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Resumo

Loci microssatélite tem sido buscado em bibliotecas gendmicas de
guaranazeiro. Esta busca, no entanto, ainda ndo produziu resultados
satisfatorios. O objetivo deste trabalho foi avaliar as repeticdes de
dinucleotideos em 5.969 unidades transcricionais (ESTs "'singlets" and
"contigs') de frutos e sementes de guaranazeiro mantidos no banco de
dados da REALGENE e comparar com aqueles encontrados em
bibliotecas gendmicas enriquecidas para repeticbes AG/TC AC/TG. As
sequéncias (AC/TG)g,; (AG/TC)g. (AT)g € (CG),, foram usadas como
sondas para o BioEdit "local Blast". Aquelas que continham blocos de
repeticbes perfeitos foram selecionadas. As frequéncias encontradas
para os diferentes tipos de repeticdes foram submetidas a ANOVA. O
nimero de repeticdes - 7 a 21 - por bloco foi analisado pelo °. Essas
analises revelaram que 1,91% das unidades transcricionais
apresentavam blocos de repeti¢cfes de dinucleotideos. O tipo mais
frequiente (P << 0,001) de repeticdo foi TA (0,97%), seguido por AG/TC
(0,77%). Sequiéncias contendo blocos de 7 repeti¢des (0,92%) foram
as mais freqlentes. N&o houve discrepéncia entre os resultados das
buscas por microssatélites compostos por blocos de dinucleotideos em
bibliotecas genémicas e no banco de ESTs.

Termos para indexacdo: diversidade genética, marcadores moleculares,
Paullinia cupana.
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Dinucleotide repeats in ESTs from guarana seeded
fruits

Abstract

Microsatellite loci have been searched in guarana plant genomic
libraries. This search, nevertheless, has not yet produced satisfactory
results. The aim of this work was to evaluate dinucleotide repeats in
5,969 guarana fruits and seeds transcriptional units (ESTs singlets and
contigs) recorded in the REALGENE databank and to compare to the
genomic survey. The sequences (AC/TG)y,; (AG/TC)y. (AT)goand (CG)g,
were used like probes as queries to run BioEdit local Blast. Those
containing perfect repeat blocks were selected. Recorded frequencies
for different repeats were analyzed by ANOVA. The number of repeats -
7 to 21- per block was analyzed by the ? test. These analyses revealed
that 1.91% transcriptional units presented dinucleotide repeat blocks.
The most frequent (P << 0.001) repeat was TA (0.97%) followed by
AG/TC (0.77%). Sequences containing 7 repeats blocks (0.92%) were
the most frequent. Results from the genomic libraries and the EST
databank were similar.

Index terms: genetic diversity, molecular markers, Paullinia cupana.

Introducéo

O guaranazeiro (P. cupana var. sorbilis) € uma Sapindaceae nativa da
Floresta Amazénica, comercialmente cultivada somente no Brasil. Da
producéo anual de cerca de 4.000 toneladas 70% é consumido pelas
indUstrias de refrigerantes. O restante é vendido principalmente como
po6 (das sementes) para laboratérios, farmacias e outras lojas de
produtos alternativos.

A Embrapa Amazonia Ocidental é a Unica instituicdo de pesquisa que
tem mantido continuamente um Programa de Melhoramento e um
banco de germoplasma da espécie desde a década de 70. Como parte
deste Programa de Melhoramento do Guaranazeiro foram desenvolvidos
os clones BRS e uma tecnologia para clonagem através de estacas. O
banco de germoplasma contém 246 acessos e a diversidade genética
entre 100 deles foi analisada utilizando marcadores RAPD. Marcadores
microssatélite deverdo contribuir no aprofundamento deste
conhecimento, e, também, na avaliacdo de taxas de autofecundacao.
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Microssatélites sdo blocos compostos por repeticdes de 1 a 6
nucletideos em “tandem”, ou seja, arranjados consecutivamente,
encontrados no genoma de organismos eucariontes e procariontes. Em
guaranazeiro, a busca por estes blocos em bibliotecas genémicas néo
tem produzido os resultados esperados. Bibliotecas gendmicas
enriquecidas para repeticdes AG/TC - AC/TG produziram 6,7% de
fragmentos Sau3A1 contendo principalmente blocos com menos de 11
repeticBes e imperfeitos; destes, 75% eram complementares as sondas
utilizadas e 25% eram repeticdes de TA. "Primers" especificos foram
sintetizados para definir e testar cinco desses loci, mas geraram
padrbes complexos de polimorfismo, considerados associados as
imperfei¢cdes nos blocos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os blocos de dinucleotideos
repetidos, presentes em 5.969 unidades transcricionais (ESTs "singlets"
and "contigs") de frutos e sementes de guarana, mantidos no banco de
dados da Realgene (www.biomol.unb.br/GR/) e comparar com aqueles
encontrados pelo "screening" de bibliotecas gendmicas enriquecidas.

