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RESUMO

TANURE, Janaina Paula Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
agosto de 2009. Desenvolvimento e validagdo de marcadores
microssatélites para o feijdo-comum. Orientador: Everaldo Gongalves de
Barros. Co-orientadores: Méarcia Regina Costa e Maurilio Alves Moreira.

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma cultura de destacada
importancia nutricional, econdmica e social. Programas de melhoramento
genético do feijoeiro tém utilizado marcadores moleculares como importantes
ferramentas auxiliares em diversos tipos de estudos genéticos. Diferentes
classes de marcadores tém sido desenvolvidas, dentre as quais se destacam
0s microssatélites. Os microssatélites (SSR) s@o sequéncias simples repetidas
de DNA, que se repetem em tandem ao longo do genoma, formando sitios
altamente polimorficos, o que possibilita 0 seu uso como marcas moleculares.
Como marcadores, sdo codominantes, multialélicos, e aplicaveis em diversos
tipos de estudos, principalmente no mapeamento genético. Primers que
flanqueiam sequéncias SSR geralmente séo desenhados a partir da construgéo
de bibliotecas gendmicas, bibliotecas genfmicas enriquecidas, sequéncias
depositadas em bancos de dados e, alternativamente, a partir de sequéncias
internas simples repetidas (ISSR). Geneticistas moleculares tém desenvolvido
marcadores SSR com o intuito de mapear genes que codificam determinadas
caracteristicas de interesse. Entretanto, ndo existe um mapa consenso
saturado para o feijdo que sirva como referéncia para auxiliar na construgéao de
mapas especificos. Nesta perspectiva, o Programa de Melhoramento Genético
do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV desenvolveu uma populacdo de RIL'S que
poderd ser usada para integrar, em um Unico mapa, todos os marcadores SSR
j& desenvolvidos. No entanto, para a saturagdo do mapa, ha necessidade de
um grande numero de marcadores. O presente trabalho teve o objetivo de
desenvolver e validar primers que amplifiquem regibes contendo
microssatélites a partir da metodologia da construcdo de bibliotecas gendmicas
enriquecidas e a partir de ISSR. Na primeira metodologia, em trabalho anterior,
foram construidas duas bibliotecas gendmicas enriquecidas para sequéncias
SSR. No presente trabalho, a partir das bibliotecas genémicas desenvolvidas,
foram selecionados 207 clones contendo insertos de tamanho desejado.
Destes, foram sequienciados 196 (94,68%), dos quais 184 (88,89%) puderam
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ser analisados, sendo 133 clones da biblioteca 1 e 51 da biblioteca 2. Foram
detectados 48 (26,09%) clones redundantes. A andlise dos clones permitiu
identificar 66 (49,62%) motivos SSR na biblioteca 1 e 20 (39,22%) na biblioteca
2, a partir dos quais foram desenhados 56 pares de primers. Destes, 34 tiveram
suas condi¢coes de amplificagdo otimizadas e padronizadas e foram testados
quanto ao polismorfismo detectado entre 20 gendtipos andinos e
mesoamericanos, incluindo os genitores AND277 e Ruda. Todos os primers
geraram produtos de amplificacdo e seis (17,65%) amplificaram produtos
polimérficos entre os gendtipos testados. Em relagdo & metodologia de
enriquecimento por ISSR-PCR foram selecionados 250 clones contendo
insertos com tamanho desejado, obtidos a partir da amplificagédo por ISSR-
PCR, clonagem dos fragmentos e transformacao de células competentes. Dos
250 clones, 168 (67,2%) foram sequenciados e 103 (41,2%) puderam ser
analisados. Foram detectados 30 clones redundantes (29,13%). A andlise das
sequéncias permitiu identificar 58 motivos microssatélites (56,31%) e foi
possivel o desenho de 32 pares de primers. Destes, 10 tiveram suas condi¢des
de amplificagdo padronizadas e foram analisados quanto ao polimorfismo
detectado entre os mesmos 20 gendtipos andinos e mesoamericanos utilizados
na metodologia de bibliotecas gendmicas enriquecidas. Dos 10 pares de
primers testados, seis comportaram-se como marcadores codominantes e
quatro como dominantes. Dos codominantes nenhum mostrou-se polimorfico
dentre os genatipos testados. Adicionalmente, as sequéncias contendo motivos
microssatélites, obtidas a partir das duas metodologias utilizadas, foram
submetidas a busca por similaridade com sequéncias ja caracterizadas em
bancos publicos de sequéncias. Foi identificada similaridade com regides
transcritas e ndo traduzidas, e com regides codificadoras de proteinas, a partir
do genoma nuclear, mitocondrial e do cloroplasto, e também a partir de
sequéncias advindas de retrotransposons. As duas metodologias utilizadas
foram eficazes para a selecdo, no feijoeiro, de sequéncias contendo
microssatélites. Estes resultados representam um primeiro esfor¢o no sentido
de selecionar marcadores moleculares que serdo futuramente mapeados na
populagdo consenso de RILs, além de fornecer marcadores que poderédo ser
usados nos mais variados tipos de estudos genéticos, contribuindo de
fundamental maneira para o aprimoramento dos programas de melhoramento

do feijoeiro comum que utilizam marcadores moleculares.
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ABSTRACT

TANURE, Janaina Paula Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
August 2009. Development and validation of microsatellite markers for
the common bean. Adviser: Everaldo Gongalves de Barros. Co-advisers:
Marcia Regina Costa and Maurilio Alves Moreira.

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a crop of great nutritional,
economical and social importance. Breeding programs use molecular markers
as important auxiliary tools for various types of genetic studies. Different
classes of molecular markers have been developed, and among them
microsatellites highlight. Microsatellites are DNA simple sequence repeats
(SSR) distributed in tandem along the genome, forming highly variable
polymorphic sites, enabling their use as molecular markers. SSRs are
codominant, multiallelic, and thus can be used in several types of studies,
mainly for genetic mapping. Primers flanking microsatellite sequences are
commonly developed from genomic libraries, enriched genomic libraries,
sequences obtained from databases and, alternatively, from internal simple
sequence repeats (ISSR-PCR). Common bean breeding molecular geneticists
have developed SSR markers for mapping specific traits of interest. However, a
saturated consensus genetic map for common bean has not been established
so far that can be used as a reference for the development of specific maps.
Therefore, the BIOAGRO/UFV common bean breeding program developed a
population of recombinant inbred lines (RILs) which is suggested to be used to
integrate, in one single map, all microsatellite markers that have been
developed so far. However, to saturate the map, there must be a great number
of markers available. The objective of the present study was to develop and
validate primers that amplify microsatellites sequences obtained from enriched
genomic libraries and from ISSR sequences. In the first case, two enriched
genomic libraries for microsatellite sequences, that had been developed in a
previous study, were used. In the present study, 207 clones were selected from
these two genomic libraries. One hundred and ninety six of these clones
(94.68%) were sequenced and 184 (88.89%) of them could be analyzed, 133
clones from library 1 and 51 from library 2. Forty eight redundant clones
(26.09%) were detected. Clone analysis led to the identification of 66 (49.62%)
microsatellite motifs in library 1 and 20 (39.22%) in library 2, and 56 primer pairs
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were designed. From the 56 primer pairs developed, 34 were characterized and
tested in 20 Mesoamerican and Andean genotypes, including AND277 and
Ruda. All the primer pairs were able to generate PCR products and six
(17.65%) generated polymorphic DNA bands among the tested genotypes. In
the ISSR enrichment methodology, 250 clones were seleted with sizes over 400
bp. From these 250 clones, 168 (67.2%) were sequenced and 103 (41.2%)
could be analyzed. Thirty redundant clones (29.13%) were detected. Clone
analyses led to the identification of 58 microsatellite motifs (56.31%) and 32
primer pairs were developed. Out of these, 10 were characterized and tested in
the same genotypes used in the previous methodology. Out of the 10 primer
pairs tested, six were identified as codominant markers and the other four as
dominant. The codominant markers revealed no polymorphisms among the
tested genotypes. Additionally, microsatellite containing sequences obtained
from both methodologies were submitted to BLAST analysis against sequences
deposited in public databases. Similarity was identified between the SSR
sequences and transcribed and non-transcribed regions, from nuclear,
mitochondrial and chloroplast genomes, and also with retrotransposon
sequences. Both methodologies were effective for selecting, in common bean,
sequences that contain microsatellites. The results obtained represent an initial
effort to select molecular markers that will be mapped in the future RIL’s
consensus population, contributing for the construction of a satured genetic
map for the species. In addition, these primers can be used in different types of
genetic studies which are important for common bean breeding programs that

use molecular markers.
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1. INTRODUCAO GERAL

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) € um dos alimentos basicos da
populacdo mundial, sendo a leguminosa mais consumida mundialmente. O
feijdo € uma importante fonte de proteinas (~22% de sua constituic&o),
vitaminas (folatos) e minerais (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn) na dieta humana,
especialmente em paises em desenvolvimento (MIKLAS, 2006). O género
Phaseolus compreende aproximadamente 55 espécies, das quais apenas cinco
sdo cultivadas para o consumo humano: o feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris); o feijao de lima (P. lunatus); o feijdo Ayocote (P. coccineus); o feijao
tepari (P. acutifolius); e o P. polyanthus. Desses, o feijdo comum €& mais
cultivado mundialmente (EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2009) e consiste de
basicamente dois pools génicos, 0 Mesoamericano e o Andino, caracterizados
por atributos morfologicos e padréo da proteina faseolina nas sementes.

No Brasil, a média anual de consumo de feijdo por pessoa, atualmente,
é de 12,7 kg. (EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2009). O feijio-comum é
cultivado ao longo de todo o ano, na maioria dos estados brasileiros,
proporcionando constante oferta do produto no mercado, e caracteriza-se como
uma cultura de destacada importancia nutricional, econdmica e social. No
ambito econdmico e social, sua relevancia se da pelo fato de ser cultivado tanto
por pequenos agricultores quanto por agricultores altamente tecnificados. Pelas
razbes acima, o pais se destaca como maior consumidor e produtor mundial
desta leguminosa (EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2009). No entanto, embora a
producdo seja alta, ela estd abaixo das potencialidades da cultura.

Para uma cultura cujo potencial produtivo pode chegar a 4.000 Kg por
hectare, a produtividade média nacional ainda é pouco expressiva, com
rendimento de apenas 725 kg/ha na segunda safra de 2008/2009 e de 967
kg/ha na terceira safra (CONAB, 2009). Diversos fatores abioticos e bidticos
limitam a produtividade do feijao, tais como a seca, solos com baixa fertilidade
e 0 acometimento da cultura por diversos tipos de pragas e doengas. Além
disso, outros fatores como o cultivo em consércio, o plantio com baixo nivel
tecnoldgico, a desorganizacdo do mercado e a falta de integrac@o dos diversos
elos na cadeia produtiva contribuem muito para a baixa produtividade obtida
(COSTA, 2007).



Dentro deste cenério, programas de melhoramento envolvendo a cultura
estdo bem estabelecidos, tanto em paises desenvolvidos quanto naqueles em
desenvolvimento, e visam a busca por cultivares produtivos, resistentes a
pragas e doencas e tolerantes a estresses abibticos. Diversas ferramentas
assistem a estes programas, dentre elas, os marcadores moleculares, os quais
tém sido utilizados com éxito em estudos de diversidade genética, genotipagem
molecular, reconstrucdo filogenética, mapeamento genético, selecdo assistida
por marcadores, dentre diversos outros. No Brasil, varias instituicbes
desenvolvem importantes programas de melhoramento do feijoeiro, a exemplo
da Universidade Federal de Vicosa (UFV), da Embrapa Arroz e Feijao, da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig), da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), da Universidade de S&o Paulo (Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz) e do Instituto Agrondémico de
Campinas (IAC). No entanto, no que diz respeito ao uso de marcadores
moleculares no melhoramento, a falta de troca de informagdes tem dificultado
grandes avangos, principalmente na consolidagdo de um mapa consenso do
feijoeiro, com elevado grau de saturacdo, a partir de marcadores de grande
poder informativo e reprodutiveis, como os microssatélites.

Além dos marcadores microssatélites, outras classes de marcadores
foram extensivamente usadas em estudos de mapeamento genético do
feijoeiro, como os marcadores RFLPs (NODARI et al. 1993;), RAPDs (KELLY,
2003) e AFLPs (PALLOTTINI et al., 2004; TA'RAN et al., 2002). No entanto,
tais tipos de marcadores apresentam muitas desvantagens quando
comparados aos marcadores microssatélites.

Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) sdo sequéncias
simples repetidas de DNA, encontradas dispersas ao longo do genoma de
organismos eucariéticos, formando sitios com alto grau de variabilidade (LITT e
LUTY, 1989). A constatacdo de microssatélites em diferentes espécies de
plantas e o grande polimorfismo apresentado sugeriu o potencial uso dos
mesmos como marcadores. Tais marcadores apresentam varias vantagens em
relacdo a outras classes de marcadores. Além da natureza multialélica, sao
codominantes, altamente reprodutiveis e permitem ampla cobertura do genoma
(CAIXETA et al., 2009).

Devido a grande importancia dessa classe de marcadores, varios

primers microssatélites estdo sendo desenvolvidos para o feijdo,
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tradicionalmente, a partir de sequéncias depositadas em bancos de dados
publicos e a partir de bibliotecas gendmicas enriquecidas. Os primeiros primers
microssatélites para o feijdo, baseados em sequéncias obtidas de bancos
publicos, foram desenvolvidos por Yu et al. (1999, 2000), somando um total de
38 pares de primers; seguidos por Blair et al. (2003) e Guerra-Sanz (2004), que
desenvolveram 57 e 20 primers, respectivamente. Masi et al. (2003)
desenvolveram o primeiro sistema multiplex SSR-PCR para o feijdo, com
primers desenvolvidos a partir de sequéncias de bancos publicos, e
padronizaram as condi¢gdes de um sistema semi-automatizado baseado em
fluorescéncia, para genotipagem em sequenciador automatico. J& os primeiros
primers desenvolvidos a partir de bibliotecas gendmicas enriquecidas foram
primeiramente obtidos por Gaitan et al. (2002), Métais et al. (2002) e Yaish e
Pérez De La Vega (2003), resultando no desenvolvimento de 68, 15 e 21 pares
de primers, respectivamente. Desde entdo, Caixeta et al. (2005) usaram
bibliotecas de cromossomos artificiais de bactéria (BACs) para desenvolver 28
pares de primers SSR, e Buso et al. (2006) e Benchimol et al. (2007)
desenvolveram um grupo de 20 e 123 marcadores, respectivamente, a partir de
bibliotecas enriquecidas. Mais recentemente, Blair et al. (2008) obtiveram 85
pares de primers a partir de bibliotecas enriquecidas para motivos AT e ATA;
L'taief et al. (2008) desenvolveram 18 primers por meio de selecéo de colbnias
positivas para motivos SSR, via hibridizacdo com sondas SSR; e Hanai et al.
(2007) desenvolveram 120 marcadores a partir de bibliotecas enriquecidas e 40
a partir de bibliotecas de cDNA obtidas a partir do Bean EST Project (BEST,
2007). Tais marcadores estdo sendo utilizados para os mais diversos tipos de
estudos tais como a identificacdo de gendtipos, -caracterizacdo de
germoplasma comercialmente cultivado e de germoplasma silvestre, andlises
filogenéticas e, principalmente, mapeamento genético.

Os mapas genéticos obtidos a partir de marcadores moleculares
possibilitam uma ampla cobertura e a analise completa do genoma da espécie.
A partir destes mapas, é possivel a decomposicdo de caracteres de herancga
complexa em seus componentes mendelianos, 0 mapeamento de regides
gendmicas que controlam caracteres de importancia econdmica, a
quantificacao do efeito destas regides para o carater estudado e a subsequiente

utilizacdo destas informagdes no desenvolvimento de cultivares melhoradas



(FERREIRA e GRATTAPAGLIA,1998). Sendo, portanto, de fundamental
importancia para os programas de melhoramento do feijoeiro.

A primeira populacdo usada para construgdo de um mapa nucleo para o
feijoeiro foi obtida por FREYRE et al. (1998), sendo constituida de 79 RIL’s
resultantes do cruzamento entre os gendtipos BAT93 e Jalo EEP558 (BJ). A
populagdo BJ apresenta alto nivel de diversidade, sendo contrastante para
vérias caracteristicas de interesse, pois seus genitores originaram-se dos pools
génicos andino e mesoamericano, respectivamente. Porém, tal populacdo néo
€ ideal para estudos de mapeamento, devido ao seu baixo numero de
individuos. Estudos de simula¢gBes computacionais concluiram que mapas com
sérias distorcdes sdo obtidos com o uso de populacdes de tamanhos
insuficientes, mesmo com grande quantidade de marcas. O tamanho minimo
de uma populacdo de RIL ideal para a obtencdo de mapas com boa
confiabilidade deveria ser de 200, 300 e 500 individuos nos casos de saturagdo
alta, mediana e baixa, respectivamente (SILVA, 2007). Desde a publicagéo dos
trabalhos de FREYRE et al. (1998), estudos de mapeamento genético foram
realizados na populagdo BJ e estdo disponiveis na literatura (YU et al., 2000;
BLAIR et al., 2003; PEDROSA, 2003; BLAIR et al., 2006; OCHOA et al., 2006;
GRISI et al.,, 2007; BLAIR et al., 2008). Tradicionalmente tal populagdo tem
sido usada como populagéo nucleo para estudos de mapeamento, por ter sido
a primeira desenvolvida para o feijdo-comum, visando tais tipos de estudos, e
principalmente pela indisponibilidade de outra de tamanho e caracteristicas
adequadas que pudesse servir como uma populacdo base para a construgdo
de um mapa consenso saturado para a cultura do feijoeiro. O atual mapa de
ligacdo de referéncia da cultura ainda é muito limitado quanto a informacdes
genéticas sobre caracteristicas Uteis para os melhoristas (resisténcia a
doencgas, por exemplo) e ndo é suficientemente saturado para os geneticistas
interessados no isolamento de genes a partir de técnicas de clonagem. Outra
limitagcdo refere-se ao fato de as distancias genéticas variarem
consideravelmente entre os mapas de ligagdo construidos a partir de
cruzamentos entre diferentes cultivares de feijdo (HANAI et al., 2007).

Por esse motivo, o Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO-UFV desenvolveu uma populagdo de 600 RIL's derivada do
cruzamento entre o genétipo andino AND277 e o mesoamericano Ruda,

conduzida pelo método SSD (dados néo publicados). Tal populagdo constitui-
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se, na atualidade, na maior populacdo de RIL’s ja desenvolvida para o feijoeiro
comum, para fins de mapeamento. O Programa sugere que a nova populagéao
de RIL’'s seja utilizada como uma populagéo base para a construcdo de um
mapa genético consenso para a espécie de Phaseolus vulgaris. Para a
saturagdo do mapa genético da cultura, o que € fundamental para o
aprimoramento dos programas de melhoramento, é essencial que cada vez
mais marcadores reprodutiveis e informativos como os microssatélites sejam
desenvolvidos. E, apesar de todos os estudos realizados, o nimero de
marcadores microssatélites disponiveis para a cultura ainda é pequeno,
gquando comparado com outras culturas de grande importancia social e
econdmica, como a soja e o arroz (BENCHIMOL et al., 2007; BUSO, 2006).
Assim sendo, o presente trabalho teve o objetivo de desenvolver e
validar marcadores baseados em microssatélites, com o intuito de fornecer
ferramentas que possam contribuir para a consolidagdo de um mapa consenso
saturado para o feijoeiro, além de prover marcadores que poderdo ser Uteis
para 0s mais diversos tipos de estudos genéticos, e assim auxiliar os

programas de melhoramento dessa cultura.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve o objetivo de desenvolver e validar primers que
amplifiquem regides contendo motivos microssatélites em Phaseolus vulgaris, a
partir de bibliotecas gendmicas enriquecidas e a partir de sequéncias internas

simples repetidas (ISSR).

