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SELEGAO DE PRIMERS VISANDO IDENTIFICAGAO DE MARCAS DAF
ASSOCIADAS A QTL’S EM FEIJAO-CAUPI
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Resumo - O feijao-caupi € uma importante fonte de alimento no mundo, e tem ocupado um lugar
importante na dieta de pessoas em muitos paises, como uma excelente e de menor custo fonte de
proteina, acidos graxos, aminoacidos essenciais, vitaminas e minerais. Objetivou-se selecionar
primers para serem usados em reagdes DAF visando a selegdo de marcas que possam estar
associadas a QTL’s na espécie. Visando a otimizagdo da reacdo foram testadas diferentes
concentragdes de MgCl,, de primer e de dNTP. Na selegao, 46 primers foram testados e com base no
padrédo de bandas obtidas, 12 primers se revelaram polimérficos. Os primers mostraram-se eficientes
na identificagdo de polimorfismos em feijao-caupi.
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PRIMERS SELECTION AIMING DAF MARKERS IDENTIFICATION ASSOCIATED
TO QTL's IN COWPEA

Abstract — Cowpea is an important source of food worldwide and has occupied an important place in
the diets of people in many countries as an excellent and inexpensive source of protein, fatty acids,
essential amino acids, vitamins and minerals. The objective of this study was to select primers for DAF
reactions aiming the selection of markers linked to QTL’s. Were different concentrations of MgCl,,
primer and dNTP. Were evaluated 46 primers and with basis in band pattern obtained, 12 primers

showed polymorphism. The primers showed efficient in polymorphism identification in cowpea.
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Introducao

O género Vigna pertence a familia Fabaceae (Leguminosae), incluindo cerca de 200 espécies,
sendo sete cultivadas. O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) destaca-se dentre estas espécies
devido a sua capacidade impar de adaptacdo e rusticidade (SANTALLA et al., 1998) e constitui a
base alimentar de milhdes de pessoas em todo o mundo (FERY, 2002), estando entre as
leguminosas comestiveis com maior conteudo protéico, tendo grande importancia social e econémica
especialmente para o semi-arido nordestino, como fator fixador de mao-de-obra, gerador de
empregos e de matéria-prima, indispensaveis ao progresso do feijdo-caupi (FREIRE-FILHO et al.,
1999).

Em fungdo da necessidade de obtengdo de uma melhor caracterizagdo do germoplasma desta
espécie de forma a associar marcadores genéticos as caracteristicas fenotipicas importantes para o
melhoramento vegetal, a técnica que usa marcadores de DNA tipo DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) vem sendo otimizada e utilizada em laboratérios de diversas entidades (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1988).

A construgdo de um mapa fisico, além de permitir a conexao rapida e linearmente organizada
entre mapas genéticos, genes e QTL’s (Quantitative Trait Loci) com o DNA gendmico total, € um
componente fundamental dos futuros esforgos de seqlenciamento de genomas completos
(FERREIRA; GATTAPAGLIA, 2006).

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de selecionar primers para serem usados
em reagdes de DAF visando a selegcdo de marcas que possam estar associadas a QTL’s na espécie.

Material e Métodos

Foram extraidas amostras de DNA de individuos representantes da populagado Fg, derivada do
cruzamento entre os parentais BR-14 Mulato — imune ao virus do mosaico severo (CPSMV) e
suscetivel ao virus transmitido por pulgdo (CABMV) — e IT 85F-2687 — suscetivel ao CPSMV e
resistente ao CABMV, no laboratério de Genética da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

As reagdes de PCR foram realizadas no laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Meio-
Norte, localizado em Teresina-Pl. Para a otimizagdo da reagcédo de amplificagdo foram testadas duas
concentragdes de MgCl, (2,5 mM e 5,0 mM), duas concentragdes de primer (3,3 mM e 13,3 mM) e
quatro concentragdes de dNTP (1,0 mM, 2,0 mM, 3,0 mM e 4,0 mM). Usaram-se os primers A19,
A14, B18, C19 e Z19 avaliando o seu comportamento em reagdes com quatro amostras de linhagens
Fe de feijao-caupi.