Material e Métodos

A busca por blocos de dinucleotideos foi realizada utilizando seqiiéncias
(AC/TG)qp; (AG/TC)y. (AT)g € (CG)y, como sondas para a ferramenta
“local Blast” do aplicativo BioEdit. Os blocos perfeitos de repeticfes
(sem interrupcdes) foram selecionados e a significAncia estatistica das
diferencas na freqiiéncia dos quatro tipos de repetic8es foi analisada
(Kruskal-Wallis ANOVA - Sigma Stat v.02). Os blocos foram
organizados em classes de acordo com o nimero de repetices - 7 a 21
- e a significancia estatistica da distribuicdo foi testada pelo chi-
quadrado (aplicativo Genes Universidade Federal de Vicosa).

A similaridade entre os acessos foi calculada usando o Coeficiente de
Similaridade Geral de Gower. Os acessos foram agrupados pelo método
hierarquico das médias das distancias (UPGMA - Unweighted Pair-Group
Method Using an Arithmetic Average) e a andlise da dispersdo grafica
da similaridade entre eles realizada pelo método da Analise de
Coordenadas Principais (PCA). As analises foram realizadas utilizando o
programa computacional Multi-Variate Statistical Package (MVSP
v.3.13).
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Pares de “primers” flanqueadores de quatro dos microssatélites
identificados em ESTs de frutos/sementes foram sintetizados e
utilizados para amplificar o DNA de plantas de guaranazeiro. As reacdes
de PCR (“polymerase chain reaction”) foram realizadas conforme o
esquema abaixo, em volume final de 25 ul: 20 ng por reacéo de DNA; 4
pg de cada "primer™; 1 U de Taqg polimerase; 2 mM de cloreto de
magnésio.

O termociclador foi programado para realizar os seguintes ciclos: 95 °C,
por 5 minutos; 35 x (95 °C, por 30 segundos; 55 °C, por 30 segundos;
72 °C, por 45 segundos); 72 °C, por 7 minutos.

Resultados e Discussao

A busca por repeticdes de dinucleotideos in tandem no banco de ESTs
(unidades transcricionais) de frutos/sementes de guaranazeiro revelou
que 1,91% das seqliéncias apresentava microssatélites.

O tipo mais frequente de repeticdo (P < 0,001) foi o TA (0,97%),
seguido do AG/TC (0,77%); AC/TG (0,15%) e GC (0,02%) - Figura 1.

Blocos contendo 7 repeti¢cBes (0,92%) foram mais frequentes, seguidos
por blocos com 8 (0,28%); 9 (0,18%); 12 (0,17%); 10 e 11 (0,12%)
repeticbes. A freqiéncia de blocos em cada classe foi
significativamente diferente do esperado (P = 0,05), com excecdo para
0s blocos com 8 repeticbes. Um bloco (TA),, foi encontrado. Blocos
com menos de 7 repeticbes ndo foram analisados.

A andlise da sequéncia de 960 clones produzidos pelo enriquecimento
de bibliotecas genémicas com sondas (AG),, e (AC),, + (AG),, (AMADO
et al., 2005; ANGELO et al., 2005) indicou que entre as 174 que
apresentaram pelo menos 100 bases com qualidade (PHRED) acima de
20 ndo havia microssatélites com mais de 11 repeticdes. Das
seqlUiéncias selecionadas da biblioteca enriquecida com (AG),, 6,1%
continham microssatélites, sendo 75% deles do tipo esperado, ou seja,
complementares a TC. Da biblioteca enriquecida com TC + AC 7,3%
das seqiiéncias continham microssatélites, sendo 75% destes do tipo
esperado. Nos dois casos 25% dos arranjos eram de repeticbes TA, ndo
esperadas.
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Fig. 1. Nimero de repeti¢c6es de dinucleotideos encontradoas em ESTs de
frutos e sementes de guarana (Embrapa Amazénia Ocidental, 2006).

Quatro dessas sequiéncias, ainda que apresentassem como “nucleos”
blocos com pequeno nimero de repeti¢cbes (interrompidas ou nao),
foram utilizadas como molde para a sintese de “primers” especificos. A
genotipagem de plantas de seis clones de guaranazeiro, incluindo clones
selecionados de progénies diferentes, revelou no maximo trés alelos por
locus, pouca diversidade entre individuos e padr8es pouco comuns
como a existéncia de pelo menos trés alelos em todos os individuos
genotipados ou padrfes muito complexos, com um mesmo individuo
apresentando até cinco possiveis alelos por locus (AMADO et al.,

2005; ANGELO et al., 2005), ou seja, pouco Uteis para anélise de
diversidade e de taxas de autofecundacéo entre clones.

