD = 4 e maxima frequiéncia de recombinagéo = 0,4.
Os 48 marcadores encontram-se distribuidos ao longo dos 10 grupos de
ligagdo. Os marcadores estéo indicados no lado direito e as distancias em cM,
calculadas pela funcéo de Kosambi, no lado esquerdo de cada grupo.

119



GL 09

Dist. ; Marcador
cM | swmzo

A10.44,

GL 07
Dist. ; Marcador
cM | menziss
14.71
GL 06 e
Dist. Marcador
cM | | BAlEEsE ——
g Cos-1E20 |
310
ANDE-F210
an_| GL 10
BAE-BHZ =
B0 ™ porz-gan Dlrﬁt. . Marcador
) GL 08 ML oo
R s Dist. Marcador 2R
cM
W2:2122
_sH.I'HE 14521
T2E
ros |
| ope3dsy __EH13 __BEDA-1357 | habitecresc Il amozo

Figura 2, Cont.

No Quadro 7, observa-se que o0 mapa parcia de ligagéo descrito por FALEIRO
et a. (2003) sofreu pequenas ateractes, apds 0 mapeamento dos marcadores sBA16,
SAZ20, sH13, BM161, BM 165, BM210 e BMd-20. Com excegdo dos grupos de ligagéo
GL 05, GL 06 e GL 08, todos os outros sofreram modificagcbes. A ateracdo mais
expressiva foi observada no grupo de ligagdo GL 01. Com a inclusdo do marcador
BM161 neste grupo, os marcadores RAPD X11ss50 € F10;050 passaram a flanquear o

bloco génico de resisténcia a antracnose e ferrugem.

Quadro 7. Comparacéo entre o0 mapa parcia de ligacdo descrito por FALEIRO et al.
(2003) e 0 apresentado no presente trabalho

Mapa Gruposde Tamanho D.M.M 2 10cM (%)°  Marcadores
ligagéo do mapa ligados
FALEIRO et d 09 247,8cM 7,3cM 82 43
(2003)
Atud 10 252 cM 74 cM 76 48

3 _ distancia média entre marcadores adjacentes em centiMorgans; ° — porcentagem de interval os menores que 10 cM
entre marcadores adjacentes.
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3.5. Identificagdo de mar cadores associadosa QTLs

A andlise de variancia, usando os marcadores sBA16, sAZ20, sH13, BM161,
BM165, BM210, GATS91 e BMd-20 como tratamento, foi utilizada para testar
associacles entre estes e as caracteristicas quantitativas descritas por FALEIRO et al.

(2003). Os resultados obtidos encontram-se no Quadro 8.

Quadro 8. Associagdo entre os marcadores sBA16, sAZ20, sH13, BM161, BM 165,
BM210, GATS91 e BMd-20 e as caracteristicas FLOR, MAT, VAPLA,
P100, SEPLA, SEVAG, PRVAG, detectadas por meio daregressdo simples

Caracteristica Mar cador es Grupo de ligagéo Prob.(F) R%(%) Efeito
guantitativa
FLOR oBM 165 02 0,005** 5,07 +
rsBA16 07 0,0457* 2,60 +
MAT oBM 165 02 0,0001** 9,10 +
oBM 165 02 0,0006** 7,44 +
rBMd-20 10 0,0195* 3,56 +
VAPLA rBM 210 09 0,0292* 311 +
rsBA16 o7 0,0416* 2,70 +
0sH13 o7 0,0046** 5,16 -
rBM 165 02 (0 10,28 +
oBMd-20 10 0,0227* 3,34 +
0GATS 91 NL 0,0249* 3,30 +
P100 oBM 210 09 0,0101* 4,30 +
0sAZ20 09 0,0071** 4,67 +
0SBA16 07 0,0007** 7,33 +
osH13 07 0,0031** 5,62 +
0BM 165 02 0,0024** 5,89 +
rBMd-20 10 0,0365* 2,86 +
SEPLA rBM 210 09 0,0244* 3,31 +
rsBA16 o7 0,0065** 4,77 +
0sH13 o7 0,0008** 7,18 -
oBM 161 01 0,0037** 5,43 +
SEVAG rsBA16 o7 0,0109* 4,18 +
0sH13 o7 0,0234* 3,33 -
rBM 165 02 0,0001** 9,74 +
oBMd-20 10 0,0187* 3,60 +
0GATS 91 NL 0,0058** 4,93 +
PRVAG 0BM 210 09 0,0468* 259 "
0sAZ20 09 0,0206* 3,47 +
0sBA 16 07 0,036* 2,86 +

* - significativo a P < 0,05. ** - significativo a P < 0,01. NL - ndo ligado. Prob. — probabilidade.

Os marcadores com iniciais 0 e r identificam os aelos provenientes dos genitores Ouro Negro e Ruda,
respectivamente.

Caracterigticas quantitativas. FLOR (nimero de dias até o florescimento); MAT (nimero de dias até a maturagéo);
VAPLA (nimero médio de vagens por planta); P100 (peso de 100 sementes); SEPLA (nimero médio de sementes
por planta); SEVAG (niimero médio de sementes por vagem) e PRVAG (producdo média por vagem).
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Entre os marcadores testados na andlise de variancia, varios encontravam-se
associados as diferentes caracteristicas quantitativas, com valores de probabilidade
sempre inferiores a 5%. Os vaores de R? variaram entre 2,59 % e 10,28 %. Dos
marcadores testados, 0 Unico que apresentou natureza dominante foi o0 sH13. Para este
marcador, o fragmento polimérfico foi amplificado a partir do DNA do cultivar Ouro
Negro. Dependendo da caracteristica em questdo, a presenca deste fragmento pode estar
associada ao efeito positivo, ou negativo. Para as caracteristicas VAPLA e P100, os
efeitos observados em relacéo ao fragmento de DNA amplificado pelo primer sH13 séo
negativos e positivos, respectivamente. Em relacdo a caracteristica VAPLA, td
marcador encontra-se ligado em repulsdo, pois, a média apresentada pelos individuos,
que possuem a banda (genétipos. AA), éinferior ao valor médio dos individuos que ndo
a possuem (gendtipo: aa). Como os demais marcadores apresentam natureza co-
dominante, a origem do alelo escolhido foi aguela que produzisse efeito positivo nas
caracteristicas estudadas.

Com excecdo da caracteristica MAT, para todas as outras existem aelos
originados de ambos 0s genitores, que se encontram associados com efeito positivo.
FALEIRO et a. (2003) descreveram que a média apresentada para a caracteristica P100
pelo genitor Ouro Negro é superior a apresentada por Ruda. Entretanto, no Quadro 8,
observa-se que o alelo originado do genitor Ruda (rBM 165) foi o que se mostrou mais
associado (R? = 10,28%) e produziu efeito positivo para a caracteristica P100. Isto
mostra que o fendtipo dos genitores nem sempre reflete os aelos, que eles possuem e
que s30 transmitidos & sua descendéncia. GUIMARAES (1999) detectou alelos, que
contribuem para 0 aumento da média de varios caracteres agrondmicos em cana-de-
acUcar, advindos do genitor com média inferior e vice-versa. As contribui¢cdes de QTLs
complementares, advindos de ambos os genitores, foram também observadas na
identificacdo de QTLs para caracteres agrondmicos em arroz e em Theobroma cacao L.
(XIAO et a., 1996; QUEIROZ, 1999). Uma vez que estes alelos encontram-se
mascarados nos genotipos que ndo expressam a caracteristica, ndo é possivel acessa-los
sem o auxilio dos marcadores moleculares. Assim, os marcadores moleculares
constituem uma importante estratégia para acelerar e aumentar os ganhos de selecdo no

melhoramento de caracteristicas quantitativas.
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Os marcadores sBA16, sAZ20, sH13, BM161, BM165, BM210, GATS91 e
BMd-20 e os descritos por FALEIRO et a. (2003) também foram avaliados,
simultaneamente, utilizando-se as andlises de regressao stepwise e multipla (Quadro 9).

Quadro 9. Associacdo entre os marcadores e as caracteristicas MAT, VAPLA, P100,
SEPLA, SEVAG, PRVAG detectadas por meio das andlises de regressao
stepwi Se (Pentrada € Psaida = 10%) e multipla (P < 0,05)

Caracteristica Marcadores Grupode Marcadores  F Prob. FEE(I?F){O R;(t"/ogl”
. . . . ~ : u
quantitativa excluidos® ligacdo associados et . (2003)
NL 0X 114900 11,740 0,00079
1 0F104050 7,646  0,00644
6 rC08,550 12,233  0,00062

0AD12g;, 10,33  0,00161

NL
MAT 011971 NL 0H184g, 16,541  0,00008 40.14 44,30
3 0BG1046 20,201  0,00001
9 rHabito Illa 24,048  0,00000
2 0BM 165+ 15691  0,00011
1 OF101050 420  0,04206
6 rC0820 12,69  0,00049
2 0C084514 17,68  0,00004
VAPLA 0M 0249 NL rAD12qy, 9,60  0,00233
NL O0M 024967 328  0,07185 28,99 34,53
7 osH13* 10,87  0,00122
9 rBM 210* 330 007118
0011654, 5 rAU20;547 20,97  0,00000
00AF173500 7 0M 0240 1501  0,00016
rOH18;557 2 rBM 165* 23,72 0,00000
P100 00119, NL 0GATS 91* 913  0,00298 36,07 36,09
rHabito Illa 10 oBMd-20* 451  0,03533
9 0BM 210* 565 001873
2 0C084514 23,52 0,00000
SEPLA 0M 0249 7 osH13* 10,85  0,00123 14,03 21,92
9 rBM 210* 419  0,04226
5 rAU20;547 1436  0,00021
0F10;050 9 rHabito Il1a 829  0,00456
SEVAG ; oH13¢ 346 006456 23,62 22,03
1 oBM 161* 555  0,01977
6 Q04457 6,25  0,01350
0011654 2 rBM 165* 19,79  0,00001
0C084514 NL 0GATS 91* 941  0,00257
PRVAG 0M 0249 7 0sBA16* 6,44  0,01224 17,13 26,03
10 oBMd-20* 405  0,04602

©

oBM 210* 2,84 0,09396

& — marcadores descritos como associados por FALEIRO et a. (2003) e que foram excluidos, NL — ndo-ligado;
*- marcadores incluidos; Prob. — probabilidade; ** - ndo ajustado;

Os marcadores com iniciais 0 e r identificam os aelos provenientes dos genitores Ouro Negro e Rud4,
respectivamente.

Caracteristicas quantitativas: MAT (nimero de dias até a maturagdo); VAPLA (nimero médio de vagens por planta);
P100 (peso de 100 sementes); SEPLA (nimero médio de sementes por planta); SEVAG (nimero médio de sementes
por vagem) e PRVAG (producdo média por vagem).
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No Quadro 9, observa-se que o método de eliminacéo stepwise promoveu uma
alteracd0 nos marcadores associados com 6 caracteristicas quantitativas e,
conseqiientemente, nos valores de R?. A ateracio dos marcadores contribuiu para um
aumento dos valores de R? das caracteristicas MAT, VAPLA, SEPLA e PRVAG. O
nimero de marcadores descritos, como associados, por FALEIRO et al. (2003) e que
foram excluidos na presente andlise, variou entre 1 e 5 para diferentes caracteristicas. O
marcador 0l19710, de menor efeito (dados ndo apresentados), foi excluido e o marcador
BM 165 foi incorporado para as caracteristicas MAT e P100. A eiminacdo de
marcadores ligados proximos em um mesmo grupo de ligac8o € esperada, uma vez que
estes possuem elevada correlacdo entre si, comportando-se como uma mesma variavel.
Alguns marcadores mostraram-se associados com mais de uma caracteristica. O
marcador BM 210 mostrou-se ligado as caracteristicas VAPLA, SEPLA, P100 e
PRVAG e o0 sH13 com VAPLA, SEPLA e SEVAG. O marcador BM 165 mostrou-se
ligado a MAT, PRVAG e P100, explicando a variacdo fenotipica desta Ultima em
10,28% (Quadro 8). Nenhum marcador SCAR ou microssatélite, utilizado no presente
trabalho, manteve-se associado, pela andlise de stepwise, as caracteristicas FLOR e
PRPLA (dados néo apresentados).