Foram testados 47 primers RAPD: OP A (01, 02, 04, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17,
18, 19, 20), OP B (06, 12, 14, 16, 17, 18, 20), OP C (03, 05, 11, 19), G (01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 09,
10, 11, 12, 13, 15) e OP Z (04, 09, 10, 15, 16, 19), utilizando-se os dois parentais (IT85F-2687 e
BR14) e seis gendtipos representantes da populagdo Fg derivada do cruzamento entre os dois
parentais (1, 3, 5, 7, 8, 10).

Apés a otimizagéo da reagao, para as reagdes de amplificagdo foram adotados procedimentos
similares ao de Benko-Iseppon et al. (2003), como apresentado a seguir: o volume final da reagéo foi
de 15 pl, contendo 15 ng de DNA, 1,0 mM de dNTP, 1U de Taq Polimerase (Invitrogen), 3,3 mM de
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primer, 5,0mM de MgCly, 1,5 pl de tamp&o 10X e H,O ultrapura. Essas reagdes foram realizadas com
uma etapa inicial de desnaturagdo em 2 min a 95° C, seguido por 40 ciclos de 15 s de desnaturagdo a
95° C, 1 min anelamento a 35° C e 2 min alongamento a 72° C, com o final do alongamento na
mesma temperatura por 2 min. O produto da reagéo foi visualizado em gel de agarose a 1,8% corado

com SYBR Safe DNA Gel Stain a 10.000x (Invitrogen) e fotodocumentados sob luz ultravioleta.

Resultados

Os melhores resultados (Figura 1) foram obtidos em reagdes de amplificagdo com a
concentragdo de 5,0 mM de MgCl,, 1,0 mM de dNTP e 3,3 mM de primer. Segundo Ferreira e
Grattapaglia (1995), a otimizagdo da concentragdo de magnésio na reagdo de amplificagdo é
essencial, pois € um dos fatores que influenciam diretamente na reprodutibilidade do ensaio RAPD,
porquanto afeta a eficiéncia da amplificagédo pela Taq polimerase e, consequentemente, a intensidade
com a qual os fragmentos aparecem no gel.

Figura 1. Perfil de gel de DAF usando os primer OP B18, OP C19 e OP Z19 e uma testemunha (branco).

A Tabela 1 apresenta os primers selecionados e o respectivo nimero de bandas polimorficas

obtidos, observando-se uma variagdo de 1 a 4.

Tabela 1. Primers RAPD selecionados para serem usados em reagdes de DAF e respectivos nimero
de bandas polimorficas, monomorficas e total.

Primer N° de Bandas Polimérficas N° de Bandas Monomorficas Total de Bandas
A06
A14
A19
A20
B06
B12
B17
B18
B20
c19
Z10
Z15
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Os primers citados acima se revelaram polimérficos para os genoétipos de feijao-caupi avaliados
e foram selecionados para serem usados em reagdes de DAF visando a sele¢do de marcas que

possam estar associadas a QTL’s na espécie. Ja os primers OP A (01, 02, 09, 10, 11, 13, 16, 18), OP

Anais do [l CONAC: Congresso Nacional de Feijdo-Caupi 833



B14, OP C (03, 05, 11), OP G (02, 06, 10, 13) e OP Z19 apresentaram-se monomorficos para a
espécie e caracteristicas estudadas. A Figura 2 mostra o perfil eletroforético de reagbes de

amplificagées com primers selecionados.
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Figura 2. Perfil eletroforético dos primers selecionados para ensaios DAF em feijao-caupi.
Concluséo
Os primers OP-A (06, 14, 19 e 20), OP-B (06, 12, 17, 18 e 20), OP-C19 e OP-Z (10 e 15)
selecionados para os marcadores DAF sdo eficientes na identificacdo de polimorfismos abrindo a

perspectiva para sua utilizagdo na geracdo de marcadores moleculares para mapeamento e
identificagdo de QTL’S.
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