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RESUMO

Bancos de dados de sequiéncias expressas represgntarfonte potencialmente valorosa
para o desenvolvimento de marcadores moleculaesteNrabalho, estudos foram realizados
para o desenvolvimento de marcadores para aplicagdmelhoramento de feijao-caupi,
feijdo-comum e soja. Foram analisadas 10.880 E&Tteigho-comum e 116.965 ESTs de
soja. Um total de 331 e 4553 SSRs foram identiisanas sequiéncias de feijao-comum e
soja, respectivamente. Trinucleotideos (45,62 %anfio as mais abundantes em feijao-
comum, enquanto que os dinucletideos (49,67 %)xa@m A densidade média variou de um
SSR a cada 22 Kb (feijao-comum) a um SSR a cadiB Kb (soja). Repeticdes diméricas
AG/GA / TCICT e triméricas AAG/AGA/GAA | TTC/TCT/CT foram as mais abundantes
em ambas espécies. Um total de 153 e 1928 pamsersEST-SSRs foram propostos para
feijdo-comum e para soja, respectivamente. Dessgigizaram-se 20 para soja, dos quais
apenas nove amplificaram (sendo quatro de tamasperado e, desses, dois polimorficos) e
dois foram transferiveis. Para feijao-comum singgim-se 22, dos quais 15 amplificaram,
sendo que 11 apresentaram tamanho esperado esHE3 desm polimorficos (PIC médio de
0,50); 11 dos funcionais foram transferidos paijddecaupi, sendo oito de tamanho esperado
e cinco desses, polimorficos (PIC médio de 0,3@alikes detalhadas dasmplicors
sequenciados determinaram que as extensées doosdé SSRs foram variaveis e que as
regides flanqueadoras dessas repeticoes foranngeria bem conservadas, confirmando o

sucesso da transferibilidade entre feijdo-comumijéd-caupi.

Palavras-chave:microssatélite, mineracdo de dados, Fabaceae, iegsa) feijdo-caupi.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, os bancos de dados de dominio pubbooocTIGR {The Institute for
Genomic Researgh NCBI (National Center for Biotechnology InformatipnEMBL
(European Molecular Biology Laboratoryetc., tanto de sequéncias de DNA quanto de
proteinas, sdo amplamente acessados. Esses banebem grandes aportes de sequiéncias,
em decorréncia principalmente dos inumeros projedes seqienciamento gendmico
concluidos ou em andamento. Assim, o acumulo dsendé sequéncias expressas do tipo
EST Expressed Sequence Tags Etiqguetas de Sequéncias Expressas), obtidas pelo
sequenciamento de uma das extremidades de um detdontDNA, fruto da conversédo de
um RNA poliadenilado, tém se tornado importantesymonentes da pesquisa gendmica.
Nesses bancos, as principais culturas de impoaéaecondmica encontram-se bem
representadas, pois se destacam em relacdo assdguanto a disponibilidade de
informacbes e de projetos de pesquisa, com envehton de inimeros grupos de
pesquisadores.

A familia Fabaceae corresponde, dentre as pladtasegunda em numero de
sequéncias depositadas no banco de dados TIGRo($dgat Transcript Assembligs
http://plantta.tigr.org/), s6 perdendo para a fearfPloaceae. Também € considerada a segunda
familia vegetal mais importante em termos agrica@aswutricionais, ocupando parcela
consideravel das terras araveis do planeta. E weeégaimportancia desse grupo vegetal na
alimentacdo animal (graos e forragem) e humanagyr&endo responsavel por boa parte de
toda proteina ingerida. Dentre as espécies daiégma mais bem representadas no banco
supracitado esta&lycine max(L.) Merr. (soja), Medicago truncatulaGaertner eLotus
japonicus (Regel) K. Larsen(ambas plantas-modelo e de clima temperaddhaseolus
vulgaris L. (feijao-comum). Por sua vez, a espédigna unguiculata(L.) Walp. (feijao-
caupi), uma das mais cultivadas mundialmente emesgobres e semi-aridas, por ser ainda
pouco estudada, ndo possui nenhuma informacaoitlegsaesse banco. Na regido Nordeste
do Brasil, o feijao-caupi € uma das principais ésntle proteinas vegetal para populacdes
menos favorescidas e também importante geradogenge=go e renda.

Atualmente, no campo da gendmica de leguminosas,n@ necessidade de se
integrar os conhecimentos obtidos em estudos eewdty espécies-modelo (ou aquelas mais
estudadas) com as questdes bioldgicas e agronddasasspécies cultivadas. Dessa forma,

culturas com menor disponibilidade de informacoedepam se valer da disponibilidade de
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dados de espécies correlacionadas. Neste contxtos tipos de marcadores moleculares,
especialmente aqueles SSBa(ple Sequence RepeatsSeqiiéncias Simples Repetidas) ou
microssatélites, poderiam ser detectados. Essesadmes sdo um dos mais informativos
devido a sua hipervariabilidade e natureza codamenaarcadores moleculares de DNA, de
modo geral, constituem ferramentas biotecnolégitdizadas em analises genéticas, sendo
de grande importancia para o0 mapeamento e esteddiversidade. Devido a sintenia entre
espécies aparentadas, parespdmers desenvolvidos para flanquear SSRs, detectados em
sequéncias ESTs de uma determinada espécie, pudeea transferidos para outra,
filogeneticamente proxima. Isso possibilitaria animizacdo de custos necessarios para o
desenvolvimento desses marcadores (confeccéo litgdxb especifica e sequienciamento dos
clones para posterior proposicaopieners e uma democratizacado do progresso cientifico, a
serem obtidas a partir de espécies mais estudadas)enaior abundancia de dados. Este
trabalho tem como objetivo a detecao, classificagd@studo de sequiéncias microssatélites
(SSR) em sequéncias ESTs de soja e feijao-comympmsicdo derimers flanqueadores
para essas regides, ensaios de validacao desseéSI&Tem suas respectivas espécies e teste
de transferibilidade para feijao-caupi, visandcesahvolvimento de marcadores para futuras
aplicacdes em estudos de diversidade e mapeamenéii@ das mesmas, bem como no

mapeamento comparativo entre essas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Familia Fabaceae

2.1.1 Taxonomia

A familia Fabaceae constitui uma importante faaniegetal, composta por espécies
conhecidas comumente como leguminosas, sendo aewancultivadas (Singh, 2005).
Inclui 727 géneros e 19.325 espécies (Leetisal., 2005), variando de pequenos vegetais
herbaceos a grandes arvores florestais e crescitl@as mais diversas condi¢des agro-
ecologicas (Singhkt al.,2007). Tal familia abrange espécies produtorag@ies, oleaginosas,
forrageiras, ornamentais, agroflorestais e mediifaewis et al., 2005). Dentre essas,
ocupam posicdo de destaque (em virtude de suasterdsticas nutricionais, importancia
econdmica ou cientifica) a soj@lycine maxL.) Merr.), o amendoimArachis hypoged..),

o feijdo-comum Rhaseolus vulgaris.), o feijdo-caupi Yigna unguiculata(L.) Walp.] e as
espécies-modelbledicago truncatulaGaertner é.otus japonicugRegel) K. Larsen.

Andlises taxondmicas, baseadas em caracteres ggidos$ (particularmente estrutura
floral), dividem as leguminosas em trés subfamitiescipais (Doyle e Luckow, 2003): (1)
Papilionoidea, a mais numerosa (476 géneros e derdd.000 espécies) e economicamente
dominante (Langer e Hill, 1991; Chei al., 2004a), com elevada diversidade (vegetais
herbaceos a arbustos), ampla distribuicdo e da famdm parte todas as espécies
supracitadas; (2) Caesalpinioidea (162 génerosaa e 3.000 espécies) e (3) Mimosoidea
(77 géneros e ao redor de 3.000 espécies), amipasitamlas basicamente por arvores e

arbustos de importancias mais restritas (Langalelld91; Singhet al.,2007).

2.1.2 Importancia geral

As Fabaceaes representam a segunda familia vegaial importante em termos
agricolas (Muret al., 2006; Singhet al., 2007), ocupando aproximadamente 15% das terras
araveis do planeta e respondendo por cerca de a7ptoducdo agricola mundial, além de
aproximadamente 35% de todo o Oleo vegetal prodesgi@balmente (Vancet al., 2000;
Graham e Vance, 2003). Industrialmente, possuiaaamdpla aplicabilidade, com emprego na
confeccdo de plasticos biodegradaveis, biodiese§méticos, tintas, etanol, produtos

farmacéuticos, resinas, outros 6leos, etc (Grahaviareee, 2003; The National Biodiesel
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Board; Singhet al., 2007). Aliada a essa importancia agro-ecoldgifiaanceiro-industrial,
observa-se que a essa familia apresenta poterarial q@sempenhar um importante papel
social, contribuindo, sobremaneira, para a melhddaqualidade de vida de populacdes
menos abonadas (Singh, 2005). O aumento no congiesses vegetais pode reduzir
problemas de ma nutricdo calorico-protéica, queaafeao redor de 12 % dos habitantes do
planeta (Singlet al.,2007; World Hunger Education Service, 2007), umamge constituem
uma fonte de proteinas mais acessivel economicareeminplamente difundida (Singhal.,
2007). Segundo Vancet al. (2000), as leguminosas respondem por até 33% ata de
proteina ingerida por humanos. Somado ao expossnusas tém relatado que o consumo
moderado de certas leguminosas é util no combdteeacas como Alzheimer, Parkinson e
até mesmo certos tipos de cancer (Singh 2005, 2007)

Outra caracteristica-chave desse grupo é a presknQodulos radiculares contendo
bactériasRhizobium ou géneros relacionados, em relacdo de simbimseacplanta, e que
auxiliam na fixacdo de nitrogénio no solo (GraharWance, 2003; Singh, 2005). Nesse
processo, realizado por cerca de 20% dos represestdessa familia (Sprent e Sprent,
1990), ocorre a transformacdo do nitrogénio atmmsfé (inerte) para sua forma
biologicamente Util aos seres vivos (amoOnia, ro8a nitrogénio organico) (Zahran, 1999;
Lindemann e Glover, 2003). A disponibilidade desleenento é de fundamental importancia,
pois influencia a produ¢cdo em muitos ecossisteraaigrais e agricolas (Seastedt e Knapp,
1993; Vitouseket al., 1997). Portanto, tal capacidade de fixacdo, cenfedeterminadas
espécies dessa familia valor estratégico, uma uezogaumento nos niveis de proteina no
vegetal e a diminuicdo das perdas de nitrogénisaio sdo conseqiéncias Obvias desse
processo (Zahran, 1999), além da reducdo de gastcentes ao processo de fertilizacédo
periodica dos solos em culturas ndo-leguminosas.

Cientificamente, as leguminosas também deram cuigilcuicdo para o progresso da
ciéncia. O desenvolvimento da genética moderna $exas bases construidas a partir de
estudos de hibridizagdo em ervilhdisum sativumL.), realizados por Gregor Mendel
(Singh, 2005). Atualmente, as principais espéciedeato sadVl. truncatulaeL. japonicus as
quais sdo amplamente utilizadas em estudos gesggieadmicos e fisioldgicos (Chei al.,
2004a; Gutierrezt al., 2004; Cannoret al., 2006; Munet al., 2006; Sato e Tabata, 2006;
Starker et al., 2006). Contrariamente, observa-se, também, umifis@fivo nimero de
espécies com disponibilidade de dados muito rastiiénominadas, tecnicamente, “Orfas”,

provavelmente por possuirem importancia mais redjimada ou por serem mais consumidas
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em regides pobres, onde investimentos no setarad@r$do extremamente baixos (Nelgbn
al., 2004).

Avancos na area da gendmica tém fornecido um emtentb mais unificado da
biologia vegetal, bem como um poderoso grupo devdodt ferramentas moleculares e de
bioinformatica. Tais avangos fornecem oportunidagasa uma eficiente transferéncia de
informac&o (Nayloret al., 2004), principalmente no campo da gen6mica dend@gpsas,
onde ha uma necessidade urgente de se integrabnbgeaimentos ganhos em estudos
envolvendo espécies-modelo com questbes bioloégiagrondmicas de espécies cultivadas
(Choi et al., 2004a; Zhuet al., 2005). Como consequéncia, investimentos relatinéene
pequenos na transferéncia de informacdo das espé@es bem estudadas para espécies
consideradas “oOrfas” resultariam em maior produgabilidade da cultura e seguranca

alimentar em paises menos desenvolvidos (Nedsah,2004).

2.2 Feijao-caupi

2.2.1 Taxonomia, centro de origem, centro de domé&sacao e introducao no Brasil.

O feijdo-caupi Y. unguiculata(L.) Walp.] é uma importante leguminosa utilizada
como género alimenticio em muitas nacfes em dels@memto devido ao seu excelente
conteudo nutricional, baixo custo e disponibilidéBeeh-Ocansey, 1989; Uzogara e Ofuya,
1992; Prinyawiwatkulet al., 1996). Essa espécie é também conhecida por ontnoes
vulgares, como feijdo-de-corda e feijdo macassarréygido Nordeste), feijdo miudo (na
regido Sul), feijdo catador e feijdo gerutuba (égaraas regides do Estado da Bahia e norte
de Minas Gerais), e feijao fradinho (no Estado @ d® Janeiro) (Freire Filhet al., 1999).
Trata-se de uma espécie dipldide (2n = 22), dexddihea, pertencente a ordem Fabales,
familia Fabaeae, subfamilia Papilionoidea, tribcad@lolae, subtribo Phaseolinea, género
Vigna e se¢do Catiang (Frahm-Leliveld, 1965; Verdcod@&y0, Maréchalet al., 1978;
Padulosi e Ng, 1997).