De acordo com os resultados apresentados no Quadro 9, conclui-se que 0s
marcadores SCAR e os microssatélites foram Uteis a identificagdo de QTLs. A
associagdo destes marcadores com as diferentes caracteristicas, mediante analises de
regressio stepwise, promoveu uma alteraco no valor de R® da regressdo multipla. As
caracteristicas MAT, VAPLA, SEPLA e PRVAG, que apresentavam valores de R? de
40,14; 28,99; 14,03 e 17,13 tiveram um aumento para 44,30; 34,53; 21,92 e 26,03,

respectivamente.

3.6. Mapeamento de QTLs

Os modelos lineares simples, como ANOVA e regressao linear, ndo necessitam
das informagbes dos mapas de ligacdo, pois redlizam a distribuicdo dos valores
fenotipicos para cada marcador separadamente. Portanto, por utilizarem apenas
diferencas entre as médias dos marcadores, ndo é possivel estimar a magnitude do efeito
do QTL nem sua posicdo no genoma (LYNCH & WALSH, 1997). Desse modo, foram
utilizados os métodos de mapeamento por intervalo ssimples (LANDER & BOTSTEIN,
1989) e composto (ZENG, 1993 e 1994, JANSEN, 1993), no intuito de aumentar o
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poder de deteccdo de QTLs e melhorar a precisdo das estimativas do efeito e posicéo
destes. Foi adotado o valor de LOD = 2,0, como ponto de corte para 0 mapeamento em
todos os grupos de ligacéo, conforme sugerido por FALEIRO et al. (2003).

Os cofatores, utilizados no mapeamento por intervalo composto, foram
selecionados por meio da regressdo stepwise, com probabilidade de entrada e saida de
10%. De acordo com os resultados obtidos pelo mapeamento por intervalo simples
(dados néo apresentados) e os observados no Quadro 9, o mapeamento de QTLSs foi
realizado apenas para as caracteristicas MAT, VAPLA, P100, SEPLA, SEVAG,
PRVAG e para os grupos de ligacdo GL 01, GL 02, GL 07 e GL 09. Os grupos de
ligagdo, que foram analisados para a presenca de QTLSs, bem como os resultados obtidos

encontram-se no Quadro 10.

Quadro 10. Resumo dos resultados obtidos para o mapeamento de QTLS por intervalo
composto, para as caracteristicas MAT, VAPLA, P100, SEPLA, SEVAG e
PRVAG nos grupos de ligagdo GL 01, GL 02, GL 07 e GL 09

Caracteristicas Grupode

o Cofatores L Mar cador Resultados
Quantitativas ligacdo
O marcador foi incluido no QTL
MAT BMlB6GS’1(I)i466774e 02 BM165 e ndo aterou a localizagdo do
mesmo.
O marcador contribui para a
VAPLA sBA16, C08is514 07 sH13 identificacdo de um QTL, que
ndo havia sido descrito.
BA16 e Os marcadores ndo foram
BA 16450, BM 165 o7 H13 incluidos no QTL anteriormente
descrito.
P100 O marcador foi incluido no QTL
BA 16450, BM165 02 BM165 e ndo aterou a localizacdo do
mesmo.
BA 165, BM 165 09 BM210 Ndo foi detectado QTL neste
e Z09%q, grupo de ligacéo.
Hize Os marcadores dteraram a
sH13, C08;s514 07 BA16 localizacdo do QTL e estéo
SEPLA flanqueando-o.
O marcador foi incluido no QTL
sH13, C08;s514 02 BM165 e ndo aterou a localizagdo do
mesmo.
man31.55 O marcador néo esta participando
SEVAG e F10:050 01 BM161 do QTL, anteriormente descrito.
O marcador foi incluido no QTL
ADO9 02 BM165 e ndo aterou a localizagdo do
PRVAG 3210 mesmo.
BM165 e 116,74 - -
09 BM 210 N&o foi _deteE:tado QTL neste
grupo de ligag&o.

125



A Figura 3 ilustra os resultados obtidos no mapeamento por intervalo
composto, nos grupos de ligacdo GL 02, GL 07 e GL 09 para a caracteristica P100. Os
QTLs mapeados por FALEIRO et a. (2003), a0 longo de 9 grupos de ligagéo,
encontram-se representados na Figura 3A. Os marcadores sBA16 e sH13 ndo se
mostraram, pela metodologia utilizada, associados ao QTL identificado no grupo de
ligacdo GL 07 (Fig. 3B). Embora o marcador BM 210 tenha se mostrado associado a
caracteristica P100 (Quadros 8 e 9), pode-se observar, na Figura 3D, que nenhum QTL
foi encontrado no grupo de ligacdo GL 09. Por outro lado, o marcador BM 165

mostrou-se associado ao QTL, anteriormente identificado para o grupo de ligacdo GL
02 (Fig. 3C).
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Figura 3. Mapeamento por intervalo composto nos grupos de ligacdo GL 02, GL 07 e
GL 09 para a caracteristica P100. A curva representa os valores de LOD,
calculados para cada cM dos grupos de ligacdo. Considerou-se o limite de
significanciade LOD = 2,0. (A) Resultado obtido por FALEIRO et al. (2003);
(B) mapeamento do GL 07, incluindo os marcadores sBA16 e sH13; (C)
mapeamento do GL 02, incluindo o marcador BM 165; e (D) mapeamento do
GL 09, incluindo os marcadores BM210 e SAZ20.
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Os resultados obtidos no mapeamento por intervalo composto no grupo de
ligacdo GL 07, para as caracteristicas VAPLA e SEPLA, encontram-se na Figura 4. Na
Figura 4A, observa-se no grupo de ligagdo GL 07, que nenhum QTL havia sido descrito
para a caracteristica VAPLA. A introducdo do marcador sH13 neste grupo possibilitou a
identificacdo de um novo QTL. O QTL encontra-se representado na Figura 4B e esta
flanqueado pelos marcadores sBA16 e sH13. Apds a introducdo dos marcadores
microssatélite e SCAR, alocalizacdo do QTL identificado para a caracteristica SEPLA
no grupo de ligacdo GL 07 (Fig. 4C) também foi alterada. Na Figura 4D, observa-se que
este QTL encontra-se flanqueado pel os marcadores SCAR sBA16 e sH13.
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Figura 4. Mapeamento por intervalo composto para as caracteristicas VAPLA e SEPLA
no grupo de ligacdo GL 07. A curva representa os valores de LOD, calculados
para cada cM dos grupos de ligagdo. O limite de significancia considerado foi
LOD = 2,0. (A) e (C) representam, respectivamente, os resultados obtidos por
FALEIRO et a. (2003) para as caracteristicas VAPLA e SEPLA; (B)
mapeamento para a caracteristica VAPLA no GL 07, incluindo os marcadores

SBA16 e sH13; e (D) mapeamento para a caracteristica SEPLA no GL 07,
incluindo os marcadores SBA16 e sH13.
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Pelos resultados apresentados no Quadro 10, conclui-se que os marcadores
utilizados no presente trabalho foram Gteis no mapeamento de QTLs. O mapeamento do
marcador sH13, no grupo de ligacdo GL 07, possibilitou a identificagdo de um novo
QTL para a caracteristica VAPLA. Este marcador também mostrou-se associado ao
QTL, anteriormente, descrito para SEPLA (FALEIRO et al., 2003). O marcador BM 165
foi mapeado no grupo de ligacdo GL 02 e mostrou-se associado a 4 QTLs diferentes,
identificados para as caracteristicas MAT, P100, SEPLA e PRVAG.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

A construcdo de mapas de ligacdo possibilita a identificacdo de regides
gendmicas, que controlam caracteristicas de interesse econdmico, a quantificacdo dos
efeitos e aidentificagdo de marcadores molecul ares associados a essas regides. Uma vez
identificados, os marcadores moleculares podem ser utilizados para assistirem
programas de melhoramento genético, pois, aceleram significativamente a producdo de
cultivares com desempenho agrondmico superior. Nos trabalhos de mapeamento
genético do feijoeiro-comum, observase que diferentes classes de marcadores
moleculares tém sido utilizadas ao longo dos anos. Entre as diferentes classes, os
marcadores moleculares baseados em PCR vém sendo cada vez mais utilizados. Os
microssatélites e 0 SCAR sdo classes de marcadores molecul ares baseados em PCR, que
possuem grande aplicacdo em andlises genéticas porque ndo apresentam problemas de
reprodutibilidade. Tanto na técnica de microssatélite quanto na de SCAR, o
polimorfismo gerado por PCR pode ser visualizado e analisado de modo relativamente
simples. Assim, no presente trabalho, foram testados 45 primers microssatélite e 9
primers SCAR entre os genitores de uma populacdo de RIL"s. Dos primers testados, 8
(15%) foram utilizados para caracterizacdo de 154 RIL"s. Destes, 7 foram mapeados em
10 grupos de um mapa parcia de ligacdo genética ja existente e 1 permaneceu nao-
ligado. O mapa parcial de ligacdo ja existente apresentou pequena variagdo no tamanho
(247,8/252 cM) e nimero de grupos de ligacédo (9/10 grupos). Entretanto, por meio da
andlise de variancia, foram constatadas associacOes significativas destes marcadores
com diferentes caracteristicas quantitativas. As associacfes mais significativas foram
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obtidas por meio das andlises de regressao stepwise, as quais promoveram alteragdo no
valor de R? da regressio muiltipla. As caracteristicas MAT, VAPLA, SEPLA e PRVAG,
que apresentavam valores de R? de 40,14; 28,99; 14,03 e17,13, tiveram um aumento
para 44,30; 34,53; 21,92 e 26,03, respectivamente. O mapeamento do marcador sH13,
no grupo de ligacdo GL 07, possibilitou a identificacdo de um novo QTL para a
caracteristica VAPLA. Este marcador também mostrou-se associado a um QTL,
anteriormente, descrito para SEPLA. O marcador BM165 foi mapeado no grupo de
ligago GL 02 e mostrou-se associado a 4 QTLs diferentes, identificados para as
caracteristicas MAT, P100, SEPLA e PRVAG.
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CONCLUSOES GERAIS

Os programas de melhoramento do feijoeiro no Brasil tém visado, sobretudo, a
resisténcia a doengas e o aumento da capacidade produtiva. A identificacdo e a
utilizacdo de fontes de resisténcia, visando a piramidacdo de genes, sdo procedimentos
necessarios ao desenvolvimento de novos cultivares. A piramidacdo de genes de
resisténcia representa a estratégia mais eficiente para o desenvolvimento de variedades
comerciais de feijdo com amplo espectro de resisténcia. Entretanto, o processo de
piramidagdo por métodos convencionais é dificultado, devido a interacBes epistéticas
entre genes de determinadas racas do patdégeno e a necessidade de inoculagdes
multiplas. Por outro lado, a identificacdo e utilizacdo de marcadores moleculares
estreitamente ligados aos genes de resisténcia tém auxiliado, enormemente, os
programas de piramidagao.

Atualmente, a principal técnica de anadlise genética utilizada no Programa de
Melhoramento Genético do Feijoeiro BIOAGRO/UFV envolve marcadores RAPD. Tais
marcadores tém sido, extremamente, Uteis a selecdo de genétipos com genes de
resisténcia a varios patdégenos. Entretanto, os marcadores RAPD apresentam natureza
dominante e podem ndo apresentar reprodutibilidade de resultados. Em virtude das
limitagcOes apresentadas por tal classe de marcadores, o presente trabalho objetivou
mapear, desenvolver e validar marcadores moleculares para auxiliar o desenvolvimento
dos programas de melhoramento genético do feijoeiro-comum.

