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RESUMO: A familia Fabaceae compreende duas espécies, entre outras, de significativa presenga no
agronegdcio brasileiro e de alto valor nutricional, o feijdo (Phaseolus vulgaris) e os amendoins
(Arachis hypogaea). Continuamente, estdo sendo desenvolvidos pares de primers especificos para
regides hipervaridveis (microssatélites) dos genomas de feijao e amendoim, que estdo sendo utilizados
em analise genética, no desenvolvimento de mapas de ligacdo e na deteccdo de regides gendmicas que
controlam resisténcia a doencas nestes géneros. O desenvolvimento de marcadores microssatélites
envolve grande dedicacdo, tempo, custo elevado e mado de obra especializada. A potencial conservacao
de regides flanqueadoras destes locos hipervaridveis em géneros da mesma familia ¢ muito importante
para o rapido desenvolvimento de um arsenal tecnologico de marcadores moleculares altamente
informativos para outras espécies de importancia econdomica, bem como para o conhecimento da
conservacao de regides gendmicas entre espécies e de suas relagdes sinténicas. O objetivo deste
trabalho foi verificar a transferibilidade por meio da otimizacdo das condigdes de amplificacdo de
primers SSR desenvolvidos para feijao, em amendoim, e vice-versa, que por serem da mesma familia,
provavelmente possuem homologia das regides que flanqueiam os microssatélites. Duzentos primers
SSR foram testados, 100 desenvolvidos para feijao e 100 para amendoim. Uma pesquisa BLAST
((Basic Local Alignment Search Tool ) foi realizada para comparar as seqiiéncias dos clones que
originaram os primers as seqiiéncias depositadas no banco publico de seqiiéncias NCBI (National
Center for Biotechnology Information ) para identificacdo de nivel significativo de similaridade a uma
sequéncia génica identificada. Obteve-se 40% de transferibilidade de feijao para amendoim e 60% de
amendoim para feijdo. Algumas seqiiéncias de clones tiveram similaridade significativa a genes

constitutivos e funcionais.
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INTRODUCAO

A familia Fabaceae, grupo vegetal encontrado em quase todas as regides do mundo, ¢ formada por
cerca de 727 géneros que contém em torno de 19325 espécies. Dentre as inimeras espécies existentes,
¢ possivel destacar o feijado (Phaseolus vulgaris). Segundo dados do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Mapa), o Brasil € o maior produtor mundial de feijao com produgao média
anual de 3,5 milhdes de toneladas. Outro produto da mesma familia e de importancia econdomica na
industria alimentar ¢ o amendoim (Arachis hypogeae). A partir deste, ¢ possivel obter diferentes
receitas culindrias que vem sendo cada vez mais difundidas. Além disso, algumas variedades sdo ricas

em lipidios, podendo ser utilizadas para a fabrica¢do do 6leo de cozinha.

Essas espécies apresentam uma alta variabilidade genética no Brasil, em virtude de sua ampla
utilizagdo e importancia. Esta variabilidade consiste em importante fonte de estudos para programas de
melhoramento, visando aumentar os conhecimentos a respeito de suas caracteristicas € proporcionar o
uso racional e sustentavel dos recursos genéticos. As ferramentas moleculares tém sido utilizadas com
eficiéncia para se obter este conhecimento e uma delas ¢ o marcador microssatélite. Sequéncias
Simples Repetidas (SSR), ou microssatélites, sio marcadores genéticos usados para uma andlise
gendmica detalhada por serem multialélicos, baseados em PCR e por terem heranga codominante e
alto conteudo de informacdo. Apesar das facilidades encontradas com o uso destes marcadores, para
seu desenvolvimento, sdo necessarios grandes trabalhos e recursos financeiros, por isso, busca-se a
transferibilidade de marcadores desenhados para feijao e amendoim, que por serem espécies de mesma
familia, provavelmente possuem homologia das regides que flanqueiam os microssatélites. A potencial
conservagao de regides flanqueadoras destes locos hipervaridveis em géneros da mesma familia €
muito importante para o rapido desenvolvimento de um arsenal tecnologico de marcadores
moleculares altamente informativos para outras espécies de importancia econdmica, bem como para o
conhecimento da conservagdo de regides gendmicas entre espécies e de suas relagdes sinté€nicas. Sao
inimeros os estudos e pesquisas relacionados a transferibilidade de microssatélites. Peixoto et al.
(2009) analisou a transferibilidade de primers de Cucumis melo para Luffa cylindrica, em que 60% de
transferibilidade foi encontrada de meldo para bucha, que sdo espécies da familia Cucurbitaceae.
Welzel et al. (2002) testou a transferibilidade de primers microssatélites entre espécies de Arachis.