A espécie é originaria da Africa, onde foi iniciainte domesticada (Zeven e de Wet,
1982), com centros de diversidade identificadoAfniaa e Asia. Observagdes indicam serem
0S acessos asiaticos de feijdo-caupi diversos ologicamente diferentes dos africanos, mas
a auséncia de parentes selvagens, que atuariam possoveis progenitores no continente

asiatico, tem colocado a existéncia desse cenlrgsestionamento (Singh, 2005).
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Em relagdo a sua domesticacdo, a exata regidalizagéio desse processo tem sido
objeto de especulacdes e discussdes. Alguns ayteges Maréchal, 1985; Vaillancourt e
Weeden, 1992; Ng, 1995) sugeriram que o0 centrooteedticacdo do feijdo-caupi poderia
estar situado no oeste da Africa devido: (1) ao alvel de diversidade morfolégica dos
acessos cultivados na regido; (2) a existénciaodsiyeis intermediarios entre os feijdes-
caupi cultivado e selvagem; (3) as mais antigagéeniias arqueoldgicas para tal espécie na
regido de Gana e (4) a identificacdo de acesstisands e selvagens com idénticos DNAs
cloroplastidais, na Nigéria. Um segundo centro dex@sticacdo indicado estaria situado no
nordeste da Africa, pois: (1) ha auséncia de urssacecologicamente selvagem no oeste da
Africa; (2) existe um elevado nivel de diversidauerfologica para tal espécie na regido que
se estende da Etidpia a Africa do Sul (Baudoin eébtaal, 1985) e (3) resultados alcan¢ados
em estudos de etnobotanica e ensaios com isoenamakzam positivamente para tal
situacao (Pasquet, 1996).

A introducao dessa leguminosa no continente anmmric&orreu, provavelmente, no
século XVI pelos colonizadores espanhdis e portsggie em principio nas colonias
espanholas e, posteriormente, em nosso pais, @lovavte pelo Estado da Bahia. A partir
dai, se disseminou para as demais areas da regideste e outras regides (Freire Fi#to
al., 1999).

2.2.2. Importancia soécio-econdmica global

Atualmente, o feijdo-caupi € uma das 23 espécidBvamias mais importantes
(Cowpea Genomics, 2008), ocupando cerca de 14 esiltid hectares distribuidos pela Asia,
Africa, sul da Europa e Américas Central e do $iénfiet et al, 1997; Mortimoret al.,
1997; Singhet al., 1997; Van Eket al., 1997). Sua producdo mundial é estimada em 4,5
milhdes de toneladas anuais (Singh, 2005), sendfoica (70%), Américas do Sul e Central
(19%) e Asia (10%), os maiores produtores (OlufajoSingh, 2002). O (nico pais
desenvolvido e fora dessa zona a produzir quamglagignificativas de feijao-caupi
corresponde aos Estados Unidos da América (Prinyatkil et al., 1996; Pasquet e Baudoin,
2001). No mais, a grande producdo se encontra ésegp&m desenvolvimento, onde &
cultivado principalmente por lavradores de baixadeee empregado tanto na alimentagéo
humana quanto animal (Fery, 2002; Cleéal.,2007).

Devido a plasticidade fenotipica dos gendtiposaiisgeis (Freire Filheet al., 1999;
Dantaset al., 2002; Xavieret al., 2005), uma das principais caracteristicas degsecies a
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cultura se constitui ainda em umas das mais cdiiveem sistemas agricolas tradicionais
aplicados em regifes semi-aridas (Olufajo e SiggB2; Singh, 2005), pois apresenta melhor
adaptabilidade a seca e a altas temperaturas $&hletall, 1997; Kuykendakt al., 2000;
Martinset al.,2003).

Apesar de menos adaptada a solos frios (Dadsah, 2005; Cover Crop Database,
2008), o feijao-caupi € capaz de tolerar soloscdécie alcalinos, além daqueles de baixa
fertilidade (Elowad e Hall, 1987; Fery, 1990). Tamb é tolerante a baixa luminosidade,
sendo compativel ao cultivo consorciado com midtmogo, milheto, cana-de-acucar, algodéo,
entre outras culturas (Singh e Emechebe, 1998) ap@sentar essa plasticidade produtiva
sob as mais diversas condi¢cdes ambientais, tailegsa pode atenuar perdas econémicas de
outras culturas, em caso de periodos desfavorgieidsonet al., 2005), sendo tambéem
importante componente da agricultura de subsistéinghet al.,2003).

Adicionalmente, é utilizada como adubo verde, dewdua eficiéncia no processo de
fixacdo bioldgica do nitrogénio e capacidade délifeacdo de solos (Elowad e Hall, 1987;
Kuykendall et al., 2000; Martinset al., 2003), além de eficaz simbiose com micorrizas
(Kwapata e Hall, 1985), o que contribuiria paraducédo de custos de producédo associados
ao uso de fertilizantes (Martireg al., 2003). Dados experimentais demonstraram que o teor
de nitrogénio no solo aumenta cerca de 40,0 a B.J9a' quando da introducdo dessa
espécie em sistemas de rotacdo de culturas @ain 1997).

Na culinaria, o feijao-caupi é consumido principahte na forma de grédos secos ou
verdes (no sudeste dos Estados Unidos da Améfemegal, vagens verdes frescas (regides
umidas da Asia e Caribe), além de folhas (em muégies do leste da Africa) (Ehllers e
Hall, 1997). O perfil nutricional de seus graosg&ani, 1985) é similar ao do feijdo-comum,
com niveis mais elevados de acido folico e menmdises de fatores anti-nutricionais e de
causadores de flatuléncia (Ehlers e Hall, 1997).

Na Africa, o feijdo-caupi é importante fonte detpfpas, minerais e vitaminas, com
participacdo diaria na alimentacdo dos povos eénftia positiva na saude de populacdes
menos abastadas (Singh, 2005) ao complementartan lzhsica rica em amido (macaxeira,
inhame, milheto, milho ou sorgo). A adicdo dessgun@&nosa, mesmo em pequenas
quantidades, assegura um balago nutricional dekiguela sinergia entre o seu alto contetdo
protéico e a alta quantidade de energia de alimenttbs em amido (Singh, 2005).
Adicionalmente, o comércio dessa espéniaatura ou na forma processada fornece aos
produtores uma importante fonte de renda (Setgil.,2003; Singh, 2005).
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A titulo de curiosidade, o feijao-caupi foi uma gamiucas espécies escolhidas pela
NASA (National Aeronaltical and Space Administratimu Administragdo Nacional de
Aeronautica e Espaco — Estados Unidos da Amériaeg pstudos em estacdes espaciais,
devido as suas caracteristicas nutricionais sugstiversatilidade, adaptabilidade e potencial
produtivo (Ehlers e Hall, 1997).

2.2.3 Importancia sécio-econdmica no Brasil

O Brasil é o segundo maior produtor de feijado-caaéas somente da Nigéria (Singh,
2005). A grande producao nacional ocorre na rebi@aeste, onde aproximadamente 412
mil toneladas dessa leguminosa sdo produzidas maot, em uma area de cerca de 1,2
milhdes de hectares, 0 que equivale a 94,4% dat@tagplantada com a cultura no Brasil e
87,7% da producédo nacional (Silva, 2007). Estatistmais detalhadas ou acuradas néo estao
disponiveis, apesar da importancia regional daultpois atualmente todo feijdo-caupi
cultivado nacionalmente € computado conjuntameoibe a producao de feijdo-comurR. (
vulgaris). Os Estados do Piaui e Ceara eram os detentasevalores producdes e extensdes
de é&rea plantada, de acordo com o Ultimo Levantem®istematico da Producdo Agricola
disponivel (de 1993 a 1997).

Para o Nordeste brasileiro, a espécie é de graade estratégico, por ser possuidora
de ampla variabilidade genética, ampla capacidadadéptacdo, bom potencial produtivo,
boa eficiéncia na fixacdo biologica de nitrogéniexeelente valor nutritivo (Freire Filhet
al., 1999). Admitindo-se que 1,0 hectare dessa legwuaimgere 1,5 empregos por ano, tal
cultura seria responsavel pela geracdo de 1,8 esldé empregos diretos, além de abastecer
a mesa de 27,5 milhdes de nordestinos (Anuariaiktsta da Agricultura Brasileira, 1998;
Freire Filhoet al.,1999). Adicionalmente, o valor de producéo estonaara essa leguminosa
alcancaria cerca de 249 milhdes de délared.&8aupi movimenta..., 2001). Segundo Freire
Filho et al. (1999), esses dados sdo extremamente importaoissefletem a participacao da
cultura no contexto de geracdo de emprego, rendeo@ucdo de alimentos no pais e a
credenciaria para receber maior atencao por padeadliticas de abastecimento e de 6rgaos
de fomento a pesquisa.

Nas &reas urbanas ndo metropolitanas da regiatester o feijao-caupi contribui com
41,0 % de todo feijdo consumido, constituindo-se aimento basico para a populacéo,
exercendo a funcédo de supridor das necessidadesnsédires das camadas mais desprovidas

(Dantaset al., 2002). Suas propriedades nutricionais, relativaenesuperiores ao feijdo-
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comum, aliadas ao baixo custo de producdo, fazem qoe a cultura seja considerada
importante em termos sociais e econdmicos pargiaoréAradjo e Watt, 1988).

2.2.4 Desenvolvimento cientifico atual e perspecéis para o feijao-caupi

Apesar de ter sido uma das primeiras espéciestigadas por geneticistas (Fery,
1985), o feijdo-caupi ainda possui disponibilida@gedados ainda restrita por receber pouca
atencdo do ponto de vista cientifico (Nelsnal., 2004; Nayloret al., 2004; Cheret al.,
2007). Comparada as outras culturas, essa leguanapesenta seu potencial genético pouco
explorado, sendo considerada uma espécie subdéli@eire Filhcet al., 1999; Padulosit
al., 2002; Cheret al.,2007).

Dados de Bezerra (1997), em condi¢cdes experinsgmtaielaram uma produtividade
de grdos secos acima de 3,0 thantretanto a expectativa é que seu potencialtigené
ultrapasse 6,0 t.Ha(Freire Filhoet al., 1999). Apesar de pouco melhorada, a espécie
apresenta ampla variabilidade genética para praéiote todos os caracteres de interesse
agrondmico (EMBRAPA, 1990; Tedfilet al., 1989, 1990; Freire Filhet al., 1991, 1992).
Por suas caracteristicas de rusticidade, amplataaibiglade, precocidade e capacidade de
produzir em ambientes desfavoraveis, a culturastaiom grandes perspectivas para fazer
frente a escassez de alimentos em regides comordede brasileiro (Freire Filhet al.,
1999).

Segundo Freire Filhoet al. (1999), faz-se necessario que o0s programas de
melhoramento convencional busquem o apoio de feméam de biologia molecular para que
se tornem mais ageis e eficientes, visando comgetiqualidade, oferta e custo de producao
com outros feijdes. No futuro, o feijdo-caupi, paitea ser modelo para pesquisas avancadas,
poiS possui caracteristicas vantajosas para o dasenento de estudos: embora realize
fecundacdo cruzada, a espécie é predominantementautd-fecundacédo (Ehlers e Hall,
1997); as geracdes séo curtas (cerca de trés mesegidao Nordeste do Brasil), facilitando a
realizacdo de experimentos; seu genoma, estimadé26nMb, € um dos menores dentre as
leguminosas e dentre as plantas vasculares (Arumatlgen e Earke, 1991; Chen al,
2007); e ha relatos na literatura de protocolosatesformacao para essa espécie (Htedl.,
2003; Popelkaet al.,2006). Assim, em um genoma estavel, esse congwitaria o “escape”
de genes para parentes selvagens ou plantas cdricimas. Adicionalmente, alelos
encontrados no feijado-caupi, que contribuem pasitiente para a tolerancia a solos secos e

outros tipos de estresses abioticos, poderiamsselos em outras leguminosas (Nelsbal.,
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2004) ou a cultura poderia ser fonte potenciahgeessdo de genes exdgenos e producao de
substancias bioativas (farmacos) ou de importéndiastrial.

2.3. Biotecnologia e marcadores genéticos

A Biotecnologia, definida como “toda e qualguemiéa que usa organismos Vivos, ou
substancias desses organismos, para fabricar otficeaodim produto, melhorar plantas e
animais, ou desenvolver microorganismos para uspecéicos” (Barnum, 1998), tem
exercido um papel fundamental na ciéncia e soceedda agricultura, tem sido empregada na
cultura de tecidos, para rapida propagacao de iespéegetais; em diagndsticos, na deteccao
de agentes causadores de doencas; na modificacéicgede gendtipos, por meio da
introducdo de novas caracteristicas, fazendo-sedastecnica do DNA recombinante; e
auxiliando programas de melhoramento convencioriedvé@s do uso de marcadores
moleculares (Presley, 1992).

O principal objetivo dos melhoristas é modificarsgpiwamente as variedades
existentes, as quais sdo deficientes em uma ou ocaaecteristicas (Kumar, 1999). O
melhoramento convencional pode ser reduzido a @dasas fundamentais (Manshardt,
2004): (1) geracao de populacdo de melhoramertemiahte variavel para as caracteristicas
de interesse), obtida a partir de parentais riggnente escolhidos; (2) selecéo de individuos
recombinantes superiores na progénie segreganis. pfacedimentos sao laboriosos e
demorados, envolvendo diversos cruzamentos e gevaeféem de uma cautelosa selecao
fenotipica (Kumar, 1999).