Alguns dos principais marcadores RAPD, associados a genes de resisténcia a

doencas que atacam a cultura do feijdo no Brasil, foram convertidos em marcadores
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SCAR e validados. A técnica de SCAR néo apresenta problemas de reprodutibilidade.
Os primers SCAR apresentam sequéncia especifica e por isso podem ser utilizados
como pontos de referéncia fisica do genoma. Estes marcadores podem servir para
propositos de mapeamento, ou como marcadores genéticos, quando estéo associados a
algum gendtipo de interesse. Foram validados 4 primers SCAR para mancha-angular, 1
primer para ferrugem e 4 primers para antracnose. Os marcadores SCAR,
desenvolvidos no presente trabalho, j4 estdo sendo utilizados no Programa de
Melhoramento Genético do Feijoeiro BIOAGRO/UFV. Estes marcadores tém sido
utilizados em associacdo com dados de avaliacdo fenotipica, para aumentar a eficiéncia
de selecdo em programas de melhoramento. Os primers SCAR, gque se mostraram
monomorficos, poderdo ser Uteis, futuramente, caso sgjam validados em cruzamentos
envolvendo outros cultivares.

A utilizacdo de marcadores microssatélite, nos programas de melhoramento do
feijoeiro-comum, representa outra alternativa para contornar os problemas apresentados
pelos marcadores RAPD. Entretanto, o nUmero de primers microssatélite para essa
cultura é ainda limitado. Com o objetivo de desenvolver primers microssatélite, foram
construidas bibliotecas enriquecidas para as repeticbes GGC, CCA e AT. A partir dessas
bibliotecas, foram identificados 301 clones positivos. Destes, 153 foram sequienciados e
40 (26%) apresentaram fragmentos com microssatélites. Até o momento, foram
desenhados e testados apenas 10 pares de primers. Destes, 5 pares amplificaram
fragmentos de DNA de tamanho esperado e bem definidos. Entretanto, esses primers
foram monomorficos, quando testados entre diferentes cultivares andinos e
mesoamericanos. Como apenas 10 primers microssatélite foram testados, néo é possivel
tirar conclusdes definitivas. Por outro lado, pode-se afirmar que o nivel de
enriquecimento das bibliotecas para fragmentos contendo microssatélites foi
satisfatorio.

Outra estratégia que pode ser utilizada, para auxiliar os programas de
melhoramento, € a construcdo de mapas genéticos utilizando marcadores moleculares.
Por meio da construcdo desses mapas, € possivel a identificacdo de marcadores
moleculares associados a regifes gendmicas, que controlam caracteristicas de interesse
econdémico. Assim, foram testados 45 primers microssatélite e 9 primers SCAR entre os
genitores de uma populagéo de RIL"s. Dos primers selecionados, 7 foram introduzidos
em um mapa parcia de ligaco genética ja existente e 1 permaneceu ndo-ligado. Por
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meio das analises de regressdo stepwise, foram constatadas associacfes significativas
destes marcadores com diferentes caracteristicas quantitativas. As caracteristicas MAT
(nimero de dias até a maturacdo), VAPLA (nimero médio de vagens por planta),
SEPLA (nimero médio de sementes por planta) e PRVAG (producdo média por
vagem), apresentaram aumento nos valores de R?>. O mapeamento do marcador sH13
possibilitou a identificacdo de um novo QTL para a caracteristica VAPLA. Este
marcador também se mostrou associado a um QTL, anteriormente, descrito para
SEPLA. O marcador BM 165 mostrou-se associado a 4 QTLs diferentes, identificados
para as caracteristicas MAT, P100 (peso de 100 sementes), SEPLA e PRVAG.
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Secdo 1. Sequéncia dos primers SCAR e dos fragmentos de DNA que os originaram. A
simbologia >>>>>> denota a regido do fragmento de DNA que originou o
primer SCAR forward; <<<<<< - regido do fragmento de DNA que originou o
primer SCAR reverse, ******* . regido do fragmento de DNA desconsiderada
para o desenho dos primers SCAR e T — tamanho do fragmento amplificado
com os primers SCAR em pares de base. A seqliéncia de cada primer RAPD
utilizado na amplificagéo do fragmento de DNA se encontra sublinhada.

Primer LA . o o Tamanho do Temperaturade Te
SCAR Seqtiéncia do primer (51 3') primer (pb) par eamento (°C) (pb)
SBA16 F: TTCCACGTCTATTTTGCATCA 21 58 (co-dominante) 561
R: CACGCATCACGCAGAACT 18 e 60 (dominante)

1 CCACGCATCATAATAGGAATATATTTTTTCTTGGATAAATATTTAATTAATATAAATTTA

61 GGTAAAAAACATGITAAACTTTCCACGTICTATTTTGCATCAAATAATGTGGAATAATTTG
SSSSSSSSSSSSSSSSSSS>>
121 TTTTAAGGTTGTATTAAAAAAAATGAGAATGTGAATCAATTAATATTTAATTTTGTAAGT

LR R Y

181 ATCCTCAACTACTTCAAAATTTTGTTTTGGTACTTAGTTATTTTCTTCAATACGTCGTITC

L x]

241 CCGCTTCCACTTTTTTCACTTCATCTTCTTACTTACCCTTTGCTCTGCAACGCCCATTTT

L R x]

301 CTGCTTCGAATCAAAAT GAGCAGCAACAAAGCATAGCCTGGGTACGT TTCAAATCACACT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

361 TTCTTTGITCCTTCATTCTCTCATACTCAAAACAAACTCTCATTCTGCACCTCAAATTTC

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

421 ATTTCTTCCTACCAACTTTACTTGCACCAGAGGTAACCCAGTAGCGECTTCTTCCTTTCC

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k %

481 TCGITTCCCCCTCAAAAAAAGTCTGCGTCTTTTGGACATCTCATGACATCTCAACCCAAA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k %

541 ACCGAACCTGGGT CATCGCCTAGGT CCATTTCTGGCACCAATAAAAGAAGCTACGATGAA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

601 ATGAGCATTTCTGAGCTTGITTCAGT TCTGCGTGATGCGTGG

AXKKKXKK KKK KKK K I AR K K K L L LLLLLLLLLLLL

Primer A . e Tamanho do Temperaturade Te

SCAR Sequeéncia do primer (5'0 3) primer (pb) pareamento (°C) (pb)
F: GACGCCACACCCATTATGTT 20

sH13 R: GCCACACAGATGGAGCTTTA 20 59 523

1 GACGCCACACCCATTATGITATTTTGTTCCATATTTTTGGCATTTTGTAATAGGGGAAGT
SSSSSSSSSSSSSSSSSS>> KKK Ak kK kK kK kK ok ko
61 GTGAAGAACCT TGGGGAGGCGT TATAGAAAAAAAAAGGGAACATTAATTTCAGAGT CCAC

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

121 TTAGCCACAAAAACAGGAGATGT GCATTTAGGAATCAAAACATAAGT CTCTGAATCTCAA

LR xy

181 TGGAGAACCGACTAGAAGGTCCTTTGCCAGAATCTTTGTCCCTGATACGATAAAGATAAA

L x]

241 GGAACMCTGIGI TGAGT TGAGGACT CATGGAAAGAATAAAT CAACT CATGCAAATATGAT

LR Ey

301 ACTTTATATGGITGITTTCTTTTCTTTAATTGIGGTGGAATTTGTAAAAGTATTTCAAGG

LR xy

361 TTTATAAATCTAGCAAGITTATGITCTCTTTAAAATTTAAAACTAAATTTAAAGATCTAA

LR Ey

421 GGAAGACAAAACAATGI TGTGATGTAAACCAACCT TAGACATAGACACCT TAGGCTGGAA

LR xy

481 AAAGGGGTAATTTGGCCCTATAAAGCTCCATCTGTGTGGOGTC
Fhkkkkkkkkkkk <LLLLLLL L L L L L L L L L L LK

Primer LA . o o Tamanho do Temperaturade Te
SCAR Seqiléncia do primer (50 3') primer (pb) pareamento (°C) (pb)
SAA19 330 F: AGGCGTGTGGAGGATCAG 18
Em teste R: CAGGTTGGCAACGGATATTA 20

56 334

1 TGAGGCGTGT GGAGGATCAGGGCTTGT CCTAAGAGAAAAGGAATACTTCCGTTGCCCAGA

SESSSSSSSSSSSSSSSS B
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61

121

181

241

ATGITGGTATGATTGCATTCACTTCTTCTCATGICTTGTACTCTGTTTAAGCCTCTGITTA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

AGCAATTAAGTATGCAGGT GGGAGAATTTCAATGTATCTCTCTGAAATATTCCTGATTAA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kk %

TTGCECCTTTTTTATGTGT CCTGTAATTGAACATCAAACTCAAAATATTGAATGTACGAAA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k k%

ATTTAGGAAAACT GCAATCTAAACATTGAATACCTTGGAATTGTAGAAATTCTTGCATTA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

301 CCAAGCTAATTTTAATATCCGTTGCCAACCTGGT

<LLLLLLLL L L L L L

Primer
SCAR

Sequénciado primer (500 3')

Tamanho do Temperaturade
primer (pb) par eamento (°C)

Te
(pb)

SAA 19650

F: TGAGGCGTGTCAATGGATATAA 22

R: GAGGCGTGTTGATAATTCTGG 21

56 (co-dominante)

650

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

601

TGAGGCGTGT CAATGGATATAAAAATTATTCAAGGGAATAT GAATCAATTCATGAAAAGC
SOSSSSSSOOOOOOSSSSSS>SD> khkkhkkkkhkhkhkkhkkhkhkkhhkhhkhkkhkkkkkx
AAAACTCGGTATTACTATTGCAGAAAAGTAATTATATGAATGCAAATACCAATTTAGATT

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

TATAGAGCCTCTGCGTATTTTAGCAATGT TCCCTTGGT TTTTAACAGGT CGGGCCAAACT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

AACAAAGGGAACTATCTCCACTAATGGACCCAACCTTAATAAGGCATCTAACATTGITCC

L xy

CAGCACAAAAAAGT TGGCATAAGCCCT CAAAATACCCAAGGGAAATGGCTTTATTTAAGA

L x]

ATTATTGCAATTTTCCCTAACTAAAGCAACAGT AAGGACCCCAAAAACCATAGGAAAAAG

L xy

GGCAAAT CCAAAGAACAAGT AGCACAAATTGCAACATACCCAAGT TATTTTTGGCAGAAA

LR xy

TCATCCCCAATGI TTTCCAACT TTTGAGCAGCCTCAGTCCATCCCTTGGGTGI TGTATGC

L R x]

CAGGATCATGCAAGCGAAAGTGATGT TATCAGGT TTACATTTTCTTTCTCTCATGGCCAT

LR x]

GAATAACTCGCACATCTTTTTTAGGT CCACCAGCCT GCCCATAGGCACTGATTATGCAAT

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

TAAAGAAGGGAGT ATCCCAATACTACATCCAGAATTATCAACACGCCTCA
i <<LLLLLLKLLLLLLLLLLLLL L

Primer
SCAR

Sequénciado primer (50 3')

Tamanho do Temperaturade
primer (pb) pareamento (°C)

Tk
(pb)

SAE19

F: CAGTCCCTGACAACATAACACC 22 58
R: CAGTCCCTAAAGTAGTTTGTCCCTA 25

886

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

841

GACAGT CCCT GACAACATAACACCAGAAAATACAGT AGATTGGAGAAAGGGATTACACT T
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>************************************
GT'TCACAGNTACAAACT GGARATCAATACAATTGCAATCCTATTCCACTCTCTTTGAAAA

LR x]