2.2. Objetivos Especificos

1. Identificar motivos microssatélites e desenhar primers flanqueadores em

sequéncias de DNA obtidas a partir da:

» Andlise de duas bibliotecas genbmicas enriquecidas para 0s
motivos microssatélites (TC)is, (GT) 15, (CTT)10 € para 0s motivos
(AGG)10, (CCA)10, (GGC)10, construidas em trabalho anterior;

» Andlise de bilbioteca enriqguecida com fragmentos contendo
motivos microssatélites obtida a partir de sequéncias internas

simples repetidas (ISSR), construida no presente trabalho;

2. Identificar possiveis funcdes celulares relacionadas as sequéncias que
apresentaram motivos SSR, por meio de busca de similaridade com

sequéncias ja caracterizadas em bancos publicos de sequéncias;

3. Selecionar primers polimorficos entre 20 gendtipos andinos e

mesoamericanos de Phaseolus vulgaris.
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CAPITULO |

DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MICROSSATELITES PARA O
FEIJAO-COMUM A PARTIR DE BIBLIOTECAS GENOMICAS
ENRIQUECIDAS

RESUMO

Microssatélites (SSR) sdo repeticdes em tandem de 1 a 6 pb que se
estendem ao longo do genoma, formando sitios altamente polimérficos. Como
marcadores apresentam varias vantagens e sao utilizados em diversos
estudos. Primers SSR geralmente s&o desenhados a partir de sequéncias
depositadas em bancos de dados, do desenvolvimento de bibliotecas
gendmicas e de bibliotecas gendmicas enriquecidas. Para o feijoeiro, a Ultima é
a metodologia mais utilizada. O presente trabalho teve o objetivo de
desenvolver e validar marcadores SSR, a partir de bibliotecas gendmicas
enriquecidas. No presente trabalho, a partir de duas bibliotecas enriquecidas
desenvolvidas, foram selecionados 207 clones, dos quais 184 (88,89%) foram
analisados, sendo 133 clones da biblioteca 1 e 51 clones da biblioteca 2. A
andlise dos clones permitiu identificar 66 (49,62%) motivos SSR na biblioteca 1
e 20 (39,22%) motivos SSR na biblioteca 2, a partir dos quais foram
desenhados 56 pares de primers. Destes, 34 tiveram suas condigbes de
amplificacdo padronizadas, e seis (17,65%) amplificaram fragmentos
polimérficos entre 20 gendtipos andinos e mesoamericanos. Adcionalmente, as
sequéncias contendo motivos microssatélites foram submetidas a busca por
similaridade com sequéncias ja caracterizadas em bancos publicos de
sequéncias. Foi identificada similaridade com regifes transcritas e nao
traduzidas, e com regides codificadoras de proteinas do genoma nuclear,
mitocondrial e do cloroplasto, e com regibes de retrotransposons. Os
resultados permitiram a constatagdo da presenca de SSR em importantes
regides de fungbes conhecidas no genoma do feijdo e o desenvolvimento de
primers SSR para genoma de cloroplasto, estudo ainda pouco descrito na
literatura para a cultura. Os marcadores microssatélites desenvolvidos no
presente trabalho poderédo ser utilizados nos mais diversos tipos de estudos
genéticos como importantes ferramentas auxiliares dos programas de

melhoramento do feijoeiro.

10



1. INTRODUCAO

Marcadores genéticos sdo quaisquer caracteristicas, processos
bioquimicos ou fragmentos de DNA que permitam a distingdo de individuos
geneticamente diferentes. Com o desenvolvimento das técnicas de biologia
molecular, surgiram diversos métodos de deteccdo de polimorfismo genético
diretamente em nivel de DNA e, assim, uma nova classe de marcadores.
Classificados como marcadores de DNA, estes se baseiam na variagdo natural
da sequéncia de bases do DNA, apresentam nivel de polimorfismo alto para
cada loco estudado e nao sdo afetados pela variagdo nas condi¢cdes
ambientais ou fisiologicas do individuo, sendo amplamente usados em estudos
de variados organismos e para diversos tipos de analises genéticas. S&o varios
os tipos de marcadores de DNA, cada qual com a sua particularidade.

Os primeiros marcadores de DNA desenvolvidos foram os RFLPs.
Entretanto, com o desenvolvimento da técnica de PCR na década de 80 pelo
pesquisador britanico Kary Mullis (MULLIS e FALOONA, 1987), uma nova
geragdo de marcadores moleculares ganhou grande importancia, sendo
classificados como marcadores baseados em PCR, podendo ser citados,
dentre eles, o RAPD, o AFLP e os microssatélites.

Microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR) séo repeticdes de
aproximadamente 1 a 6 pb que se estendem ao longo do DNA, sendo
encontrados tanto em genomas de eucariotos quanto em procariotos (FIELD e
WILLS, 1996; HANCOCK et al.,1996). Morgante e Oliveiri (1993) foram o0s
primeiros pesquisadores a identificar seqiéncias microssatélites localizadas em
genes de plantas. Quanto a distribuicdo, Varshney et al. (2005) e Morgante et
al. (2002) estimaram a densidade de microssatélites em regifes expressas de
vérias espécies de cereais e encontraram, em média, um SSR a cada 6 Kb. Em
uma pesquisa realizada no GenBank, Yu et al. (1999) examinaram 326
sequiéncias de DNA de feijoeiro comum, e identificaram um microssatélite, em
média, a cada 7 kb de DNA.

Os microssatélites estao distribuidos ao longo de todo o genoma, sendo
encontrados tanto em regides codificadoras como em né&o-codificadoras. Téth
et al. (2000) avaliaram a abundancia de microssatélites em varios grupos
taxondmicos e compararam a sua distribuicdo em éxons, introns e regides

intergénicas. Eles observaram que, em todos os téxons, repeticdes de
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trinucleotideos e de hexanucleotideos foram encontradas em maior quantidade
em éxons, resultado semelhante ao encontrado por Morgante et al. (2002) e
Gao et al. (2003). No feijoeiro comum, uma pesquisa realizada por Yu et al.
(1999) revelou que os microssatélites mais comuns sdo aqueles constituidos
por repeticbes dos dinucleotideos AT/TA e CT/GA, sendo o primeiro
predominante. Foram também encontradas repeticbes de tri e
tetranucleotideos, porém em menor abundancia. A maioria das repeticdes de
dinucleotideos foram encontradas em regides intergénicas ou de introns, ao
passo que as de trinucleotideos foram encontradas, em grande parte, em
regides codificadoras e as de tetranucleotideos, em regifes intergénicas. Hanai
et al. (2007), analisando 3126 sequéncias expressas do Bean Est Project
(BEST, 2009), constataram que o dinucleotideo mais freqiente nas sequéncias
expressas também foi AG/TC, assim como observado por Morgante et al.
(2002) para Arabdopsis thaliana e Glycine max. Em relagéo aos trinucleotideos,
GAA/CTT, CAT/GTA e TGG/ACC foram os mais encontrados.

A constatacdo de seqiéncias microssatélites em diferentes espécies de
plantas sugeriu o0 potencial uso dos mesmos como marcadores. As sequéncias
de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas entre
os individuos de uma mesma espécie, permitindo o desenho de primers
especificos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo. A
técnica de PCR utilizando marcadores SSR permite a detec¢do das variacdes
nesses locos repetitivos, revelando polimorfismo devido as diferencas no
namero de vezes (n) em que, por exemplo, um dinucleotideo (AG)n se repete.
Essas varia¢cdes no numero de repetigcdes constituem-se, em Ultima analise, em
variagdes no comprimento do segmento gerado por PCR e na separagao
desses fragmentos amplificados em gel de eletroforese. Deste modo, cada
segmento amplificado com diferente tamanho representa um alelo diferente do
mesmo loco.

Como marcadores, 0s SSR séo multialélicos, codominantes, apresentam
alto poder de resolugéo, e o desenho de primers especificos garante a alta
repetibilidade dos resultados. A técnica associa a simplicidade e rapidez da
PCR, além de permitir uma ampla cobertura do genoma (CAIXETA et al.,
2009). Todas essas caracteristicas fazem dos SSR ferramentas eficazes, néo
s6 para o mapeamento genético, mas também para estudos de ligacdo génica,

identificacdo e caracterizagdo molecular de genotipos, protecdo de variedades,
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avaliacdo da pureza de sementes, conservacao de germoplasma, reconstrucéo
filogenética, estudos de diversidade genética, andlise génica e de locos para
caracteres quantitativos (QTL), andlise de pedigree e sele¢do assistida por
marcadores. O alto nivel de variacao detectado reduz, inclusive, o nimero de
marcadores requeridos para distinguir genotipos (CAIXETA et al., 2009).
Devido as diversas vantagens oferecidas pelos marcadores
microssatélites, varios primers SSR tém sido desenvolvidos para um grande
ndmero de espécies de interesse comercial. Para esse fim, varias metodologias

estdo propostas na literatura.

Tradicionalmente, a estratégia de desenvolvimento de primers SSR
envolve a construgdo de uma biblioteca gendmica, hibridizagdo com sondas
contendo microssatélites, sequenciamento dos clones hibridizados e desenho
de primers flanqueando os microssatélites encontrados. No entanto, a etapa de
selecdo € trabalhosa e demorada, devido a baixa frequéncia de clones
contendo repeticdes microssatélites (CAIXETA et al. 2009), que varia,
normalmente, de 12% a menos de 0,04% do total de clones analisados (ZANE
et al., 2002). Outras metodologias alternativas vém sendo sugeridas de modo a

superar as limitacdes impostas pela técnica tradicional.

Uma das metodologias alternativas envolve a construcao e utilizagéo de
bibliotecas gendmicas enriquecidas para motivos SSR, inicialmente proposta
por Ostrander et al. (1992). Esta estratégica consiste na digestdo do DNA
gendmico usando uma combinacdo de enzimas de restricdo, a selecdo de
fragmentos de tamanho desejaveis e a ligacdo dos fragmentos digeridos a um
adaptador (HAMILTON et al., 1999). Em seguida, ocorre a hibridizagao seletiva
dos fragmentos com sondas marcadas com biotina ou sondas aderidas a uma
membrana de ndilon, e a recuperagdo dos fragmentos hibridizados usando
particulas magnéticas cobertas com estreptoavidina ou por varias lavagens
para eluir o DNA associado a sonda. Essa metodologia envolve um nimero de
etapas relativamente grande, no entanto, a eficiéncia de selegcdo dos clones
contendo microssatélites € bem maior que no método tradicional, sendo a
eficiéncia de clones positivos obtidos de 40 a 50% do total.

E possivel também identificar microssatélites por meio da analise de
sequiéncias de DNA depositadas em bancos publicos, como a associacdo dos

bancos GenBank (EUA), EMBL (Europa), DDJ (Jap&o), acessivel no endereco
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eletronico do NCBI (NCBI, 2009); ou a partir de bancos desenvolvidos a partir
de consorcios publicos e privados especificos para cada cultura, tais como o
Projeto Genolyptus e o Projeto Genoma Café, para o eucalipto e o café,
respectivamente. (GENOLYPTUS, 2009; PROJETO GENOMA CAFE, 2009). A
pesquisa a bancos de dados é menos laboriosa e demanda menos recurso
financeiro do que a construgéo de bibliotecas gendmicas. No entanto, a maior
limitagdo do uso dessa estratégia, para a identificagdo e desenvolvimento de
marcadores SSR, reside na baixa disponibilidade de sequéncias depositadas,
para algumas espécies, em bancos de dados, limitando, assim, o estudo
apenas a espécies cujo genoma esteja bem caracterizado (CAIXETA et al.,
20009).

Devido & sua grande aplicabilidade nos mais diversos tipos de estudos,
diversos trabalhos sdo encontrados na literatura que descrevem o
desenvolvimento de marcadores microssatélites para o feijao, tradicionalmente,
por meio da busca em bancos de dados (YU et al.,1999; YU et al., 2000; BLAIR
et al., 2003; MASI, 2003; GUERRA-SANZ et al., 2004), e da construcdo de
bibliotecas gendmicas enriquecidas (GAITAN-SOLIS et al., 2002; METAIS et
al., 2002; YAISH e PEREZ DE LA VEGA., 2003; BUSO et al., 2006;
BENCHIMOL et al., 2007; HANAI et al., 2007; BLAIR et al., 2008; L'TAIEF et
al., 2008), sendo a metodologia de construgdo de bibliotecas a mais
frequentemente utilizada para a cultura do feijoeiro.

Microssatélites sdo usualmente considerados como marcadores de DNA
neutros, do ponto de vista evolutivo, e sua localizagdo € tido como
randomicamente distribuida ao longo do genoma eucariotico (SCHLOTTERER
e WIEHE, 1999). No entanto, varios estudos tém demonstrado a frequente
presenca de microssatélites em sequéncias funcionais e génicas (LI et al.
2004). Na tentativa de caracterizacdo de locos microssatélites do genoma do
feijoeiro, desenvolvidos a partir de bibliotecas gendémicas enriquecidas, quanto
a sua localizagdo e possivel funcdo celular relacionada, trabalhos foram
conduzidos primeiramente por Gaitan et al. (2002) que idenficaram similaridade
com vérios genes MAD-box relacionados a resposta a diversos tipos de
estresse e envolvidos no desenvolvimento de raiz do feijoeiro comum. Yaish
and Perez de la Vega (2003) identificaram a presenga de um SSR localizado
imediatamente upstream ao cédon da metionina de uma sequéncia MAD-box

da subfamilia AGL2 de Arabdopsis thaliana. Mais recentemente, Benchimol et
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al. (2007) identificaram e caracterizaram microssatélites que apresentaram
similaridade com genes que codificam proteinas de ligacdo ao DNA e quinases,
e com regibes génicas do genoma do cloroplasto (plastoma) de Phaseolus
vulgaris, algo n&o identificado anteriormente para a cultura do feijoeiro,
caracterizando um estudo inédito.

Assim sendo, o presente trabalho teve o objetivo de desenvolver e
validar marcadores microssatélites para o feijdo, a partir de bibliotecas
gendmicas enriquecidas, e de caracterizar putativas funcdes relacionadas as
regides repetitivas identificadas, com o intuito de fornecer ferramentas que
possam ser utéis em diversos tipos de estudos genéticos, contribuindo para a

melhoria dos programas de melhoramento dessa cultura.
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2. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos descritos nos topicos 2.1. ao 2.9. foram desenvolvidos
por MAFRA (2007), dentro do Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO/UFV, e serdo descritos por se tratar da metodologia empregada nas

etapas iniciais do desenvolvimento do presente trabalho.

2.1. Material genético e Extracdo de DNA

O cultivar de feijao TO foi usado como fonte de DNA gendmico para a
construgdo das bibliotecas enriquecidas. Este cultivar € do pool génico
mesoamericano e teve origem no cruzamento de “Tanderette” (suscetivel a
antracnose) com a linhagem mexicana “Acapulco” (resistente a antracnose).
Além disso, este cultivar possui o gene dominante Co-4 de resisténcia a
antracnose (FOUILLOUUX, 1976). Os cultivares andinos e mesoamericanos
descritos na Tabela 1 foram utilizados para a analise de polimorfismo dos
primers SSR desenvolvidos no presente trabalho. O DNA foi extraido de folhas
jovens dos cultivares com base no método do CTAB descrito por Doyle e Doyle
(1990), com modificagdes (COSTA, 2007).

Tabela 1: Gendtipos andinos e mesoamericanos utilizados na andlise de
polimorfismo dos primers microssatélites desenvolvidos

Gendétipo Pool génico Genoétipo Pool génico
AND 277 Andino G 5686 Mesoamericano
RUDA Mesoamericano TO Mesoamericano
JALO EEP 558 Andino VC3 Mesoamericano
CAL 143 Andino MEXICO 54 Mesoamericano
BJ8 Andino MAR 2 Mesoamericano
BOLON BAYO Andino BAT 332 Mesoamericano
BJ3 Andino TALISMA Mesoamericano
BJ6 Andino DOM TIMOTEO Mesoamericano
JALO M665 Andino AMENDOIM Mesoamericano
G 11796 Andino OURO NEGRO Mesoamericano
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2.2. Digestao do DNA gendmico, Separacédo e Purificacdo dos fragmentos
de DNA

Parte da metodologia utilizada por Mafra (2007) foi descrita por Queiroz
(2004). Para a digestdo do DNA gendmico, foram testadas varias combinacdes
de enzimas de corte raro e frequente. A combinagédo escolhida foi aquela que
produziu, preferencialmente, fragmentos de 200 a 1000 pb. As enzimas
utilizadas foram Rsal, Alul, EcoRI e Nhel. Foram usados na reagéo de digestao
aproximadamente 50 pug de DNA gendmico, 50 unidades (U) de cada enzima,
tampao NEB 2 1X, 100 pg/mL de BSA (albumina sérico bovina) e dgua para
completar o volume para 200 yL. O conteudo da reagao foi mantido a 37 °C por
12 h.

A separacgao e purificagdo dos fragmentos de interesse foram realizadas
de acordo com Wang et al. (2004). Esta metodologia consiste em realizar trés
etapas de eletroforese com o intuito de, a cada corrida eletroforética,
concentrar os fragmentos de tamanho desejado em uma area menor no gel de
agarose, permitindo uma otimizagdo da etapa posterior de purificagdo do DNA
a partir do gel. Em seguida, os fragmentos foram entdo purificados com o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA),
segundo recomendagbes do fabricante. A eficiéncia da reacdo de digestéo foi
confirmada por anélise eletroforética de uma aliquota de 3 uL de amostra, em
gel de agarose 1,2% / SB (hidréxido de sédio 10 mM, pH 8,5 ajustado com
acido borico). Apos a corrida, o gel foi fotodigitalizado, sob luz ultravioleta,

utilizando o sistema Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).

2.3. Remocdo das extremidades coesivas e Desfosforilagdo dos

fragmentos de DNA

A remocdao das extremidades coesivas foi necessaria porque nem todas
as enzimas usadas para digerir o DNA produzem extremidades abruptas, que
sd0 necessarias para a ligacdo do adaptador universal SNX. A etapa de
desfosforilagdo da extremidade 5’ impede que os fragmentos se liguem uns aos
outros.

A reacgédo para a remocao das extremidades coesivas foi realizada com

os fragmentos de DNA digeridos e purificados, 15 U da enzima MBN (Mung
17



Bean Nuclease), tampdo MBN 1X e 4gua deionizada para completar o volume
final de 240 pL. Os reagentes foram transferidos para um microtubo, que foi
mantido a 30 °C por 30 min, e, posteriormente, os fragmentos de DNA com
extremidades abruptas foram purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega), segundo recomendacdes do fabricante. A reagéo
de desfosforilagcéo foi realizada com os fragmentos de DNA com extremidades
abruptas, 30 U da enzima CIP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase), tampéao
NEB 3 1X e &gua deionizada para completar o volume final. A reacdo foi
preparada com a metade do volume de CIP (15 U) em um primeiro momento e
permaneceu por 30 min a 37 °C e em seguida, por 15 min a 50 °C. ApGs esta
etapa, foi adicionado o restante do volume de CIP (15 U) e a reacgao foi
novamente incubada por 30 min a 37 °C e depois 15 min a 50 °C. Os
fragmentos de DNA desfosforilados foram entdo purificados com o kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA), segundo

recomendacodes do fabricante.

2.4. Ligacao do adaptador universal SNX aos fragmentos de DNA

2.4.1. Adaptador SNX

O adaptador SNX foi desenvolvido por Hamilton et al. (1999). Este
adaptador possui um sitio de restricdo para as enzimas Stul e Nhel. A restricdo
do adaptador com as enzimas Stul e Nhel origina sitios de clonagem com
extremidades abruptas e coesivas, respectivamente, sendo que as
extremidades abruptas s&o aquelas que se ligardo aos fragmentos de
interesse. A possivel formacdo de dimeros entre os adaptadores cria um sitio
para a enzima Xmnl, no entanto, a adicdo desta enzima na reagao de ligacéo
favorece a ligacdo dos adaptadores preferencialmente aos fragmentos de
interesse. Outra importante caracteristica destes adaptadores é a presenca de
uma cauda poli-A em uma das extremidades 3'OH. A cauda poli-A polariza o
adaptador de maneira que apenas uma extremidade possa servir como

extremidade para ligacao.
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2.4.2. Ligacgao dos fragmentos ao adaptador SNX

A reacéo de ligacédo do adaptador aos fragmentos de DNA foi realizada
em mistura contendo os fragmentos desfosforilados, adaptador SNX fita dupla
2uM, tampao NEB 2 1X, ATP 1mM, BSA (albumina sérico bovina) 100 pg/mL,
10 U da enzima Xmnl e 30 unidades Weiss de T, DNA ligase. A mistura de
ligacéo foi transferida para um termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus,
Norwalk, CT, EUA), programado para 18 ciclos a 16 °C por 30 min e 37 °C por
10 min. Uma etapa final a 65 °C por 20 min foi realizada, para inativar as

enzimas Xmnl e T, DNA ligase. O DNA foi armazenado a — 20 °C.

2.4.3. Confirmacéo da eficiéncia da reagao de ligacao

A eficiéncia da reacao de ligagdo foi confirmada por PCR, utilizando o
oligonucleotideo SNXorwara COMO primer. A reacdo de amplificacao foi feita com
a mistura de ligacédo (10 ng/uL), tampéao Phoneutria 1X, MgCl, 2 mM, primer
SNX; (0,8 uM), cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e
dGTP) em uma concentragdo de 150 uM e 1,5 U da enzima Taq Phoneutria.
Os ciclos de amplificagéo foram programados para: uma etapa a 96 °C por 5
min; seguido de 40 ciclos a 96 °C por 45 s, 62 °C por 60 s e 72 °C por 90 s.
Apos os 40 ciclos, foi realizada uma etapa final a 72 °C por 7 min. A eficiéncia
da reacdo de ligagcéo foi confirmada por eletroforese dos produtos da reacéo

em minigel de agarose 1,2% / SB 1X.