Por sua vez, a tecnologia do DNA recombinante pajdelar a vencer algumas
limitagcbes. Entretanto, técnicas de engenharia tiganéambém possuem limitacbes (ex.:
auséncias de um numero suficiente de genes clomadesprotocolos de transformacao para
muitas culturas) (Kumar, 1999). Com o advento dadkgia dos marcadores moleculares,
diversos tipos de marcadores de DNA e estratégamelhoramento molecular tém sido
disponibilizados aos melhoristas, visando vencerelfas como a selecdo com base em
caracteres morfologicos e o tempo necessario pdesenvolvimento de uma nova cultivar,
em relacdo ao melhoramento tradicional (Milach,819Qumar, 1999; Phillips e Vasil, 2001,
Andersen e Lubberstedt, 2003; Gupta e Rustgi, 20Pd)a se entender o potencial dos
marcadores moleculares, ha de se primeiro entender marcadores genéticos sao

localizacbes especificas em um cromossomo as s utilizadas como pontos de
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referéncia para andlises de genomas (Kumar, 1988J)lem ser de dois tipos: morfoldgicos e
moleculares (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Kuh@99; Weisinget al.,2005).

2.3.1. Marcadores morfoldgicos

Até meados da década de 1960, os marcadores dodizzm estudos de genética e
melhoramento vegetais eram associados a genesonaldos a caracteres morfologicos. A
heranca desses marcadores pode ser monitoraddmasi®, sem necessidade de técnicas
refinadas. Entretanto, sua expressao pode sereataninfluenciada pelo ambiente e por
efeitos epistaticos e pleiotropicos (Ferreira et@paglia, 1998; Andersen e Libberstedt,
2003). Adicionalmente, sdo considerados marcadioesnantes (incapazes de diferenciar
organismos heterozigotos de homozigotos) e seeysr em numero limitado (e restritos as
espécies-modelo), o que reduz a probabilidade densentrar associagfes entre esses
marcadores e caracteres de importancia econdomeseeffa e Grattapaglia, 1998; Kumetr
al., 1999; Andersen e Lubberstedt, 2003).

Estes marcadores contribuiram significativamenta padesenvolvimento teérico da
andlise da ligacdo génica e para a construcdo miiaeim@s versdes de mapas genéticos
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

2.3.2. Marcadores moleculares

Marcador molecular, por sua vez, é todo e qualtgrétipo molecular oriundo de um
gene expresso, como no caso das isoenzimas, oundsegmento especifico de DNA,
correspondente a regides expressas, ou ndo, dogeff@rreira e Grattapaglia, 1998). Sao

classificados em duas categorias principais (Kud&89):

2.3.2.1. Marcadores bioquimicos

S&o proteinas que podem ser separadas por meletagogese para identificacdo de
alelos. As mais comumente usadas séo as isoenguasar, 1999). Estas desempenham a
mesma atividade catalitica, entretanto podem egliférentes propriedades cinéticas e serem
separadas por processos biogquimicos. Isto signjieaas isoenzimas de um mesmo grupo
diferem entre si na sequiéncia de aminoacidos, gqgdera influenciar, por conseguinte, na

natureza de suas estruturas protéicas secundéei@srias e quaternarias (Ferreira e
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Grattapaglia, 1998). O principio basico da técmeside no uso de eletroforese em gel de
amido (Smithies, 1955) e na visualizacdo do pro@umzimatico por métodos histoquimicos
(Hunter e Markert, 1957). A premissa basica adotadse utilizar dados isoenzimaticos € que
diferencas na mobilidade desses marcadores em umpoc&létrico sdo resultantes de
diferencas ao nivel de sequéncias de DNA que cadifitais enzimas. Assim se o padrdo de
bandas de dois individuos difere, assume-se qas dssigualdades possuam base genética e
sejam herdaveis (Murphst al.,1990).

Esses marcadores sao de natureza codominantgapema capacidade de distingéo
entre individuos homozigotos e heterozigotos (Ferre Grattapaglia, 1998; Kumar,1999;
Weisinget al.,2005) e correspondem as multiplas formas moleesilda mesma enzima em
uma dada espécie, como resultado da presenca slewonais alelos codificando cada uma
das mesmas (Moss, 1982). Embora seja uma técnietap@sses marcadores apresentam
sérias limitacdes. Apesar de considerados seletirtamneutros, sdo de polimorfismo
limitado, pois as enzimas possuem fungdo metab(tieaeira e Grattapaglia, 1998; Weising
et al.,2005). Além disso, ndo permitem uma cobertura ardplgenoma, limitando as areas
de estudo e prejudicando a construcdo de mapasiagen@-erreira e Grattapaglia, 1998).
Adicionalmente, as isoenzimas estdo sujeitas asficagbes pos-traducionais (Staabal.,
1982) e podem, também, apresentar especificidaflamas estruturais em alguns tecidos ou
ser a conformacdo tridimensional influenciada pelstadio de desenvolvimento do
organismo, além de gerarem polimorfismos em reap@mstondicdes ambientais (influéncia
das condi¢cdes ambientais na atividade enzimatie)dira e Grattapaglia, 1998). Tudo isso
pode gerar falsos indicativos de semelhancas aindiaridades entre os individuos sob

analise.

2.3.2.2. Marcadores baseados em DNA

Esses marcadores representam caracteristicas degD&lAliferenciam dois ou mais
organismos e sdo herdados geneticamente (Mila&8)18tualmente, os distintos tipos de
marcadores moleculares baseados em DNA, difererséapela tecnologia empregada para
revelar variabilidade e assim detectar diferenga® erganismos, além de custos, facilidades
de uso, consisténcia e repetibilidade (Milach, 199&ising et al., 2005). Uma grande
variedade de marcadores moleculares baseados em fDiNAesenvolvida nas ultimas
décadas (Phillips e Vasil, 2001; Weisieg al., 2005). A imensa maioria utilizava como

plataforma de desenvolvimento o DNA gendmico, a&aallo, em grande parte,
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polimorfismos oriundos de regifes nao-codificarfi®sgpta e Rustgi, 2004). Basicamente, sao
classificados em duas categorias: marcadores hzsead hibridizagdo e baseados em PCR
(Ferreira e Grattaplaglia, 1999; Kumar, 1999; Wejsit al.,2005).

2.3.2.2.1 Marcadores de DNA baseados em hibridizaga

Polimorfismos baseados em hibridizacdo incluem ascadores RFLPRestriction
Fragment Length Polymorphismeu Polimorfismos em Tamanho de Fragmentos de
Restricdo) e VNTR \(ariable Number of Tandem Repeais Repeticbes Lineares em
Numero Variavel ou mesmo seqiiéncias hipervaridweig)o seus principais representantes
(Milach, 1998; Ferreira e Grattapaglia, 1998; Kuni®99). Ambas as técnicas utilizam-se da
homologia entre sondas especificas e o0 DNA previsgn&agmentado por enzimas de
restricdo para analise de polimorfismos. Para iBagmentos de DNA sdo separados, via
eletroforese, e posteriormente transferidos parmbrena denylon (ou nitrocelulose) via
capilaridade ou vacuo (técnica 8euthern Blgt Southern, 1975). Durante esse processo, a
ordem dos fragmentos separados por meio da eletsgfoé mantida na transferéncia. A
seguir, os segmentos de DNA sao fixados covalemtenma membrana (por alta temperatura
em forno a vacuo ou luz ultravioleta). Por fim,samdas sé&o hibridizadas e o polimorfismo
pode ser evidenciado por autoradiografia (Sambrb®89; Ferreira e Grattapaglia, 1998). A
diferenca entre os marcadores citados se encootti@ande sonda utilizada (Botstesh al.,
1980; Kumaret al., 1999; Malacinski, 2003). Na técnica de RFLP, s&adas sondas
homdélogas a sequéncias Unicas do genoma. Na detdegdolimorfismos VNTR, as sondas
sao constituidas de sequéncias repetitivas (mimiorossatélites).

Os polimorfismos oriundos de andlises RFLP sadraitps de substituicbes de base,
insercdes, delecdes ou outros rearranjos (trargglesainversdes) nos sitios de restricdo ou
entre esses (Parfitt e Arulsekar, 1987; Dunham42@eisinget al.,2005). Nos marcadores
VNTR, além do polimorfismo do comprimento dos fragos de restricio em cada loco
hipervariavel, também o polimorfismo oriundo do miicn de unidades repetitivas que
constituem um loco VNTR, que sdo amplamente disulits pelo genoma, possibilitam a
andlise de diversas regifes simultaneamente (FereelGrattapaglia, 1998; Lewin, 2004).
Ambos constituem marcadores co-dominantes, altameptodutiveis (Weisingt al, 2005),
mas com baixo potencial para automacao por requpessoal qualificado para o trabalho
com autoradiografia (para a revelacdo das bandpajaeo desenvolvimento e pré-avaliacao

de sondas antes do inicio das analises, sendocegsm demorado e laborioso (Ferreira e
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Grattapaglia, 1998). Também exigem grande quardgidbd DNA gendmico relativamente
puro e integro (Weisingt al.,2005). Além disso, marcadores RFLP revelam baixdezido

de informacdo por loco, em relacdo a outros mareagdsendo a maioria de natureza
dimérfica (enzima corta ou ndo corta) (Haezebragck., 2001), e heterozigosidade maxima
de 0,5 (Genetic Markers, 2008). Quanto aos VNTReseapresentam um perfil de bandas
altamente complexo, dificultando a identificagas dandas (alelos) de cada loco. Com isso,
a determinacdo de gendtipo e o teste de hipotesesedregacdo mendeliana ficam
comprometidos. Nao séo, assim, 0s mais adequada® paapeamento genético ou testes de

ligacdo génica entre marcadores e genes de intgifesseira e Grattapaglia, 1998).

2.3.2.2.2. Marcadores de DNA baseados em PCR

Praticamente, todos os sistemas de marcadores utasks usados atualmente
utilizam ao menos uma etapa realizada por PRRy(herase Chain Reactimu Reagcédo em
Cadeia da Polimerase) (Weisimg al., 2005). Nessa técnica, originalmente descrita por
Mullis e colaboradores em meados dos anos 198@ diigonucleotideos iniciadores,
orientados com suas extremidades 3’ apontadas wemopautro, anelados a seqiiéncias que
Ihe sdo complementares, sdo usados para demaregida que sera amplificada no DNA
molde desnaturado. A adicdo de nucleotideos &aglaipela enzima DNA polimerase, sendo
a reacdo composta de trés passos principais (desg@b, anelamento e extensdo) que se
repetem multiplas vezes. A cada ciclo, a quantidsEl®NA é dobrada, resultando em um
aumento exponencial da sequiéncia alvo, a qual pedeletectada em gel, apds coloracao
com corante adequado.

Marcadores baseados em PCR se dividem em aleatositi® especificos (Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Kumar, 1999; Weisiag al., 2005), de acordo com o tipo geimer
usado, estringéncia das condi¢cdes de PCR e médeddsteccdo e separacdo dos fragmentos
(Kumar, 1999).

a. Marcadores aleatorios

Inicialmente, a técnica de PCR apresentava umaalpdd para a obtencdo de
marcadores distribuidos ao longo dos genomas: atrogAo deprimers dependia do
conhecimento prévio da identidade dos nucleotidgws flanqueavam a sequténcia de

interesse (Ferreira e Grattapaglia, 1998, Philipgasil, 2001). Logo, passos intensivos de
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mao de obra, como clonagem e sequenciamento, equeridos (Ferreira e Grattapaglia,
1998). Assim, métodos que utilizavam DNA amplifioaatbitrariamente (AADArbitrarily
Amplified DNA ou DNA Amplificado Arbitrariamente) foram desenvolviglo/Caetano-
Anollés, 2001). Nesse sentido, trés grupos, indég@emente, nos primordios dos anos
1990, sugeriram protocolos com certas particuldedaem relagcdo aos demais (Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Caetano-Anollés, 2001; Philepgasil, 2001; Weisingt al., 2005). Os
representantes dessas vertentes sdo: RARDAom Amplified Polymorphic DNéu DNA
Polimorfico Amplificado Randomicamente; Willianes al., 1990); DAF DNA Amplification
Fingerprinting ou Amplificacdo dd-ingerprintingde DNA; Caetano-Anollés, 1991a, 1991b)
e AP-PCR Arbitrarily Primed PCRou PCR Iniciada Arbitrariamente; Welsh e McCleflan
1990). Nesses casos, tipicamente, a PCR € realzamao uso degrimers Unicos, sob
condicOes de baixa estringéncia e sem conhecinpe@tdo a respeito da sequéncia do DNA
alvo (Weisinget al.,2005).