ACCCAAAGCTTGATGTGAATGT TCAAATCTTTAGAATCAACTTCTTCACAATTGAAAAAC

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k %

TCAAATCTGTTTCACTTGCGTGT TTGAAAACATAAACAAGCCATTTATATTTTCCAAAGA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k %

TTGGTCAACATCTTAAATTGGAAACATCTTAAATTGT TTTTTATTGCTACAACACACCCA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

TACCCGT TTCACGTATGAAGAAAGT GTCATATGCAAACTGT GAAAACATTTGAATCTCAT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k %

TATGTCCCAACTCTGGATACCTTTAATGGACAACAGT TTCCCAATGCTTGCCTAACTACC

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k %

CCCCAACAAGAAACT GGAAAAGGT GTTAGGGTCTCCCTTGTCTAAGACCCTTTTTGTGGC

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kk %

TTAAACTCCCTTAGT TGGACTACCCATTGACTAAAAGCGAGATAGATGCAGATTTAAGAC

L x]

AACTCATCATCCACCTAATCCAAGTACTACAAAAACCAAGT CTAGACATCATATGI TCCA

LR Ey

AATAATCCCATCTCACCATGTCATAAACTTTTTCAAAATCAACCCTTACAATAATGCACT

LR R Ey

TCTTACCCTTACTTTTGACCTCATCGAGT GTCTCATTTGI CACCAAAACACTATCAAGAA

LR R xY

GGCCTTTCCTTCTAAGCAAGCTGATTGAGATTGGTCAATAACCTTTGGGATGACCTTTTC

L R xy

TAGCCTATTTACTAAAAAAATTGAGAAAT TTTGTACAAACAGCCAATTAGAAATATGGGT

LR xy

CGAAAGT CCATTCAAATCCTAGGGACAAACTACTTTAGGGACTGIC
Fok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k <<LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLKL
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Primer
SCAR

Sequénciado primer (50 3')

Tamanho do Temperaturade
primer (pb) pareamento (°C)

Tk
(pb)

SAJ18,05
Em teste

F: GCTAGGTGGAAAGGCAGGT 19

56

R: TGACCATACCCAACACTAACC 21

405

1

61

121

181

241

301

361

GGCTAGGT GGAAAGGCAGGT GT CTGT CAAT GACAGGGAGGATTTGT TTGATCAAGT CTGT

S SSSSSSSSSSSSSSSSS KA XA XA XA XA XA XA XXX AR AR XXX XXX XXX R XK XA AKX X

TCTCTCTTCAGICCTGITATTTTTTATGICTTTATTTAAACTGCCTTCTGIGTCAATTTT

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

TTCACAATTCAGGATGAGT CAGACTTCTGT TTCGGT TAACGTAGTTTGGGTACAATTTGG

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

GTTGGCATAGT GAGCGAAAT CTGGAAACATAGGAACT CGGTCATCTTCAATAGAGGTGTG

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

ACAGATGT GTCTGAAGTGT TCGCT TCGGT GCAAGTAAAGGTATGGTCTTGGATTTATGCA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

AAGTCTTGTTTTGCTTACTTTCCTTATTCTTGGTTGGGT TTTAAATCCTCTGECTGGTAT
IR R R E R SRR R R R R R SRR R R SRR R R R R R R R R R R R R R RRRRRRRRRRREREREE]
TGAGGTTGATCATTAATGT TGGT TAGT GT TGGGTATGGT CATCCC

H KKK kKR K KK R KX KRR R £ CKLKLLLKLLLLLLLLLLL

Primer
SCAR

Sequénciado primer (500 3')

Tamanho do Temperatura de
primer (pb) par eamento (°C)

Te
(pb)

SAJ18,7»
Em teste

F: GATGACCAGAAGGAGGCAAA 20

60

R: GGCTAGGTGGTGACACAAGAA 21

472

61

121

181

241

301

361

421

GGGATGACCAGAAGGAGGCAAAGAAGT GT TACGAAAACAGCCT CAAGACCAAGAGGT CGG
SOSSSSSOOOOOOSSSSS>SD> EEEE SRS RS RS SRR EREEEEREEEEEEEESEESS
TGAGCTACGT CACCACGACACCACCT CCCGGT GT GGAGT CTGEGGECAGCAGAGEEGECEEG

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

TTGTCGACGCGGCGATGGAAGT GACCGCCGAAGGCAATGT CGT CATGGT GGACGCTGAAG

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k %

CAGGGGGAGAGAACGCCGAT TCGGGAGGAAGAAGCGAGGAACCGCCCAGAGGAGECTAAG

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k %

GAATCGGGAAT CGCCAGGGCGGT GATTGCCAGT GAAACAAGGCCCAAAT CCGTCGAGGAG

LR x]

TGGCTTAAGAGGGAGAT CAGGGGCAAGGT CTTCAAGT TGGGAAGATCTTTTGGAAGGTGA

LR xy

GATACAAGACCAGAT CGCCAAGGT GATAGAAAGGCATCTGGATGGT TTTGCATGGTCCTA
ok ko ko ke ok ok ok kK kK kK ko ko ko ke ko ko ke kK ok kK ok kK kK K Kk Kk K Kk
CTTCCAGACATGCCGGGAATCGATCCCTGATTTCTTGT GTCACCACCTAGCC
HR KKKk ok kK <LLLLLLL L L L L L L L L L L LK

Primer
SCAR

Sequénciado primer (500 3')

Tamanho do Temperaturade
primer (pb) pareamento (°C)

Te
(pb)

SAJ18,q
Em teste

F: GGTGGCGTTATATGACCTTATTG 23

60

R: GGGATGACCACGCCAATC 18

704

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

GGCTAGGTGGCGT TATATGACCT TATTGACCAACT GCGGGGT GGAACT GGATTGT GGCGT
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>********************************
TTTAATGGTTTCTCACGATCTGCATCTGGT GATGGCAAAAACCGAT GAAGT GCTGTGCCT

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

GAATCACCACATTTGT TGT TCCGGCACACCGGAAGT TGTTTCCCTGCATCCGGAGT TTAT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

TTCAATGITTGGT CCTCGT GGT GCTGAACAACT GGGTATCTATCGCCATCATCATAACCA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

TCGTCACGATTTACAGGGACGAATTGTTTTGCGT CGGGGAAATGATCGCTCATGATTGAA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

TTATTATTTCCCGGT TGGT TAGCCGGGAT CATGCT CGCCT GT GCCGCGGEGT CCGCTGEGT

LR xy

TCGITTGTAGICTGGCGTCGTATGICTTATTTTCGGTGATACGCTGGCTCATGCCTCATT

LR xy

ACTTGGCGTCGCGTTTGGT TTGT TGCTGGACGT GAATCCATTCTATGCGGT GATTGCCGT

L xy

TACGCTGCTGCTGGCGEECGGT CTGGT AT GGCT GGAGAAGCGT CCACAGCT GGCGATCGA

L x]

CACGTI TATTAGGGAT TATGGCGCACAGT GCCCTGT CGCTGGGCCTGGT GGT CGTGAGT CT

LR R xy

GATGTCTAATATTCGTGT TGATTTGATGGCTTACCTGI TCGGTGATTTGGCTGGCAGTGA

LR xy

CGCCAGAAGATCTCATCTCCTATTGCGATTGGCGT GGTCATCCC
khkkkkkkhkkhkkhkkhkhkkkkkkkkkx CLLLLLLLLLLLLLLL LKL
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Primer
SCAR

Sequénciado primer (500 3')

Tamanho do Temperaturade
primer (pb) pareamento (°C)

Te
(pb)

SAZ20

F: ACCCCTCATGCAGGTTTTTA 20 58 (co-dominante)

R: CATAATCCATTCATGCTCACC 21 e 60 (dominante)

932

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

CATCACCCCTCATGCAGGTTTTTAACTTAATTGGGT TTCATTTTTATAATAATATTTATA
SOSSSSSOOOOOOSSSSS>SD> EEEE SRS RS E S SRS EEEEEEEEREEREEEEEEESESS
TTTTATTTTATTCTTTTATGCACTTCTTTTCCGCTCTCGGTCTAAACCTCTCAGITTTAG

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

CCTTATCACCTCTTGGT TACTCAGCATGT TGTTCTCGGCCTAAACCTCTCGGTTTTAGCC

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k %

TTATCACCCTTTGGTTACTCAGCATGTTGT TCTCGGCCTACCAGTACAATATTTAATTTC

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

TTCATAATTAATTTAAAAAATGTAGTTTTTTTATATCAAATTTATTTTAAAATTTTCTTA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

CAAAGT TTATTATTCAAATTTGT TTTAAAAATATAATTGT TTGAAATATTATTTTATGAA

L xy

TAAATTAGATATCCATTTATAGAATCCACT TGTAAAAAATGGATGGAATTGACTTATATT

LR R xy

TTATATTAAATGAGT TGAAAACT CCTGGAAGAAATAAAATTTTATTCAATCCCATTTATT

LR xy

TTTATTATTATTACTCTACTTTATATAGGGATCCCCAAAATACATTTATAAGITTTTCCG

L R xy

ATACAGGAAAGAAATTATTTAGATTCCCTTCCAATATAATTATGAATAATATTTAACTTT

LR R Ey

TTAATTCGAATAATATATATATATACCGT TCTATAGTCAGATATCATTTTAAATTAGTAC

L R xy

GATATTCTTAATTTATTTAGI TTTATTTTAAAAAATTATAATTATAATTTTTTTTGITAT

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

GCATTTAAAAATTTGTGT TTTTTTAATGATAGACCTTTTTTTTATTAGATCTTGITTATT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

TTATTTTGATATTTATTTTTTGTAAAAAAAATATCTAGTAAATATTTAGGT GAGCATGAA
hkkkkkkkkkkkkkkhkhhkhhkhhkhhkhhh ok k ok h ok kkhk hh hk h h h k Kk ¥ Cr L
TGGATTATGTATATTTGT TATTAGATTGAAGATGAAGATAAAACATAAAGT TTATATCCA
<L L L L LKL

TCAAATTTATAAAAAATATGGTAGGGGTGATG

Primer
SCAR

Sequénciado primer (500 3')

Tamanho do Temperaturade
primer (pb) pareamento (°C)

Te
(pb)

sC08

F: AGAATGCCTTTAGCTGTTGG 20

65

R: CAGAGAGGCTAGGCTTATCG 20

1076

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

TGGACCGGT GGGEGAAGCTAAGAATGCCTTTAGCTGT TGGAAATTCTGT TCACATTCATC
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>* khkkkkkkkkkkkkkkkkkk
CGTCCACTCAAATTTAGTGGTTTTCTTCAGAAGT TTAATAATAGGTCTCGTTCGT TCGGC

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k %

AAGTTTAGGGACGAACCGCGACAGCGACGTAAGATGACCCATTAGCCGT TGGATTTCTTT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

GAGTCCGTTTGGACTTCTCATTTCCGTGATGGCTTTACATTTTTCTGGGT TGGCTTCTAT

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

GCCCCGATGGGTAAGCAT GAAGCCT AAGAACT TGCCGCCCTCTACACCGAACGCACATTT

LR T xy

TTTTGGATTTAAACGCATGCGGTATCGATGTAAGGCT TGAAAAACCTCTTTCAAATCGGA

LR Ey

CATGGTGI TGT GCGCATGAATCCGATTTCACGACAATGT CGTCGACATATACTTCTACGT

LR xy

TCCGACCGATCATGT CGT GAAAAACAT GGGT CCCATTAGT CGCTGGATAAGGTGGCTTCG

LR Ey

GCATTCTTGAGAACCGAACGGCATGACT TCGT AGAAGNNGT TNNNCANATNNNTNNNNNN

LR R Ey

TNCNGNCNNTNNTNTNNTNNNNNNTNNTNNNNCNATNANNNNNNGGT TNNNNTGGCTTCG

LR R Ey

GCATTCTTGAGAACCGAACGGCATGACTTCGTAGAAGAAGT TATCAAAATCTGT TCTGAA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k %

TGCAGTCTTTTCTTTGT CCACCGGTGGTACATCTATAAAATTTAGGT TGTAATCCTGAAT

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k %

AAGCGT CAAGGAAACT TAGGAT TTGATGACCGGCCGCACCGT CGACCAGT CGATCGATTG

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k %

TAGGCAATGGATACAAGT CTTTTGGGCATGCTTTGT TAAGATCTGT GTAATCTACACACA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k %

TTCTCCATTTACCATTCGCCTTTTTGACCATCACCACATCAGCTAACCACGT TGTGTAGT

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

GGGCTTTCTGAATAAAACCAGCTTGAACTAGTITTATCTGT TTCCCTCCCGTGCGECTTTG

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

CGTCGTTCCTCACCAAGCTTTCTTTTCTTTTGGGCGATAAGCCTAGCCTCTCTGTAGACA
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLKL

GATAACCGATGGGT GATAACATCTGACT TTACACCT GGCATATCTGCACCGGT CCA
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Primer
SCAR