Dentre 53 primers analisados, 43 amplificaram nas duas espécies de Arachis utilizadas, totalizando
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81% de transferibilidade. Ainda em relacdo a este tema, Souza et al. (1998) testou a transferibilidade
de 28 primers desenvolvidos para copaiba (Copaifera langsdorffii) em 24 espécies diferentes da
familia Leguminosae, observando-se amplificagdo em 11 espécies, o que correspondeu a 46% das

espécies testadas.

Continuamente, estdo sendo desenvolvidos pares de primers especificos para regides
hipervariaveis (microssatélites) dos genomas de feijao e amendoim, que estdo sendo utilizados em
analise genética, no desenvolvimento de mapas de ligagdo ¢ na detec¢do de regides gendmicas que
controlam resisténcia a doengas nestes géneros. Os testes de transferibilidade dos microssatélites de
uma espécie para outra sao bastante oportunos, pois visam economizar tempo ¢ recursos financeiros.
Considerando esta finalidade esse trabalho teve como objetivo analisar a transferibilidade de primers

microssatélites desenvolvidos para feijao e para amendoim.
MATERIAIS E METODOS

O material de feijao utilizado no trabalho ¢ originario da Embrapa Arroz e Feijao (CNPAF) e o
material de amendoim do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Primeiramente foi realizada a
diluicdo e quantificacdo das amostras de DNA para ajustar a concentra¢do destas. Feito isto, foram
testados 200 primers em reagdes de PCR com temperaturas entre 50°C e 60°C, 100 desenvolvidos para

feijdo e 100 para amendoim.

A reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ um método muito sensivel de andlise e que se
realiza com grande cuidado, de forma a evitar contaminag¢des que podem causar erros nos resultados.
Esta reacdo ¢ feita com 3ul. DNA (3,0ng/uL), 3uL primer a 0,9mM e uma mistura de 7pul de
substancias chamada mix. Este ¢ composto por 2,65uL de dgua Milli-Q autoclavada, 1,30uL de ANTP
a 2,5mM (trifosfato desoxirribonucleotideo — bases nitrogenadas), 1,30uL. de BSA a 2,5mg/mL,
1,30uL de tampao 1B 10x, 0,25uL de MgCl12 (50mM) e 0,20uL de taq DNA polimerase, com um total
de 13uL por reagdo. As reagdes de amplificacao foram realizadas em termocicladores GeneAmp PCR
system 9700 AB, variando-se a temperatura de anelamento de 50°C, 56°C e 60°C. A andlise da
amplificacdo foi feita por meio da visualizagdo de géis de agarose a 3,5 corados com brometo de

etidio. As imagens foram vistas em fotodocumentador.
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Uma pesquisa BLAST ((Basic Local Alignment Search Tool ) foi realizada utilizando-se a
opcdo Blastx do NCBI (National Center for Biotechnology Information) fixando-se o valor de e-value

méximo em 1.0 ¢ para validar a anotac?o.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 200 primers testados, 100 desenvolvidos para feijao testados em amendoim e 100
desenvolvidos para amendoim testados em feijao, tiveram as temperaturas de anelamento ajustadas
para adequar as condi¢cdes de amplificagcdo. Alguns primers amplificaram somente em uma

temperatura, outros em duas e outros amplificaram nas trés temperaturas testadas.

Obteve-se 40% de transferibilidade de feijdo para amendoim e 60% de amendoim para feijdo.
O trabalho de Welzel et al. (2002) obteve maior indice de transferibilidade com 81%, pois esta foi
testada entre espécies de mesmo género, que provavelmente possuem maior homologia das regides que
flanqueiam os microssatélites. Ja os trabalhos de Souza et al. (1998) e Peixoto et al. (2009) possuem
resultados mais proximos aos do presente trabalho, com 46% e 60% respectivamente, o que
provavelmente acontece pelo fato dos testes terem sido feitos entre espécies de mesma familia, que

possuem um grau de parentesco menor comparadas as espécies de mesmo género.

A pesquisa BLAST mostrou que apenas 17 dos 100 primers de feijao que amplificaram em
amendoim tiveram similaridade significativa a sequéncias génicas identificadas e publicadas no banco
de sequéncias NCBI. Algumas sequéncias foram similares a uma proteina “ATP-binding” da
mitochondria, outras a proteina de transferéncia phosphatidylcholine, “ADP-ribosylation factor-like”, beta-
galactosidase e outras indicando similaridade significativa a genes constitutivos e funcionais. Esses

primers poderdo ser utilizados como marcadores uteis dependendo da caracteristica desejada.
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