Essas técnicas que utilizaprimers de sequUéncias arbitrarias tém em comum 0s
seguintes pontos: (1) producao de um padrao deabarmnposto por multilocos; (2) nenhum
conhecimento prévio € requerido das sequéncias iy enbémico; e (3primers usados
universalmente em procariotos e eucariotos (Cagdaodés, 2001; Weisinget al., 2005).
Emboraa priori nada seja sabido sobre a identidade e o contexteeduéncia de um
determinado produto de PCR obtido a partir das doddgias acima, a presenca ou auséncia
de tal produto atua como carater informativo (Wwgst al., 2005). A natureza dominante
constitui uma das principais desvantagens dessesadwies baseados em AAD (Kumar,
1999; Phillips e Vasil, 2001; Weisirgg al., 2005), o que limita sua utilizagdo em estudos de
genética de populacdo e mapeamento (Weisingl., 2005). Adicionalmente, marcadores
RAPD sao sensiveis a leves modificacbes nas reagée$CR, o que interfere na
reprodutibilidade do padrdo de bandas entre expetoms separados e de diferentes
laboratérios (Ellsworttet al., 1993; Muralidharan e Wakeland, 1993; Pergteal, 1993).
Uma revisdo mais detalhada desses marcadores podesta em: Ferreira e Grattapaglia,
1998; Caetano-Anollés, 2001; Phillips e Vasil, 208/kisinget al.,2005.

b. Marcadores sitio-especificos

O acumulo de informacdo oriunda do sequenciameptadeterminados genes e
genomas organelares abriu oportunidades paraantdiPCR especifica em analises genéticas

mais detalhadas (Ferreira e Grattapaglia, 1998)cdimres especificos baseados nessa
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técnica correspondem aqueles derivadospdmers constituidos por 18 a 24 bp, com
temperatura de anelamento de 50 a 70°C e com algohecimento sobre a sequéncia alvo
(Kumar, 1999). Atualmente, existem diversos siseegd@marcadores [como STSe(Bence
Tagged Sitesou Sitios de Sequéncias Marcadas), ESTEgpiessed Sequence Tags
Polymorphism®u Polimorfismos de Etiquetas de Sequéncias ExgsesaCGMs Amplified
Consensus Genetic Markepsi Marcadores Genéticos Amplificados a partir dgi®acias
Consenso), SCARsSEquence-Characterized Amplified Regmn Regides Amplificadas a
partir de Sequéncias Caracterizadas)] que apreseagaaracteristicas supracitadas, cada um
com vantagens e desvantagens inerentes a infornpao#@ozida e processo de deteccao.
Detalhes em relagéo a marcadores desse grupo melencontrados nos artigos de Bruatel

al. (1999), Kumar (1999), Gupta e Rustgi (2004) e hems dos autores Ferreira e
Gratappaglia (1998) e Weisirg al. (2005), dentre outros. Nesta dissertacdo, espaeiatao
sera dada aos marcadores moleculares especifitadogas seqliéncias microssatélites, os

quais constituem objeto de estudos desta dissertaca

2.3.2.2.3. Microssatélites

Sequéncias microssatélites (SSRim@e Sequence Repeats Sequéncias Simples
Repetidas; STR —Hdrt Tandem Repeatsu Pequenas Repeticdes Lineares; SSLmpIS
Sequence Lenght Polymorphigm Polimorfismos em Tamanho de Seqiéncias Simples;
mesmo VNTR) constituem uma classe de DNA repetity@sente em organismos
eucaribticos e procariéticos (Gur-Am¢ al.,2000; Tothet al., 2000). Atualmente, ndo ha um
denominador comum, no que se refere ao nimero midenrepeticdes necessarias para a
caracterizacdo de uma sequéncia repetitiva em ss@télite. Na pratica, o limiar usado para
a identificacdo dessas repeticbes em analisesqi€rsaas, deve ser especificado (Ellegren,
2004). A maioria dos dados de literatura relata @gienicrossatélites consistem de grupos de
repeticdes (motivos), compostos de um a seis ntdéss (Tautz, 1989), dispostos
linearmente em extensdes de até 100 pares de (Reewll et al., 1996; Rackoczy-
Trojanowska e Bolibok, 2004).

A presenca de microssatélites em vegetais foi detraxla inicialmente por ensaios de
RFLP, usando-se sondas constituidas por unidagestieas (Weisinget al., 1989; Weising
et al., 1992). A estratégia de deteccdo dessas repetip@dssada na reacdo de PCR, foi
disponibilizada inicialmente para humanos, no fidaldécada de 1980 (Litt e Luty, 1989;
Tautz, 1989; Weber e May, 1989). A partir dos ab@80, tornou-se uma técnica largamente
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usada em estudos de genética animal e vegetal i(yais al., 2005). Para um melhor
entendimento da utilidade desses marcadores enisemajenéticas, € necessario um

entendimento aprofundado das caracteristicas digssssle repeticoes.

a. Estrutura e localiza¢cdo nos genomas

Sequéncias microssatélites podem ser classificattasacordo com parametros
inerentes a sua estrutura e localizacdo nos genomas

Quanto a estrutura, podem ser classificados exaké@ et al., 1998; Rackoczy-
Trojanowska e Bolibok, 2004; Weisirg al.,2005; Oliveiraet al.,2006):

» Perfeitos: microssatélites compostos por extensd@serruptas de um motivo
particular. Ex.: ATATATATATATAT

* Imperfeitos: microssatélites interrompidos, ao mmig sua extensdo, por nucleotideos
diferentes daqueles do motivo original. Ex.: ATATBATATATATA.

 Compostos: formados por dois grupos de motivosrahites concatenados. EX.:
ATATATATACGCGCGCGCG.

Quanto a sua localizacdo no genoma, 0s microdseatgodem ser gendmicos ou
génicos. A distincdo é devido as diferentes forpagacionais e seletivas que operam em
regibes gendmicas ou codificantes. Microssatélgeadmicos evoluem neutralmente (a
frequéncia e distribuicdo refletem a taxa de mutagasica do organismo ou da regido
gendmica em que esta localizado) e aqueles assscisl regides codificantes, tém sua
distribuicdo e frequéncia como produto da taxa déagdo local somada a forcas seletivas
(Ellegren, 2004).

b. Génese

Apesar de essas sequéncias serem alvos de gratddese o entendimento de sua
origem ainda é controverso, sendo que a imensarimaos trabalhos, abordando evolucéo
de microssatélites, é realizada a partir de arsaligelongas repeticdes (Zlet al., 2000).
Atualmente, existem varias linhas de pesquisa tgearventender como tais regides surgem
nos genomas. Alguns autores sugerem haver um numiiono de repetices, a serem
geradas aleatoriamente por mutacbes, a partir dd qoorre a expansao dos locos
microssatélites via “deslizamento’Réplication Slippage da enzima DNA polimerase

(Messieret al.,1996; Rose e Falush, 1998). Tal situacédo condestema pausa na atividade
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dessa enzima que se dissocia da fita molde dusardplicacdo de uma extensao constituida
por unidades repetitivas. Durante a dissociacdenagp a por¢cdo terminal da fita recém
sintetizada se separa do DNA molde e se anelaggibstemente, em outra unidade de
repeticdo, numa posicado diferente da anterior,imsasdo a adicdo ou subtracdo de um
motivo repetitivo (Levinson e Gutman, 1987; Hileekert, 2004).

Por sua vez, Zhet al. (2000), analisando sequéncias de DNA humano, dasite
regides codificantes, observaram que uma signieatarcela das inser¢cées e um montante
mais restrito de substituicbes de bases foram nsspeis pela duplicacdo de sequéncias
adjacentes, resultando em proto-microssatéliteaufses também sugerem que 0s processos
qgue levam a expansao e polimorfismos em microssastgh estabelecidos (dentre esses, o
deslizamento da DNA polimerase) também ocorremjrenor freqiiéncia, em regibées com
pouca ou nenhuma repeticdo, sem a obrigatoriedadenchimero minimo de repeticdes para
serem executados. Por sua vez, Weisirg. (2005) postularam que longas repeticées podem
surgir repentinamente pela substituicdo de bases sgu localizam entre duas regides
repetitivas.

Um mecanismo totalmente distinto dos anteriorepifoposto por Nadiet al. (1996)
gue especularam que microssatélites ricos em aefonam gerados a partir da extensao da
extremidade 3’ de retrotranscritos, similarmentensanismo de poliadenilagdo de RNAs
mensageiros. Entretanto, apesar da referida asdoc{microssatélites / transposons) ter sido
encontrada em um grande numero de organismos, Utaadensidade de elementos
transponiveis nem sempre coincide com uma altaidie de microssatélites (Lt al.,
1999). Por isso, 0 processo de retrotransposigém enecanismo gerador dessas repeticdes €

mantido em questionamento (Oliveetal.,2006).

c. Mutabilidade e evolucao

Embora os microssatélites venham sendo extensitamesados em um amplo
espectro de estudos, nas mais variadas areas @éticgera dindmica mutacional dessas
regides é pouco entendida (Schétterer, 2000). tantee € sabido que a taxa mutacional
dessas repeticdes € muito maior do que em outresspo genoma (Weber e Wong, 1993;
Jarne e Lagoda, 1996; Primnedral., 1996), e que microssatélites associados a gembsita
apresentam uma maior taxa de mutacdo quando cotogaaaregides nao-repetitivas, sendo
que compartiiham dos mesmos processos mutaciona@serges em microssatélites

gendmicos (Lt al, 2004).
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Dois mecanismos mutacionais tém sido propostos @gplcar a alta mutabilidade
dessas regides. O primeiro, denominado deslizamdat®NA polimerase Replication
Slippageou Slipped Strand MispairingLevinson e Gutman, 1987), € o mais amplamente
aceito (Schlotterer, 2000). Sugere que modificagiesextensdo dos microssatélites séo
causadas por um processo de “deslizamento” dseszana conforme apresentando
anteriormente. Apenas uma fracdo dessas mutacidesrigis ndo € corrigida pelo sistema de
reparo de erros de pareameritisinatch Repair Systgnctulminando, assim, em um evento
mutacional (Strancet al., 1993). E valido ressaltar que tal mecanismo esitnamente
associado ao tamanho do microssatélite, ou segatgunaior a extensdo da regido repetitiva,
maior a probabilidade de ocorréncia desses “desénos” enzimaticos (Levinson e Gutman,
1987; Kruglyaket al.,1998; Harr e Schlotterer, 2000; Ellegren, 20043eQundo mecanismo
esta associado a processos similares ao de recagébinos quais envolveanossing-over
desigual ou conversdo génica. Entretanto, ndo hgeoso sobre o assunto. Enquanto alguns
relatos da literatura apontam forte correlacdoeetdrs processos e a desestabilizagdo de
repeticbes enmndem(Jakupciak e Wells, 2000; Richard e Paques, 2@2)ps demonstram
0 contrario, assegurando que, apesar de haveriasmentre regides de microssatélites e
sitios de recombinacgéo (Majewski e Ott, 2000), ®sspeticbes atuariam no desenvolvimento
do processo e néo seriam produtos do mesmo (Traotheim, 1986).

Dados da literatura tém revelado que as taxas muts dessas repeticdes variam
consideravelmente, dependendo do loco, das sea@8éflanqueadoras, do organismo, da
estrutura da cromatina, da taxa local de mutacdoodéo e do contexto regional em que ta
sequéncia repetitiva esta submetida (Ellegren, ;200dising et al., 2005). Contudo, é
amplamente difundido que um dos principais fatondsienciadores da taxa de mutacéo
dessas repeticdes esta associado a extensdo damsn@d/eber, 1990; Edwards, 1992;
Ellegren, 2004; Kumpatla e Mukhopadhyay, 2005; \Wegigt al., 2005; Munet al., 2006).
Entretanto, a mutabilidade dos locos contendo lengpeticdes € consideravelmente reduzida
quando suas extensdes séo interrompidas por matdedponto ou por repeticdes variantes
(Eichler et al., 1994; Petest al., 1997). Isto se deve ao fato de que longas extsndée
repeticbes puras fornecerem maiores oportunidagescarréncia do deslizamento da DNA
polimerase (Levinson e Gutman, 1987; Ellegren, 200dsinget al.,2005). Valores de taxas
mutacionais divulgados para humanos e varios asjni¢luindo ratos, porcos, passaros,
peixes e moscas variam de 5 X°1® 1,5 x 1G mutacées por loco por gameta por geracdo
(Dallas, 1992; Chakrabortgt al., 1997; Schltttereet al., 1998; Shimodaet al., 1999;
Brohedeet al.,, 2002) Em vegetais, apenas algumas poucas mediggdasdda taxa de
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mutacéo dessas repeticoes foram realizadas (Weasiag, 2005). Diwan e Cregan (1997)
relataram a formacdo de novos alelos numa taxa de 1* em uma populacdo de
mapeamento em soja. Thuillet al. (2002) determinaram a mesma freqiiéncia (29 para

10 locos microssatélites de trigo duro, entretantaxa de mutacédo de determinados locos
variou de zero a 10 Adicionalmente, altas taxas também tém sido daais para longas
repeticdes do tipo (TAA) com n variando de 19 a 51, em popula¢gdes endaegérde grao-
de-bico (Udupa e Baum, 2001).

Nas ultimas décadas, uma ampla variedade de mogelossendo apresentada a
comunidade académica e que visam explicar a dim@miolucionaria dos microssatélites.
Muitos deles derivados do “Modelo de Evolucado Gtiada (Stepwise Mutation Modgl
proposto por Ohta e Kimura (1973). Esse modeloutmstesumidamente, que alteracdes na
extensdo das sequéncias repetitivas ocorrem deviddicdo ou remocdo de apenas uma
unidade de repeticdo a estrutura do microssatéliteuma taxa fixa (Shrivest al., 1993;
Valdes et al., 1993; Kimmel e Chakraborty, 1996). Entretanto, fedatos de acles
mutacionais ocasionando modificacfes (adicdo odragin) em mais de uma unidade de
repeticdo (Xwet al.,2000; Harret al.,2002; Huanget al.,2002). Para tal situacéo, Di Rienzo
et al. (1994) propuseram uma extensao do modelo anteaogual sugeriram que, apesar da
maioria dos eventos mutacionais nessas regideseoeor pela adicdo ou subtracdo de um
motivo repetitivo, mudancas mais bruscas em suast@ss, isto €, envolvendo um numero
maior de repeticbes, podem ocorrer. Contudo, oselosdacima ndo levam a uma
distribuicdo estacionaria das extensdes dessaBc¢lg®s® 0 que ndo condiz com a realidade
observada genomicamente (Ellegren, 2004). Paracerphl situacédo, adaptacdes desses
modelos tém sugerido um tamanho limite para essg®es (Nauta e Weissing, 1996;
Feldmanet al., 1997), apesar de ndo ser estabelecido um possoielo para esta restricao
(Sainudiinet al.,2004), enquanto outros adotaram “tendéncias nurtais”, nas quais longos
alelos mutam, preferencialmente, a alelos mend&légfen, 2000).