Sequénciado primer (50 3')

Tamanho do Temperaturade
primer (pb) pareamento (°C)

Te
(pb)

sZ04

F: GGCTGTGCTGATTAATTCTGG 21 45

R: TGCTCATTTTATAATGGAGAAAAA 24

574

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

AGGCTGTGCTGATTAATTCTGGAGT TGTTAGGT TATCT TTGT GAGAATGGTATAGACAAG
SSSSSSSOSSSOSOSOOSO>S>> IR E SRS S E SRR SRR RS SRR REEEEEEEEEESE]
TTTGTGGAGCGATTTGGAAGAATGT TTTAAACAAGT GTTAGGT TATCCTTGT TAGGTCAG

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

CAAATTATAGCTTAGACTTCATAAACAATATCCCTTGTAATTTCTGAATGATAGGACATT

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k %

TTGTAATGCTTTAGCTCTTTAGT TTGTTTATAGCAGT GTATTTGTAAAGGAGGTAAGT TA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

ATATACTCTGATTGTACATATAGATCGGACTAGI TGCTAGATTAGGTTCTATTGAATTGA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

ATAGAGAATTTGGATGGAGCATCACAATTGT TCCACATCAAACAATTTAGGTCATGT TGA

L xy

ATTCATAATTTTCTGACAGT TAAGCTCACGT TGAGT TCAGTGATTACATCAAAATCAAAC

L xy

AAAAACATCCGT TGTGGTACTGCTAGT TTTGCGCAATCCACTGGT TGAATACAGAGT CTA

LR xy

ATATACTTTTGATGTATACATTATGCTTGGT CCAATATCCAGAAAGCTTTGTAGAAAACC
R R R

CTCTTTTTTCTCCATTATAAAAT GAGCACAGCCT

<LLLLLL L L L L L L L L L L L L L <

Primer
SCAR

Seq

Uénciado primer (50 3)

Tamanho do Temperaturade
primer (pb) pareamento (°C)

Tk
(pb)

sB03

F: TCCCATTTAGCTGTGATGGT 20 65

R: CCTGCGAAATGTGGATTATG 20

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

CATCCCCCT GGACACAACT TTTAGTAGAAGGAAACCAAAT GTGCAAAACATCCCATTTAG
S>>>>>>>>>
CTGTGATGGTACCATCCATGATATAGT CCGTAGCCGGGTAGCCCCAAGTACCTACAACAA

SESSSSSSSSK Rk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k ok k ok k ok k ok k k&

AGAGTATTGCCTTAGT TTGATCCACAAAAATTCATTGCAGT GAGT GAACTCATACAACAA

LR x]

AACAAAATTTACCCAAAATATGATCTACATTGATTTGCTTCTGCTTTGACATAAAACGTG

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k %

ATCCCTGCACGCTAACACCGAAACCAGCGAGT TTTGGCTCCATGT GGTCATCCAAAAGGA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

TGGTACTAGGACCGAGGATACAGT GGAAAGAT GGGAACGCT TGGCACCAGT GTGAAGGTA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

GTGTAGTCCACGTGCTACTCCTATGCAGATCTCTAGCCTCTTCTTCCATGGATAGITCAC

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

CATCATGGTAGGT GGT TATCTAGAGATCCATTGGGACATGGTACTCGTATACAAGAATCT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k %

TCTCATTTTTGGEXXXXXXCAATAAAGGTATATCCCCAATTGGT TCAAGT TGCCCCTCTAC

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

CTTGACATACTGT TGGTGGCTTATCCGATCCGGTACT TAAAAGGCATTTATCATGGTATC

LR Ey

TATAGAGAGT TCCCTTACACTTCTGCTGCATCTGTAATGATTTTGCTTTATATATCCAGT

LR xy

GACTGGT TATGT GGT GAGGGT TCCTAGAAAAAGAAGAGCAAAAAT TACAGACT GAAGCAA

LR xy

GGGAGTGCTATCATTATTGATTTTGT TGGCAATTCTTTCAAATTTATACTAGTACCAGAT

LR xy

TATTGCCATGACAGCT TCCCGGTAAGATGATAAT GT TAGAAACAGAGATCACAATAAAAG

LR xy

GTACAGGTATCTCAATTAAACT TGATCTCTGCAGATGT CACTGI TTTGATTCAAAAACAC

LR xy

TAAACTTAATTTCAGCTTAAATTAGGTGTGAATTCGT TACATTTCTTCACTATCCACTGT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%

CTTCTGTGATGATTTCCCAGTTCCACTTCTTCCAATATCCACTGTCTTCTGTGATTGTCT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k k %

CCAGT TCCAACATAATCCACATTTCGCAGGGCAGGGCCGATG
xRk kKX <<LLLLILKLKLKLKLKLLLLLLL LKL

Primer
SCAR

Sequénciado primer (50 3')

Tamanho do Temperaturade
primer (pb) pareamento (°C)

Te
(pb)

sZ09

F: CACCCCAGTCTAACATATATACCC 24 "

R: CACCCCAGTCGGAATATCAA 20

810

1

61

CACCCCAGTCTAACATATATACCCATTTCGATTATTATTGGT TTTTGGT TTAATAGAAAA
SOSSSSSSOOOOOOOSSSSSSS>SD> R R SRS S S SRR EEEEEEREEEEEEEEEEEES]

GGGATTATAGT TTATTTTTCAATCGAATCAACTCTGATTTGATGATGCACAATGAATAAT

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k k%
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121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

ATATTCCTCTCCACAGCAAAATTGT TAGAGCATTGTAAGTAAACTTATTTTTAGCAACAA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

AATTAAATTATTTAACTCTAGATAAAAAAAAAT TGCGGATGGGGT TAATTGCCTTATAATA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kk %

TAATTCCCAGAGTCACCTTTTATTTATAGAGAGAGCATATTAATTAAGT TAATACTTTTC

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

TCTCTAGATTTTATATAAAATTTTAATTAATAAATTTAGTCCTTTAGGTTTTTTAAAATT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

AAGCAAGT TTAGACTATATTAGTTTTATCATATTATGAATTTTGAAGCGCGTGACAGTI TG

L xy

CTCGT GT GGT GT GCAGAAGATACT TACGCGCAAAAT CTACCGT CCAAACT GGCGCGAACA

L x]

TCGGTGATCGGT TAGATAGT GACACAACTACTTTCTAATTCATTTCAAACACTCCTCATT

L xy

TTCTCTTCTTCCAATTAAAACTAGITTTTCACTCTTTAATTAGCTTTCTTTTTACAAATG

LR R xy

TTTAATTGGCTTTTTTTACGCTCTTTCAAATAGAATAACT TAATAAAAATAAGAATGAGT

L xy

TGAACAAAGAACATGT TAGT TAAAAAATTAGGT TATGTACTTTTATATAGACAATAGTAT

LR ]

TTATAAATGGT TGTATAATTGCGT GTCGATGATCTTCTCGCTAATTTTTTCAAGICTATT
R ]
TTTTTAATTGTTGATATTCCGACTGGGGTG

<LLLLL L L L L L L L L L L L L L LK

Primer
SCAR

Sequénciado primer (500 3')

Tamanho do Temperatura de
primer (pb) pareamento (°C)

Tk
(pb)

sH18

F: GAATCGGCCATGTTAAAGAAG 21 s

R: TGGGAAAACCGGGTAATTTT 20

?

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

GAATCGGCCATGT TAAAGAAGGT AAAT CCAGAAGGAGCT GGATAGT ACT CCACAACAGGT
SOSSSSSSOOOOOOOOSSS>S> LR E R RS S S SRS SRR R R SRR R EEEEEEEEEEEESE]
GGCAGT GTGCCCGGAAGCAGGT GGGAGT TTGAGCCGACAGT GGTGAT CCCAACACGGAAA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k %

TACCACAATGT TGGTCAATGCATAGT TGGATATTGTGATTTGAATGAGGAAATCTATATG

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

AATCACTTGGTCAATGCATAGI TGGATATTGTGATTCTGATTATGCAGGTGATTTGGATA

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

AGCGACGGTCTACAACTGGCTATTTGTI TCACT TTAGCAAAAGCGCCAGT TAGT TGGAAGT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

CTACCTTGCAGT CTACGGTGGCTTTGT CTACGACAGAGGCAGAGTATATGGCGATTACTG

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kk %

AGGCTGT GAAAGAAGCAATTTGGCTTCATGGGT TGCTTAAAGACT TGGGGAGT TGGT CAG

L xy

AAACAACTTGAGT TATATTCTGACAGT CMGAGT GCTATTCATTTAGCAAAGAATCAAGTC

LR xy

TTTCATGCACGGACGANCCCNT TTTGATGI TCGGTATCACTTTGT GCGTGGAGATCTCGA

LR R xy

AGAAGAGGGAGAT GGT TCTCCANAAGAT CCCCCXXXIXAXXAXXXXXCAAAT TTGAAGCCCGN

LR R xy

AAAANGT TGTTTTTGTTATGT TTGGAGAAGATTTGT TTTAGGT GAGACTGAAAATTTAAG

LR R xy

CCAAGGTGGAGATTTGI TGATTTTGGCT TAATCCTAAGT CCCCACATCGGTGGGT TCATT

LR xy

GITTGGGAAGGAGGT TTGAGGGT TATATATTAACCATCCCCCCTCCCTCACTGI TATATT

LR R xy

CCCAATTTGTAATATCTTCTCTCCATAATAATAAAAGGGAGT TGTTTTTGCGGTGCTCGG

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k %

AGATTAGGCTAAAAGGCCGAACTCCGT TAACAATTTTCGGGTGTGITTTTTCCTCTTTAT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkk ok kk %

CTCTTTTATTATTCCGCTTTATTTATTCAATATTATTTGTCGGGTAGCTCTGT TAGGGT T

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k ok ok k ok k ok k&

TTGTTTTAGT GGGAAAATTACCCGGT TTTCCCAACATGAGATTCATCCAGTGTGCCTACC
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLL

TTTCATAATAAAATATAATTATTTCTTTATTGAAAATCAACTAAAAATAAAATATAGAAA

TATCATAACTTAAATTAATTTTTAATACAATATGAGAGAGT TTATTGT TTTATCTATTAG

1141 TTGGCCGATTC
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Secdo 2. Sequiéncia dos primers microssatélite candidatos e dos fragmentos de DNA
gue os originaram. A simbologia >>>>>> denota a regido do fragmento de
DNA que originou o primer microssatélite forward;, <<<<<< - regido do
fragmento de DNA que originou o primer microssatélite reverse; ******* _
regido do fragmento de DNA desconsiderada para o desenho dos primers
microssatélite; T, — temperatura de fusdo em graus Celsius e % GC —
porcentagem de G e C no primer. Os motivos microssatélite encontrados em
cada fragmento de DNA se encontram sublinhados.