2.5. Reacgéo de nick-ligation

A realizagdo de reacbes de nick-ligation foi necessaria para evitar a
perda dos adaptadores em etapas posteriores do processo. A partir da etapa
de desfosforilacdo dos fragmentos de DNA, a Unica possibilidade de formagé&o
da ligacéo fosfodiéster seria entre a extremidade 3’ (-OH) do fragmento e a 5’ (-
PO,") do adaptador, assim, os fragmentos ficariam ligados em ambas as
extremidades em apenas uma das fitas. O nick formado poderia resultar, nas
etapas posteriores, na perda do adaptador em uma das extremidades dos

fragmentos. Assim, foi necessario reparar este nick utilizando uma Taq DNA
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polimerase (Promega) que possua atividade exonucleasica 5—3’, capaz de
repara-lo.

Para sua realizacdo, o conteido da reacdo de ligacdo foi dividido em
aliquotas. Para cada aliquota, foi realizada a reacdo de nick-ligation, em
mistura contendo tampéo (Promega, Madison, WI, EUA) 1X, MgCl, 2 mM, BSA
25 pg/mL, cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP)
em uma concentragdo de 150 uM e 1 U da enzima GOTag DNA polimerase
(Promega, Madison, WI, EUA). As reagdes foram realizadas em um
termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA)
programado para 72 °C por 30 min. O contetdo de todas as reagdes foi reunido
e purificado com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,

Madison, WI, EUA), segundo recomendacgdes do fabricante.

2.6. Reacdo pos nick-ligation

O contetdo da reacdo de nick-ligation foi dividido em aliquotas. Para
cada aliquota, foi realizada a reacdo pos nick-ligation com tampéo 1X
(Promega, Madison, WI, EUA), MgCl, 2 mM, primer SNX; (0,8 uM), cada um
dos desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) 150 uM e 2 U da
enzima GoTaq polimerase (Promega, Madison, WI, EUA). 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
min; seguido de 15 ciclos a 96 °C por 45 s, 62 °C por 60 s e 72 °C por 90 s.
Apos os 15 ciclos, foi realizada uma etapa final a 72 °C por 7 min. Os produtos
da reagdo pos nick-ligation foram purificados com o Kit de purificacdo Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA).

2.7. Hibridizagdo dos fragmentos p6s nick-ligation com oligonucleotideos

contendo microssatélites

Os fragmentos digeridos, purificados e ligados ao adaptador foram
selecionados quanto a presenca de microssatélites, por meio da metodologia
de hibridizacdo usando oligonucleotideos biotinilados. Os oligonucleotideos
biotinilados usados foram (TC)s, (GT)1s, (AGG)10, (CCA)10, (CTT)10€ (GGC)10.
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Foram preparadas duas reagOes de hibridizagdo, uma contendo as sondas
(TC)1s, (GT) 15 € (CTT)10 € outra com as sondas trinucleotidicas (AGG)o,
(CCA)10 e (GGC)10. Cada reacgao de hibridizagédo continha 6 pyL (600 ng) dos
produtos da reagcao de amplificagcéo, 50 yL do tampéao de hibridizagédo (SSC 12
X; SDS 0,1%), 2 pmols de cada oligonucleotideo biotinilado especifico (1 uM) e
agua deionizada para completar o volume final de 100 pyL. A mistura foi
aquecida a 95 °C por 15 min. Em seguida, os tubos foram incubados por 14 h a
65 °C.

2.7.1. Preparacgao das particulas magnéticas

A solugdo contendo as particulas Dynabeads M-270° (Dynalbiotech,
Lake Success, NY, EUA) foi cuidadosamente agitada, a fim de obter uma
suspensdo homogénea. O volume de 6 yL da solugdo contendo as particulas
(50 pg/uL) foi transferido para um microtubo de 1,5 mL. Os microtubos foram
mantidos préximos a um ima e, ap6s 2 min, o sobrenadante da mistura foi
removido. Aos mesmos microtubos, foram adicionados 100 uL do tampé&o de
lavagem (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM; NaCl 1 M). Em seguida, os
microtubos foram afastados do magneto e as particulas foram cuidadosamente
ressuspendidas. Os microtubos foram novamente aproximados do magneto e,
apds 2 min, o tampé&o de lavagem foi novamente removido. Este procedimento
de lavagem das particulas foi repetido por trés vezes. As particulas
ressuspendidas foram divididas em aliquotas antes da Ultima etapa de remogéao
do sobrenadante. Essas aliquotas foram transferidas para microtubos de 1,5
mL. Os microtubos foram aproximados do ima e, apés 2 min, o sobrenadante
foi removido. A quantidade de particula magnética coberta com estreptoavidina

transferida para cada microtubo foi de 300 ug.
2.7.2. Captura dos fragmentos de DNA hibridizados

Os fragmentos de DNA hibridizados com os oligonucleotideos
biotinilados foram transferidos para cada microtubo, contendo as particulas
magnéticas. Os microtubos foram incubados a 37 °C por 1 hora, sendo
cuidadosamente agitados a cada 15 min. Em seguida, os microtubos foram

aproximados de um magneto e, ap6s 2 min, o sobrenadante da mistura foi
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descartado. Inicialmente, o contetdo de todos os microtubos foi lavado duas
vezes com 200 uL de SSC 2X (NaCl 3M, Citrato de sodio 0,3M, pH 7,0) e SDS
0,1%, em temperatura ambiente em um intervalo de 5 min. Posteriormente, o
conteddo dos microtubos foram lavados duas vezes a 65 °C com 200 uL de
SSC 1X e SDS 0,1% em um intervalo de 15 min. No final de cada etapa de
lavagem, o microtubo foi aproximado do magneto e, apdés 2 min, o
sobrenadante da mistura foi removido. Apos a remogédo do sobrenadante da
tltima etapa, foram adicionados 100 uL de tampé&o TE 0,1M (Tris-HCI 10 mM,
pH 8,0; EDTA 0,1 mM) pré-aquecido a 95 °C em todos os microtubos. Os
microtubos foram incubados a 95 °C por 10 min e entdo aproximados ao
magneto. O sobrenadante de cada um foi transferido para um microtubo novo e

armazenado a — 20 °C.

2.7.3. Sintese de fragmentos de DNA fita dupla

Os fragmentos de DNA fita simples capturados por hibridizagdo com as
sondas foram convertidos em fita dupla utilizando o adaptador SNX forward
como primer. Os ciclos de amplificacéo foram realizados em um termociclador
modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), programado para: uma
etapa a 96 °C por 5 min; seguida de 40 ciclos a 96 °C por 45 s, 62 °C por 60 s
e 72 °C por 90 s. ApGs os 40 ciclos, foi realizada uma etapa final a 72 °C por 7
min. A eficiéncia da reac@o de amplificag&o foi confirmada por meio de andlise
eletroforética de uma aliquota em minigel de agarose 1,2% / SB 1X. Os
fragmentos de DNA fita dupla foram purificados com o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA), segundo
recomendacgbes do fabricante. A concentragdo dos fragmentos de DNA foi

estimada por espectrometria.

2.8. Preparacao dos fragmentos de DNA e do plasmideo

Os fragmentos de DNA enriquecidos com os diferentes tipos de
microssatélites foram digeridos com 2 U de Nhel em tampédo NEB 2 1X., por 14
h a 37 °C no termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT,

EUA). A reacéo continha cerca de 400 ng dos fragmentos de DNA dupla fita, 2
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U de Nhel, tampdo NEB 2 1X, BSA 100 pg/mL e &gua deionizada em um
volume final de reacdo de 30 pL. Apds a digestdo, os fragmentos foram
purificados com o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Madison, WI, EUA) e eluidos em 30 pL.

A reacdo de digestdo de 3 pg do plasmideo pBluescript SK (+) foi
realizada com 10 U de Xbal em tampdo NEB 2 1X. A mistura de reacéo
permaneceu por 14 h a 37 °C no termociclador. O contetdo de todas as
reagOes foi purificado com o kit PCR Purification Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA), segundo recomendag¢des do
fabricante. Ap6s a purificagdo, o plasmideo foi desfosforilado com 10 U da
enzima CIP em tamp&o NEB 3 1X em um volume final de 50 uL a 37 °C, por
10 h no termociclador. Apés a reacdo, o plasmideo foi purificado, conforme
descrito anteriormente. O plasmideo desfosforilado foi ressuspendido em
tampdo EB (Tris-HCI 10 mM, pH 8,5) na concentracdo de 100 ng/uL. A
eficiéncia da reagcdo de digestdo do plasmideo foi confirmada por meio de
andlise eletroforética de uma aliquota de 3 puL de amostra em minigel de
agarose 1,2% / SB 1X. Apo6s a corrida, o gel foi fotodigitalizado, sob luz

ultravioleta, utilizando o sistema Eagle Eye |l (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).

2.9. Ligacao dos fragmentos de DNA ao vetor e Transformagéo de células
competentes

A reacédo de ligagéo foi realizada com 15 pL dos fragmentos de DNA
digeridos (cerca de 180 ng), tampao NEB 2 1X, ATP 0,8 mM, BSA 100 pg/mL,
150 ng do plasmideo pBluescript SK (+) digerido e desfosforilado, 7 U de Nhel
e 6 U Weiss de T, DNA ligase. O procedimento foi realizado em um
termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA),
programado para 19 ciclos a 16 °C, por 30 min, e 37 °C por 10 min. Uma etapa
final a 65 °C por 20 min foi realizada para inativar as enzimas Nhel e T, DNA
ligase. O conteddo da reacdo permaneceu a temperatura ambiente por 30 min
e, em seguida, foi utilizado para transformacéo de células ultra-competentes da
cepa DH5a de Escherichia coli. A transformagéo foi realizada por meio de

choque térmico, de acordo com protocolo-padréo descrito por Ausubel (1998).
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2.10. Selecéao de clones positivos e Seqlienciamento

Apos transformagdo por choque térmico, foi realizada a sele¢do de
colonias brancas transformantes-recombinantes. A confirmagdo da presenca
do inserto foi feita por meio da técnica de PCR de coldnia, utilizando-se os
primers T3 e T7. Tais primers amplificam um fragmento do vetor de 170 pb e,
por esse motivo, apenas as colbnias que apresentaram um fragmento de no
minimo 400pb foram selecionadas para o sequenciamento. O DNA plasmidial
das colbnias de interesse foi extraido com o Kit de extracdo Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System, segundo recomendacdes do fabricante
(Promega, Madison, WI, EUA). Apos a extracdo e quantificacdo do DNA
plasmidial, as amostras foram sequenciadas em seqlenciador automético
Applied Biosystems modelo 3730xl, na empresa Macrogen (Seoul, Coréia do
Sul), pelo método de terminacdo da cadeia por didesoxirribonucleotideos
(SANGER et al., 1977).

2.11. Identificacéo de regides SSR e Desenho de primers

As sequéncias que apresentaram valor PHRED de qualidade maior que
20, tiveram seu perfil cromatrogréfico analisados no programa CHROMAS
(http://www.technelysium.com.au/chromas). O valor PHRED=20 esta
relacionado a probabilidade estimada de 1 erro a cada 100 bases
seqglenciadas, ou seja, corresponde a 99% de certeza de que um nucleotideo
apresentado em uma dada posi¢cdo no perfil cromatrografico corresponde a
realidade. Esse valor € comumente padronizado na literatura como o valor
PHRED minimo para que uma sequéncia seja considerada de boa qualidade
para analise. Adicionalmente, foram consideradas sequéncias de boa
qualidade aquelas cujo cromatrograma apresentou picos de fluorescéncia
agudos, regularmente espagados e com pouco ou henhum ruido de fundo. Em
seguida, foi utilizada a ferramenta VecScreem para identificar quais 0s
segmentos das sequéncias de DNA eram correspondentes ao vetor plasmidial
utilizado durante a etapa de clonagem. O VecScreem realiza uma analise de
similaridade, por meio do algoritmo BLAST, entre a sequéncia de entrada e um
banco de dados especializado e n&o-redundante de sequéncias de vetores

usualmente utilizados em experimentos de clonagem, o UniVec, identificando,
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na sequéncia de interesse, as regioes correspondentes ao vetor plasmidial. As
trés ferramentas descritas encontram-se disponiveis na pagina do NCBI (NCBI,
2009). Logo apos, foi utilizado o] programa MEGA4
(http://www.megasoftware.net/mega.html), para alinhamento global das
sequéncias forward e reverse advindas do mesmo clone, e obtencdo da
sequéncia consenso. Quando o fragmento de DNA gendmico clonado era
grande, ndo era possivel um alinhamento de boa qualidade das sequéncias
forward e reverse, pois a fracdo das sequéncias que apresentavam
sobreposicao era geralmente pequena, o que dificultava a obtengdo de uma
sequéncia consenso. Nesses casos foi utilizado o programa CAP3
(http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php), que realiza o agrupamento de sequéncias
contiguas, ou seja, sequenciais, gerando contigs e fornecendo a sequéncia
consenso. O programa CAP3 foi utilizado também para a identificacdo de
clones redundantes. Seguiu-se a andlise das sequéncias quanto a presenca de
motivos microssatélites, por meio da ferramenta SSRIT
(http://www.gramene.org/). N&o existe um critério padréo estabelecido na
literatura para a definicdo de um potencial microssatélite, assim sendo, foi
seguido o seguinte critério minimo: A) (NN)s — 5 repetic6es de dinucleotideos;
B) (NNN), - 4 repeticbes de trinucleotideos e C) (NNNN); — 3 repeticbes de
tetranucleotideos, segundo Caixeta et al. (2005). No entanto, alguns motivos
menores foram igualmente selecionados por estarem inseridos em um motivo
maior, porém composto.

Os primers microssatélites foram desenhados com auxilio do programa
Primer3  (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Para o0
desenho dos primers foram seguidos os critérios recomendados por Yu et al.
(1999), com modificagdes: A) Tamanho dos primers: de 18 pb a 30 pb; 2) Tm:
minimo de 48 °C e maximo de 60 °C, com 6timo de 52 °C e Tm maxima de 5 °C
entre os primers foward e reverse da mesma sequéncia ; 3) Concentragéo de
sal: 50 mM; 4) % GC: minimo de 20% e maximo de 80%; 5) Produtos de
amplificagdo: entre 100 — 400 pb. Apds o desenho dos primers foi verificada a
estabilidade dos mesmos por meio do programa Primerselect 3.1 (DNASTAR,
Madison, WI, EUA).

O Primerselect 3.1 analisa a possiblidade de formag&o de heterodimeros
entre os primers foward e reverse, identifica a existéncia de auto-

complementariedade e formag@o de homodimeros, e ainda identifica a possivel
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formacdo de estruturas secundérias (hairpin) durante a futura reac@o de PCR,
por meio de padrdes termodindmicos pré-estabelecidos. O programa
Primerselect considera que os seguintes fatores séo indispenséaveis para um
primer ser considerado estavel: 1) Estabilidade do pentdmero 3’- é um valor
limite de estabilidade para os cinco ultimos nucleotideos do terminal 3'. Primers
com o valor de energia livre (G) do pentamero menor do que -8,5 kCal/mol
apresentam uma tendéncia de pareamento em regifes inespecificas e séo
mais provaveis de formar estruturas em grampo e dimeros com ele mesmo. O
primer ideal deve possuir um gradiente decrescente de G que vai de alta
estabilidade na extremidade 5 (G < -8,5 kCal/mol) até baixa estabilidade na
extremidade 3’ (G>-8,5 kCal/mol). 2) Sequéncia 3’ Unica de 7 bases — este
critério limita o pareamento inespecifico, usando este critério, qualquer primer
que ndo apresente uma sequéncia especifica de 7 bases ou superior que seja
exatamente complementar ao sitio de anelamento é eliminado. 3) Formacao de
dimeros — este critério limita no valor 2 a 3 o nimero de pares de bases que o
dimero pode conter. O valor 3 raramente altera o desempenho do primer, a
menos que o pareamento seja proximo a extremidade 3'. 4) Formagéo de
estruturas em grampo - este critério limita no valor 2 o nimero de pares de
bases que a estrutura pode conter. O valor 3 raramente altera o desempenho
do primer, a menos que o0 pareamento seja proximo a extremidade 3'. 5)
Formacéao de fita dupla préximo 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'.

2.12. Determinagdo das condi¢cbes de amplificagdo e ldentificacdo de
marcadores microssatélites polimérficos entre os gendtipos andinos e

mesoamericanos

Os primers analisados no programa PrimerSelect e considerados
estaveis termodinamicamente foram sintetizados por empresa especializada
(Sinapse, Sao Paulo/SP, Brasil). Para a determinacdo e validagdo das
condicdes ideais de amplificagdo de cada primer desenvolvido, os cultivares
Rudd e AND277 foram utilizados como fonte de DNA para a realizacdo de
reagbes SSR-PCR, nas quais os primers foram submetidos a um gradiente de

temperaturas de amplificagéo.
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As reacgdes de amplificacdo foram feitas em um volume de 15 pL,
contendo 30 ng de DNA, Tris-HCI 12 mM (pH 8,3), KCI 60 mM, MgCl, 2 mM,
cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP, dGTP e dCTP) numa
concentragcao de 100 uM, 0,3 uM de cada primer e 1U da enzima Tag DNA
polimerase. O procedimento foi realizado em um termociclador Eppendorf
modelo Mastercycler EP Gradiente, programado para uma etapa inicial a 94 °C
por 4 min, seguida de 40 ciclos a 94 °C por 40 s, 48-62°C por 40 s e 72 °C por
60 s, e uma etapa final a 72 °C por 7 min. Os produtos de amplificagédo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8%/SB 1X, corados com
brometo de etideo e fotodigitalizados utilizando o sistema L-PIX (Loccus
Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil).

Apos a determinacdo da melhor temperatura de amplificacdo, os primers
foram testados quanto ao polimorfismo detectado entre os cultivares descritos
na Tabela 1 do item 2.1, genitores usados no Programa de Melhoramento do
Feijoeiro do BIOAGRO/UFV. As reacdes de amplificagdo para cada um dos
primers padronizados foram realizadas sob as mesmas condi¢bes usadas para
as reacdes de padronizagcdo. As temperaturas de amplificagdo definidas e
utilizadas no teste de polimorfismo, para cada primer, estdo indicadas na
Tabela 3 do item 3.1, na sessdo “Resultados e Discussao”. Os produtos de
amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida nativo
10%, contendo acrilamida/bis-acrilamida na propor¢do de 29:1; tampao TAE
10X (Tris-base 400 mM, acido acético 200 mM e EDTA 10 mM); na presenca
de 167,5 yl de persulfato de aménio 10% e 167,5 yl do catalisador TEMED,
para um volume final de 25ml de gel. Os géis foram submetidos a uma
voltagem de 120 volts por 4 h e corados com solugdo de nitrato de prata, de
acordo com o protocolo proposto por Sanguinetti et al. (1994), com modificagéo
do tempo de imersdo dos géis em cada uma das quatro solugdes usadas no

procedimento para 10 minutos.

2.13. Caracterizacdo dos primers polimérficos quanto ao Iindice de

Informacgéo de Polimorfismo (PIC) e numero de alelos detectados

Para os primers que amplificaram produtos polimorficos entre os
gendtipos testados, foi calculado o Indice de Informacéao de Polimorfismo (PIC).

O PIC foi calculado de acordo com a equacéo de Anderson et al. (1993):
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PIC=1-) P’

i
i=1

Onde k é o numero total de alelos detectados para um loco microssatélite e P; é
a frequéncia do i-ésimo alelo detectado nos vinte gendtipos de feijao
analisados.

O numero de alelos em cada loco foi determinado por andlise visual,
comparando-se a mobilidade no gel dos fragmentos gerados com a dos
marcadores de tamanho DNA Step Ladder 25 pb (Fermentas International Inc.,
Ontéario, Canada), em gel nativo de poliacrilamida 10%, nas mesmas condi¢des

descritas no item 2.12.
2.14. Anélises de similaridade

As regides microssatélites identificadas, e para as quais puderam ser
desenhados primers flanqueadores, foram submetidas a busca por similaridade
com sequéncias j& caracterizadas e depositadas no consércio de bancos
publicos de sequéncias GenBank (EUA), EMBL (Europa) e DDJ (Japao),
disponivel no endereco eletrénico do NCBI (NCBI, 2009).