Atualmente, segundo varios autores, o modelo deliaild et al. (1998) é um dos
mais atraentes (Ellegren, 2004; Sainudiiml.,2004). Neste modelo, a distribuicdo genémica
e estacionaria dos microssatélites resulta do balde duas forcas antagonicas: a) mutacoes
de comprimento, que apresentam frequéncia diret@npFoporcional ao tamanho da regiao
repetitiva e favorecem o alcance de extensbeganbihente grandes; b) mutacdes de ponto,
as quais quebram longas repeticdes em repeticoesrese diminuindo, assim, seu potencial
polimorfico. O referido postulado tem sido bem tede pela comunidade académica, pois

explica as diferentes distribuicdes dos microssaséentre espécies e fornece uma elegante
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solucdo ao fato de microssatélites ndo se expanmd@e enormes grupos de unidades

repetitivas (Ellegren, 2004).

d. Abundancia e distribuicdo em plantas

Sequéncias microssatélites sdo onipresentes nasngsnanimal e vegetal, sendo
relatadas, também, em procariotos (Field e WiB86]1 Hancock, 1996). Alguns autores os
consideram sequéncias seletivamente neutras,bdistais de forma aleatéria ou “quase”
aleatdria nos genomas eucromaticos (Schlbttereredd)1999; Schlétterer, 2000). Contudo,
outra vertente de pesquisadores relata uma disifilbundo uniforme ao longo dos genomas.
Toth et al. (2000) observaram uma presenca diferencial deossatélites entre regides
intrdnicas, exodnicas e intergénicas, sugerindo gugrocesso de deslizamento da DNA
polimerase n&o é o unico a influenciar sua disigdou Segundo Morgantt al. (2002), esse
fator € funcd@o de restricbes seletivas aliadasanuica e histéria evolutivas dos genomas.
Também sugeriram que as diferentes fracoes gen$naistiio sujeitas a forcas seletivas
distintas: seqUéncias codificantes estariam sobc&el negativa para todos os tipos de
repeticdo, exceto para motivos triméricos; 5 UT&dariam sob forte selecdo positiva,;
3'UTR sob selecdo positiva moderada; DNA repetiBeb pressdo mutacional, que se eleva
com o aumento da extensdo do microssatélite; e A pbduco repetitivo, ndo-transcrito,
estaria, presumivelmente, em equilibrio. Adiciorete, tem sido observada uma frequente
associacao dessas repeticoes a regides ricas &®n @@organteet al., 2002; La Rotaet al.,
2005; Munet al.,2006).

Estudos iniciais indicaram uma menor abundancianeossatélites em plantas, em
relacdo a animais (Lagercrangz al., 1993; Morgante e Olivieri, 1993). Analises mais
recentes, entretanto, ttm demonstrado que a oc@réassas repeticbes nesses genomas é
maior que a divulgada anteriormente (Morgagttal., 2002; Varshnet al., 2002; Thielet
al., 2003). Cardleet al. (2000) analisando repeticdes de mono a pentartiddes em 27.000
Kb de sequéncias de DNA gendmico Al@bidopsis thalianaencontraram uma frequéncia
média de um microssatélite a cada 6,04 Kb, queu&/agnte a encontrada em mamiferos
(Beckman e Weber, 1992). Em ESTSs, varios valores séndo relatados, observando-se uma
ampla margem de variacdo. Varshmal. (2002) encontraram uma densidade média de um
microssateélites a cada 6,0 Kb, em sequéncias esgweke cereais, tendo analisado 75,2 Mb
de cevada, 54,7 Mb de milho, 43,9 Mb de arrozM}y7de centeio, 41,6 Mb de sorgo e 37,5
Mb de trigo. Para monocotiledéneas, de 1,5 a 8,8a%ESTs apresentam microssatélites,
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enquanto que em dicotiledbneas a frequéncia varid,d a 16,8 % (Kantetgt al., 2002;
Thiel et al., 2003; Kumpatla e Mukhopadhyay, 2005). Jayaskted. (2006), por sua vez,
analisando 302,4 Mb de sequéncias ESTs de leguasin@esspéeciesVl. truncatulg L.
japonicuse G. maj encontraram uma taxa de um microssatélite a 8a&sl&b, sendo que
10,6 % das sequéncias contidas em seu banco de @adsentaram tais repeticoes.

E importante ressaltar que, além da variacdo ite@icada espécie (Ellegren, 2004),
a frequéncia global e a frequéncia individual dierdntes motivos e tipos de repeticbes
dependem do critério de busca, do tamanho do bdectdados, do software utilizado, da
extensdo e da localizagdo genémica em questaon&exons, regides 5’ ou 3' UTR, regides
intergénicas) (Tétret al., 2000; Morganteet al., 2002; Kumpatla e Mukhopadhyay, 2005;
Varshneyet al.,2005a; La Rotat al.,2005).

Adicionalmente, um acumulo taxon-especifico desepsticdes, em decorréncia de
uma associacdo preferencial de determinados tippscH#icos de microssatélites a certos
grupos de organismos, tem sido observado (katl., 2001; Munet al., 2006; Téthet al.,
2000). Exemplo desse fendbmeno é a associacaordifaree trinucleotideos ricos em “GC”
a ESTs de monocotileddneas, enquanto em dicotiseddmbserva-se maior presenca de
trinucleotideos ricos em “AT” (Morgantet al., 2002; Gaoet al., 2003; Kumpatla e
Mukhopadhyay, 2005; Muet al., 2006). Segundo Morgantg al. (2002), esse fato ocorre
em virtude de um maior conteudo “GC” em monocofileshs, associado a um uso
preferencial de codons ricos nessa composicaossba

Em leguminosas, andlises detalhadas do contelUduidessatélites em ESTs tém
revelado que motivos compostos por trinucleotidedsucleotideos sdo os mais abundantes,
sendo que as repeticdes diméricas localizam-sdpmi@eantemente, em regides transcritas
nao-traduzidas (UTRs), enquanto que nas ORFs, haamooramento preferencial de
trinucleotideos (Morgantet al., 2002; Jayashreet al., 2006; Munet al., 2006). Segundo
Metzgaret al. (2000), a maior ocorréncia de trinucleotideos egides traduzidas pode estar
relacionada a forte sele¢cdo negativa atuando smiz®veis fontes de mutacdes que causem
mudanca na matriz de leitura. No que se referengposicado de bases, os trinucleotideos de
leguminosas seguem a tendéncia observada em elitftgdas, sendo ricos em “AT”. Mais
especificamente, a repeticdo trimérica mais abueddncomposta pelo motivo “AAG” e
derivacdes (Morgantet al.,2002; Kumpatla e Mukhopadhyay, 2005; Jayasktes., 2006;
Mun et al., 2006). No que tange aos dinucleotideos, tem siokergada que aqueles
constituidos por “AG”, e derivagdes, predominamreends demais possibilidades de
combinagéo (Morgantet al.,2002; Kumpatla e Mukhopadhyay, 2005; Metral.,2006).
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e. Potenciais fungoes

O impacto funcional dos microssatélites nos genoewasiriotos € pouco entendido
(Weising et al., 2005). A maioria de suas copias é considerada Dégbista”, pois sao
amplificadas e propagadas na auséncia de pressbetivas (Orgel e Crick, 1980).
Adicionalmente, nas décadas passadas, essas depetéceberam a denominacdo de DNA
lixo (*junk DNA) devido a uma suposta auséncia de funcionalidagelhes foi atribuida a
época (Rackoczy-Trojanowska e Bolibok, 2004; KasHing, 2006). Atualmente, varias
linhas de evidéncia apontam para possiveis efeitoleculares e fenotipicos da variacdo
numérica de unidades repetitivas nas referidaatastis (Hamadat al., 1984; Younget al.,
2000; Hammock e Young, 2004; Et al., 2004; Kashi e King, 2006). Muitos relatos tém
demonstrado que uma parcela significativa dos resai@lites esta localizada em regides
transcritas, incluindo genes codificadores de jmatéMorganteet al., 2002; Hammock e
Young, 2004; Nicott al.,2004; Varshnegt al.,2005a). Em um ensaio pioneiro, Marcadte
al. (1999) analisaram 70.882 proteinas presentes moobde dados SWISSPROT e
estimaram que 14,0 % do total continham sequUénmejastidas, sendo tal abundancia trés
vezes maior em eucariotos que em procariotos. EisE& dados quanto a presenca de
microssatélites sdo amplamente divulgados e migjtifisativos (Thielet al.,2003; Eujaylet
al., 2004; Kumpatla e Mukhopadhyay, 2005), sendo gsaseseqiéncias sdo detentoras de
uma gama de funcdes, tais como enzimas metaboligadeinas estruturais e de
armazenamento, fatores de transcricdo, dentresolfissa presenca marcante nas referidas
sequéncias e em proteinas sugere que algumas degeasdes podem estar envolvidas em
processos metabdlicos e de evolucéo génicat(al.,2004).

Variacdo na extensao de microssatélites no inteleoregides codificantes deve ser
critica para a atividade génica, pois expansOesrdgragdes nessas estruturas afetam,
diretamente, o produto génico correspondente, mlmdeausar mudancas fenotipicas €Li
al., 2004). Em bactérias, tem sido observada uma st#anée associacao entre os chamados
locos de contingéncia e microssatélites (Bawisal.,2001; Moxoret al.,2006). Esses locos
sao regides hipervariaveis que geram, aleatorisanempla variabilidade genética e sao
detentores de grande importancia para a sobrevav&esses organismos (Baylies al.,
2001). Apesar de alteracBes na extensdo dos matétisss poderem causar mudangas na
matriz de leitura em regides codificantes, taisralfdes podem ser prontamente reversiveis
por mutacdes subseqiientes. Deste modo, as bactéaas vantagens da propriedade

supracitada para utilizar as referidas repeticoesaedemcomo “interruptores”, ativando ou
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“desligando” determinados tipos de genes que téticipacao direta no processo de variagéo
de fase (Baylisgt al.,2001; Kashi e King, 2006; Moxoet al., 2006). Em vegetais, estudos
sobre a possivel influéncia de microssatélitesaggivoes codificantes ainda sdo escassost(Li
al., 2004). Contudo, Ayrest al. (1997) observaram associacfes entre variacdesrmieucio

de amilose de vaérias cultivares de arroz e polisrads em um sitio microssatélite
intimamente ligado ao gene responsavel pela praddg&nzima sintetizadora de tal aclcar.

Alguns experimentos tém demonstrado que microssatdbcalizados nas regides
5'UTR, 3'UTR e em introns de determinados genesaio6ticos e humanos podem regular a
expressao de tais genes (Kasthal.,1997; Toutenhoofet al.,1998; Liet al.,2004). Kashi e
Soler (1999), por sua vez, relataram que repetiddetipo (CT), localizados em regides
5'UTR de certos genes d@&rabidopsis exercem um importante papel na realizacdo da
transcricdo anti-senso.

Sabendo que variacbes em regides microssatélisu@m o potencial de afetar a
expressao génica de maneira qualitativa ou quawdtéli et al., 2004), e o fato de que
qualquer variavel gendmica que afete a funcdo genéeva ter um papel evolucionario,
Kashi e King (2006) propuseram o abandono da sg@posie que essas repeticdes sejam
DNA “lixo”. Adicionalmente, Fondon e Garner (2004ugerem que microssatélites
associados a genes sdo fontes primordiais de &arfaqotipica para a evolucao, fornecendo
abundante diversidade e, deste modo, capacitandipida evolucdo de novas formas.
Segundo Kashi e King (2006), a caracterizacdo metaf dos microssatélites como “pontos
de modulacéo evolucionaria” (Kirgg al., 1997; Trifonov, 2004) expressa o potencial de tais
repeticbes para facilitar o eficiente ajuste adajmtade caracteristicas quantitativas.
Adicionalmente, esses autores acreditam que ososs@telites ndo apenas atuam no
fornecimento de significante variabilidade adaptgticomo também sugerem que o

fornecimento de tal variacédo pode ter desenvolgitfoncdo” dos microssatélites.

f. Tipos de marcadores microssatélites

Esses marcadores sdo classificados de acordo camétodo de confeccdo e
associagcdo a determinadas regibes dos genomasydpoder de dois tipos: marcadores
microssatélites genémicos e marcadores microgestéfiénicos, estes Ultimos também
denominados cDNA-SSRs ou EST-SSRs (Bdaial.,2003; Guptaet al.,2003; Chagnét al.,
2004; Nicot et al; 2004; Rakoczy-Trojanowska e Bal, 2004; Varshnegt al.,2005a; Mun

et al., 2006). Apesar da dicotomia classificatoria, amless marcadores compartilham
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caracteristicas vantajosas para uso em analisssgdéncias de DNA, tais como: (1) heranca
codominante, cuja propriedade de permitir a difesg@io de organismos homozigotos de
heterozigotos maximiza o conteudo informativo porcot (2) reprodutibilidade; (3)
abundancia nos genomas eucarigticos; (4) requetins quantidades diminutas de DNA
para realizacdo de andlises, e (5) facil intercardli dados entre laboratorios (Povetlil.,
1996; Kumpatla e Mukhopadhyay, 2005; Weist@l., 2005). Entretanto, podem apresentar

peculiaridades individuais.

f.1. Marcadores microssatélites genémicos

Marcadores microssatélites derivados de sequégera@micas foram extensivamente
utilizados em diversas analises genéticas, come@amapnto, analises de diversidade, estudos
populacionais, identificacdo de cultivares etc.aldl et al., 1998; Yanget al., 1994;
Rongwen et al., 1995). A principal caracteristica desses marcad@esua natureza
hipervariavel, a qual permite a diferenciacdo akviduos intimamente relacionados, sendo
de suma importancia para aplicacdo em analisesopalggdes endogamicas, populacdes
recentemente separadas ou geograficamente préxémas estudos de diversidade em
espécies cultivadas cuja variabilidade genétieadazida (Powelkkt al.,1996).