Classificagéo/ Seqgliéncia do primer

. (o] 0,
Repeticio Primer 503) Tm (°C) % GC
Imperfeita FCctc001 F AAGTTTCGCAACCACCACAT 60 45

(CTC)sn(CCG),  FCctc001 R AGCGTTCTGCGAAAGAAAAA 60 40

1 CCCTCCAAGTTTCGCAACCACCACATCACCGATGGACAAAGCCTCCGCTCTAATGCTCCA
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>**********************************
61 ACACCACCAACT CCTCCT CTCCTCCGCCGCCGCCGCT GCCGCTGCCAATTCTCCCCTTCT

L R R R R A R R

121 CCAAATGCCCGT CTCCTCGCTAAACGACGT CGTTCATGCGCCCTCCTTCAAATCTCCCAC

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k %

181 TCCAGITAGITTCTTCATTTAACCCCAAACCTTTTTCTCCTCCCACTACCCTCGCTCTCT

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

241 TCTGCTTCATTCTTTTCTTTTTTCTTTCGCAGAACCGCTGAC
FREX KX KX FXFHXHXHE  £CCLLLLLLKLKLKLKLKLLKLLLLKL

Classificacao/ Sequéncia do primer

. (o] 0,
Repeticio Primer (503) Tm (°C) % GC
Perfeita FCggc001 F AACTTGTCGTGTTCGGGTTC 60 50
(GGC), FCggcO001 R CGAATACGTTTCGCCACAA 60 47

1 GAGGAACTTGTCGTGTTCGGGT TCGGT CCAGT TCTCCCGCGACTTAGTGATAGTGTACGG
SSSSSSSSSSSSSSSSSS>> khkkkkkkhkhkhkhkhkhkhkdhkhhkhhhkhkxkx
61 CTTGCGGATCTTCTTGGCTGCGTCTTCCGAGGAGT TGGAGGCGGAGACAGCGECGECEEC

L ]

121 GGCAGAGACGGAGGCGAAGGGAGGCATCCCT GGGAGAGCCAT GCCAGT CGGATCCAAGTA

R R R xy

181 GAATCCCTCCGGCGGGT TGCGGGT TTTTGGATACCATTCAAAGATTCTAGAAAGGGAAAG
B R R
241 ATGAGGAGAGAGTI TAAACGTAGCGT TTGTGGCGAAACGTATTCGCAAATTTATGTAAGAA
KER KK <LLLLLLL L L L L L L L L L LK
301 CAAATGITAGGITTGGTGT

Classificacao/ Sequéncia do primer

. (o] 0,
Repeticio Primer (50 3) Tm (°C) % GC
Perfeita FCccg001 F CTCCGAAATCGACGCACTA 59 52
(CCG)s FCccg001R CCTTAACGGACGAAGTGACG 60 55

1 ACTTCCATTTCCGT GCTCCGAAAT CGACGCACTAGGGT TAGGGT TCTTTCGATCTGCGAA
SOSSSSSSSSOOOOOOS>S> EEEE SR SR EEEEEEEEEEERESES
61 ATTCTCGGCT CAAT GGCGGAGGAACCAGAAAGCACCGT CACCACCGCCGCCGCCGCCGAC

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k kX k%

121 GAGTCGTTGCTGGTATAAGATCAGCGAGAAGCTTCACGGTCACGATTCCTCGTCCTCTTC

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

181 GGATTCGGATTCCGAAAAAACCGT CACTTCGTCCGTTAAGGATAAGG
kkkkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkkk*x CLLL L L L L L L L L L L L L L L L

Classificacéo/ Sequéncia do primer

. (o] 0,
Repeticio Primer (50 3) Tm (°C) %o GC
Perfeita FCccg002 F ACCCACATCCCTCCCACT 60 61
(CCG), FCccg002R CTCCGTGGACCCTAACAGG 60 63

1 CCCACCACCCACATCCCTCCCACTGCCGT CACCGCCGCCGCCGCTGCCTCCTCGCTCCAC
SOSSSSSSSOOOOOOOS>S> LRSS S S SRR EEEREEREEEEEEEEESEESS

61 AAACCCCAAATTCTCGATCGCCACGCCCTCATGGATGCAGCGGATTTCGGACCTGT TAGG

P P OIS

121 GTCCACGGAGCCCCGGGAACC
<<<<<<<L<<
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Classificacéo/ Sequiéncia do primer

Tz Primer Tm(°C % GC
Repeticio &3 n () :
Perfeita FCcttOOLF CCAAAAGGTTTAAAAACTACTGCAA 59 32
(CTT), FCcttO01R TCTGAAGTTGAAAAGCGTATGGT 60 39
1 ACTCTGICTAAACCAAAAGGT TTAAAAACTACT GCAAATTGTAAGAGGGTAACTGAAAAC
SSS533333335555555555555> R
61 AGGGAGAAGGAAAAGAGGGAGCGCCGCCGCCACCGCCACCGT TGCCGCCACCGT CGCCEC
121 CGACGGAGGAGAAACCATAGACGACCACCGTCGCTCACACCTTCTTCTTCTTCTCCTACG
181 ATACCATACGCTTTTCAACTTCAGAACC
<LLLLLLLL L L L L L L L L L L L L L <
Classmgagao/ Primer Sequenc,la d(? primer T, (°C) % GC
Repeticdo (50 3)
Perfeital(CCA), FCccal01 F TCCAAACCCAGACCTCCTC 60 57
Compostal/(CCT)3(CCA)3
Perfeital(CCT). FCccaD01IR TCTTTTATCATCCAGGGTTTGG 60 40
1 CCGCCACOGBCACCAGCACCACCTCCAAACCCAGACCT CCTCCAAACCCGRCT CCTCCAC
SSSSSSSSSSSSSSSSSS>> KKKk kX K
61 CAGCTCCACCGCCGCCGCCAAACCCT CCACCACCACCACCGCCTAACCCTCCTCCGELCTC
121 CACCACCGGCACCACCACCAGCACCAAACCCT CCTCCCGAGCCACCGCCTAACCCTCCTC
181 CTCCACCACCACCGAAACCACCTCCACCTCCTCCTCCTAGACCT CCTCCAAACCCTGGAT
AR KR K IR IR R AR AR AR AR AR AR AR R R R KRR KRR KKK KK L
241 GATAAAAGAAGT
<L L L L L
Classflgagao/ Primer Sequenc,la d(? primer 'orm % GC
Repeticao (50 3) (°C
Perfeital(TTA), FCtta001 F TGAGTTGAAAACTCCTGGAAGA 58 40
Composta/(AAT),(AT)s FCttaD0OIR AACACAAATTTTTAAATGCATAACA 57 20
1 TATATTTTATATTAAATGAGT TGAAAACT CCTGGAAGAAATAAAATTTTATTCAATCCCA
SSS>53335355555555555> *hk K
61 TTTATTTTTATTATTATTACTCTACTTTATATAGGGATCCCCAAAATACATTTATAAGTT
121 TTTCCGATACAGGAAAGAAATTATTTAGATTCCCTTCCAATATAATTATGAATAATATTT
181 AACTTTTTAATTCGAATAATATATATATATACCGTTCTATAGTCAGATATCATTTTAAAT
241 TAGTACGATATTCTTAATTTATTTAGTTTTATTTTAAAAAATTATAATTATAATTTTTTT
301 TGTTATGCATTTAAAAATTTGTGTTTTTTTAATGATAGACCTTTTTTTTATTAGATCTTG
<LLLLLL L L L L L L L <
361 TTTATTTTATTTTGATATTTATTTTTTGTAAAAAAAATATCTAGTAAATATTTAGGTGAG
421 CATGAATGGATTATGTATATTTGTTATTAGATTGAAGATGAAGATAAAACATAAAGTTTA
481 TATCCATCAAATTTATAAAAAATATGGTAGGGGTGATG
Classflgagao/ Primer Sequenc,|a dg primer T, (°C) % GC
Repeticio &03)
Perfeita FCgcc001 F AAAAATGTGGGCGGGTTG 61 50
(GCQ), FCgccOOIR CCACTAGCCATTATAAATGATCCA 59 37

1 CCGGCTCGCGGTAAAAAAT GT GGGCGGGT TGGACGT TTTCACCGCGT ACCACCGCGCACA
SSSSSSSSSSSSSSS>S>> khkkkkkkhkhkkhkhkhkhkhhkhhkhkhkxk*
61 CTCTTGCTCGCCGCCGT CGCCTTTGCGAACCAT CGCGAACGCT GCGATTGCGCCGCCGCC

L xy

121 GCCTTCGCGCACCACCGCGAACGCTCCGCTTTCGTGCTCTCTCTGCTTCGTGCTCTCTCC

L xy

181 GCTTCGCGATCGCTCCGCCACTGCCTTCCGCTCCGTCACTGCCTTTCTCTCTGCCACTGC

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

241 CTTTCGITAATTTTTGGTGGATCATTTATAATGGCTAGT GGAAAGAACT
FREX KX KX FXFAHHX  CCCLLLLLKLKLKLKLKLLKLLLLKLLLLLL
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Classificacéo/ Sequéncia do primer T

I 0,
Repeticio Primer 50 3) ec)  NGC
Perfeita FCgcaD01 F CTGCGTGCACTCCTCCAC 61 66
(GCA), FCgcaD01R TTTAATTTGATGGGTTTGTAGGTATG 59 30
1 CACGCCTGCGTGCACTCCT CCACCAGCCAGCAGCAGCAGCACT TCACGGACGACACGGECG
SSOSSSOSSOSSSOSO>SO>>> EEEEEEEEEEEREEEERERESREESREESREESESESSE]
61 CGCCTCCGCCGCCTCCGCAGI CATCTCCGCCGCCGTCATCGACTTTGTCTCTTTCAAAAC
121 CTTCGCCGCCATACCTACAAACCCATCAAATTAAATAAGAATTACACGAACA
KK <LLLLLLLLL L L L L L L L L L L L <<
Classificacéo/ . Seqiiéncia do primer Tm o
Repeticio Primer (50 3) ec)y PGC
Perfeita FCctt002 F GGCTGTCTTCTTCGTCTTGG 60 55
(CTT), FCctt002 R CGTCAGGCTTCTCCCTACTG 60 60

1 GTGGECTGTCTTCTTCGTCTTGGGCTCAATTAGTCTCAATCTGCTCGGCTCTTCTTCTTCT
SOSSSSSOOOOOOSSSSSSD> R R SRS S S SRR R R R EEEEEEEEEEES]
61 TGGTCTCTATTATTCTCAATCTGITCTGGGTCGCTGTGIGTGCTGGTCGCTGTGIGITCT

Fhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk %

121 GGTCTCAGTCTGITCTTATGCTTGGTTCTGTTCGTATGCTTGGGTGTGTGCTTATGCTTG

hhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

181 GGTCGGAAGGGEGEGECCGCAGT AGGGAGAAGCCTGACGCCAACAATGCTGGTGCTGAC
H kK kX k <<LLLLILKLILKLLKLLLLLLLL L

Secdo 3. Sequéncia de fragmentos de DNA obtidos a partir de bibliotecas de DNA
genémico. Os fragmentos de DNA foram capturados com oligonucleotideos
contendo as repeticbes AT, CCA e GGC. Os motivos microssatélite
encontrados em cada fragmento de DNA se encontram sublinhados.