Primeiramente, foi utilizada a ferramenta PrimerBLAST para analisar se
os primers desenvolvidos amplificavam sequéncias do genoma de Phaseolus
vulgaris e de outras espécies que j& haviam sido caracterizadas e depositadas
no banco de sequéncias. Para tornar os parametros menos rigorosos
selecionou-se a opgdo nr (non-redundant), na se¢do database, que permite
uma busca mais ampla, pois engloba todos os bancos de dados n&o
redundantes disponiveis no NCBI (bancos curados e ndo curados, de
sequéncias expressas e ndo-expressas, para todas as espécies e ndo somente
para Phaseolus vulgaris).

Logo em seguida, as sequéncias amplificadas pelos primers SSR
desenvolvidos, obtidas no item 2.10., foram submetidas a uma busca de
similaridade contra o banco de dados completo do NCBI, via BLASTN,
algoritmo que identifica similaridade entre a sequéncia de nucleotideos de
entrada (query) com as demais sequéncias de nucleotideos depositadas.
Quando a busca identificou similiaridade com multiplas sequéncias disponiveis

no banco de dados, foi considerado o primeiro hit, ou seja, a sequéncia que
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apresentou, em conjunto, a maior porcentagem de similaridade com a
sequéncia de entrada (85%-100%), associada ao maior score de alinhamento e
ao menor e-value (e-value maximo de e™°. Todas as ferramentas acima
descritas encontram-se disponiveis na pagina do NCBI (NCBI, 2009).

Para identificacdo e categorizacdo das fungdes celulares associadas as
sequéncias génicas identificadas pela analise de similaridade, foi realizada uma
pesquisa ao banco SwissProt (http://www.expasy.ch/sprot) e ao banco GO
(Gene Ontology) (http://www.geneontology.org/), respectivamente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Obtencéo das bibliotecas gendémicas enriquecidas

Como resultado dos procedimentos descritos nos topicos 2.1 ao 2.9 da
sessdo “Material e Métodos”, realizados por MAFRA (2007), foram
desenvolvidas duas bibliotecas genomicas enriquecidas para motivos
microssatélites, a primeira para os motivos (TC)is, (GT) 15 € (CTT)10 (Biblioteca
1) e a segunda para os motivos (AGG)10, (CCA)10 € (GGC)1o (Biblioteca 2). No
presente trabalho, as duas bibiotecas desenvolvidas foram analisadas em
busca de motivos microssatélites para os quais pudessem ser desenhados

primers flanqueadores.
3.2. Sequenciamento e Desenho de primers SSR

Ap6s a etapa de tranformacdo de células ultra-competentes, 400
colonias transformantes-recombinantes foram obtidas e 207 foram
selecionadas por apresentarem fragmentos clonados acima de 400 pb,

identificadas por meio do procedimento de PCR de col6nias (Figura 1).
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Figura 1: Perfil eletroforético do diagndstico de colbnias utilizando os primers
T3 e T7. M: marcador de tamanho 100 pb; 1 a 28: clones diagnosticados. A
seta indica a posi¢ao correspondente a 400 pb.

Das 207 colonias selecionadas, 196 (94,68%) foram sequenciados, dos
quais 184 (88,89%) apresentaram perfil de sequenciamento de boa qualidade e
puderam ser analisados, sendo 133 clones da biblioteca 1 e 51 clones da
biblioteca 2. Foram detectados 48 (26,09%) clones redundantes, dentre o total
de clones analisados nas duas bibliotecas. Foi possivel identificar repeticdes

perfeitas, imperfeitas e compostas, que variaram em tipo e em nimero (Figura
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2). A andlise dos clones permitiu identificar 66 (49,62%) motivos SSR na
biblioteca 1 e 20 (39,22%) motivos SSR na biblioteca 2, a partir dos quais

foram desenhados 56 pares de primers.

A

1 GATTCACTGAAAGATATTTTCCTGATATTGTTTCTAGACCGGTGGGTATAGCGAGGACAT
61 GATTCCTACTGTAAGTGTTATTTGCCAAATGCTTTCGGTTATAGCTTTCTCCTTGAGTTA
121 CTATACGAAGTTTTCTGCTTATCAAGCAGCATGATATTCTGATGAATCTATTTGTCATCT
181 GATTCCAGGTGGGATTCAATATGAGGAAAGTAACAAAAGGCAATGTTACAATAAAGTTAT
241 GGGATCTTGGAGGGCAACCTAGGTTCCGCAGCATGTGGGAGCGCTATTGTCGTGCAGTTT
S>>>>>>>>>>>>>>>>>>

301 CTGCTATTGTGTATGGAGCAAACATCTCATTTCCTTCTGATTTTAAATCTCTCTCTCTCT
E R s o S e

361 CTCACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCAGCACTGGTAGACGCAA
<<<LLLLLLLKLLLLKL

421 TGAGACATACATGACTGATAAATGCACAAATCTTCTAGTGTATATTTNGT

<<

1 GATTCAAAGGAGAATCGTCCCAGCGAGTGGACTCAGCTGCGAGAGCTTCGTTTTTTTCTT
S>>>>>>>>>>>>>>>>>>>

61 TTTTGAGTTTTTTTTTAGAGAGATAAAGTGTGTGTGTTTCTGTGTGTAAGAGAGAGAGAG

E R R e e B R R s e e e

121 AGAGTTCCTCAGAAATGGCATTGCGAAGCGCGTGTTTGGGTTTATAATGGAATGGGTTTA

folaialial << <LK LK<

181 TTTGGCGTGTTCTTGTTTAACACTTTAATCCAAGAGGATTAAGGAGGGTATTAGCCACGT
<<<<<<<L<<

241 CACCATGCCCATCACAACGGCACTCTTTTTCTGTTTTTTTTTTTACATTAATGCCCCCGG

301 G

C

1 AATTCCATTTGGGGTTGAGAAAGATGAACAATCGATGGTCATGTCACTTGCTAGAGTGGA
61 CTGGAAGGAGACCCCAGAGGGGCATGTAATGATGCTGGATGTGCCGGGGATGAAGAGAGA
121 AGAGATAAAGATAGAAGTGGAAGAGAATAGGGTGCTGAGAGTGAGTGGTGAAAGGAAGAG
SSSSSSSSSSSSSSSSSSS>> folalel

181 AGAGGAGGAGAAGAAAGGGGATCACTGGCACAGAGTGGAGAGGTCCTATGGCAAGTTCTG

241 GAGGCAGTTCAGGTTGCCACAAAATGTGGACTTGGACAGTGTGAAGGCTAAGCT GGAGAA

301 TGGGGTGCTCACTTTGACTCTTGACAAGTTGTCACCTGAAAAGATCAAAGGTCCCAGGGT
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLKL

361 GGTTAGCATTGCAGGGGAGGATCAGCAGCAAGCCAAGCTGAGCACAGATGGGGGCTTCTG

Figura 2: Sequéncias de fragmentos contendo diferentes nimeros e tipos de
repeticbes microssatélites. (A) uma repeticdo imperfeita e simples -
(TC)sA(CT)19. (B) duas repeticbes perfeitas no mesmo fragmento — (GT)s e
(AG)s. (C) uma repeticdo composta — (GA)3(GGA).. A simbologia >>>>>>
representa a regido do fragmento que originou a sequéncia do primer F;
<<<<<< a que originou sequéncia do primer R.

Segundo Yu et al. (1999), ndo existe um critério que defina o namero
minimo de unidades repetitivas que caracterize um motivo microssatélite. De

acordo com Weber et al. (1990), existe uma relagéo direta entre 0 numero de
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repeticbes e o nimero de alelos em um microssatélite. No entanto, Yu et al.
(1999) encontraram microssatélites curtos que se mostraram polimérficos entre
0s genotipos testados, enquanto que outros mais longos, como (AT)zz, foram
monomorficos. Os resultados obtidos por Caixeta et al. (2005) também
mostraram que é possivel encontrar polimorfismo mesmo entre motivos SSR
relativamente pequenos como (TAAA)s. Benchimol et al. (2007) desenvolveram
primers que amplificavam motivos microssatélites perfeitos pequenos como
(CA)s e (GT)s e também motivos compostos de repeticdes menores tais como
(TG)ATT(TG)a(AT)s, (TG)aT(TG) e (AC)3(TC)2, que se mostraram polimoérficos
entre os 20 genotipos analisados. Hanai et al., (2007) também chegaram a
resultados semelhantes ao detectarem polimorfismo em motivos como (TC)s,
(CA)s e (CT)2(GT)3(AAG)2(GT)4. Por esta razéo, no presente trabalho, motivos
compostos por repeticbes menores foram igualmente considerados para o
desenho de primers. Motivos repetitivos de 7-9 pb, definidos por Tautz e Renz
(1984) como minissatélites, que se repetiam de duas a quatro vezes, foram
igualmente considerados.

A denominagéo dos primers SSR foi feita de acordo com Queiroz (2004),
com modificagbes. Consistiu primeiramente das letras PV de Phaseolus
vulgaris, seguida da unidade repetitiva presente em maior nidmero no motivo
SSR e um namero arbitrario a partir de 001 para sequéncias que possuam a
mesma unidade repetitiva em maior nimero. Quando a sequéncia possuia
mais de uma unidade com o mesmo numero de repeticdes, foi considerada a
primeira unidade repetitiva para efeito de nomenclatura. As designacdes F e R
foram utilizadas para diferenciar os primers forward e reverse, respectivamente.
Por exemplo, para o primer PVgaOOlF, F designa o primer SSR forward
flanqueando repeticbes do motivo GA. A Tabela 2 mostra os motivos
microssatélites identificados e as sequéncias dos primers que foram

desenhados.

Tabela 2: Motivos microssatélites identificados, sequéncias dos primers
correspondentes, valores de Tm, tipo de repeticdo e tamanho dos fragmentos
amplificados. O simbolo // entre alguns motivos denota a presenca de outros
motivos SSR relativamente distantes no mesmo fragmento.

Motivo Primer Seqliéncia Tm Irzrg
microssatélite i (°C) | b
(GA)s(GGA),(GAA), PVga001 F AAAGATAGAAGTGGAAGAGAA | 50,10 | 208
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PVga001 R ACTTGTCAAGAGTCAAAGTG 50,00
PVag001 F TCGATGACAGTCAGCAACAG | 57.20
(GGC)(AG)s 5o
PVag001 R TGACACCGCATCACTATTCT 57,60
PVag003 F AGTGGACTCAGCTGCGAGAG | 60,90
(AG)sATA3(GT)s//(AG)s 163
PVag003 R CACGCCAAATAAACCCATTC 60,10
(AG)ARG)GA)/ PVag004 F AGGTAAAAATTGAGAGAACC 50,20
(AG)s PVag004 R TTGAAACAGAAGAAAAACAT 50,00 | 20
PVtc001 F CTAGTTTGAATGCTTTTGAC 50,20
(TC)sCGA(GTT),T -
(GAG),A(AGG), PVtc001 R ACTGTAAAACTGACCAACTG 50.10
(TTG),TC(CTLTACT), |  PVtc002 F AGTTCAAGGGAAGATAAAAG 50,40
T3A(GCCT)2(TG).GAG; 218
(TC)s PVtc002 R CCTCCCTATTACTAAACCAT 50,20
- PVtc003 F CCACCACTAACATTAAAGAA 50,40
(GAIAG(GA)s PVtc003 R ATTCACACAGAACAATGATC 4980 | 168
(TCLAGATO), PVtc004 F CCGGTGTGCCTGATAGTTCT | 60,10
(AAAG), PVtc004 R ACAGTTGGAGGCTTGTGGAC | 60,10 | 258
PVtc005 F GTTCTCCTAATCATAAGCAA 49,70
(TC),A(TC)(CT),Ce(TC)
C(TC) PVtc005 R ATGTTAAGTGTTTCAAGTGC 5030 | 310
PVC001 F GGATCTTGGAGGGCAACCTA | 61,30
PVCt001 R CTCATTGCGTCTACCAGTGC 59,40
PVcca00l F TAACATTCCTTTCATTTCAC 50,20
(CCA)2(AAGA),(ACT) 195
PVcca00l R TCTGAAGTTTATGTGATGGT 50,30
p— PVCCt001 F GGAGTTTCTGTGTTTCGTCC 58.30
(GATC), PVcct001 R CAGATCGCCAAGGTGATTGA | 5710 | 17°
PVCttt001 F GATTCTAAGCACAACAACTG 50,80
(CTTT)CT(CTTT), 16
PVCitt001 R GATAGGTGCTGCTGGAGA 54.60
(CTTTTG(ETT,TC | PYeltioo2 F TGTATAGCTCTCCCACAAC 50,80
(CT)2G2(CTA), PVcitt002 R GAGTTGAAAATAAGCGTAGA 50,00 209
PVtgg001 F CATTGTTGGAGTTGTGGTTG 54.40
(TGG)s(TGA), -
PVtgg001 R TTCTGATGATGCTTGTAGGT 54.80
(AT),(CA)A(CA)L(TTC), | PVca00l F ATAAATCATAAATGAACCAAC | 48,60
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165

PVca001 R ATCAGGTTGAGAGCAGTAG 50,00
PVaca00LF | AGACAGAAGGCAAAACTTAT | 50,60
(TAG),TA(ACA)3 250
PVaca00LR | AGTGTAGTTGTTGATGGAAC | 49,70
(COACO)CT(GA,GT | PVCa00LF GCAGATGATGAGGTCCAC 54,50
(GA) PVcgOO1 R ATGCTCAGGCTCATCTAT 5020 | 34
(CANLCAC(CAR)/ | PVcaa0OLF TCAAACCCTACAACATACTT 49,70
(AAC)(GGAG), PVcaa001 R CTCTACAAAGCTTCCACTT 49,50 | 185
(CATTGRC(TG) | PVcalta0oLF CACTCAAAGGTACGATTTT 50,20
(CT(TTC), PVcattg001 R |  ACGTAAGAAAAGAAGAACG 49,70 | 270
(CAA)(GARG(GAIT | by0aa001F CATGTATGAGATGTGAAGAT | 52,36
(GA)AT(TG)s 210
(TG(’?;A}A)A)“ / PVgaa001R AGATCTGGCAGCGACAAC 57,36
4
(TTGATC)/I(AGA), | PVHGAICOOIF | CAACACACCAACACTAAGA s |
(ATCA), PVitgatcO01R | GCTGAGATTGCTGAAAGTC 53,43
(CTTTGO)I(TTG)y | PVCUGe00IF | GCTTCTACACAGTGCTTCTT 52,33 o
(TGCCC), PVCittgcOOIR | CGGTTCAACGGGCTAAATA 58,64
PVac001F CCAACACTAAGAATGCTGA 52,09
(AC)3A(AC)/I(AC)3 150
(AAAC)II(TTG), PVacO0IR | GTGTGAGATAGGATTTCTGCTT | 5523
(CTC),//(TCT),CC PVCtc001F TGCCACTCTACAGAACCG 55,66
(CTT),TA(TTCCG),A 152
(AG), PVCtc001R TGACTGAATTGGTCCTAGTT | 52,15
(TTGAR)I(TGTC) | PVIgIc00LF ATTCTAAGCACAACAACTGG | 52,95 .
(TCTTTC), PVtgtcO01R CGATAGGTGCTGCTGGAG 58,02
PVag006F GCTGCGAGAGCTTCGTTT 59,42
(AG)I(GT)sT,CT(GT)s 2 il QP
AAG)/(AATGG), PVag006R GTGGCTAATACCCTCCTT 54,42
(GAGTTTTT)JI(TGAT),
praiib-<hies PVgtOO1F TTGAGAATTAATCTTTGACA w28 |
(TGTT),/I(GT)y!
AR PVgtOO1R CCAACACACCAACACTAAG 52,16
PVgaa002F ACAGGGCATGAGGAGAAG 56,12
(GAA),(GA)/I(GA), 9 013
AGAIAGA) PVgaa002R GCTGTCACCAACAAAGAC 51,09
(GA)I(TG)s/I(GAAAYII | pyga003F CGGCTGAGTAATGTTCAC 52,27
(GT),G(AAGA),// -
(AAGCA)/[(TAT),A
(TGGT), PVga003R CATGACTGATTATGCTTTGA 52,10
(ATTAARII(CTC),I/ PVac003F TAACCACTATCATCAAGCA 49,71 | 194

(CAA)//(CAAAY/I(AC)s
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(CAT),

PVac003R TTCTTCACATCTTACACTTCTA 49,51
(GCT)/(TCGC).CG PVcag001F ACTCGGGTCAGAGCGTAA 56,86
(CTA)/I(CTTTT),TC 280
(CT),GG(CTA),//(TC),T
(TGCC),/I(CAG) PVcag001R ATTCCCGATATAGGTCAAC 51,41
PVCtt001F ATTCACTGCCTTCATAACAT 52,17
(TC),C(ACA),//(CTT)4// 933
(TCC),C,AG(AAACT),
PVCtt001R CACGGTTTGATAGAGTTG 49,43
(GA)(AT)(GGT),(CT), PVga004F AGATTTGATTGTATCCTGAGT 50,42
II(AGTGT),(GTT),T 357
(TAA)/I(GT)2(GAT). PVga004R CCTGGCGTGAGTTTAGAA 54,81
(GGT)s//(GAG)/I(GA) PVggtoO1F GCGTAGTCATGTTGAGGA 52,67
(GAAA),/[(GAGG),C 387
(GAG)./[(GCG),(GAA),
/(AGGGAA), PVggtoO1R GCATACGTTGTGGGCTGT 58,05
(GGGTC)/I(AAGT),// PVtga001F GAACCATGGATAATCTATTT 48,31
(TGG),A(AG),/[(GGT)s 317
(GT)/I(TAA)2//(TGA); | PVtgaOO1R AGACCAGGTTTCCACTATTC 53,22
(AG)/[(GGT)/I(AC)C PVag007F CAGGTGGCAGAGAGGTAG 54,10
(AC)(CAG)//(AG), 400
(CG)/I(TC)(GT).T
(AC), PVag007R GTGTGCTCATGCGAGGTC 58,85
(GCA)/I(GCT)l!
(AGC)»(ACG)(AC),T,G PVcag002F TACTCGGGTCAGAGCGTA 55,29
(TA),G(CT),Co(CA)//
(TCGC),CG(CTA),// 399
(CTTT),(TC)(CT).G2 PVcag002R ATTCCCGATATAGGTCAAC 51,41
(CTA),/[(TC), T(TGCC),
/(CAG)s
(TGCG)//(TGT)//(GT) PVgttO01F TTTGTCGTAGTAGATGCTGA 51,93
(GTT)sG(GT).G(GT)// 245
(GA)2 PVgttO01R CTCATATTCTGGCTGGTAGT 51,92
(TTGATGATA)(GTGAC
GATA)(TTGATGATA) PVtcO07F CCTGGATAACAAGCCTAAG 52,57
(GTGACGATA),/I(AT), 387
(GAGCT)G(GAGCT)//( PVtcOO7R TATGAGTCGAAGCAATAACA 51,94
AT)A(AT)//(TC)/[(TG),
(GATG),I(AGCTTTCA) | PV9algo01F TGTGTGGAATAGATGCTTTA 51,75 -
MGCTIMCCTACA) | pygatgo01R | ATTATAGTGTTTCGCTGCTC 52,37
(TCT)ICACT) PVct002 F GCTGTCACCAACAAAGAC 51,99 oy
(CT(TCT5(TCC), PVCt002 R ACAGGGCATGAGGAGAAG 56,12
(GA),(AC),//(AC),A PVgcaat001F AAGAAACACACGAACATCA 52,16
(GCAAT);G(GA),AG 144
(GA), PVgcaat001R TCCATTCCTCCCTTACTT 51,90
(TTC)4C(TCT)(TC), PVtct002 F ACCATGGTTCAGTCCCTT 55,10 | 179
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PVtct002 R CTTCATGTACGCATTCTCT 51,09
(CALAGCA),GTC PVca002 F GTTCTGTCCTTTACCATTTT 50,99
2 2 2 180
(CDTTAR(CCTAA), PVca002 R TGATTTCGTGCATAACTTAC 51,40
(T(TA%((::))ZZ/(/?P(:ZTAT()AZI():”A) PVga005F CATGACTGATTATGCTTTGA 52,10
2Co(TG)(CA)(TG) 391
(CAC)AS(TG)(TTTC)// PVgaO05R TCTTTGATTTGTCGCTTT 51,72
(GA)4
(CA)(CCA);CAs(CCA), | PVacc001F CTTATGTCACACCTTTTCCT 51,81
CT(AC)(CAA),//(TC),A 224
(ACC)s//(CTT).C(CA). | PVaccO01R CTCTTCCAAGTCTTCATCAG 52,39
(TGUE’((;GTPQS)T/)(EUST PVgtO02F TGAATCTCATGTTTTTGTTG 51,98
2 2 241
(CATGé;GA))Z(GA)GZ PVgtO02R CCTCCTCAGTGTTTTGATAC 52,15
2
(CCTCCA/I(TCT) PVtct003 F GGATAACCTTCACCTTCTAC 50,41
2 3 187
(TCYI(TCT)a PVtct003 R GATCATCTATGTCCCACAAC 52,52
[(TGTATAGA)(GGTTC
TTC)J(TGTATACA) PVX001 F TACTATTTGTACTTTGTGTTGTAA | 49,39
(GGTTCTTC) 160
(TGTATAGA) PVx001 R TTTGTAAAAATAGACTCTTATGAT | 49,40
(GGTTCTTC)
(GTIIGTTTALG PVgto03F GTGACAGGATAAGTAGAATGA 49,27 0
(GTTT)G(AGAGGA), PVgtOO3R TTAAATACAACCAGGTAGCC 52,15
(CTTT)(GAT),(CT) PVga006F TCAGTTGTGTATGTTTATTCTG 50,57
(GA)//(TTTTC),(CA) 220
(TTAC), PVga006R GGTGTGCCTGATAGTTCTG 52,63
(GAA),//(AGG),(TG) PVgaa005F GTCATGGGAAACAGTAGAAG 52,15
16 2 2 236
(TC)TC)(TTGCAA), PVgaa005R CCGAAGGAATATACAGTGTC 52,20
(GTYT(GT),TCGT)HA PVgto04F ATCCAAATGATGAGAATGAT 51,71
2 2 2 2: 217
(TGGG), PVgt004R CCTCACACAAACAACTGTAA 51,95
(AC),T(CACCCA),// PVac004F ATGAAGAGCAAAAGAACACT 51,65
(TCA),C,A(GGAACA), 235
G(GT), PVac004R GTAGGAGGCAAGGTATTATG 51,61
(TG),(CA)(TG)JI(AC), PVtg0O1F GCCTTCCAATGTGAGTAA 51,73
286
(GT(TC):L(TC) PVig001R GGCTTGGAAGTTAGACAAA 52,97

Como pbde ser observado na Tabela 2, os motivos microssatélites mais
frequentes foram da classe AG/TC. Yu et al. (1999), Melotto et al. (2005),

Hanai et al. (2007), Benchimol et al. (2007) também verificaram uma alta

frequéncia do motivo GA/CT no genoma do feijoeiro. O resultado encontrado
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no presente trabalho confirma a alta ocorréncia deste motivo dinucleotidico no
genoma da espécie.