Por um longo tempo, a Unica forma de obtencdo desgeeticbes era oriunda da
construcdo e avaliacdo de bibliotecas de DNA gecdnei posterior seqienciamento de
clones positivos e desenho pgamers (Weising et al., 2005). Tal estratégia, “baseada em
bibliotecas néo-enriquecidas”, apresentava baixalingento, além de outras limitacdes
inerentes a técnica (Zamt al., 2002; Rackoczy-Trojanowska, 2004; Weisktgal., 2005).
Atualmente, um grande numero de protocolos tem siesenvolvido para explorar as
vantajosas caracteristicas dos microssatélitesngend e contornar as dificuldades iniciais,
sendo que muitos dessas metodologias apresentaant®suaves diferencas em relagdo as
demais (Zaneet al., 2002). Uma das mais utilizadas é a confeccdo ddiotacas
“enriquecidas para determinados tipos de microlesfé (Armour et al., 1994; Fisher e
Bachmann, 1998), podendo alcancar até 80 % dos<loositivos, aumentando a producéo e
eficiéncia do processo (Weisiegal.,2005).

Em outro contexto, tem sido proposta a obtencdcsedesnarcadores sem a
obrigatoriedade da construcdo de bibliotecas gesa@snutilizando-se clones @enplicors,
oriundos deprimers RAPD ou AFLP Amplified Fragment Length Polymorphisou
Polimorfismos de Comprimento de Fragmento Ampldiwa como substrato de analise
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(Cifarelli et al.,1995; Zaneet al.,2002). Entretanto, apesar de oferecer uma alteanaienos
complexa ao processo laborioso e demorado de g@dee avaliacdo de bibliotecas, essa
técnica ainda é pouco abordada (Zanhal.,2002). Assim, a principal limitacdo ao uso desses
marcadores esta associada ao seu processo de aeseento. A construcao de bibliotecas
genbmicas (“ndo-enriquecidas” e “enriquecidas”) eclanagem e sequenciamento de
amplicors sdo procedimentos caros, laboriosos, demoradgseerequerem mao-de-obra
qualificada para sua execucéo (Eujalyhl., 2004; Nicotet al., 2004; Gutierrezt al., 2005;
Kumpatla e Mukhopadhyay, 2005; Wesigigal., 2005). Somado a esta limitacdo, observa-se
gue osprimersdeste tipo de marcador sao, freqientemente, espspecificos, apresentando
reduzida aplicabilidade para estudos comparatiRasléret al., 1995; Sourdilleet al.,2001;
Pashleyet al, 2006; Ellis e Burke, 2007).

f.2. EST-SSR (cDNA-SSR) ou microssatélites génicos

Devido a extensa disponibilizacdo publica de clate£DNA e de sequéncias ESTs
para as mais diversas espécies, grande énfase itemdada ao desenvolvimento de
marcadores moleculares obtidos a partir de redrdescritas dos genomas (Gupta e Rustgi,
2004). Assim, marcadores microssatélites também sé&mio desenvolvidos a partir dessa
tendéncia, aproveitando-se dos inUmeros projetasedéenciamento baseados na producéao
de ESTs (Thielet al., 2003; Pashleyet al., 2006; Poncett al., 2006). Tais sequéncias
possuem cerca de 400 pares de bases, resultantssqdenciamento Unico de uma das
extremidades de um cDNA, o qual foi obtido de umNARyjerado em um dado momento,
sob um determinado estimulo (Rounskeyal., 1996; Kumpatla e Mukopadhyay, 2005;
Poncetet al.,2006).

A descoberta de microssatélites a partir de ES@isoftiinados EST-SSR) € realizada
através da mineracdo de dados, utilizando-se #&nie bioinformatica (Kumpatla e
Mukopadhyay, 2005; Varshnest al., 2005; Sharmaet al., 2007). Esse processo € rapido,
acessivel, economicamente viavel e apresenta imgmdencial para automatizacao,
aumentado, sobremaneira, a eficiéncia na geracégeslenarcadores (Gupgd al., 2003;
Kumpatla e Mukopadhyay, 2005; Varshnetyal., 2005). Essa abordagem se mostra mais
representativa quando comparada a metodologia desaa bibliotecas “enriquecidas para
determinados tipos de microssatélites”, uma vezsguerealizadas analises de todos os tipos
e extensdes de motivos e repeticOes existentesstema em questdo (Leigh al., 2003).

Comparativamente, além das vantagens técnicas sobrenarcadores microssatélites
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gendmicos, 0s EST-SSRs demonstram ser mais Ut@ibteacdo dos resultados, produzindo
dados de melhor qualidade, isto €, bandas maissfoid com picos alélicos bem definidos e
de mais facil interpretacao (Eujast al., 2001; Leighet al., 2003; Woodheaet al., 2005;
Pahsleyet al.,2006).

Microssatélites baseados em ESTs sdo poderosamétas para analise de variacédo
genética, estudos evolutivos, mapeamento e arddisgaracteristicas quantitativas (Cato
al., 2001; Scotet al.,2001; Holtonet al.,2002). De acordo com varios autores, a aplicacao
de EST-SSRs (ou marcadores oriundos de regides$icemtes, em geral) em estudos de
avaliacdo de germoplasma acentua a resolucédo didean#ma vez que o polimorfismo
analisado advém de regides transcritas, revelassim, a “verdadeira” diversidade genética
(Maestri et al., 2002; Yamanakeet al., 2003; Guptaet al., 2003). Desse modo, esses
marcadores apresentam implicacOes diretas em pnagrde melhoramento vegetal, onde os
parentais necessitam ser selecionados com basstaéacth genética (Gupta e Rustgi, 2004).
Tais marcadores vém sendo amplamente utilizad@sgs®a finalidade em diversos vegetais,
como trigo (Eujaylet al., 2001), ervilha (Burstiret al., 2001), cevada (Holtoet al., 2002;
Thiel et al.,2003), centeio (Hackauf e Wehling, 2002), etc.

Marcadores EST-SSRs, em virtude da influéncia derassatélites na regulacéo
génica (Liet al.,2004) e de sua associacao fisica a regides tit@mssapresentam potencial
para o desenvolvimento de marcadores funcionais, (Fivhctional Markery ou seja,
marcadores oriundos de sitios polimorficos queoestdvolvidos diretamente na variacdo
fenotipica de uma dada caracteristica e que tenerpdé diagndstico (Andersen e
Lubberstedt, 2003; Varshnegt al., 2005a). Tais marcadores sdo “bons tradutores” dos
avancos da tecnologia genbmica para espécies amdsv (Baggeet al., 2007), sendo
superiores aos marcadores aleatorios e gene-aspgecifio associados a motivos funcionais
(tecnicamente denominados GTMs®@ene Target Marke)g§Andersen e Lubberstedt, 2003).

Uma das restricbes enfrentadas pelos EST-SSRse+&#erao seu potencial
polimdrfico. Dados da literatura tém mostrado gssee marcadores tendem a apresentar um
menor grau de polimorfismo, quando comparados @&aunizaparte genémica, devido a maior
conservacao de sequéncias de DNA localizadas e@fesefyanscritas, provavelmente devido
a acdo de forcas seletivas (Soettal., 2000; Morganteet al., 2002; Guptaet al., 2003;
Liewlaksaneeyanawist al.,2004; Chabanet al., 2005; Varshnegt al.,2005a). Entretanto,
alguns estudos tém divulgado um significativo gdeu polimorfismo obtido a partir de
analises com esses marcadores. Fraseat. (2004) observaram que 93,5% dos EST-SSRs

foram polimorficos e segregaram em uma populacdomdpeamento derivada de um
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cruzamento entre dois genotipos dipléidesAdénidia chinensisOutros trabalhos também
demonstraram altos indices polimorficos oriundossde marcadores (Eujagt al., 2004;
Chagneéet al.,2004), havendo casos onde tais indices para maté@ies gendmicos e EST-
SSRs se equiparam (Leighal.,2003; Ponceg¢t al.,2006).

Ha diversos fatores indicando que, num futuro pnaxi os EST-SSRs
complementardo e ultrapassardo numericamente osadoses microssatélites genémicos
obtidos a partir de metodologias desenvolvidas écadbs passadas (Leigh al., 2003).
Segundo Gupta e Rustgi (2004), marcadores oriumdosanalises do transcriptoma se
tornardo mais Uteis do que os obtidos pelos métadtigos. Entretanto, uma importante
limitacdo ao uso desses marcadores esta relaci@naisponibilidade de seqiéncias ESTs
nos bancos de dados publicos, sendo que somerdeiessple interesse cientifico ou que
possuem importancia econdmica possuem um montaotsideravel de sequéncias
disponivel para estudos (Eujagt al., 2004; Rakoczy-Trojanowska e Bolibok, 2004). Este
fato ressalta a importancia dos estudos de trabiiftade desses marcadores em espécies

correlacionadas.

f.2.1. Transferibilidade de marcadores EST-SSRs

Define-se transferibilidade de marcadores EST-S$®Bs0 a propriedade de
determinados pares daimers desenvolvidos para flanquear regides microstegekm
sequéncias de uma dada espécie, também o realizamenoutra, filogeneticamente
relacionada (Kuleunget al., 2004). O intercAmbio dessa informacdo genéticae paet
realizado devido a sintenia [conservacdo da ordeongudo génicos (Mudgs al., 2005)]
existente entre espécies aparentadas. Apesar wimadgexcecdes, decorrentes de rearranjos
estruturais (Bennetzen e Ramakrishna, 2002; gbag), 2002; Zhuet al., 2005), a sintenia é
a principal caracteristica dos genomas vegetaisn@éfu 1999), sendo essa inversamente
proporcional a distancia filogenética entre as @sgésob andlise (Kumar, 1999; Kabal.,
2004). De acordo com alguns autores, a conservdgamnteudo e ordem dos genes, em
diferentes espécies, sdo indicativos de que essgwestos Sdo vantajosos as plantas
(portanto, ndo seriam submetidos a profundas nuagifies) além de, cientificamente, possuir
carater pratico, atuando como ponte de ligacdmpde transita a informacao genética entre
organismos afins, diminuindo a distancia entre @spébem estudadas e espécies com
disponibilidade de dados mais restrita (Kumar, 129®i et al.,2005).
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Vérios estudos relatam extensiva sintenia genéreitme membros das familias
Solanaceae (Tankslest al., 1992; Livingstoneet al., 1999), Brassicaceae (Lagercrantz e
Lydiate, 1996; Osboret al.,1997; Lagercrantz 1998; Lukeasal.,2003), Poaceae (Devos e
Gale, 1997; Gale e Devos, 1998; Keller e Feui®0)0), e outras. Alids, o fendmeno de
sintenia foi inicialmente demonstrado entre toneabatata (Bonierbalet al., 1988; Gebhardt
et al.,1991) e entre tomate e pimenta (Tankgegl.,1988). Em leguminosas, varios estudos
relativos ao assunto tém sido divulgados. Compasagitre ervilhaRisum sativumi..) e
lentilha (ens culinaris Medik.) (Weedenet al., 1992); ervilha e grao-de-biccCicer
arietinumL.) (Simon e Muehlbauer, 1997); feijjao-mungdigha radiatal.) e feijdo-caupi
(Menancio-Hauteaet al., 1993); feijdao-mungo e lablabLgblab purpureus(L.) Sweet]
(Humphry et al., 2002); alfafa fedicago satival.) e ervilha (Kaléet al., 2004); soja
(Glycine ma¥ Arabidopsis [Arabidopsis thaliana(L.) Heynh.] e Medicago truncatula
(Mudgeet al., 2005); Medicago truncatulee Lotus japonicugCannonet al., 2006), e entre
diversas espécies pertencentes a subfamilia Rapdiea (Choi et al 2004a, 2004b)
comprovam a presenca de tal fendbmeno, destacamib@na rearranjos estruturais que podem
fundamentar a variacdo no numero de cromossomose eessas espécies. Mais
especificamente, Boutiet al. (1995) demonstraram que 0s mapas genéticos de-faijingo,
feijdo-comum e soja também exibiram grupos de figagpnservados, sendo que a sintenia
era mais substancial entre as duas primeiras espédm estudo mais recente, entretanto,
usando Arabidopsis thalianacomo espécie ligadora (ancora), revelou que semgsen
homoeologos dos cromossomos de soja apresentarammaion grau de sintenia com 0S
cromossomos de feijdo-comum e feijdo-mungo do qualghdo anteriormente (Leet al.,
2001). O mesmo seria esperado entre soja, feijmugoe feijdo-caupi, visto que entre essa
altima espécie e feijdo-mungo um alto grau de awaséo foi observado (Menancio-Hautea
et al.,1993).

Segundo Varshneyt al. (2005a), a principal caracteristica dos EST-SSR& e
associada ao seu potencial de transferibilidadendCtais marcadores sédo derivados de
regides transcritas, espera-se que esses exibaor mabilidade interespecifica quando
comparados aos microssatélites gendmicos (Sto#l., 2000). Tal suposicdo vem sendo
amplamente corroborada em estudos comparativog esges dois tipos de marcadores
(Chagnéet al.,2004; Liewlaksaneeyanawet al.,2004; Gutierreet al.,2005; Pashlegt al.,
2006). Um sério problema relativo ao uso interefjgecde microssatélites, esta relacionado
ao alto nivel de alelos nulos, isto €, alelos némplidicados (Paetkau e Strobeck, 1995;

Pembertoret al., 1995; Pashlegt al., 2006). Individuos homozigotos para alelos nulas na
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apresentam bandas no gel, enquanto que heteraziggieesentam apenas uma banda,
simulando um caso de homozigose (Weisatgal., 2005). Assim, esses “alelos” podem
influenciar a interpretacdo de dados de herancaemiando os niveis aparentes de
endogamia (Kijaset al., 1997; DeWoodyet al., 2006). Entretanto, tal ocorréncia € menos
freqlente em EST-SSRs, quando comparados aos satgbites gendmicos, devido a sua
regido de ancoragem (Leig al., 2003; Liewlaksaneeyanawet al., 2004; Rungiset al.,
2004).