Colbnia/N° Tamanho do Motivo Classificagéo Tamanho da
fragmento SSR darepeticdo repeticio
AT/01 213 pb (GGA),(GGC),» Composta 12 pb

GATTCGCGGCGATCT CAGGCT GCGGCGT CACCGECGGAGGAGGECGECGEGEET GGACT CCGCCT TGACGCT CCACT GT GCCGGECGACGEGEGEGT TEGECGCCECC
GCTTGAGAT GT TGCCCAT GAACGT GAGGGT AAAAGGAAACAAAAGCCCTAAT TTTGGGT TTGTGGT TGGAT TGT CCGT GCACCCCCGGAGGT GGAGGT GGT
GGGTGGGTTTA

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classﬂcgg?o Taman_hcl da
fragmento darepeticdo repeticio
AT/02 158 pb (CTC)5(CAT), Composta 15pb

CGGGACGGT GGGACCT TCTTCACCACCT GGGCCACCCCCT CTTCCCT CGT CAACGCCACCAT CCACACCT GCTCCT CCTCCATCATCGCCACCCCAACAAG
CTCCTGCTTCACCAGT CCAAGCCATTCCACT GGCAACT GCGCCACCTGCGGT TGAGG

Colonia/N° Tamanho do M otivo SSR Classflcag:slo Taman.hc~) da
fragmento darepeticdo repeticao
AT/03 432 pb (ACC)s Perfeita 15pb

TATGTTCCGAATTGT GTATATGAAACT CAATTCCAAATCTGGATTAACT TTCTAGGT TATCAAATCCATAT TACAGAT GGACTAAGCCAAAATGT TATTCC
GGATCTGGGAGT TAGT TTCGT GT TACATAATCCAGAACATGATTAATTAATTTTAAAACTTACATATTACCTAATCTGTTGATTTGTCAGATTACCCATTA
TGAAACACAAAAAGT CCAAGAAT GCAACT AAGGACACCGAAAACT CACCT GAAAACAACACT ACCACCACGAACCGCCAT TAACACCATCACCACAGCTAA
TATTGACACCACCACCACCACCTTTAACCCACACATCTTCACTGATCAACCAACCGTAAAACATTGTGACTTTTATTTTTAACTTTTTATTGAAGGGTGAT
TTTGAAATTTTAAATTTATAGAGGGTGA
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Colonia/N° Tamanho do M otivo SSR Classificacéo Tamanho da
fragmento darepeticdo repeticao

AT/12 214 pb (TTCG),(CG), Composta 12 pb

CACACGATTTCATTTAGCCTTCCCATTTCACCCACCTCATTATCTAAATTATGGAGGT GTAATATAAGAATTGGGCTTTATAAGCCGCCTATTTCGITCGC
GCGTGAGAGCTTTCTATGCT TAGCGCTAGGAGT GGCT GGT GCACAAGT CAGAAAT GGGAACAAACT GAGCGCT CCTCTCGGGT CCCACCGTACGCGAATTC
CGITTTACTAAG

Colonia/N° Tamanho do Motivo SSR Classflcggflo da Taman.hc~) da
fragmento r epeticdo r epeticdo
(TTC)A(AAT), Composta 12 pb
AT/13 201 pb (CTTT)TTTTC), Composta 18 pb
CTTTCGCGATCAATCCTTTTGCCCCATTCTTCAATAATCAGAAAGATCCTTTTCAATCAAGTTTGAATTTTTTCGT TTGGAATCAGGACTCTTCTACTGCA
TTTTGATTTACTTTCTTTTTTTCTTTTCTTTCATCATTCCTTAACTCCCACAAGGT TTGGT CCTGTAGAATCTGACCCATTTCATCATTGAGCGAAAAGT
Colonia/N° Tamanho do M otivo SSR Classflcggflo da Taman.hc~) da
fragmento r epeticéo r epeticédo
(CT)A(TTAT), Composta 12 pb
ATI4 290 pb (GGT)s Perfeita 15 pb

CCCTCCTTCATTAACTTCATGCTTAAATTAATTCCCCATCAAGAAACCCAATTCTTCAGT GATTAGAAGAACATGCACTCTTTATTTATTGACATTTATAT
ATGTTTTAACTTTTAGGAGTATGATAAAGT AGGGGAACCCATAAAACAAT GCTAAGGT CTAGATGGCAAATATAAACCCTGCTTGAGGCATTTCATGCATC
ATAGT TGAGGTAAGAAAAT CTTAGACT TGAGT GCAAAT GGT GAAT GAT GGT GGT GGT GGT GGT GCCAAT CATGT CTCAATTGAGAAGT

Colonia/N° Tamanho do M otivo SSR Classificgg:slo da Taman.hc~) da
fragmento r epeticdo r epeticdo
AT/21 330 pb (TA)3(CTC), Composta 12 pb

CTTACCGCAAAGCTAAGT CTAAAATGCATCCCCCATGGTCTATATACTCCTCTTCCTATCCCTTCAATGCCT TGGGTAGATATATATATGGATTTCATCTT
AGGCTTACCCAAGACAT CAAAGGGAAAGGACTCCATTTTTGT GGTAGT GGATCGT TTTTCAAAGATGGCTCACTTTATTCCTTGCCACAAAGTGGATGATG
CATGCCACATTGCAAACCTCTTCTTTCAAGAAGT GGT TCGT TTGCATGAGATTCCTAGAACTATTGT GTCCGATAGAGATTCCAAGT TCTTGAGI TACATT
TGGAAGACCTTGT GGGCAAAGCTTGGT

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classﬂcgg?o da Taman_hcl da
fragmento repeticéo repeticao
AT/26 192 pb (CCA)s Perfeita 18 pb

TGACAAATTGGAACTGTAT TAGAGT GAAAAAGGAAGGT GCTACCTGAAGT TAATTTTGCTAAAGCATCAATTCCTTCACCAGCCCCGAGT TTTTCCATTTA
TGAAACTATAAGT ATAGGAAGAAAAT CT CCACCCAAT TCAT GCCTGCAGCCACT TCCACCACCACCACCACCAATTACGAGT TTAGGAAGA

Colonia/N° Tfamanho do M otivo SSR Classflcggflo da Taman.hc~) da
ragmento r epeticéo r epeticéo
AT/28 181 pb (TGG)s Perfeita 15pb

ACTTCCTGCACCCAGT CAATTGCTTCCTAGACCCGACAAACTTTATAAAATCTCATTATGCTTTTGTCTTCCTTTATTTTGAAAAAACAGT GTAGGGTGCC
AGAGAAACTAGT TTTTCCTCTTTGGT GGT GGT GGT GGT TTGAGCT GCAACGGAGGT GGT TTTAGT GT GGT GGT GGACGGG

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classﬂcgg?o da Taman_htz da
fragmento repeticao repeticao
AT/53 189 pb (ACC)s Perfeita 15 pb

CTCAAACCACCACCACCACCAAAGAGGAAAAACTAGT TTCTCTGCACCCTACACTGT TTTTTCAAAATAAAGAAGACAAAAGCATAATGAGATTTTATAAA
GTTTGT CGGGT CTAGGAAGCAAT TGACT GGGT GCAGGAAGT GCTTCTGCTAGCAAGGCCT TAGAAAACGGAAT TCGCGTACGGT GGGA
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Colonia/N° Tamanho do M otivo SSR Classificacdo da Tamanho da
fragmento repeticio repeticao

AT/57 270 pb (CAT)5(CAC)s Composta 24 pb

ACTTAACATCAATCTCTCAAATGGT GACATAGATGT GATGCATTCTCCCATGT TTCCAGCACT TGGACCAACAT CATAAGCACCACCAGGACCAACATTGC
CTTCTTCAGCATGGTATCCAACAT CATCATCACCACCACCACCACCAGGTTCTCCTTCATCATCT TCAGCATGAATGT CACTTGAGGAACTAGGCTTCTGC
TAGCAAGGCCTTAGAAAACGGAATTCGCGTACGGT GGGACCTTTTCTTGACCTCTTCACATCTTCAGT

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classﬂcgg?o da Taman_hcl da
fragmento repeticao repeticao
AT/58 316 pb (TGG), Perfeita 12 pb

TCTTCCTTCAGCCGATTACCCTAAAT TGCATAAAAAAGAGAT AAAAAGAATACCAGAGT CATGATCTAATTAAGACACACTAAAACTAATTTAGACCAAAA
ATTGAGTGACCTAAATCACATTTTATCCCTAAAGT ATGAAAAAAT T TACCAGCCT CGGAGGAACGAAAAGCAT TCAGGCT CCT GGT GGT GGT GGTGATGCG
CCACATGCTGGT GGTGGTAGT CGTAGT GCGGCGGAGGAGGT GGCGGAGGATACCCGT TAT CGAAATACCCCT GGTACGAGT CATAT GGCGGACGCGGCGEA
GGATAACCCCCGT

Colonia/N° Tamanho do M otivo SSR Classflcggflo da Taman.hc~) da
fragmento r epeticdo r epeticdo
CCA/02 402 pb (TGA),(TGT), Composta 12 pb

ACGTAATTCAACGGAAATTATAT GGATAAT CATCGCAAGACCGGCAACAGGATTCAATCT TAAGAAACT TTATTGCCAAATGT TTGAACGAT CGGGGAAAT
TCGAGCTGGTCACCATGCCT TCAGCAAGTACCCATGGGT TGATGATGT TGTGGGT TTGACCGT TCACTCAGCACTTTTAGTCCCTTATTTCTCATGGAAAA
TAAGCCAT CGCCGCCACCACT CCAACACGGGT TCCCT TGACCGT GGAT GAAGT GT TTGT CCCAAAACCAAAAT CCAAAGT TGCATGGTACACCAAGTACCT
GGAACAACCCT CTAGGGAAGGGCTGCTTCTCTTCTCATCACACT CACAATAGGGT GGCCTTTGTATTTAGCCT TCAATGT CTCTGGCAGACCCTATGGA

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classﬂcgg?o Taman_hcl da
fragmento darepeticdo repeticio
CCA/09 199 pb (CTT)A(TC)3 Composta 12 pb

CTACTTTCGAAGTAACAGAAAGAAAAGCAACGACT GGAGT GGGAGAGT CAGAGT CGAAAAGAGGATTCCTCACTTCTTTCTCTCATTCAAAACCGT GCATG
AGACTTTCATCTCGCACGGCT CCTAAGT GATAAAAGAAAGAGGATGAGT TCTTCTTTCTTTTTTGATTACT TTCCTCGCGTATGTATAAGACCGAATC

Colonia/N° Tamanho do M otivo SSR Classificacéo Tamanho da
fragmento darepeticdo repeticao
(GGCA),(AG), Composta 12 pb
CCA/12 210pb (GTA),(GCG), Composta 12 pb

GCTTCGGGGAGT TGAAAATAAGCGT AGAT CCGGAGAT TCCCGATATAGGT CAACCT TTCGAACT GCT GCT GAAT CCACGGGCAGGCAAGAGACAACCT GGT
GAACT GAAACAT CTTAGT AGCCAGAGGAAAAGAAAGCAAAAGCGAT TCCCGT AGTAGCGGCGAGCGAAAT GGGAGCAGCCTAAACCGT GAAAACGGGGT TG
TGAGAGAG

Colonia/N° Tamanho do M otivo SSR Classflcgg:slo da Taman.hc~) da
fragmento r epeticdo r epeticéo
CCA/27 251 pb (CT)3(GCC), Composta 12 pb

CCACTTGGCTACTGACCACCGATCATCGT TCTGGATGATCTGTCCCCCGACCT CTCTGCCGCCTGATCTGT CGGT GGT CACT TGGT TACGGACCCCCCGAT
CACCTCTCTTGGCGATCGT CTCCCTGATCTCCCT GCCACCT GGT CCACGT GT CACCCT GCGGGT GGT CCCACGT GGTCCTCTACTGCTGACGT CATCTACG
ACCGATGACCGAT CGGATCACAAGCCCCCTAGT CTCGAGCTGTGAACT
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Colonia/N° Tamanho do M otivo SSR Classificacdo da Tamanho da
fragmento repeticio repeticao