Dentre os locos microssatélites identificados, o nimero méaximo de
repeticbes encontrado de um dinucleotideo foi (CT)19, para o loco PVct001, e
de um trinucleotideo foi (TCT)o, para o loco PVtct002. Resultados semelhantes
foram obtidos por Benchimol et al. (2007), que constataram que 0 motivo
GA/ICT nado apenas estava entre os mais freqientes dentre os locos
analisados, como também foi o que constituiu 0s motivos mais longos no
genoma do feijdo, assim como observado no presente trabalho para os locos
PVag003, PVct001 e PVag006, que apresentaram oS motivos mais longos.

Foi também observado que alguns motivos ndo foram compativeis com
as sondas utilizadas na etapa de enriquecimento. Levando-se em consideragéo
apenas as maiores repeticées presentes nos motivos encontrados, foi possivel
identificar 51 (77,27%) motivos SSR compativeis com as sondas utilizadas na
biblioteca 1, enquanto que na biblioteca 2 apenas 8 (40%) motivos
microssatélites foram encontrados. O baixo percentual de enriquecimento da
biblioteca 2 sugere que os motivos SSR usados sé&o pouco frequientes no
genoma do feijdo ou que as condi¢gdes utilizadas nas etapas de hibridizagéo e
lavagem néo favoreceram ao enriquecimento para estas repetigoes. .

Gaitan et al. (2002) construiram trés bibliotecas enriquecidas e
sequenciaram 856 (18,3%) clones para obterem 213 (24,88%) pares de
primers, dos quais 68 geraram produtos de amplificacdo. Yaish e Pérez De La
Vega (2003) identificaram 21 (35%) locos microssatélites ao analisarem 60
sequéncias obtidas a partir de uma biblioteca gendmica enriquecida para
motivos GA. Benchimol et al. (2007) construiram uma biblioteca enriquecida
para os motivos (CT) e (GT) e sequenciaram 1209 (48,8%) clones para
obterem 714 (59,06%) sequéncias contendo microssatélites, das quais 540
foram utilizadas para o desenho de primers. No presente trabalho, foram
sequenciados 196 (94,68%) clones, dos quais 184 (88,89%) apresentaram
sequéncias com boa qualidade para serem analisados, sendo 133 clones da
biblioteca 1 e 51 clones da biblioteca 2. A andlise dos clones permitiu identificar
66 (49,62%) motivos SSR na biblioteca 1 e 20 (39,22%) na biblioteca 2, no
entanto, a partir dos critérios para desenho de primers estabelecidos no item
2.11 da sessdo “Material e Métodos”, foi possivel desenhar 56 pares de

primers flanqueadores.
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A alta eficiéncia obtida na sele¢do de clones positivos para motivos
microssatélites, 49,62% para a biblioteca 1 e 39,22% para a biblioteca 2, e no
desenho de primers, 56 (30,43%) primers SSR desenvolvidos a partir de 184
clones analisados, indicam que o método utilizado foi eficaz na identificacdo e

desenvolvimento de marcadores microssatélites para o feijdo-comum.

3.3. Identificagcdo de marcadores microssatélites polimorficos entre os
gendtipos andinos e mesoamericanos

Dos 56 pares de primers desenvolvidos no presente trabalho, 34 tiveram
suas condigbes de amplificagdo padronizadas e foram analisados quanto ao
polimorfismo detectado entre os 20 gendtipos andinos e mesoamericanos
descritos na Tabela 1, do item 2.1 da sessado “Material e Métodos”. A tabela 3
apresenta a temperatura de amplificagdo padronizada para cada um dos 34
pares de primers analisados e quais detectaram polimorfismo entre os
gendtipos testados. Os demais 22 pares de primers ndo analisados ainda serdo

padronizados e testados em proxima oportunidade.

Tabela 3: Temperatura de amplificagdo padronizada para os 34 pares de
primers analisados e identificagdo de quais detectaram polimorfismo entre os
gendtipos testados.

Primer Temperatura de amplificac@o (°C) | Analise de Polimorfismo
PVga001 59 °C Monomorfico
PVcttt002 59 °C Monomorfico
PVtgg001 59 °C Polimorfico
PVca001 59 °C Monomorfico
PVaca001 59 °C Monomorfico
PVcg001 59 °C Monomorfico
PVcattg001 59 °C Monomorfico
PVag001 54 °C Monomorfico
PVag003 54 °C Polimorfico
PVag004 54 °C Monomorfico
PVic001 54 °C Monomorfico
PVtc002 54 °C Monomorfico
PVtc003 54 °C Monomorfico
PVtc004 54 °C Monomorfico
PVtc005 54 °C Monomorfico
PVct001 54 °C Polimorfico
PVcca001 54 °C Polimorfico
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PVcct001 54 °C Monomorfico
PVcttt001 54 °C Monomorfico
PVcaa001 51°C Monomorfico
PVgaa001 54 °C Monomorfico
PVttgatc001 54 °C Monomorfico
PVctttgc001 54 °C Monomorfico
PVac001 54 °C Monomorfico
PVctc001 54 °C Monomorfico
PVtgtc001 54 °C Monomorfico
PVag006 54 °C Polimorfico

PVgto01 54 °C Monomorfico
PVgaa002 54 °C Monomorfico
PVga003 54 °C Polimorfico

PVac003 54 °C Monomorfico
PVcag001 54 °C Monomorfico
PVctt001 54 °C Monomorfico
PVga004 54 °C Monomorfico

Todos os 34 pares de primers testados geraram produtos de
amplificacdo e seis (17,64%) amplificaram produtos polimérficos entre os
genitores testados. Os primers que se mostraram polimorficos foram
caracterizados quanto ao numero de alelos que apresentaram e quanto ao
Conteudo de Informacdo de Polimorfismo (PIC). Os resultados obtidos

encontram-se descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Caracterizagdo dos locos microssatélites polimérficos quanto ao
ndmero de alelos detectados, variagdo de tamanho (pb) dos alelos, e o
Conteudo de Informagédo de Polimorfismo (PIC).

SSR Motivo SSR e nimero de repeticdes | NUmero de alelos PIC
detectados
PVag003 (AG):ATAS(GT)s//(AG)g 2 alelos 0,4950
Pvct001 (TC)eA(CT)10 4 alelos 0,5700
PVtgg001 (TGG)s(TGA), 2 alelos 0,3200
PVcca001 (CCA),(AAGA),(ACT), 2 alelos 0,4800
PVag006 (AG)all(GT)sT.CT(GT):A (AG)e//(AATGG), 2 alelos 0,4986
PVga003 (GA)S/(TG)s/I(GAAA)I(GT).G(AAGA),/I(A 2 alelos 0,5000
AGCA),//(TAT),A(TGGT),
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O numero de alelos detectados variou de dois a quatro, e o valor de PIC
variou de 0,3200 a 0,5700, com uma média de 0,4773. O maior valor de PIC
(0,5700) foi associado ao loco PVct001, que apresentou também o maior
motivo dinucleotidico perfeito identificado no presente trabalho (CT)e. O valor
médio de PIC encontrado para os primers desenvolvidos foi préximo ao obtido
por Métais et al. (2002), que estimaram um PIC médio de 0,44 entre 15 locos
microssatélites, desenvolvidos a partir de duas bibliotecas genbmicas
enriquecidas de Phaseolus vulgaris, e por Hanai et al. (2007) que obtiveram um
PIC médio de 0,45, e uma variacdo de dois a trés alelos para os locos
desenvolvidos e testados em 25 acessos andinos e mesoamericanos de
Phaseolus vulgaris. Os primers PVtgg001 e PVcca001 ndo amplificaram
produtos polimoérficos entre os genitores AND277 e Rud4, apesar de
apresentarem polimorfismo entre outros genoétipos analisados. Para
exemplificagdo, a Figura 3 ilustra o perfil polimérfico apresentado pelo primer
PVag003. A ordem dos gendétipos dispostos no gel corresponde a mesma
descrita na Tabela 1, do item 2.1 da sesséo “Material e Métodos”, com excecéao
dos dois ultimos genétipos que foram testados em outro gel ndo apresentado

no presente trabalho.

M123 4 56 7 89101112131415161718M

Figura 3: Perfil eletroforético polimérfico apresentado pelo primer PVag003 em
gel de poliacrilamida 10%, corado com solugcdo de nitrato de prata . A
numeracdo 1-18 corresponde a ordem dos gendtipos andinos e
mesoamericanos disposta na Tabela 1, do item 2.1, com excec¢do dos dois
ultimos gendtipos que ndo foram testados no presente gel. A letra M
corresponde ao marcador de tamanho de 25 pb.
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Assim como reportado por Gaitan et al. (2002), o fato de um dado motivo
microssatélite ser composto apenas de pequenas unidades repetitivas néo
limita a possibilidade desse primer poder detectar polimorfismo entre diferentes
gendtipos analisados. Adicionalmente, resultados encontrados por Benchimol
et al. (2007) comprovaram que motivos compostos podem prover um padréo
polimérfico informativo. Os autores identificaram uma alta frequéncia de
pequenas unidades repetitivas, usualmente de trés e quatro unidades,
constituindo muitos motivos compostos, que se mostraram polimérficos entre
0s gendtipos analisados e que levou a conclusdo de que tal padrédo
microssatélite € comumente encontrado no genoma do feijoeiro. Esse padrédo
foi também confirmado pelos resultados obtidos no presente trabalho, a
exemplo do contetdo informativo apresentado pelos primers PVcca00l e
PVga003, que flanqueam microssatélites compostos de motivos perfeitos
pequenos e ainda assim mostraram-se polimorficos entre os genotipos

analisados (Tabela 5).

3.4. Andlise de similaridade

Foi identificada similaridade entre as sequéncias obtidas neste trabalho
com regides transcritas e ndo traduzidas, e com regides codificadoras de
proteinas presentes no genoma nuclear, mitocondrial e do cloroplasto. Foi
também identificada similaridade com sequéncias de retrotransposons e com
sequéncias microssatélites de P. vulgaris j& publicadas na literatura
(BENCHIMOL et al., 2007). Os resultados de similaridade encontrados para os
locos desenvolvidos estéo descritos na Tabela 5, assim como a porcentagem
de similaridade entre as sequéncias de entrada e o primeiro hit, o score de
alinhamento entre elas e o respectivo e-value. A categorizacdo das sequéncias,
segundo critérios de classificacdo do Gene Ontology, esta descrita na Tabela 6.
Dentre todos o0s locos microssatélites analisados no presente trabalho,
somente os descritos na Tabela 5 apresentaram similaridade com alguma
sequéncia ja depositada e caracterizada do banco de dados. Da mesma forma,
dentre os locos dispostos na Tabela 5, somente aqueles que apresentaram
sequéncias para as quais foi identificada alguma funcgéo celular ja caracterizada

estdo categorizados na Tabela 6.
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Em relacdo ao genoma nuclear, foi identificada similaridade das
regibes microssatélites analisadas com regifes codificadoras do fator de
transcricdo GT-2 e smart00415 de Glycine Max (soja). O fator de transcrigéo
GT-2 é componente de uma familia de fatores de transcricdo com dominios de
ligagdo ao DNA bastante conservados, e estdo relacionados a ativacdo de
genes responsivos ao estimulo luminoso. J4 o fator de transcricdo smart00415
€ um elemento regulatorio de resposta ao estresse por calor, caracteristico de
Glycine max .

Em relacdo ao genoma mitocondrial, foi detectada alta similaridade com
a regido codificadora da subunidade 5 da enzima NADH desidrogenase de Vitis
vinifera. Tal subunidade é componente do complexo | NADH desidrogenase da
cadeia respiratoria e sua funcdo é a transferéncia de elétrons do NADH para a
cadeia respiratéria. O complexo protéico estd localizado na membrana interna
mitocondrial.

Em relac&do ao genoma do cloroplasto, houve similaridade com a regiéo
codificadora da ribonucleoproteina S19, e com os genes ycf2 e rrn23 do RNA
ribossomal 23S, todos em Phaseolus vulgaris. Assim como com o0 gene hsp22
para proteina de baixo peso molecular de resposta ao estresse por calor de
Glycine max. A proteina S19 € uma ribonucleoproteina que forma um complexo
com a proteina S13 que se liga ao rRNA 16S, constituinte da subunidade 30S
do ribossomo de cloroplastos. J& o gene rm23 codifica o rRNA 23S,
constituinte da subunidade 50S também de ribossomos de cloroplastos. A
proteina hsp22 atua como uma chaperona que impede a desnaturacdo de
outras proteinas durante o estresse celular provocado pelo estimulo externo de
calor. Varios trabalhos foram relatados na literatura de identificacdo de
microssatélites na regido promotora de proteinas hsp (heat shock protein) de
Drosophila (SANDALTZOPOULOS et al.,, 1995), Aspergillus (PUNT et al,
1990), Phytophythora (CHEN e ROXBY,1997) e de mamiferos (LISOWSKA et
al. 1997). Em relacdo ao gene ycf2, de P. vulgaris, este ainda nado teve sua
funcdo precisamente caracterizada. Sabe-se que se trata de um gene
codificante de uma provavel ATPas, e sua presenca nha planta nao-
fotossintetizante Epifagus virginiana e resultados de experimentos mais
elaborados em tabaco indicam que a proteina tem uma funcdo putativa

essencial nao relacionada a fotossintese (WOLFE, 1994)
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Foi também identificada alta similaridade com duas regides
microssatélites do feijdo, publicadas por Benchimol et al. (2007), e com o
retrotransposon Tpv2-1c da familia Tpv2 de retrotransposons exclusivos de
Phaseolus vulgaris. Esses elementos séo preferencialmente transcritos em
condi¢cbes de estresse, principalmente relacionados a resposta da planta ao
ataque de patdégenos (GARBER et al., 1999). Microssatélites em familias de
retrotransposons exclusivos de Phaseolus vulgaris foram previamente descritos
por Melotto et al. (2005) e por Benchimol et al. (2008). A caracterizagdo e uso
de elementos transponiveis é uma importante ferramenta para estudos
funcionais e de screening de mutantes para o feijjdo-comum, uma vez que essa
cultura tem se mostrado recalcitrante a transformagéo genética (MELOTTO et
al.,2005).

Foi ainda identificada similaridade com cDNA de Glycine max, ainda
ndo caracterizado. Interessantemente o loco microssatélite sob andlise,
PVct001, corresponde ao motivo dinucleotidico perfeito mais longo detectado
no presente trabalho, (TC)sA(CT)s . Segundo Li et al. (2002), é baixa a
ocorréncia de motivos microssatélites longos em regides de éxons,
principalmente de dinucleotideos, por se constituirem em regides do genoma
com alto indice mutacional, o que poderia acarretar mudancas consideraveis
no fendtipo protéico correspondente a essas regides génicas, implicando em
danos para o organismo. No entanto, os dados encontrados nesse trabalho
contestam esse fato, uma vez que a similaridade detectada entre o loco
microssatélite e o hit cDNA de Glycine max foi consistente, pois apresentou alta
porcentagem de similaridade, alto score de alinhamento e baixo e-value,
indicando uma conservagao de regido génica entre as leguminosas feijdo e
soja. Os motivos repetitivos presentes nos genes ycf2 e no gene que codifica a
ribonucleoproteina S19 constituem-se em minissatélites, com unidades

repetitivas de 8 e 9 pb, respectivamente.
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Tabela 5: Resultado da andlise de similaridade. A primeira coluna corresponde ao loco microssatélite analisado, a segunda
a0 hit encontrado, sequida da porcentagem de similaridade entre as duas sequéncias, score de alinhamento e e-value. O
niimero de acesso, do hanco do NCBI, das sequéncias identificadas como similares encontra-se na Gltima coluna.

SSR RESULTADO DE SIMILARIDADE PELO BLASTN SIMIIE)/XQIE) ADE SCORE y AeL-UE N%EFS{?OD E

g | LSO I | gy | 5 |
PVIC002 Gene mitocondrial para a SUbéJ:i\(j;gevi] i(::rznzima NADH desidrogenase, 019 516 | 40443 | EMI79380
PVct001 CDNA de fungéo néo caracterizada, de Glycine max 9% 50 | 4e-120 | AK286979
PVCO02 Gene rm23 do genoma do dor%ﬁ?&sﬁg)dm RNA ribossomal 23S de 090 209 | 381 EUL96765
PVca00L | Sequéncia microssatélite de Phaseolus vulgaris, ja publicada na literatura 86% 191 | 345 EF136465
PVaca001 Gene para fator de transcricéo GT-2, de Glycine max 89% 243 | 9e-61 AF372499
PVXOOL Gene do genoma SI?) rcolglr;)g)tlgsgoe grr](;iitoolu Er\(l)fﬁér;ﬁ Sribossomal S19de 090 96 | 7129 | EULOETES
PVtg001 CDNA de retrotransposon Tpv2-1c, de Phaseolus vulgaris 99% 517 | le-161 | AJ005761
PVIC009 Gene para fator de transccrgl;g:), gggrlt}(l)gﬁfmd; resposta ao estresse por 86%% o | %676 ABCATES
PVct004 | Sequéncia microssatélite de Phaseolus vulgaris, ja publicada na literatura 9% 889 0 DQ469500
PVICO0TE Gene ycf2 do genoma do cIorohpi)IF:)sttéotiS:Phasequs vulgaris, de funco 100% 715 0 EUL96765
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Tabela 6 Categorizacdo dos produtos génicos segundo critérios de classificagdo do Gene Ontology.