No entanto, o enriquecimento com TC e AC foi bem sucedido, por
exemplo, para eucalipto (BRONDANI et al., 1998), "kiwi" (HUANG et
al., 1998), coqueiro (PERERA et al., 1999); oliveira (CARRIERO et al.,
2002), pequi (COLLEVATTI et al., 1999), carvalho (HODGETTS et al.,
2001) e para Ophrys araneola, uma Orchidaceae (SOLIVA et al., 2000).
Em eucalipto, "kiwi", coqueiro e oliveira foram encontrados
microssatélites com nimeros minimos de 15, 8, 13 e 9 repeti¢cdes do
dinucleotideo componente do “nucleo”, respectivamente, e nimero
maximo sempre superior a 20 repeticdes, em arranjos perfeitos, e,



166 | Anais da Ill Jornada de Iniciagédo Cientifica da Embrapa Amazénia Ocidental

também, arranjos compostos. Para guaranazeiro ndo houve diferenca
significativa entre o nimero de clones positivos selecionados pelas duas
estratégias de enriquecimento (utilizacdo de sonda AG ou de sondas AG
+ AC, em conjunto); e uma freqiéncia muito baixa de microssatélites
com mais de sete repeticdes (tanto para arranjos perfeitos quanto para
arranjos compostos) foi encontrada.

Dificuldade semelhante parece ter ocorrido ao longo do processo de
desenvolvimento de microssatélites para a cana-de-aglcar, espécie
polipldide para a qual a busca por microssatélites em ESTs foi
relativamente mais proficua do que a analise de bibliotecas enriquecidas
(SILVA, 2001). Ha indicios de que o guaranazeiro também é planta
polipldide e a REALGENE dispde de um banco de ESTs que, embora
pequeno, foi analisado em busca de blocos de repeticdes perfeitos.

Os blocos de TA e de AG/TC foram prevalentes nos dois tipos de
experimentos de “screening” do genoma do guaranazeiro, como o
foram também no genoma de Arabidopsis thaliana. No genoma do arroz
foram encontrados mais blocos de GA seguidos por blocos de TA. A
busca por microssatélites para essas duas Ultimas espécies foi feita
tanto nos exons como em introns e regides 3" e 5°, ndo traduzidas.
Repeticbes de dinucleotideos foram encontradas principalmente nas
regibes 5' ndo traduzidas das duas espécies, em freqiiéncia muito
baixa nos exons e inferior a expectativa no exons de A thaliana, e ndo
hé& ainda resultado publicado referente a variabilidade destes blocos de
repeti¢cdes identificados (LAWSON & ZHANG, 2006). Em humanos, o
“screening” de 13.783 sequéncias codificadoras de proteinas revelou
em torno de 6,49 blocos de repeticGes por seqiiéncia, sendo, destes,
1,58% considerados polimdrficos com relagao ao niimero de
repeticdes.

Os pares de “primers” para repeticdes identificados em quatro ESTs do
guaranazeiro foram sintetizados para amplificar blocos localizados nas
regides 3" ndo traduzidas, mais freqlientes nas seqiiéncias armazenadas
no banco de dados, em funcgéo de ter sido a biblioteca construida por
transcricdo reversa utilizando “primers” poli(T). Os produtos de
amplificag@o gerados por estes primers em reacdes de PCR contendo
DNA de seis clones de guaranazeiro foram submetidos a analise inicial
em géis de agarose a 3% (Fig. 2).
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Fig. 2. Resultado da amplificacdo (PCR) do DNA gendmico de clones de
guaranazeiro com "'primers" desenvolvidos a partir de ESTs de frutos/sementes.
A eB-1e2 = clone CMU 300; 3e4 = clone CMA 372;5e 6 = clone
CMU 648; 7 e 8 = clone CMA189; 9 e 10 = clone CMU 505; 11 e 12 =
clone CMU 610. A: locus GRNO7 nas canaletas impares e GRNO8 nas canaletas
pares. B: locus GRNO9 nas canaletas impares e GRN10 nas canaletas pares. M
= 1 kb plus (Embrapa Amazonia Ocidental, 2006).

Estes resultados preliminares parecem, quando menos, semelhantes
agueles obtidos por genotipagem automéatica utilizando dois dos pares
de “primers” (GRNO1 e GRNO4) sintetizados, tomando como modelo a
seqliéncia de clones das bibliotecas genémicas enriquecidas: ha,
aparentemente, um pequeno nimero de alelos por locus. Anélises mais
finas em géis de poliacrilamida devem indicar a pertinéncia de realizar a
marcacdo por fluorescéncia e proceder a genotipagem automética.

Conclusao

TA e AG/TC foram os dinucleotideos mais freqiientemente
encontrados constituindo blocos de repeti¢cdes in tandem no
guaranazeiro;

A frequéncia de blocos com mais de 7 repeticdes € baixa.
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