Atualmente, a transferibilidade desses marcadozes sendo amplamente analisada.
Em estudo recente, Poncgtal. (2006) obtiveram 94 % de sucesso amplificandospdee
primers desenhados par@offea canephor&lierre ex A. Froehner em outras espécies do
géneroCoffea Por sua vez, Pashley al. (2006) obtiveram 73% de sucesso na transferéncia
de pares degrimers EST-SSRs deHelianthus annuud.. paraH. angustifoliusL. e H.
verticillatus Small. Em gramineas, estudos tém estimado que 88% dos EST-SSRs
oriundos de trigo e cevada produziramplicors em arroz (Holtoret al., 2002; Gacet al.,
2003; Thiel et al., 2003; Yuet al., 2004; Varshneyet al., 2005b). Saheet al., 2004
desenvolveram pares geimers paraFestuca arundinace&chreb. e relataram que 59%
desses amplificaram em arroz, enquanto que 71%nféwmacionais em trigo. Similarmente,
em leguminosas, 96% dos parepdenersdesenhados pahMedicago truncatulgproduziram
amplicors em seis outras espécies pertencentes ao gkleslicago (Eujayl et al., 2004).
Utilizar-se dessa caracteristica para desenvolacadores EST-SSR para uso em culturas
com disponibilidade de dados restrita, como é ® ais feijdo-caupi, € primordial para
alavancar o melhoramento dessa cultura importaata @ populacdo nordestina e também

africana.

43



3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Andersen JR e Lubberstedt (2003) Functional markeggants. Trends in Plant Science 8:
554-560.

Anuério Estatistico ad Agricultura Brasileira. Aagrual 98. Sdo Paulo: FNP Consultoria &
Comeércio, 1998. pp 247-253.

Araujo JPP e Watt EE (1988) O caupi no Brasil.etition. ITA/Embrapa, Brasilia, 722 pp.
Armour JAL, Neumann R, Gobert S e Jeffreys AJ (398dlation of human simple repeat
locos by hybridization selection. Human Moleculan@tics 3: 599-605.

Arumuganathan K e Earle ED (1991) Nuclear DNA cohtd some important plant species.
Plant Molecular Biology Reporter 9: 208-218.

Ayres NM, McClung AM, Larkin PD, Bligh HFJ, Jone®\@ Park WD (1997) Microsatellite
and single nucleotide polymorphism differentiateoaent amylose classes in an extended
pedigree of US rice germ plasm. Theoretical andliddpgGenetics 94: 773-781.

Bagge M, Xia X e Lubberstedt T (2007) Functionalrkeas in wheat. Current opinion in
Plant Biology 10: 211-216.

Baudoin JP e Maréchal R (1985) Genetic diversityigna In: Singh SR, Rachie KO (eds)
Cowpea research, production, and utilization. WiNgw York, pp 3-11.

Barnum SR (1998) Biotechnology: An Introduction.t Eslition. Wadsworth Publishing
Company, Belmont-California, 360 pp.

Bayliss CD, Field D e Moxon ER (2001) The simplegunce contingency locos of
Haemophilus influenzaandNeisseria meningitidisThe Journal of Clinic Investigation 107:
657-666.

Beckman JS e Weber JL (1992) Survey of human anahicosatellites. Genomics 12: 627-
631.

Bennetzen JL e Ramakrishna W (2002) Numerous sreatfangements of gene content,
order and orientation differentiate grass genorm&mt Molecular Biology 48: 821-827.
Bezerra AAC (1997) Variabilidade e diversidade gieaéem caupi\igna unguiculata(L.)
Walp.) precoce, de crescimento determinado e goet® e semi-ereto, Universidade Federal
de Pernambuco, Dissertacédo de Mestrado, Recifepd.05

Blair MW, Pedraza F, buendia HF, Gaitan-Solis, Be&fk, Gepts P e Tohme J (2003)
Development of genome-wide anchored microsatethip for common bearPhaseolus
vulgarisL.). Theoretical and Applied Genetics 107: 1362437

44



Boeh-Ocansey O (1989) Developments and challengeafrica’s food industry. Food
Technology. 43: 84-92.

Bonierbale MW, Plaisted RL e Tanksley SD (1988) RRbhaps based on common sets of
clones reveal modes of chromosome evolution intp@ad tomato. Genetics: 120:1095-103.
Botstein D, White RL, Skolnick M e Davis RV (1980bnstruction of a genetic linkage map
In man using restrition fragment lenght polymorpsnerican Journal of Human Genetics
32:314-331.

Boutin SR, Young ND, Olsen TC, Yu ZH, Shoemaker B&alejos CE (1995) Genome
conservation among three legume genera detectadDMNA markers. Genome 38: 928-937.
Bressani R (1985) Nurtitive value of cowpea. Innghi SR e Rachie KO (eds) Cowpea
Research, Production and Utilization. 1st editidiley, New York, pp 353-359.

Brohede J, Primmer CR, Mdller A e Ellegren H (206@terogeneity in the rate and pattern
of germline mutation at individual microsatellitecbs. Nucleic Acids Research 30: 1997-
2003.

Brunel D, Froger N e Pelletier G (1999) Developmaramplified consensus genetic markers
(ACGM) in Brassica napusfrom Arabidopsis thalianasequences of known biological
function. Genome 42: 387-402.

Burstin J, Deniot G, Potier J, Weinachter C, Auligre Baranger A (2001) Microsatellite
polymorphism inPisum sativumPlant Breeding 120: 311-317.

Caetano-Anollés G (2001) Plant genotyping usingtrandy amplified DNA. In: Henry RJ
(ed) Plant Genotyping: The Fingerprinting of Planfist edition. CABI Publishing,
Wallingford, pp 29-46.

Caetano-Anollés G, Bassam BJ e Gresshoff PM (199 amplification fingerprinting: a
strategy for genome analysis. Plant Molecular Rjgl®eporter 9: 294-307.

Caetano-Anollés G, Bassam BJ e Gresshoff PM (198lidi) resolution DNA amplification
fingerprinting using very short arbitrary oligonaotide primers. Bio/Technology 9: 553-557.
Cannon SB, Sterck L, Rombauts S, Sato S, Cheun@duzy J, Wang X, Mudge J,
Vasdewani J, Schiex T, Spannagl M, Monaghan E, dscdm C, Humphray SJ, Schoof H,
Mayer KFX, Rogers J, Quétier F, Oldroyd GE, Deb@&|eCook DR, Retzel EF, Roe BA,
Town CD, Tabata S, Van der Peer Y e Young ND (2006gumem genome evolution
viewed through theVledicago truncatulaand Lotus japonicusgenomes. Proceedings of
National Academy of Sciences 103: 14959-14964.

45



Cardle L, Ramsay L, Milbourne D, Macaulay M, Maiéliae Wagh R (2000) Computational
and experimental characterization of physicallystdued simple sequence repeats in plants.
Genetics 156: 847-854.

Cato SA, Gardner RC, Kent J e Richardson TE (2@01apid PCR-based for genetically
mapping ESTs. Theoretical and Applied Genetics 208-306.

Caupi movimenta mais de US$ 249 milhdes no Brasilbrapa Meio-Norte, Teresina, v. 3,
n. 3, p. 4-5, jul. 2001.

Chabane K, Ablett GA, Cordeiro GM, Valkoun J e HeRJ (2005) EST versus genomic
derived microsatellite markers for genotyping walidd cultivated barley. Genetic Resources
and Crop Evolution 52: 903-909.

Chagné D, Chaumeil P, Ramboer A, Collada C, Guesar@ervera MT, Vendramin GG,
Garcia V, Frigerio J-M, Echt C, Richardson T e Pilmm C (2004) Cross-species
transferability and mapping of genomic and cDNA SSiR pines. Theoretical and Applied
Genetics 109: 1204-1214.

Chakraborty R Kimmel M, Stivers L, Davidsen LJ ekBdR (1997) Relative mutation rates at
di, tri and tetranucleotide microsatellite locogodeedings of the National Academy of
Sciences 94: 1041-1046.

Chen X, Laudeman TW, Rushton PJ, Spraggins TA ekdiviP (2007) CGKB: an
annotation knowledge for cowped/igna unguiculatal.) methylation filtered genomic
genespace sequences. BMC Bioinformatics 8: 129-137.

Choi H-K, Kim D, Uhm T, Limpens E, Lim H, Mun J, KaP, Penmetsa RV, Seres A,
Kulikova O, Roe BA, Bisseling T, Kiss B e Cook DROQ4b) A sequence-based genetic map
of Medicago truncatulaand comparison of marker co-linearity witfledicago sativa
Genetics 166: 1463-1502.

Choi H-K, Mun J-H, Kim D-J, Zhu H, Baek J-M, MuddeRoe B, Ellis N, Doyle J, Kiss GB,
Young ND e Cook DR (2004a) Estimating genome corem between crop and model
legume species. Proceedings of National Acaden8c@nces 101: 15289-15294.

Cifarelli RA, Gallitelli M e Celline F (1995) Rando amplified hybridization microsatellite
(RAHM): isolation of a new class of microsatellitentainig DNA clones. Nucleic Acids
Research 23: 3802-3803.

Coulibaly S, Pasquet RS, Papa R e Gepts R (2002)PABRnalysis of the phenetic
organization and genetic diversity \digna unguiculata.. Walp. reveals extensive gene flow
between wild and domesticated types. TheorticalAppulied Genetics 104: 358-366.

46



Cover Crop Database http://www.sarep.ucdavis.etblogCCrop.exe/show_crop_15
(January 31, 2008)

Cowpea Genomics, http://cowpeagenomics.med.virgidid (Janeiro, 2008).

Dadson RB, Hashem FM, Javaid I, Joshi J, Allen Abevine TE (2005) Effect of water
stress on the yield of cowpedigna unguiculata.. Walp.) genotypes in the Delmarva region
of the United States. Journal of Agronomy and C3ogence 191: 210-217.

Dallas JF (1992) Estimation of microsatellite migtatrates in recombinant inbred strains of
mouse. Mammalian Genome 3: 452-456.

Dantas JP, Marinho FJL, Ferreira MMM, Amorim MSNndkade SIO e Sales AL (2002)
Avaliacdo de gendtipos de caupi sob salinidadeisReBrasileira de Engenharia Agricola
Ambiental 6: 425-430.

Devos KM e Gale MD (1997) Comparative geneticshim grasses. Plant Molecular Biology
35: 3-15.

DeWoody J, Nason JD e Hipkins VD (2006) Mitigatisgpring errors in microsatellite data
from wild populations. Molecular Ecology Notes &19957.

Di Rienzo A, Peterson AC, Garza JC, Valdes AM, kel e Freimer NB (1994) Mutational
processes of simple sequence repeat locos in hpoyaration. Proceedings of the National
Academy of Sciences 91: 3166—3170.

Diwan N e Cregan PB (1997) Automated sizing obffascent-labeled simple sequence
repeat (SSR) markers to assay genetic variatisoybean. Theoretical and Applied Genetics
95: 723-733.

Doyle JJ e Luckow MA (2003) The rest of the icebdrggume diversity and evolution in a
phylogenetic context. Plant Physiolgy 131: 900-910.

Dunham RA (2004) Aquaculture and Fisheries Biotettgy: Genetic Approaches. 1st
edition. CABI Publishing, Wallingford, 384 pp.

Edwards A, Hammond HA, Jin L, Caskey CT, Chakrap¢t092) Genetic variation at five
trimeric and tetrameritandemrepeat locos in four human population groups. Geos 12:
241-253.

Ehlers JD e Hall AE (1997) Cowpedigna unguiculatd.. Walp.). Field Crops Research 53:
187-204.

Eichler EE, Holden JJA, Popovich BW, Reiss AL, Sriioéwl hibodeau SN, Richards S, Ward
PA e Nelson DL (1994) Lenght uninterrupted CGG agpedetermines instability in the
FMR1 gene. Nature Genetics 8: 88-94.

47



Ellegren H (2000) Heterogeneous mutation processediuman microsatellite DNA
sequences. Nature Genetics 24: 400-402.

Ellegren H (2004) Microsatellites: simple sequenedh complex evolution. Nature Reviews
Genetics 5: 435-445.

Ellis JR e Burke JM (2007) EST-SSRs as a sourc@dpulation genetic analyses. Heredity
99: 125-132.

Ellsworth DL, Rittenhouse KD and Honeycutt RL (1998tifactual variation in randomly
amplified polymorphic DNA banding patterns. Biotadjues 14: 214-217.

Elowad HOA e Hall AE (1987) Influences of early datk nitrogen fertilization on yield and
nitrogen fixation of cowpea under well-watered adiy field conditions. Field Crops
Research 15: 229-244.

Embrapa. Centro Nacional de Pesquisa de Arrozjad-@soiania, GO). Catalogo descritivo
de germoplasma de cauMigna unguiculatgL.) Walp.). Goiania, 1990. 16p. (EMBRAPA-
CNPAF. Documentos, 31).

Eujayl I, Sledge MK, Wang L, May GD, Chekhovskiydad Zwonitzer JC e Mian MAR
(2004) Medicago truncatulaEST-SSRs reveal cross-species genetic marker§iéoicago
spp. Theoretical and Applied Genetics 108: 414-422.

Eujayl I, Sorrels ME, Baum M, Wolters P e Powell (2001) Assessment of genotypic
variation among cultivated durum wheat based on-ESRs and genomic SSRs. Euphytica
119: 414-422.

Feldman MW, Bergman A, Pollock DD e Goldstein DBO9I) Microsatellite genetic
distances with range constraints: analytic desonpand problems of estimation. Genetics
145: 207-216.

Ferreira ME and Grattapaglia D (1998) Introducdouao de marcadores moleculares em
analise genética. 32 edicio. EMBRAPA-CENARGEN, Big220 pp.

Fery RL (1985) Improved cowpea cultivars for tharticultural industry in the USA. In:
Singh SR and Rachie KO (eds) Cowpea Research, &roduand Utilization. 1st edition.
Willey, New York, pp 127-135.

Fery RL, (1990) The cowpea: production, utilizatioand research in United States.
Horticulture Review 12: 197-222.