Produto génico

Anotacéo Gene Ontology
Categorias: Processo, Funco e Componente

Fator de transcricdo smart00415, em
Glycine max

Processo: "Regulaco da transcricdo, DNA dependente”, “Proteina de resposta a estresse”
Funcdo: “Atividade de fator de transcricdo”; “Ligagdo a0 DNA sequéncia-especifico”;
Componente; “Nuclear”

Fator de transcrigdo GT-2, em Glycine
max

Funcéo: “LigacAo a0 DNA"
Componente; “Nuclear”

Subunidade 5 da enzima NADH

Processo: “Sintese de ATP acoplada ao transporte de elétrons”; “Reducdo oxidativa’
Funcdo: “Atividade de NADH desidrogenase associada a ubiquinona”; “Atividade de oxiredutase”

desidrogenase Componente: “Mitocondrial”, ‘Membrana’, “Proteina integral de membrana’
Processo: “Processo de tradugdo”
Ribonucleoproteina $19 Funcdo: “Constituinte estrutural do ribossomo”; “Proteina de ligagdo ao rRNA"

Componente: “Intracelular’; “Ribossomo™; “Pequena unidade ribossomal”; “Cloroplasto”,
“Complexo ribonucleaproteico”; “Ribossomo”

Gene ycf2 de fungdo hipotética

Processo: “Atividade nucleosideo-trifosfatase”; “Ligacdo & nucleotideo”; “Ligacéo ao ATP",
Componente: “ Cloroplasto”; “Estroma do cloroplasto®

Processo: “Tradugo”

RNA 23S Funcao: “Consfituinte estrutural do ribossomo”™
Componente: “Ribossomo”; “Cloroplasto”, “Complexo ribonucleoprateico”; “Subunidade maior
ribossomal”; “Intracelular”, “Ribossomal”
Gene hsp22 Processo: “Resposta a estresse”

Componente: “Cloroplasto”
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A identificacdo e o desenvolvimento de marcadores microssatélites
presentes no genoma do cloroplasto é ainda pouco explorado para a cultura do
feijdo. Microssatélites de cloroplasto (cpSSRs) j& estdo sendo extensivamente
desenvolvidos e utilizados para vérias culturas por apresentarem certas
vantagens, a exemplo, permitem geralmente uma alta deteccdo de
polimorfismo entre os gendtipos analisados e apresentam heranga uniparental
materna, sendo bastante utilizados em estudos de pureza e diversidade
genética, identificacdo molecular de gendtipos e em estudos evolutivos.
Estudos utilizando cpSSRs no feijoeiro j& foram realizados principalmente em
andlises de diversidade genética entre cultivares locais de Phaseolus vulgaris
(ANGIOI et al., 2009a) e entre diferentes espécies do género Phaseolus
(SICARD et al., 2005). No entanto, os locos microssatélites utilizados nesses
estudos foram desenvolvidos para outros grupos taxondémicos, Glycine max e
gimnospermas, respectivamente, e ndo especificamente para a cultura do
feijdo. Para o feijdo, tais marcadores foram identificados até o momento apenas
por Benchimol et al. (2007) (trés locos). No entanto, um estudo mais
direcionado especificamente ao desenvolvimento de cpSSRs em feijdo estd em
andamento (ANGIOI et al., 2009b) no Center for Biotechnology Development
and Biodiversity Research, localizado na Universita degli Studi di Sassari, Italia
(dados nédo publicados).

A publicacédo de estudos cientificos que envolvam a identificacdo de
cpSSRs no genoma do feijoeiro € recente. O sequenciamento do genoma
completo do cloroplasto de Phaseolus vulgaris e sua consequente
caracterizagdo (GUO et al., 2007) representou um importante avango para 0s
estudos gendmicos na espécie, pois, anteriormente & isso, a quantidade de
sequéncias de origem cloroplastidial j& caracterizadas e disponiveis em bancos
publicos de sequéncas era muito pequena. Segundo GUO et al. (2007), os
padrbes de motivos repetitivos identificados em Phaseolus vulgaris indica uma
importante funcdo na diversificagdo entre os genomas de cloroplastos das
leguminosas, além de apresentarem altas taxas evolucionérias de mudancas
tanto a nivel gendmico, quanto génico, podendo ser, portanto, bastante Uteis
em estudos evolutivos e de diversificacdo genética.

Estudos gendmicos desenvolvidos para a cultura do feijao séo ainda
muito limitados. Nesse sentido, andlises comparativas e de similaridade com

outras espécies de plantas, com genomas mais bem caracterizados tais como
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Glycine max e Arabdopsis thaliana, s&o de crucial importancia. A identificacéo
de regibes microssatélites em regides génicas é particulamente interessante,
do ponto de vista da aplicacdo desses marcadores. Tais marcadores, apesar
de se apresentarem menos polimérficos em comparacdo aos gendmicos
(EUJAYL, 2001), sdo mais informativos e vantajosos em estudos de selecéo
assistida por marcadores moleculares e em estudos de evolugéo.
Adicionalmente, caracterizam-se como uma rica fonte de sequéncias
comumente usadas no screening por SNPs, além de contribuirem para a
construgdo de mapas comparativos baseados em sequéncias expressas,
resultando no desenvolvimento de mapas transcricionais, que constituem uma
valiosa fonte para futuros estudos de desequilibrio de ligagdo na cultura. Além
disso, tais tipos de estudos podem impulsionar o ancoramento de mapas
genéticos a mapas fisicos, caracterizando um primeiro passo para a clonagem
de genes de grande importancia para programas de melhoramento da cultura
do feijoeiro (MELOTTO et al., 2005).

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram a constatagéo da
presenca de SSRs em regides relacionadas a importantes fungbes no genoma
do feijao e o desenvolvimento de primers cpSSRs, ainda pouco descritos na
literatura cientifica para a cultura. Os marcadores microssatélites desenvolvidos
poderdo ser usados como importantes ferramentas para os mais variados tipos
de estudos genéticos para a espécie, inclusive em estudos de mapeamento

genético.
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CAPITULO I

DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MICROSSATELITES PARA O
FEIJAO-COMUM A PARTIR DE SEQUENCIAS INTERNAS SIMPLES
REPETIDAS (ISSR)

RESUMO

Microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR) sdo sequéncias de
1 a 6 pb que se repetem em série no genoma, formando sitios polimorficos.
Primers flanqueadores sdo geralmente desenvolvidos a partir de bibliotecas
gendmicas, bibliotecas gendmicas enriquecidas, e de sequéncias em bancos
de dados. Anteriormente a essas metodologias tradicionais, técnicas de
enriguecimento mais simples eram utilizadas, a exemplo do enriquecimento por
RAPD-PCR, e, mais recentemente, por ISSR-PCR. Esse ultimo vem se
mostrando uma alternativa répida, eficaz e de menor custo, que vem
acrescentar-se as técnicas ja utilizadas. O presente trabalho teve o objetivo de
desenvolver primers SSR por meio da metodologia de enriquecimento por
ISSR-PCR. Para tal, foi realizada amplificagéo por ISSR-PCR de fragmentos do
genoma do feijdo, clonagem dos produtos de PCR e transformag¢édo em células
competentes. Foram selecionados 250 clones, dos quais 103 (41,2%) foram
analisados. A andlise das sequéncias permitiu identificar 58 motivos
microssatélites (56,31%) e foi possivel o desenho de 32 pares de primers.
Destes, 10 tiveram suas condi¢cdes de amplificacdo padronizadas, sendo que
seis comportaram-se como marcadores codominantes e quatro como
dominantes. Dos codominantes nenhum mostrou-se polimérfico entre 20
gendtipos andinos e mesoamericanos testados. As sequéncias contendo
motivos SSR foram submetidas & busca por similaridade com sequéncias em
bancos de dados. Foi identificada similaridade com regifes transcritas com
funcdo ndo caracterizada, e com a regido codificadora de uma proteina
inibidora de cinase ciclina-dependente. A metodologia utilizada foi eficaz para a
selecédo no feijoeiro de sequéncias contendo motivos SSR, a partir das quais foi
possivel desenhar primers flanqueadores. Os marcadores microssatélites
desenvolvidos no presente trabalho poderdo ser usados como ferramentas
eficazes em diversos tipos de estudos genéticos para o feijoeiro, dentre os
quais 0 mapeamento genético, visando contribuir de forma significativa para o

incremento de programas de melhoramento da cultura.
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1. INTRODUCAO

Microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR) séo sequéncias
simples repetidas de DNA distribuidas ao longo do genoma de organismos,
formando sitios com alto grau de variabilidade (LITT e LUTY, 1989). Como
marcadores, apresentam vdrias vantagens em relacdo a outras classes de
marcadores, sao multialélicos, codominantes, altamente reprodutiveis e
permitem ampla cobertura do genoma (CAIXETA et al., 2009).

O desenvolvimento de primers que flagueiam regies microssatélites
tradicionalmente envolve o desenvolvimento e screening de bibliotecas
gendmicas enriquecidas e ndo-enriquecidas. E a metodologia tradicionalmente
mais utilizada para tal fim, no entanto, constitui-se de uma técnica bastante
laboriosa. Anteriormente & metodologia de bibliotecas genémicas, uma técnica
de enriqguecimento relativamente mais simples e que demanda menores
recursos financeiros, usando marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA Polymerase Chain Reaction), foi descrita. Essa metodologia
envolve as etapas de amplificagdo por PCR usando marcadores RAPD,
clonagem dos produtos de PCR em vetores comerciais, transformagdo em
células competentes e posterior screening por clones que possuam insertos
com sequéncias SSR. No entanto, o polimorfismo detectado por marcadores
RAPD reflete tanto a variacdo nas regides microssatélites quanto mutacfes
pontuais, inser¢des ou dele¢gbes de sequéncias em outras regides do genoma.
Tal fato caracteriza a maior limitagdo dessa metodologia, uma vez que contribui
para a baixa eficiéncia na sele¢do de clones que contenham sequéncias com
motivos microssatélites. Mais recentemente, uma técnica alternativa que utiliza
marcadores ISSR (Internal Simple Sequence Repeats) tem sido usada e
sugerida como alternativa ao enriquecimento a partir de amplificagéo por
marcadores RAPD, uma vez que tem como alvo apenas regides ricas em
motivos microssatélites, refletindo assim, somente o polimorfismo gerado
nesses locos (NEST et al., 2000).

Devido a grande aplicabilidade nos mais diversos tipos de estudos,
diversos trabalhos s&@o encontrados na literatura cientifica que descrevem o
desenvolvimento de marcadores microssatélites para o feijao, tradicionalmente,
por meio da busca em bancos de dados (YU et al.,1999; YU et al., 2000; BLAIR

et al., 2003; MASI, 2003; GUERRA-SANZ et al., 2004), e da construcdo de
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bibliotecas gendmicas enriquecidas (GAITAN-SOLIS et al., 2002; METAIS et
al., 2002; YAISH e PEREZ DE LA VEGA., 2003; BUSO et al., 2006;
BENCHIMOL et al., 2007; HANAI et al., 2007; BLAIR et al., 2008; L'TAIEF et
al., 2008), sendo a metodologia de desenvolvimento e andlise de bibliotecas
gendmicas a mais frequentemente utilizada para a cultura do feijoeiro. Ainda
néo foi descrito na literatura o desenvolvimento de marcadores microssatélites
para o feijao, a partir da metodologia de enriqguecimento por ISSR-PCR.

Marcadores ISSR ou Sequéncias Internas Simples Repetidas surgiram
como um sistema alternativo de analise molecular, com a confiabilidade e
vantagens dos marcadores microssatélites. S&o marcadores baseados em
PCR e a técnica envolve a amplificagdo de sequéncias situadas entre motivos
microssatélites localizados proximos no genoma. Os primers ISSR séo
constituidos de motivos repetitivos, caracterizando-se verdadeiras seqiéncias
microssatélites, que geralmente apresentam ancorados na sua extremidade 5’
ou 3, residuos de 1-4 purinas ou pirimidinas. As seqUéncias repetidas no
genoma sé&o localizadas arbitrariamente pelos primers ISSR e o padrédo de
amplificacdo de fragmentos observados em géis de eletroforese revela um
ndamero bem maior de fragmentos por primer do que, por exemplo, marcadores
RAPD (WANG, 2003). Os ISSR sdo marcadores multialélicos, com heranca
mendeliana, dominantes, apresentam alta reprodutibilidade devido ao
comprimento longo do primer e & alta temperatura de anelamento geralmente
requerida, fornecem fingerprint altamente polimoérfico, além de apresentarem a
facilidade de poderem ser desenvolvidos sem a necessidade de conhecimento
prévio de alguma sequéncia alvo especifica. A técnica de amplificacéo
utilizando marcadores ISSR fornece um sistema rapido, confiavel e altamente
informativo para o fingerprinting de cultivares, para a andlise de diversidade,
variabilidade genética e mapeamento gendémico (WANG, 2003).

Em plantas, vérios trabalhos envolvendo o uso de tais marcadores ja
foram realizados para diferentes culturas, em estudos de diversidade genética,
identificacdo de gendtipos, mapeamento gendmico e estudos de ligagdo de
genes especificos. Para a cultura do feijoeiro, Galvan et al. (2003) realizaram
estudos de diversidade genética e observaram que, em relagdo aos
marcadores RAPD, esses marcadores se mostraram Otimas ferramentas para
identificar molecularmente feijdes de acordo com seu pool génico de origem,

distinguindo-os em feijdes andinos e mesoamericanos. Métais et al. (2000)
55



compararam as técnicas de RFLP, ISSR e RAPD na deteccdo de
polimorfismos entre 24 cultivares comerciais de feijdo e concluiram também a
efetividade desses marcadores. O programa de Melhoramento do
Feijoeiro do BIOAGRO/UFV tem atualmente desenvolvido bibliotecas
gendmicas enriquecidas para o0 desenvolvimento de marcadores
microssatélites. Entretanto, tem-se buscado também metodologias alternativas.
A amplificagéo utilizando marcadores ISSR pode ser usada como ferramenta
eficaz para a obtencdo de sequéncias enriquecidas para motivos
microssatélites, e assim permitir o desenvolvimento de primers SSR
flanqueadores. E descrito que o genoma de plantas possui regides ricas em
motivos microssatélites, nas quais geralmente se concentram SSR distintos (LI
et al., 2002), assim sendo, os fragmentos amplificados por ISSR-PCR tém alta
probabilidade de possuirem microssatélites, principalmente quando se
combinam mais de um primer ISSR diferente em uma mesma reagdo PCR,
caracterizando o enriqguecimento (GALVAN et al., 2003). Os fragmentos obtidos
por PCR séo entéo purificados, clonados em vetor apropriado e transformados
em células competentes. Os clones transformantes-recombinantes s&o
sequenciados e submetidos ao screening por motivos SSR e desenho de

primers flanqueadores.

NEST et al. (2000) trabalhando com eucalipto, desenvolveram e
validaram primers SSR, a partir da metodologia de enriquecimento por ISSR-
PCR. Para tal, foram utilizados os genotipos TAG 5 e ZG 14, de Eucalyptus
grandis. Vinte clones transformantes-recombinantes foram obtidos e todos
continham sequéncias com motivos microssatélites. A partir dos SSR
identificados, treze primers flanqueadores foram desenhados e testados quanto
ao polimorfismo detectado entre os dois gendtipos analisados. Desses, dez se

mostraram polimorficos.

A alta eficiéncia alcangada na selegéo de clones contendo motivos SSR,
obtida por NEST et al., sugere a utilizagdo dessa metodologia como uma boa
alternativa para o desenvolvimento de marcadores microssatélites
principalmente quando h& poucas sequéncias disponiveis em bancos de dados
para uma determinada espécie de interesse, como no caso do feijoeiro, ou
quando ndo ha o acesso a bibliotecas genémicas ou a bibliotecas genémicas

enriquecidas. O presente trabalho teve o objetivo de desenvolver marcadores
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microssatélites a partir da metodologia de enriquecimento por ISSR-PCR e
caracterizar putativas funcdes relacionadas com os motivos identificados, com
0 proposito de fornecer marcadores informativos que possam ser utilizados
como ferramentas eficazes para os mais diversos tipos de estudos genéticos
na espécie Phaseolus vulgaris, contribuindo para o incremento de programas

de melhoramento do feijoeiro que utilizam marcadores moleculares.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético e Extracdo de DNA

O cultivar de feijao TO foi utilizado como fonte de DNA gendmico para a
construcéo da biblioteca. Este cultivar € do pool génico mesoamericano e teve
origem no cruzamento de “Tanderette” (suscetivel a antracnose) com a
linhagem mexicana “Acapulco” (resistente a antracnose). Além disso, possui o
gene dominante Co-4 de resisténcia a antracnose (FOUILLOUUX, 1976). Os
cultivares andinos e mesoamericanos descritos na Tabela 1 foram utilizados
para teste de polimorfismo dos primers SSR desenvolvidos no presente
trabalho. O DNA foi extraido de folhas jovens, pelo método do CTAB descrito
por DOYLE e DOYLE (1990), com modificagdes (COSTA, 2007).

Tabela 1: Gendtipos andinos e mesoamericanos utilizados no teste de
polimorfismo dos primers microssatélites desenvolvidos.

Gendétipo Pool génico Genoétipo Pool génico
AND 277 Andino G 5686 Mesoamericano
RUDA Mesoamericano TO Mesoamericano
JALO EEP 558 Andino VC3 Mesoamericano
CAL 143 Andino MEXICO 54 Mesoamericano
BJ8 Andino MAR 2 Mesoamericano
BOLON BAYO Andino BAT 332 Mesoamericano
BJ3 Andino TALISMA Mesoamericano
BJ6 Andino DOM TIMOTEO Mesoamericano
JALO M665 Andino AMENDOIM Mesoamericano
G 11796 Andino OURO NEGRO Mesoamericano

2.2. Amplificagédo por

PCR de fragmentos

microssatélites, utilizando marcadores ISSR

ricos em seqUéncias

Em cada reacéo de amplificagdo com os primers ISSR foram utilizados
30 ng de DNA, Tris-HCI 12 mM (pH 8,3), KCI 60 mM, MgCl, 2 mM, cada um
dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP) em uma concentragéo de
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100 uM, 0,3 uM de cada primer, 1U da enzima Taq DNA polimerase, em um
volume de 15 pL. Foram realizadas diferentes reac¢des utilizando combinac¢des
de um, dois e trés primers ISSR, com o objetivo de definir qual a melhor
combinagdo a ser usada em procedimentos posteriores. Na Tabela 2 estéo
indicados os primers ISSR utilizados. O procedimento foi realizado em um
termociclador Perkin Elmer-Cetus, modelo 9600, programado para um ciclo
inicial a 94 °C por 4 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 50 °C por 1
min e 72 °C por 2 min, e uma etapa de extenséo final a 72 °C por 7 min. E
posterior reducédo da temperatura a 4 °C. Os produtos de amplificagdo foram
submetidos & uma eletroforese em gel de agarose 1,8%, corados com brometo
de etideo e fotodigitalizados utilizando o sistema L-PIX (Loccus Biotecnologia,

Séo Paulo, Brasil).

Tabela 2: Sequéncias dos primers ISSR usados na amplificagdo do DNA de
TO e suas respectivas temperaturas de amplificagao.

Sequénciado Primer | Temperatura de amplificagao
(AG)sC 50 °C
(AGG)s 50 °C
(GACA)s 50 °C
(AC)sG 50 °C
(AC)sYT 50 °C

Abreviatura: Y= (C,T)

Apos a definicdo das melhores combinacdes a serem utilizadas, novas
reagcOes de amplificacdo por ISSR foram realizadas, em um volume final de 100
uL, utilizando 30 ng de DNA, Tris-HCI 12 mM (pH 8,3), KCI 60 mM, MgCl, 2
mM, cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP) em uma
concentracao final de 2,5mM, 0,3 uM de cada primer ISSR, e 1U da enzima
GoTaq DNA polimerase (Promega, Madison, WI, EUA). As condicbes de
termociclagem mantiveram-se as mesmas descritas no paragrafo anterior. Para
a verificagdo da qualidade dos produtos de amplificagéo gerados, uma aliquota
de 5 yl foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1,8%, corado com
brometo de etideo e fotodigitalizado utilizando o sistema L-PIX (Loccus

Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil). O restante do contetdo de todas as reacdes
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foi purificado com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,

Madison, WI, EUA), segundo recomendaces do fabricante.

2.3. Ligacao dos fragmentos de DNA ao vetor e Transformagéo de células

competentes

Os fragmentos purificados foram clonados em plasmideo pGEM T-Easy
Vector (Promega, Madison, WI, EUA), segundo recomendacgdes do fabricante.
Para a ligagéo dos insertos ao plasmideo, foi utilizado 15 ng de DNA, 50 ng de
plasmideo, 1X Rapid Ligation Buffer — T4 DNA Ligase e 3U da enzima T4 DNA
Ligase, em um volume final de reagdo de 10 ul. O plasmideo utilizado é um
vetor linearizado que possui um residuo de timidina no terminal 3' de ambas as
extremidades do sitio de clonagem. Essa caracteristica aumenta a eficiéncia da
ligagdo dos produtos de PCR ao sitio de clonagem, por evitar a recircularizagdo
do vetor e por fornecer uma extremidade coesiva favoravel a ligacdo de
fragmentos amplificados por DNA polimerases termoestaveis com a
propriedade de acrescentar um residuo de adenina a extremidade dos
fragmentos, a exemplo da GoTaq DNA polimerase, utilizada nas reagbes de
ISSR-PCR descritas no item 2.2.