CCA/34 252 pb (GGT)A(AG)3 Composta 12 pb

AGTTCTCGACT CGAGACT AGGGGGCT TGT GATCCGAT CGGT CATCGGT AGT CGAT GACGT CAGCAT CAGAGAACCACGT GGACCACT CGCAGGGT GACACG
TGGACCAGGT GGTAGAGAGGT CGGGGEGEGGACGAT CGCCAAGAAAGGT GAT CGGT GGT CAGT AACCAAGT GACCACCAACAGAT CAGGCGACAGAGAGGT CG
GGGGGACAGT TCATCCAGAGT GGT GGATCGGT GGTCAGTAGCCCAAGT GG

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classificggiio Taman_hcl da
fragmento darepeticdo repeticao
CCA/35 235 pb (GTT)(AC)3 Composta 12 pb

ACTTGCCCCGACGGECCGEGTATAGGT CGCGCGCTTTAGCGCCATCCATTTTCGGGGECTAGT TGAT TCGGCAGGT GAGT TGT TACACACTCCTTAGCGGATT
TCGACTTCCATGACCACCGT CCTGCTGT CTTAATCGACCAACACCCT TTGT GGGGT CTAGGT TAGCGCGCAGT TGGGCACCGTAACCCAGCTTCCGGT TCA
TCCCGCATCGCCAGT TCTGCTTACCAAAAATGG

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classﬂcgg?o Taman_htz da
fragmento darepeticdo repeticao
(ACG),(ACC), Composta 12 pb
CCA/36 203 pb (CAC), Perfeita 12 pb

AGTTCACCGCAT CCACGAT CACCGAGCACCACCGACCAACGACGACCACCAACT GCATACCACACCGAGT CATACCCAT TGACCACCACAAACGGACCACC
ACCGGGGGAGT CACACACCACCACCACGACCAACT TGCACCACACACT AT CAACCT ACACGGACCT TTCACCAAGT CCCAAACT CTTGCCGAGCACATCCA
G

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classificggiio Taman_hcl da
fragmento darepeticdo repeticao
CCA/44 210 pb (GTA),(GCG),» Composta 12 pb

GCTTCGGGGAGT TGAAAATAAGCGT AGAT CCGGAGAT TCCCGATATAGGT CAACCT TTCGAACT GCTGCT GAAT CCACGGGCGGEGCAAGAGACAACCTGGT
GAACTGAAACAT CTTAGT AGCCAGAGGAAAAGAAAGCAAAAGCGAT TCCCGT AGT AGCGGECGAGCGGAAT GGGAGCAGCCTAAACCGT GAAAACGGEGT TG
TGGGAGAG

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classificggiio Taman_hcl da
fragmento darepeticdo repeticao
CCA/46 205 pb (TA)(GTTT), Composta 12 pb

AATTCAGACTGT GCAAACT GCGAATGGGTCATTAAATCATTTATAGT TTGT TTGATGGTATCTACTACTCGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACG
TGCAACAAACCCCGACT TCTGGAAGGGACGCATTTAT TAGAT AAAAGGT CAACGCAGGCT CTGCCTGT TGCTTTGATGAT TCATGATAACT CGTCGGATCG
CAC

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classﬂcgg?o Taman.hc~) da
fragmento darepeticdo repeticao
CCA/4A7 205 pb (GT)3(AAC), Composta 12 pb

TGGCGAT GCGGGAT GAACCCAAGCT GGGT TGEGEGT GCCCAACT GCGCGCT AACCT ACACCCCACAAAGGGT GTTGGT CGAT TAAGACAGCAGGACGGT GGT
CATGGAAGT CGAAAT CCGCTAAGGAGT GT GTAACAACT CACCTGCCGAAT CAACT AGCCCCGAAAAT GGAT GGCGCT AAAGCGCGCGACCTATACCCGECC
GTCGGGGCAAGTG
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Tamanho do Classificacéo Tamanho da

Colbnia/N° Motivo SSR D -
fragmento darepeticdo repeticao

(CTT)x(CTG), Composta 12 pb

CCA/S9 296 pb (TTCG) Perfeita 12 pb

ACCCCCTTTACTTCTTCTGCTGATTTTTCCCTGCATTTTAACCGATTCGCGT CATCCATTAACTGT CTGGTGCATACGCTGTGGGCTGITTCTTCTGITTC
TCCCTTCTCGTAACTTAGGGCTTCGT CTCCATTACAACGAACCTTCGTTCGTTCGT TTTTTCATCCT TCTTTCACGAT CGAGT CAGCCT CTGGCAAACCCT
GGCTACACCTTTGCCCTTTCTTTTTCCTTTGCAGT TTCCGCGATGGCT CGCTGCAAAGAT CCACCCCAAATACT TCCTCCCT GCGT CACGAACC

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classflcag:slo Tarnan_hg da
fragmento darepeticdo repeticio
CCA/60 288 pb (TGGT),n(GTG)3 Imperfeita 14 pb

CTATTTTAACGGTGGT TGGTCGT GGTGGTAAGT GTGCGTGT TTTCACAGT GGT TGGT TGT CGTAGGCGT GCGCCTAT TTTGACGGT GGT TGGT CGTGGT GG
TGGGTGCGACTGT TTTGAGCGGT GGT TGGT CGTGGT GGTGGGT GCGACT GT TTTGACCAGT GGT TTGT CCATGGTGGT GGATGCCAGCCTGT TTTGACGGT
GGCATAGGT GAGTGGTAT TGGGT GATCCAAAGGTAAATAGCATTTTTGATTGTGTGT TTAGTATTTGCTTATTTTTTCTAGAGTAC

Colonia/N° Tamanho do M otivo SSR Classflcag:slo Taman_hc~) da
fragmento darepeticdo repeticio
GGC/28 126 pb (CGG)4(CGA)3 Composta 21 pb

TTATTTCAATTCATTTCGCCCCATTGCTATCGCTGT TGTTTCGATTTACAGAGAAATACCT GACGAGGT TTACCGGAAT CTGGAGGEGEGECT CGGCGECGEGECG
GCGACGACGACAAGT GGT GEGAGGT

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classﬂcgg?o da Taman.hcl da
fragmento r epeticéo r epeticao
GGC/28 A 171 pb (AT)3(TAG), Composta 12 pb

ATTTCTGI TGGAAAGAGT CACAATGATAGT AT GT TGGAACCAAGGAAAGAGGGGAT TAT CAACT GGGAAAAAAGGGAGGCACAAAATAATATATTAGTAGA
GAATAATAGT GGAACGGCTACAGT TGGGAATAT TGT TGGGGGEGT GGGAAGAT GACCTAATCTGCAGT GGG

Colbnia/N° Tamanho do M otivo SSR Classificgc;?o da Taman_hcl da
fragmento repeticao repeticao
GGC/170 260 pb (GCATT),(TGC), Composta 16 pb

CAATCTTTTTTTTTAGCAGTCTTCATTGGTGCAATTATTTTTTTGAGCAGCATTCTTTGCTGCAATTACTTTTCTGGGCAGCATTGCATTGCTGCAATTAT
TTTTTTGGACAGCCTTAATTGTI TGCAACTTTTTTTTCCTTATCTTTTCTCCACT GACCACCACCT TGCACCGT TACT GCCAGCCCCATTGACCGT CGCCGA
CCGCCGCCGCT GATACGCCGGAAACCGCCACT GGCAACCGGAAACT GCTGCCGGAAAT

Colonia/Ne Tamanho do M otivo SSR Classificacéo da Tamanho da
fragmento repeticao repeticao
(CA),(TCCC), Composta 12 pb
GGC/179 188 pb (CCG), Parfaita 12 pb

GAATTTGAGACTTTCTACCACCAAAAATATTCTCT TAAAT GAAGGCCCACCCAAACCCCACAT CCCTCCCACT GCCGT CACCGCCGCCGCCGCTGCCTCCT
CGCTCCACAAACCCCAAATTCTCGATCGCCACGCCCT CATGAT GCAGCGGAT TTCGGACCT GTTAGGGT CACGGAGCCCCGGGAACC

Colonia/Ne Tfamanho do M otivo SSR Classflcag?o da Taman.hc~) da
ragmento r epeticdo r epeticdo
(CGC)4 Perfeita 12 pb
GGC/198 218 pb (CG),(CAC),(CG),  Composta 14 pb

GCCGCCGT CGCCTTACGCGAACCAT CGCGAACGCT GCGT TGCGCCGCCGCCGCCT TCGCGCACCACCGCGAACGCTCCGCTTTCGTGCTCTCTCTGCTTCG
TGCTCTCTCCGCT TCGCGATCGCTCCGCCACTGCCTTCCGCTCCGTCACTGCCTTTCTCTCTGCCACTGCCTTTCGT TAATTTTTGGTGATCATTTATAAT
GGCTAGTGGAAGAACT
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Colonia/Ne Tfamanho do Motivo SSR Classflcgg:ao Taman.hcg da
ragmento darepeticdo r epeticdo
(CGG)4 Perfeita 12 pb
GGC/249 274 pb (CAAY(AG)(GC),(AG),  Composta 24 pb

TGATCGT CGGCAACGCGGCCAATAACGT GCT GAAAGGCGECGCGGEET AACGACGT ACT GT TCGECGECEECEEEECEGEAT GAGCT GT GEEGECGGET GCCGGT
AAAGACATCTTCGT GTTCT CTGCCGCCAGCGAT TCCGCACCGGGECGCT TCAGACT GGAT CCGCGACT TCCAGAAAGGGATCGACAAGATTGATCTGTCGT T
CTTCAACAAAGAGGECGCAGAGCAGCGACTTCATTCACT TCGT CGAT CACT TCAGCGGCGCGGECCGGT GAAGC

Colonia/N° Tamanho do M otivo SSR Classflcat;?o Taman_hg da
fragmento darepeticdo repeticao
GGC/260 196 pb (GCA)4 Perfeita 12 pb

ACGCCTGCGT GCACT CCTCCACCAGCCCGCAGCAGCAGCACT TCACGGACGACACCGCCGCCT CCGCCGCCT CCGCAGT CATCT CCGCCGCCGTCATCGAC
TTTGTCTCTTTCAGAACCT TCGCCGCCATACCTACAAACCCATCAAAT TAGATAAGAAT TACACGAACAGCT TCTGCTAGCAAGGCCTTAGAAAA

Secdo 4. Padrdo de segregacdo dos fragmentos amplificados pelos primers
microssatélite e SCAR nos genitores Ouro Negro (ON) e Rud4, e em cada uma
das 154 RIL"s. O aelo presente no cultivar Ouro Negro foi codificado como
(2) e o delo presente no cultivar Ruda como (0). O nimero (9) foi atribuido a

dados perdidos.
BM161 | BM165 | BMD20 | GATS91 | BM210 | sAZ20 | sBA16 | sH13

ON 2 2 2 2 2 2 2 2
Ruda 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 2 0 0 0 2 2
2 0 0 2 2 2 2 0 0
3 2 0 2 2 0 0 2 2
4 2 0 2 2 2 2 2 2
5 0 0 2 0 2 0 0 0
6 2 0 2 0 2 2 0 0
7 0 2 0 0 2 2 0 0
8 2 0 2 0 2 2 0 0
9 0 2 2 2 0 0 2 2
10 0 2 2 0 0 0 0 0
11 0 2 0 2 0 0 2 2
12 2 2 2 0 0 0 0 0
13 0 0 0 2 2 2 0 0
14 2 0 0 0 0 0 2 2
15 2 2 0 0 0 0 0 2
16 0 0 2 0 2 2 2 2
17 0 2 0 2 0 0 0 2
18 0 2 2 0 0 0 2 2
19 2 2 0 0 2 2 0 2
20 2 0 2 2 2 2 0 0
21 0 2 2 2 0 0 0 0
22 2 0 0 0 2 2 2 2
23 2 2 0 0 2 2 2 2
24 0 0 2 2 0 0 0 2
25 0 2 2 2 2 2 2 2
26 2 0 0 2 2 2 2 0
27 0 2 2 0 2 2 2 2
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