Apo6s a clonagem, foi realizada a transformacdo de células ultra-
competentes da cepa DH5a de Escherichia coli, pelo protocolo padrdo de
transformacdo por choque térmico descrito por Ausubel (1998). As células
transformadas foram plagqueadas em placas de petri contendo 20 ml de meio
LB sélido, suplementado com 100mg/ml de antibiético ampicilina, 10 yl de IPTG
0,1 M e 40 yl de X-gal 2X.

2.4. Selecéo de clones positivos e Seqlienciamento

Apos transformagédo por choque térmico, foi feita a selecdo de coldnias
brancas, e verificacdo de transformantes-recombinantes por meio da técnica de
PCR de colbnia, utilizando os primers M13 Foward e Reverse. Os clones que
apresentaram insertos com tamanho de no minimo 400 pb foram selecionados
para o sequenciamento. O DNA plasmidial das colbnias de interesse foi
extraido, utilizando o Kit de extracdo Wizard® Plus SV Minipreps DNA

Purification System, segundo recomendagcdes do fabricante (Promega,
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Madison, WI, EUA). Apés a extracdo e quantificacdo do DNA plasmidial, as
amostras foram sequenciadas em um sequenciador automatico Applied
Biosystems modelo 3730xl, na empresa Macrogen (Seoul, Coréia do Sul), pelo
método de terminacdo da cadeia por didesoxirribonucleotideos (SANGER et
al., 1977).

2.5. Identificacéo de regides SSR e Desenho de primers

As sequéncias que apresentaram valor PHRED de qualidade maior que
20, tiveram seu perfil cromatrogréfico analisados no programa CHROMAS
(http://www.technelysium.com.au/chromas). O valor PHRED=20 esta
relacionado a probabilidade estimada de 1 erro a cada 100 bases
sequenciadas, ou seja, corresponde a 99% de certeza de que um nucleotideo
apresentado em uma dada posi¢cdo no perfil cromatrografico corresponde a
realidade. Esse valor € comumente padronizado na literatura como o valor
PHRED minimo para que uma sequéncia seja considerada de boa qualidade
para analise. Adicionalmente, foram consideradas sequéncias de boa
qualidade aquelas cujo cromatrograma apresentou picos de fluorescéncia
agudos, regularmente espagados e com pouco ou henhum ruido de fundo. Em
seguida, foi utilizada a ferramenta VecScreem para identificar quais o0s
segmentos das sequéncias de DNA eram correspondentes ao vetor plasmidial
utilizado durante a etapa de clonagem. O VecScreem realiza uma analise de
similaridade, por meio do algoritmo BLAST, entre a sequéncia de entrada e um
banco de dados especializado e né&o-redundante de sequéncias de vetores
usualmente utilizados em experimentos de clonagem, o UniVec, identificando,
na sequéncia de interesse, as regioes correspondentes ao vetor plasmidial. As
trés ferramentas descritas encontram-se disponiveis na pagina do NCBI (NCBI,
2009). Logo apos, foi utilizado o] programa MEGA4
(http://www.megasoftware.net/mega.html), para alinhamento global das
sequéncias forward e reverse advindas do mesmo clone, e obtencdo da
sequéncia consenso. Quando o fragmento de DNA gendmico clonado era
grande, ndo era possivel um alinhamento de boa qualidade das sequéncias
forward e reverse, pois a fracdo das sequéncias que apresentavam
sobreposicao era geralmente pequena, o que dificultava a obtengdo de uma

sequéncia consenso. Nesses casos foi utilizado o programa CAP3
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(http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php), que realiza o agrupamento de sequéncias
contiguas, ou seja, sequenciais, gerando contigs e fornecendo a sequéncia
consenso. O programa CAP3 foi utilizado também para a identificacdo de
clones redundantes. Seguiu-se a andlise das sequéncias quanto a presenca de
motivos microssatélites, por meio da ferramenta SSRIT
(http://www.gramene.org/). N&o existe um critério padréo estabelecido na
literatura para a definicdo de um potencial microssatélite, assim sendo, foi
seguido o seguinte critério minimo: A) (NN)s — 5 repetic6es de dinucleotideos;
B) (NNN)4 - 4 repeticbes de trinucleotideos e C) (NNNN); — 3 repeticbes de
tetranucleotideos, segundo Caixeta et al. (2005). No entanto, alguns motivos
menores foram igualmente selecionados por estarem inseridos em um motivo
maior, porém composto.

Os primers microssatélites foram desenhados com auxilio do programa
Primer3  (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Para o0
desenho dos primers foram seguidos os critérios recomendados por Yu et al.
(1999), com modificagdes: A) Tamanho dos primers: de 18 pb a 30 pb; 2) Tm:
minimo de 48 °C e maximo de 60 °C, com 6timo de 52 °C e Tm maxima de 5 °C
entre os primers foward e reverse da mesma sequéncia ; 3) Concentragéo de
sal: 50 mM; 4) % GC: minimo de 20% e maximo de 80%; 5) Produtos de
amplificagdo: entre 100 — 400 pb. Apds o desenho dos primers foi verificada a
estabilidade dos mesmos por meio do programa Primerselect 3.1 (DNASTAR,
Madison, WI, EUA).

O Primerselect 3.1 analisa a possiblidade de formag&o de heterodimeros
entre os primers foward e reverse, identifica a existéncia de auto-
complementariedade e formagdo de homodimeros, e ainda identifica a possivel
formacdo de estruturas secundérias (hairpin) durante a futura reac@o de PCR,
por meio de padrdes termodindmicos pré-estabelecidos. O programa
Primerselect considera que os seguintes fatores séo indispenséaveis para um
primer ser considerado estavel: 1) Estabilidade do pentdmero 3'- é um valor
limite de estabilidade para os cinco ultimos nucleotideos do terminal 3'. Primers
com o valor de energia livre (G) do pentamero menor do que -8,5 kCal/mol
apresentam uma tendéncia de pareamento em regifes inespecificas e séo
mais provaveis de formar estruturas em grampo e dimeros com ele mesmo. O
primer ideal deve possuir um gradiente decrescente de G que vai de alta

estabilidade na extremidade 5 (G < -8,5 kCal/mol) até baixa estabilidade na
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extremidade 3’ (G>-8,5 kCal/mol). 2) Sequéncia 3’ Unica de 7 bases — este
critério limita o pareamento inespecifico, usando este critério, qualquer primer
que ndo apresente uma sequéncia especifica de 7 bases ou superior que seja
exatamente complementar ao sitio de anelamento € eliminado. 3) Formacéo de
dimeros — este critério limita no valor 2 a 3 o0 nimero de pares de bases que o
dimero pode conter. O valor 3 raramente altera o desempenho do primer, a
menos que o0 pareamento seja proximo a extremidade 3. 4) Formagéo de
estruturas em grampo - este critério limita no valor 2 o nimero de pares de
bases que a estrutura pode conter. O valor 3 raramente altera o desempenho
do primer, a menos que o0 pareamento seja proximo a extremidade 3'. 5)
Formacéao de fita dupla préximo 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'.

2.6. Determinagdo das condi¢cbes de amplificagcdo e Identificagcdo de
marcadores microssatélites polimérficos entre os gendtipos andinos e

mesoamericanos

Os primers analisados no programa PrimerSelect e considerados
estaveis termodinamicamente foram sintetizados por empresa especializada
(Sinapse, Sao Paulo/SP, Brasil). Para a determinacdo e validagdo das
condigbes 6timas de amplificacdo de cada primer desenvolvido, os cultivares
Rudd e AND277 foram utilizados como fonte de DNA para a realizacdo de
reagbes SSR-PCR, nas quais os primers foram submetidos a um gradiente de
temperaturas de amplificagéo.

As reacdes de amplificagcdo no teste de gradiente foram realizadas em
um volume de 15 pL, contendo 30 ng de DNA, Tris-HCI 12 mM (pH 8,3), KCI 60
mM, MgCl, 2 mM, cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e
dCTP) numa concentragao de 100 uM, 0,3 uM de cada primer e 1U da enzima
Taq DNA polimerase. O procedimento foi realizado em um termociclador
Eppendorf modelo Mastercycler EP Gradiente, programado para uma etapa
inicial a 94 °C por 4 min, seguida de 40 ciclos a 94 °C por 40 s, 48-62°C por 40
s e 72 °C por 60 s, e uma etapa final a 72 °C por 7 min. Os produtos de

amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8%/SB 1X,
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corados com brometo de etideo e fotodigitalizados utilizando o sistema L-PIX
(Loccus Biotecnologia, S&do Paulo, Brasil).

Apos a determinacdo da melhor temperatura de amplificacdo, os primers
foram testados quanto ao polimorfismo detectado entre os cultivares descritos
na Tabela 1 do item 2.1, que s&o genitores usados no Programa de
Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV. As reacdes de amplificagdo
para cada um dos primers padronizados foram realizadas sob as mesmas
condicdes usadas para as reagbes de padronizagdo. As temperaturas de
amplificagéo definidas e utilizadas no teste de polimorfismo, para cada primer,
estdo indicadas na Tabela 5 do item 3.5, na sesséo “Resultados e Discussao”.
Os produtos de amplificagdo foram submetidos & eletroforese em gel de
poliacrilamida nativo 10%, contendo acrilamida/bis-acrilamida na proporgéo de
29:1; tampao TAE 10X (Tris-base 400 mM, &cido acético 200 mM e EDTA 10
mM); na presenca de 167,5 yl de persulfato de amoénio 10% e 167,5 yl do
catalisador TEMED, para um volume final de 25ml de gel. Os géis foram
submetidos a uma voltagem de 120 volts por 4 h e corados com solucao de
nitrato de prata, de acordo com o protocolo proposto por Sanguinetti et al.
(1994), com modificacdo do tempo de imersdo dos géis em cada uma das

quatro solugdes usadas no procedimento para 10 minutos.

2.7. Andlises de similaridade

As regides microssatélites identificadas, e para as quais puderam ser
desenhados primers flanqueadores, foram submetidas a busca por similaridade
com sequéncias j& caracterizadas e depositadas no consércio de bancos
publicos de sequéncias GenBank (EUA), EMBL (Europa) e DDJ (Japao),
disponivel no endereco eletrénico do NCBI (NCBI, 2009).

Primeiramente, foi utilizada a ferramenta PrimerBLAST para analisar se
os primers desenvolvidos amplificavam sequéncias do genoma de Phaseolus
vulgaris e de outras espécies que j& haviam sido caracterizadas e depositadas
no banco de sequéncias. Para tornar os parametros menos rigorosos
selecionou-se a opgdo nr (non-redundant), na se¢do database, que permite
uma busca mais ampla, pois engloba todos os bancos de dados n&o

redundantes disponiveis no NCBI (bancos curados e ndo curados, de
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sequéncias expressas e ndo-expressas, para todas as espécies e ndo somente
para Phaseolus vulgaris).

Logo em seguida, as sequéncias amplificadas pelos primers SSR
desenvolvidos, obtidas no item 2.10., foram submetidas a uma busca de
similaridade contra o banco de dados completo do NCBI, via BLASTN,
algoritmo que identifica similaridade entre a sequéncia de nucleotideos de
entrada (query) com as demais sequéncias de nucleotideos depositadas.
Quando a busca identificou similiaridade com multiplas sequéncias disponiveis
no banco de dados, foi considerado o primeiro hit, ou seja, a sequéncia que
apresentou, em conjunto, a maior porcentagem de similaridade com a
sequéncia de entrada (85%-100%), associada ao maior score de alinhamento e
ao menor e-value (e-value maximo de e®°). Todas as ferramentas acima
descritas encontram-se disponiveis na pagina do NCBI (NCBI, 2009).

Para identificacdo e categorizacdo das fung¢des celulares associadas as
sequéncias génicas identificadas pela analise de similaridade, foi realizada uma
pesquisa ao banco SwissProt (http://www.expasy.ch/sprot) e ao banco GO

(Gene Ontology) (http://www.geneontology.org/), respectivamente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Anélise da amplificacdo por PCR utilizando marcadores ISSR

O perfil eletroforético em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a
partir da amplificacdo por marcadores ISSR foi analisado, de modo a definir
gual a quantidade de primers ISSR diferentes utilizada em cada reagao (uso de
apenas um primer distinto, da combinacéo de dois primers, e de trés primers)
seria a mais adequada para ser adotada. Para tal, as combinagbes que
originaram produtos de amplificacdo com padrdo mais definido de bandas
foram selecionadas para serem utilizadas nas etapas posteriores de

enriquecimento por ISSR-PCR (Figura 1).

M1 2345678 91011 121314
T

R

Figura 1: Perfil eletroforético em gel de agarose 1,8%/SB 1X de produtos de
PCR obtidos a partir da amplificagdo por marcadores ISSR. Canaletas 1-4
corresponde ao uso de apenas um tipo de primer ISSR na reagao, canaletas 5-
9 a combinacdo de dois primers ISSR distintos e as canaletas 10-14 a
combinagéo de trés primers ISSR. M- Marcador de tamanho de 100 pb.

O uso de apenas um tipo de primer e da combinacdo de dois primers
foram as condi¢des selecionadas. A combinacg&o de trés primers distintos néao
foi adotada por apresentar um perfil de arraste e de ndo definicdo de bandas
dos produtos de PCR gerados. O perfil eletroforético observado ocorreu
provavelmente devido a amplificacdo de fragmentos de tamanhos muito
proximos que nao se distinguiram visualmente no gel.

Apo6s a definicdo de quantos primers distintos seria adequado utilizar,
novas reagbes de amplificacdo foram realizadas com as condigdes

selecionadas de um primer e combinagéo de dois primers, em um volume final
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maior, de modo a gerar produtos de PCR em volume adequado para ser
utilizado em etapa posterior de clonagem em vetor plasmidial. Na Tabela 3
encontra-se descrita a relacdo dos primers utilizados e das combinagdes

adotadas.

Tabela 3: Relagcdo dos primers ISSR usados nas reagbes de amplificacéo
individuais, e as combinagdes de dois primers utilizadas.

Primers ISSR individuais Combinacdes de dois primers ISSR
(AG)sC (AG)eC e (AGG)s
(AGG)s (AG)sC e (GACA),
(GACA)6 (AG)sC e (AC)sG
(AC)sG (AG)sC e (AC)sYT
(AC)sYT (AGG)s e (GACA).4

(AG G)e e (AC)gG

(AGG)G e (AC)gYT

(GACA), e (AC)sG

(GACA)4 e (AC)sYT

(AC)gG e (AC)gYT

Uma aliquota de 5 ul dos produtos de PCR obtidos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,8% para verificagcdo da qualidade dos
produtos gerados (Figura 2), na ordem correspondente a indicada na Tabela 2.
ApoOs a verificacdo do padrdo de amplificagdo, o restante da reacdo foi

purificado para posterior etapa de clonagem.
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Figura 2: Perfil eletroforético em gel de agarose 1,8%/SB 1X dos produtos de
amplificagéo obtidos por ISSR-PCR, a partir da utilizacdo de um primer distinto
(1-5) e da combinagéo de dois primers (6-15). M- Marcador de tamanho de 100
pb.
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3.2. Sequenciamento e Desenho de primers SSR

Ap6s o procidemento a transformacédo por choque térmico, foram obtidas
321 colbnias brancas, das quais 250 foram selecionadas por possuirem

insertos com tamanho acima de 400 pb (Figura 3).

LI
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Figura 3: Perfil eletroforético, em gel de agarose 1,8%/SB 1X, do PCR de
colonia realizado com os primers M13 foward e reverse. A letra M indica o
marcador de tamanho de 100 pb e as demais canaletas, 29 clones analisados.
A seta indica fragmentos com aproximadamente 400 pb.

Dos 250 clones selecionados, 168 (67,2%) foram sequenciados e 103
(41,2%) apresentaram perfil de sequenciamento de boa qualidade e puderam
ser analisados. Foram detectados 30 clones redundantes (29,13%). A andlise
das sequéncias permitiu identificar 58 motivos microssatélites (56,31%) e foi
possivel o desenho de 32 pares de primers. Foi possivel identificar repeticdes
perfeitas, imperfeitas e compostas, que variaram em tipo e em nimero (Figura
4).

A

1 GATTCACTGAAAGATATTTTCCTGATATTGTTTCTAGACCGGTGGGTATAGCGAGGACAT

61 GATTCCTACTGTAAGTGTTATTTGCCAAATGCTTTCGGTTATAGCTTTCTCCTTGAGTTA

121 CTATACGAAGTTTTCTGCTTATCAAGCAGCATGATATTCTGATGAATCTATTTGTCATCT

181 GATTCCAGGTGGGATTCAATATGAGGAAAGTAACAAAAGGCAATGTTACAATAAAGTTAT

241 GGGATCTTGGAGGGCAACCTAGGTTCCGCAGCATGTGGGAGCGCTATTGTCGTGCAGTTT
S>>>>>>>>>>>>>>>>>>

301 CTGCTATTGTGTATGGAGCAAACATCTCATTTCCTTCTGATTTTAAATCTCTCTCTCTCT

*hhhhhkhk hAhkhhikh

361 CTCACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCAGCACTGGTAGACGCAA
<<<LLLLLLL KLLLLKL

421 TGAGACATACATGACTGATAAATGCACAAATCTTCTAGTGTATATTTNGT
<<<<
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B

1 GATTCAAAGGAGAATCGTCCCAGCGAGTGGACTCAGCTGCGAGAGCTTCGTTTTTTTCTT
S>>>>>>>>>>>>>>>>>>>

61 TTTTGAGTTTTTTTTTAGAGAGATAAAGTGTGTGTGTTTCTGTGTGTAAGAGAGAGAGAG
E R R e e B R R s e e e

121 AGAGTTCCTCAGAAATGGCATTGCGAAGCGCGTGTTTGGGTTTATAATGGAATGGGTTTA
folaialial << <LK LK<

181 TTTGGCGTGTTCTTGTTTAACACTTTAATCCAAGAGGATTAAGGAGGGTATTAGCCACGT
<<<<<<<L<<

241 CACCATGCCCATCACAACGGCACTCTTTTTCTGTTTTTTTTTTTACATTAATGCCCCCGG

301 G

C

1 AATTCCATTTGGGGTTGAGAAAGATGAACAATCGATGGTCATGTCACTTGCTAGAGTGGA
61 CTGGAAGGAGACCCCAGAGGGGCATGTAATGATGCTGGATGTGCCGGGGATGAAGAGAGA
121 AGAGATAAAGATAGAAGTGGAAGAGAATAGGGTGCTGAGAGTGAGTGGTGAAAGGAAGAG
SSSSSSSSSSSSSSSSSS>>> Fhx

181 AGAGGAGGAGAAGAAAGGGGATCACTGGCACAGAGTGGAGAGGTCCTATGGCAAGTTCTG

241 GAGGCAGTTCAGGTTGCCACAAAATGTGGACTTGGACAGTGTGAAGGCTAAGCT GGAGAA

301 TGGGGTGCTCACTTTGACTCTTGACAAGTTGTCACCTGAAAAGATCAAAGGTCCCAGGGT
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLKL

361 GGTTAGCATTGCAGGGGAGGATCAGCAGCAAGCCAAGCTGAGCACAGATGGGGGCTTCTG

Figura 4: Sequéncias de fragmentos contendo diferentes nimeros e tipos de
repeticbes microssatélites. (A) uma repeticdo imperfeita e simples -
(AG)sT(CT)19. (B) duas repeticbes perfeitas no mesmo fragmento — (GT)s e
(AG)s. (C) uma repeticdo composta — (GA)3(GGA),.. A simbologia >>>>>>
representa a regido do fragmento que originou a sequéncia do primer F;
<<<<<< a que originou sequiéncia do primer R.

Segundo Yu et al. (1999), ndo existe um critério que defina o nimero
minimo de uma unidade repetitiva para que esta possa ser considerada um
motivo microssatélite. Neste estudo, os autores encontraram microssatélites
curtos, que apresentaram polimorfismo enquanto que outros mais longos foram
monomorficos. Os resultados obtidos por Caixeta et al. (2005) também
provaram que € possivel encontrar polimorfismo mesmo entre motivos SSR
relativamente pequenos como (TAAA)s. Benchimol et al. (2007) e Hanai et al.
(2007) também obtiveram resultados semelhantes em relagdo ao padrédo
polimérfico apresentado por primers que flagueavam motivos microssatélites
pequenos. Por esta razdo, no presente trabalho, motivos compostos e com
namero pequeno de repeticdes foram igualmente considerados para o desenho
de primers.

A denominagéo dos primers SSR foi feita de acordo com Queiroz (2004),
com modificagbes. Consistiu primeiramente das letras PV de Phaseolus

vulgaris, seguida da unidade repetitiva presente em maior nimero no motivo
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SSR e um namero arbitrario a partir de 001 para sequéncias que possuam a
mesma unidade repetitiva em maior nimero. Quando a sequéncia possuia
mais de uma unidade com o mesmo numero de repeticdes, foi considerada a
primeira unidade repetitiva para efeito de nomenclatura. As designacdes F e R
foram utilizadas para diferenciar os primers forward e reverse, respectivamente.
Por exemplo, para o primer PVgaOOlF, F designa o primer SSR forward
flanqueando repeticbes do motivo GA. A Tabela 4 mostra os motivos
microssatélites identificados e as sequéncias dos primers que foram

desenhados.

Tabela 4: Motivos microssatélites identificados, sequéncias dos primers
correspondentes, valores de Tm, tipo de repeticdo e tamanho dos fragmentos
amplificados. O simbolo // entre alguns motivos denota a presenca de outros

motivos SSR relativamente distantes no mesmo fragmento.

T.
Motivo . A o frag
Microssatélite Primer Sequéncia Tm (°C) _
(pb)
(AT)(TCT)A(GA)/(

ATTACATTTLI(TC PVtcO08F TGAGGGACATCAAACTACTA 50.56 o

Js(TA)I (%US(AC)(A PVICOO8R AAATGACACTGAGACACTG 48.47
4

PVga002F GTGACCTAAAAGTGAAAACA 55,29

(GA)4(TC)s 250
PVga002R CTAATCCTCATCATCACATC 51,41
PVac001F CTAATCCTCATCATCACATC 51,93

(AC)s//(AC)s 332
PVac001R ACCACACTCGCTGAAAAA 51,92
PVgaa004F TCAAGAATCATAAGGAAAGA 52,27

(GAA)L(AT)M(AT), 238
PVgaa004R GATAAACCTGTCACTTGGTA 52,10
PVac002F ATTGCATAAACTTCGTTCT 49,71

(AC)s//(AC)s 333
PVac002R ACCACACTCGCTGAAAAA 49,51
PVttcO01F GATAAACCTGTCACTTGGTA 56,86

(TTC)4(AT)s 239
PVttcO01R TCAAGAATCATAAGGAAAGA 51,41
PVgaa003F TCAAGAATCATAAGGAAAGA 50,4

(GAA)(GA), 260
PVgaa003R GATAAACCTGTCACTTGGTA 50,2
PVgaa004F TCAAGAATCATAAGGAAAGA 50,4

(GAA),(CG), 238
PVgaa004R GATAAACCTGTCACTTGGTA 49,8

(AG)4/I(AAG)4/I(CG), PVag001F CAAAACAGAAAACCTAACAC 48,6 229
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PVag001R CGAACATTCTCTTCTTATTC 50
PVtcOO6F GTTAGGTGAGATGTGTCTTG 50,6
(TC)slI(AG)s(AT), 159
PVtcOO6R CATTTCTACCTTTCTAAGCA 497
PVag002F TACAACTAATACTGCGTCCT 545
(AG)s(AT)3 210
PVag002R GTCATTATCACAATTTCGTC 502
(AAAT),A,C(AGTA), | PVgta001F TCTCACTCATCAGACTCAC 48.18
J(GTA)(TTA)A(TTA 306
YVIAGGT), PVgta001R ATATTAAGCTATGGGACTGC 51.33
(AT)s(TA),(AT)(AG) |  PVatOO1F CAGTTTTGCGTGTGCTAC 53.64
JIAAT),(GT)(CA)( 173
AG),(GT), PVat001R TGATTCTCATGTCGTGAA 50.99
(ADWIAACAG)/(G | PVAl00LF GACAGACACTAGTAAGCCTCA | 52.18 e
CA)A(CA). PVat001 R GGGAATTCGATTAGAAAG 49.64
(TAAR),(TAC)JI(TC)
e o | PVicoooF ACAACCCAAATTAATACATCT 50.60 -
ACCAICACTT | pyicoooRr AGAGTAGAATGCCTTCACAG 52.06
CT),C(CT)2
PVga007F GTGTCTACTGATCTCCCAGA 52.40
(GA)A(CT)(GA), 280
PVga007R AAGCCTAGAAGAAGTTGAG 48.82
(GAGT)J//(GAA)JI(A |  PVgaOOo8F GACATACCCATCTCACAAAC 52.63
GA)>TAs(GAA)//(GA 212
JAGA) PVga008R ATACATTAGCCCAACAACAT 52.15
(TGGAAG),TA(GC)o( | PVcg0o2 F AAATAATAACGACCAAGCAC 52.13
CG)G(CG)//(CCGG 244
GC), PVcg002 R CTGATCTCAAGGGATGATT 52.27
PVca003 F GTTAAACGGAAGGCAGTAG 52.65
(CT)ATGAYIICAN( ‘o1
GA)(CAXGAG), PVca003 R AAGGATTTTGAGGATAGGTT 52.11
(GT)»(TTGCA),A(CA |  PVat002 F AAGATCTCTTTTGGGGTTAT 52.11
AAC),(ACC) /(AT 294
GT)(AT); PVat002 R AACGTACAATCATAGTTTTTCA | 51.92
(TALT(TALT(TAAT | PVIa00LF AGAAAATTGAACACGGTCTA 52.44 .
(TA) PVta001R GCCTTGATATATTGACGAAA 52.98
(GTAA),TA(TTG),//( |  PVtcO10F ATAATTCACCGGATTCAAA 52.98
AG)s(TG)G(TG)//(TC 203
)sT(TC) PVtcO10R TAACACAAGTATGGAAGCAA 51.87
(GAR),T(GAR)(GA) | PVIR009F ACAAACTCACCCAACAACT 52.75
G(GA)A(GA) 196
2 PVga009R ATAATACCTACCAACGCAAC 52.00
(TC),T(TG),T(TG)T, | PVgga001F GGTTAGAGGAGGGGAGTAT 5219 | 207
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(TG)sG(GGA)4

PVgga001R CAAACAAAGAACAAGTGACA 52.10
(GATAA)G(GATAR) | PVOalo01F AAGTGACATTGTGAAGGTT 003 |
G(GATI(GAIG(GA) | pygat001R ACAAATGGAACTTGGTAAA 50.49
(CCART(CT):C(CT) |  PVctoo4 F TCTGTTGCTGTTCCTGAG 52.86
T(CTYsTH(CT)/(AG) 272
2G2(AG)s PVCt004 R GTTTTTCATGGCAAGATACT 51.97
(ATRAMNTICTT), | PVA003F CGTGAATAAATTAGTGGAAC 49.98
A(AT),T(AT) 172
2 PVat003 R ATGGATAAAAGTTTGATTGG 51.83
PVtOO5F TTGGCCTATTATTTGAACT 50.03
(G 126
PVgtOO5R TTCCCTGATACCTATGTAGTG | 51.90
PVtO06F CTTTGATAAGTGGAGGAA 48.11
(GTG(GT). 270
PVgtO06R AAAGCATTGCAGATTAGAGT 51.88
(GAC),(GAG)(GAC) | PVgac001F ATCCACAGAATAAAAGAAAG 48.74
GA(GGT),/[(CGTTG 214
G), PVgac00IR | GGAAGGAAAAAGGTAAAAGT | 52.03
PVCttc001F TGGATCAAACTAAAAACTGA 50.87
(CTT)TCG(CTT)(CT
TC)s 196
PVCttc001R CCAGAAAGATCACAACGA 52.64
PVag007F TTAAGCCTTTGTTTGTATC 48.04
(AG)sT(GAA),//(GAA 299
)2 PVag007R ACATTGTACGAATCTGTGTT 50.28

Como pode ser observado na Tabela 4, ndo houve predominancia de

nenhuma classe especifica de motivos microssatélites, dentre os identificados
no presente trabalho. No entanto, Yu et al. (1999), Melotto et al. (2005), Hanai
et al. (2007) e Benchimol et al. (2007) observaram em seus trabalhos uma
maior freqiéncia de microssatélites constituidos do motivo AG/TC, no genoma
do feijoeiro. Entretanto, essa correlagdo n&o foi encontrada no presente
trabalho. Foi observado também que, dos 58 motivos microssatélites
indentificados, 31 (53,45%) foram obtidos a partir da amplificagéo por PCR que
utilizou a combinag&o de dois primers ISSR e 27 (46,55%) obtidos a partir da
amplificagdo por apenas um tipo de primer distinto. O resultado obtido
demonstrou que ambas as estratégias foram eficazes na selecéo de regides

microssatélites, a partir do genoma do feijéo.

72



A partir da analise dos locos microssatélites descritos na Tabela 4, foi
identificado que o0 numero maximo de repeticbes encontrado para
dinucleotideos foi (GT)e, para o loco PVgtO05F, e para trinucleotideos foi quatro
repeticbes, de diferentes motivos, para os locos PVgaaO04F, PVitcOO1F,
PVgaa003F, PVgaa004F, PVag00l1lF, PVggaOOlF. O numero méaximo de
repeticdes encontrados foi baixo, quando comparado aos resultados obtidos
pela metodologia de bibliotecas genémicas enriquecidas (HANAI et al., 2007,
BENCHIMOL et al., 2007; BLAIR et al., 2008; L'TAIEF et al.,2008). No entanto,
resultados encontrados por Caixeta et al. (2005), Hanai et al., (2007) e
Benchimol et al., (2007) demonstraram que primers que amplificam regides
microssatélites constituidas de motivos compostos e com ndimero pequeno de
repeticdes podem efetivamente serem informativos quanto ao polimorfismo
detectado entre diferentes genotipos.

Na literatura cientifica ja foram descritas diferentes estratégias de
desenvolvimento de marcadores microssatélites por meio do enriquecimento
utilizando marcadores ISSR, a exemplo das metodologias desenvolvidas por
Nest et al. (2000), ja descrita anteriormente, e por Lian et al. (2001). No ultimo
trabalho, os resultados obtidos indicaram que a metodologia adotada apresenta
alta eficiéncia na selecdo de motivos microssatélites constituidos de alto
namero de repeticbes e no desenvolvimento de primers que apresentaram um
alto indice de contetdo polimérfico. O método envolveu: (1) amplificagdo por
ISSR-PCR, de modo a gerar produtos de amplificacio com motivos
microssatélites em suas extremidades; (2) clonagem e sequenciamento dos
fragmentos gerados e desenho de um primeiro primer na regido entre 0s
motivos microssatélites das extremidades, e de um segundo entre a sequéncia
do primeiro e 0 motivo repetitivo, para serem usados em etapa posterior de
nested-PCR; (3) construgdo de bibliotecas de fragmentos digeridos e ligados a
adaptadores especiais que permitam via nested-PCR, juntamente com os
primers anteriormente obtidos, que ocorra o procedimento de PCR de
supressdo, descrito por Siebert et al. (1995). A partir dos produtos gerados é
possivel identificar a outra regido flanqueadora do motivo microssatélite e o
desenho de primers, de modo a permitir a amplificagéo. A metodologia descrita
para o desenvolvimento de marcadores microssatélites foi utilizada por Guo e
Luo (2006), para a fruta japonesa Diospyros kaki Thumb., e os resultados

obtidos confirmaram a alta eficiéncia de enriquecimento proporcionada por
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essa estratrégia, além de permitir que se determine logo nas etapas iniciais do
projeto qual o motivo microssatélite que se deseja posteriormente selecionar e
a partir dele desenvolver primers flanqueadores.

Em relacéo a eficiéncia de enriquecimento das metodologias tradicionais
de screening em bibliotecas gendmicas, estudos realizados apresentaram
porcentagem de selecdo de clones positivos para motivos microssatélites que
variaram de valores menores tais como 24,88%, obtido por Gaitan et al. (2002),
até altos indices de enriquecimento como 59,06%, obtido por Benchimol et al.
(2007) e 56,31% alcangado pela metodologia descrita no primeiro capitulo do
presente trabalho.

Em relacdo a metodologia de enriquecimento por amplificacédo utilizando
marcadores ISSR, Nest et al. (2000) obtiveram 65% de eficiéncia de sele¢do de
clones positivos para motivos microssatélites. Treze primers foram
desenhados, a partir de 20 motivos SSR identificados e, destes, dez foram
polimérficos entre os gendtipos de eucalipto analisados. Os resultados obtidos
nesse trabalho indicam uma alta eficiéncia ndo sé na selecdo de clones como
também no desenvolvimento de marcadores SSR informativos, a partir da
citada metodologia

No presente trabalho, a andlise das sequéncias permitiu identificar 58
motivos microssatélites, apresentando uma eficiéncia de 56,31% e foi possivel
o desenho de 32 pares de primers. A alta eficiéncia obtida na selegcdo de
clones positivos para motivos microssatélites indica que o método utilizado foi
eficaz na identificagdo e desenvolvimento de marcadores microssatélites para o
feijdo-comum.

3.3. Identificacdo de marcadores microssatélites polimorficos entre os
gendtipos andinos e mesoamericanos analisados

Dos 32 pares de primers desenvolvidos, 10 tiveram suas condi¢cfes de
amplificagdo padronizadas e foram analisados quanto ao polimorfismo
detectado entre os 20 gendtipos andinos e mesoamericanos descritos na
Tabela 1 do item 2.1.

A analise do perfil eletroforético do gradiente de temperatura realizado
para os 10 pares de primers permitiu observar que quatro primers
comportaram-se como marcadores dominantes, apresentando padrdo de

presenca e auséncia de bandas, em vez do perfil de codominancia
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comumumente apresentado pelos marcadores microssatélites. Os demais 6
primers analisados comportaram-se como codominantes.

A Tabela 5 apresenta a temperatura de amplificacdo padronizada para
cada um dos 10 pares de primers analisados e quais apresentaram padrao de
dominancia e de codominancia. Os demais 22 pares de primers n&o analisados

ainda serdo padronizados e testados em proxima oportunidade.

Tabela 5: Temperatura de amplificagdo padronizada para os 10 pares de
primers analisados e identificagdo de quais apresentaram padrédo de
codominancia e de dominancia.

Primer Temperatura de amplificagao (°C) Padréo apresentado
PVtc008 54 °C Codominante
PVga002 54 °C Codominante
PVac001 54 °C Dominante
PVgaa004 54 °C Codominante
PVac002 55°C Codominante
PVitc001 55°C Dominante
PVgaa003 55°C Dominante
PVgaa004 55°C Dominante
PVag001 55°C Codominante
PVtc006 55°C Codominante

Os 10 marcadores que tiveram as condicbes de amplificacao
padronizadas foram testados quanto ao polimorfismo detectado entre os 20
gendtipos analisados, em gel de poliacrilamida 10%. Nenhum dos primers
codominantes mostraram-se polimorficos. JA& os marcadores dominantes
detectaram polimorfismo entre os cultivares AND277 e Ruda, na forma de
presenca e auséncia de bandas. Para exemplificacdo, a Figura 5 ilustra o
padrdo dominante apresentado pelo primer PVac001l. A ordem dos genotipos
dispostos no gel corresponde a mesma descrita na Tabela 1, do item 2.1 da

sessédo “Material e Métodos”.

75




i 2345 6 7 8 91011121314151617181% 20

"

—

Figura 5: Perfil eletroforético polimdrfico apresentado pelo marcador dominante
PVac001 em gel de poliacrilamida 10%, corado com solucéo de nitrato de prata
A numeracdo 1-20 corresponde a ordem dos gendtipos andinos e
mesoamericanos disposta na Tabela 1.
Na literatura cientifica ja foram descritos trabalhos utilizando primers
SSR de carater dominante para fins de mapeamento, a exemplo de Vilanova et
al. (2003) e Karaca et al. (2002), que trabalharam com damasco e algodoeiro,
respectivamente. Para o feijao, Yu et al., (2000) detectaram comportamento
dominante em um dos primers desenvolvidos em seu estudo, e descreve que a
ocorréncia de marcadores microssatélites dominantes é possivel e ja havia sido
detectado em estudos anteriores realizados pela sua equipe. Além do
mapeamento  genético, marcadores de caracter dominante, tanto
microssatélites quanto outros tipos de marcadores, ja foram extensivamente
utilizados para outros tipos de estudos genéticos para o feijdo, tais como em
selecdo assistida por marcadores moleculares e estudos de diversidade
genética. Em relag@o aos demais marcadores de caracter dominante, tais como
os marcadores SCAR e RAPD, o0s microssatélites ainda apresentam as
vantagens de alta reprodutibilidade de resultados e de serem marcadores

multialélicos.

Assim, os marcadores desenvolvidos no presente trabalho, tanto os de
caracter codominante quanto os dominantes, poderdo ser usados como
importantes ferramentas para 0os mais variados tipos de estudos genéticos para
a espécie, inclusive em estudos de mapeamento genético, colaborando para o
incremento de programas de melhoramento do feijoeiro que utilizam

marcadores moleculares.
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3.4. Andlise de similaridade

A partir da analise realizada, foi identificada similaridade com regido
transcrita de funcdo n&do caracterizada, em Glycine max e com a regiédo
codificadora do gene para inibidor 1 de cinase ciclina-dependente, também em
Glycine Max (Tabela 6).

As cinases ciclina-dependente s&o enzimas que catalizam a
transferéncia de um grupo fosfato, usualmente do ATP, para uma proteina
celular com funcdo regulatéria do ciclo celular, mais especificamente,
relacionada ao transito de células durante a divisdo celular. Os inibidores tipo 1
séo responsaveis pela interrupgéo, prevencdo ou reducdo da atividade dessas
enzimas, com consequente efeito de interrupgéo do ciclo celular (Tabela 7).
Dentre todos os locos microssatélites analisados no presente trabalho,
somente os descritos na Tabela 6 apresentaram similaridade com
alguma sequéncia ja depositada e caracterizada do banco de dados. Da
mesma forma, dentre os locos dispostos na Tabela 6, somente aquele
gue apresentou sequéncia para a qual foi identificada alguma funcgéo

celular ja caracterizada esta categorizado na Tabela 7.
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Tabela 6: Resultado da analise de similaridade. A primeira coluna corresponde ao loco microssatélite analisado; a segunda
a0 hit encontrado; sequida da porcentagem de similaridade entre as duas sequéncias, score de alinhamento e e-value. O
niimero de acesso, do hanco do NCBI, das sequéncias identificadas como similares encontra-se na Gltima coluna.

SSR | RESULTADO DE SIMILARIDADE PELO BLASTN | % DE SIMILARIDADE | SCORE | e-VALUE | NUMERO DE ACESSO

PVag001 CDNA - Glycine max 92% 255 | le-64 AK243796

PVag002 | Gene para inibidor L de cinase ciclina-Gependente 93% 879 | 1el3 AY439101

Tabela 7 Categorizacdo dos produtos génicos segundo critérios de classificagdo do Gene Ontology.

Produto génico Anotacdo Gene Ontology
Categorias: Processo, Fungo e Componente

Processo hioldgico: “Interrupcéo do ciclo celular’
Inibidor 1 de cinase ciclina-dependente | Fungdo molecular: “Atividade de cinase”; “Atividade de inibidor de cinase ciclina-dependente”
Componente celular: “Nuclear’
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RESUMO DOS RESULTADOS, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A partir do desenvolvimento de duas bibliotecas gendmicas
enriquecidas, foram analisados 184 clones (88,89%), a partir dos quais
foi possivel identificar 66 (49,62%) motivos SSR na biblioteca 1 e 20
(39,22%) motivos SSR na biblioteca 2. Foram desenhados 56 pares de
primers. Destes, 34 tiveram suas condicbes de amplificacéo
padronizadas e seis (17,65%) amplificaram produtos polimorficos entre

0S genitores testados.

A partir do desenvolvimento de uma biblioteca enriquecida com
fragmentos microssatélites, obtida a partir da amplificacdo por
marcadores ISSR, foi possivel analisar 103 clones (41,2%), a partir dos
quais foi possivel identificar 58 motivos microssatélites (56,31%), e o
desenvolvimento de 32 pares de primers. Destes, 10 tiveram suas
condi¢cdes de amplificacdo padronizadas, sendo que seis comportaram-
se como marcadores codominantes e quatro como dominantes. Dentre
os codominantes nenhum mostrou-se polimérfico dentre os genétipos
testados, ja os dominantes detectaram polimorfismo entre os genotipos

na forma de presenca e auséncia de bandas.

A alta porcentagem de enriquecimento de sequéncias contendo motivos
microssatélites obtida indica que as duas metodologias utilizadas foram
eficazes para a seleg¢do, no feijoeiro, de sequéncias contendo motivos

microssatélites.

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram a constatacéo da
presenca de SSR em regifes relacionadas a importantes fun¢cdes no
genoma do feijao e o desenvolvimento de primers cpSSRs, ainda pouco
descritos na literatura cientifica para a cultura. Os marcadores
microssatélites desenvolvidos poderdo ser usados como ferramentas
eficazes em diversos tipos de estudos genéticos, inclusive em estudos
de mapeamento genético visando a consolidacdo de um mapa genético
consenso saturado para a espécie, contribuindo para o aprimoramento
dos programas de melhoramento do feijoeiro comum que utilizam
marcadores moleculares.
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