Fery RL (2002) New opportunities Wigna In: Janick J and Whipkey A (eds) Trends in New
Crops and New Uses, ASHS Press, Alexandria, ppi234-

Field D e Wills C (1996) Long polymorphic microdétes in simple organisms. Proceedings
of the Royal Society 263: 209-215.

48



Fisher D e Bachmann K (1998) Microsatellite enrieiminin organism with large genomes
(Allium cepa. Biotechniques 24:796-802.

Fondon JW, Il e Garner HR (2004) Molecular origafgapid and continuous morphological
evolution. Theoretical and Applied Genetics 101098 18063.

Frahm-Leliveld JA (1965) Cytological data on som&wropical Vigna species and cultivars
from cowpea and asparagus bean. Euphytica 14: 261-2

Fraser LG, Harvey CF, Crowhurst RN e Silva HN (20B8%T-derived microsatellites from
Actinidia species and their potential for mapping. Theoaétand Applied Genetics 108:
1010-1016.

Freire Filho FR, Cardoso MJ, Ribeiro VQ, Athaydebfoho C e Silva PHS. Introducéo,
avaliacdo e utilizacdo de germoplasma de feijdoassr Yigna unguiculata(L.) Walp.).
Relatorio Técnico Anual da Unidade de Execucdo d®ifo Estadual de Teresina 1990.
Teresina, p 126-131, 1991.

Freire Filho FR, Cardoso MJ, Ribeiro VQ. Variabdde Genética e capacidade de
combinacdo em feijdo macass#ligha unguiculata(L.) Walp.) In: Seminario de Pesquisa
Agropecuaria do Piaui, 6., 1990, Teresina. Anal®resina: Embrapa-UEPAE de Teresina,
1992. p. 219-227.

Freire Filho FR, Ribeiro VQ, Barreto PD and Sar@es- (1999) Melhoramento genético do
caupi {igna unguiculata(L.) Walp.) na regido Nordeste. In: Queiroz MA, édert CO;
Ramos SRR (Org) Recursos genéticos e melhoramenpdadtas para o nordeste brasileiro.
1st edition. Embrapa-CPATSA, Petrolina, pp.

Gale MD e Devos KM (1998) Comparative geneticshia grasses. Proceedings of National
Academy of Sciences 95: 1971-1974.

Gao L, Tang J Li H e Jia J (2003) Analysis of mgatllites in major crops assessed by
computational and experimental approaches. Mole&reeding 12: 245-261.

Gebhardt C, Ritter E, Barone A, Debener T, WalkemBi, Schachtschabel U, Kaufmann H,
Thompson RD, Bonierbale MW, Ganal MW, Tanksley SBatamini F (1991) RFLP maps
of potato and their alignment with the homoeologdosato genome. Theoretical and
Applied Genetics 83: 49-57.

Genetic Markers, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bodkafcgi?rid=hmg.section.1387 (Janeiro,
2008).

Graham PH e Vance CP (2003) Legumes: importancecansiraints to greater use. Plant
Physiology 131: 872-877.

49



Gupta PK e Rustgi S (2001) Molecular markers fromttanscribed / expressed region of the
genome in the higher plants. Functional & Integtbenomics 4: 139-162.

Gupta PK, Rustgi S, Sharma S, Singh R, Kumar N lgaBaHS (2003) Transferable EST-
SSR markers for the study of polymorphism and dertersity in bread wheat. Molecular
Genetics and Genomics 270: 315-323.

Gur-Arie R, Cohen CJ, Eitan Y, Shelef L, Hallerntei e Kashi Y (2000) Simple sequence
repeats inEscherichia coli abundance, distribuition, composition, and polypmhism.
Genome Research 10: 62-71.

Gutierrez MV, Patto MCV, Huguet T, Cubero JI, MooeM T e Torrez AM (2005) Cross-
species amplification dfledicago truncatulamicrosatellites across three major pulse crops.
Theoretical and Applied Genetics 110: 1210-1217.

Hackauf B e Wehling P (2002) Identification of nasatellite polymorphism in an expressed
expressed portion of the rye genome. Plant Breetiig 17-25.

Haezebroeck V, Renaville R, Bertozzi C, ParmentjePirard M e Portetelle D (2001)
Molecular traceability of animals and their productn: Renaville R e Burny A (eds)
Biotechnology in Animal Husbandry. 1st edition. er Academic Publishers, Dordrech, pp
333-344.

Hamada H, Seidman M, Howard BH e Gorman CM (198#)daced gene expression by the
poly (dT-dG) poly (dC-dA) sequences. Molecular &wadlular Biology 4:2622-2630.
Hammock EAD e Young LJ (2004) Functional microda&epolymorphism associated with
divergent social estructure in voles species. MdadBiology and Evolution 21: 1057-1063.
Hancock JM (1996) Simple sequences in “minimal’aan. Nature Genetics 14: 14-15.

Harr B e Schlotterer C (2000) Long microsatellifelas in Drosophila melanogastenave a
downward mutation bias and short persistence timdsch cause their genome-wide
underrepresentation. Genetics 155: 1213-1220.

Harr B, Todorova J e Schiétterer C (2002) Mismatepair-driven mutational bias iD.
MelanogasterMolecular Cell 10: 199-205.

Henriet J, van Ek GA, Blade SF e Singh BB (1997pnRilative assessment of traditional
cropping systems in the Sudan savanna of northégerid. I. Rapid survey of prevalent
cropping systems. Samaru Journal of Agriculturaddech. 14: 37-45.

Hile SE e Eckert KA (2004) Positive correlation veeen DNA polymerasear-primase
pausing and mutagenesis within polypyrimidine Apaftine microsatellite sequences. Journal
of Molecular Biology 335: 745-759.

50



Holton TA, Christopher JT, McClure L, Harker N e g RJ (2002) Identification and
mapping of polymorphic SSR markers from expressequance of barley and wheat.
Genetics 164: 655-664.

Huang Q-Y, Xu F-H, Shen H, Deng H-Y, Liu Y-J, LiuZ, Li J-L, Recker RR e Deng H-W
(2002) Mutation patterns at dinucleotide microdaéelocos in humans. American Journal of
Human Genetics 70: 625-634.

Humphry ME, Konduri V, Lambrides CJ, Magner T, Migire CL, Aitken EAB e Liu CJ
(2002) Development of a mungbearigna radiatg RFLP linkage map and its comparison
with lablab (ablab purpureusreveals a high level of colinearity between twe ggenomes.
Theoretical and Applied Genetics 105: 106-166.

Hunter RL e Markert CL (1957) Histochemical demaaisdbn of enzymes separated by zone
electrophoresis in starch gels. Science 125: 12951

Ikea J, Ingelbrecht I, Uwaifo A e Thottappilly GO@3) Stable gene transformation in cowpea
(Vigna unguiculata_. walp.) using particle gun method. African Jalrof Biotechnology 2:
211-218.

Jakupciak JP e Wells RD (2000) Gene conversiorofnémation) mediates expansions of
CTG.CAG repeats. Journal of Biological Chemistr24003-4013.

Jarne P e Lagoda PJL (1996) Microsatellites, fromtegules to populations and back. Trends
in Ecology and Evolution 11: 424-429.

Jayashree B, Punna R, Prasad P, Bantte K, HaslkCl@andra S, Hoisington DA e Varshney
RK (2006) A database of simple sequence repeats daveal and legume expressed sequence
tags mined in silico: survey and evaluationln Silico Biology 6.
http://www.bioinfo.de/isb/2006/06/0054/.

Kalé P, Seres A, Taylor SA Jakab J, Kevei Z, KerészEndre G, Ellis THN e Kiss GB
(2004) Comparative mapping betwedhedicago sativaand Pisum sativum Molecular
Genetics and Genomics 272: 235-246.

Kantety RV, La Rota M, Matthews DE e Sorrells MEQ2) Data mining for simple
sequence repeats in expressed sequence tags frtay, lmaaize, rice, sorghum and wheat.
Plant Molecular Biology 48: 501-510.

Kashi Y e King DG (2006) Simple sequence repeatadeantageous mutators in evolution.
Trends in genetics 22: 253-259.

Kashi Y e Soller M (1999) Functional roles of misatellites and minisatellites. In: Goldstein
DB and Schlétterer C (eds) Microsatellites: Evaatiand Applications. 1st edition. Oxford
University Press, Oxford, pp 10-23.

51



Kashi Y D, King D e Soller M (1997) Simple sequenepeats as a source of quantitative
genetic variation. Trends in Genetics 13: 74-78.

Katti MV, Ranjekar PK e Gupta VS (2001) Differemtidistribution of simple sequence
repeats in eukaryotic genome sequences. Molecudéwdy and Evolution 18: 1161-1167.
Keller B e Feuillet C (2000) Colinearity and gerensity in grasses genomes. Trends in Plant
Science 5: 246-251.

Kijas JMH, Thomas MR, Fowler JCS e Roose ML (19%Tegration of trinucleotide
microsatellite into a linkage map of citrus. Theima and Applied Genetics 94: 701-706.
Kimmel M e Chakraborty R (1996) Measures of vaoiatiat DNA repeat locos under a
general stepwise mutation model. Theoretical Pajudiology 50: 345-367.

King DG, Soller M e Kashi Y (1997) Evolutionary ing knobs. Endeavour 21: 36-40.
Kruglyak S, Durrett RT, Schug M D e Aquadro CF (@pEquilibrium distributions of
microsatellite repeat length resulting from a betarbetween slippage events and point
mutations. Proceedings of the National Academyoiéiges 95: 10774-10778.

Kuleung C, Baezinger PS e Dweikat | (2004) Traradfgity of SSR markers among wheat,
rye, and triticale. Theoretical and Applied Gereti©8: 1147-1150.

Kumar LS (1999) DNA markers in plant improvementn Averview. Biotechnology
Advances 17: 143-182.

Kumpatla SP e Mukhopadhyay S (2005) Mining and eyref simple sequence repeats in
expressed sequence tags of dicotiledonous sp&re®me 48: 985-998.

Kuykendall LD, Hashem FM, Dadson RB e Elkan GK @ORitrogen fixation. In: Ledeberg
J (ed) Encyclopedia of Microbiology, Vol 3. 2nd &al. Academic Press, New York, pp 329-
404.

Kwapata MB e Hall AE (1985) Effects of moisture irag and phosphorus on mycorrhizal
infection, nutrient uptake, and growth of cowp¥®&gtia unguiculataL.) Walp.). Field Crop
Research 12: 241-250.

La Rota M, Kantety RV, Yu J-K e Sorrells ME (2008)onrandom distribution and
frequencies of genomic and EST-derived micros&etharkers in rice, wheat, and barley.
BMC Genomics 6: 23-35.

Lagercrantz U (1998) Comparative mapping betwéeabidopsis thalianaand Brassica
nigra indicates thaBrassicagenomes have evolved through extensive genomeagph
accompanied by chromosome fusions and frequermareggments. Genetics 150: 1217-1228.
Lagercrantz U e Lydiate DJ (1996) Comparative gemomapping irBrassica Genetics 144:
1903-1910.

52



Lagercrantz U, Ellegren H e Andersson L (1993) &hendance of various polymorphic
microsatellite motifs differs between plants andteferates. Nucleic Acids Research 21:
1111-1115.

Langer RHM e Hill GD (1991) Agricultural Plants. @edition. Cambridge University Press,
Cambridge, 401 pp.

Lee JM, Grant D, Vallejos CE e Shoemaker RC (2(B&home organization in dicots. II.
Arabidopsisas a bridging species to resolve genome duplicatieents among legumes.
Theoretical and Applied Genetics 103: 765-773.

Leigh F, Lea V, Law J, Wolters P, Powell W e Donini(2003) Assessment of EST-and
genomic microsatellite markers for variety discnation and genetic diversity studies in
wheat. Euphytica 133: 359-366.

Levantamento Sistematico da Producao Agricola,dRiganeiro, v.5, n.12, 1993, pp 65-71,
IBGE.

Levantamento Sistematico da Produgdo Agricola,deiganeiro, v.6, n.12, 1994, pp 65-71,
IBGE.

Levantamento Sistematico da Producao Agricola,dRiganeiro, v.7, n.12, 1995, pp 65-70,
IBGE.

Levantamento Sistematico da Produgdo Agricola,deiganeiro, v.8, n.12, 1996, pp 65-70,
IBGE.

Levantamento Sistematico da Producao Agricola,dRiganeiro, v.9, n.12, 1997, pp 65-70,
IBGE.

Levinson G e Gutman GA (1987) Slipped-strand mrapgi A major mechanism for DNA
sequence evolution. Molecular Biology and Evolu#or203-221.

Lewin B (2004) Genes VIII. 1st edition. Pearsonrfice Hall, Upper Saddle River, 1056 pp.
Lewis G, Schrirer B, Mackinder B e Lock M (eds) @8) Legumes of the world. 1st edition.
Kew, London, 592 pp.

Li Y-C, Abraham BK, Fahima T e Nevo E (2004) Micatsllites within genes: Structure,
function, and evolution. Molecular Biology and Ewtibn 21: 991-1007.
Liewlaksaneeyanawin C, Ritland CE, EL-Kassaby YARgland K (2004) Single-copy,
species-transferable microsatellite markers dewelojpom lobolly pine ESTs. Theoretical
and Applied Genetics 109: 361-369.

Lin X, Kaul S, Rounsley S, Shea T, Benito MI, To®D, Fujii CY, Mason T, Bowman CL,
Barnstead M, Feldblyum TV, Buell CR, Ketchum KA,d.8, Ronning CM, Koo HL, Moffat
KS, Cronin LA, Shen M, Pai G, Van Aken S, UmayamTillon LJ, Gill JE e Venter JC

53



(1999) Sequence and analysis of chromosome 2 opldr Arabidopsis thalianaNature
402:761-768.

Lindemann WC e Glover CR (2003) Nitrogen fixatiop legumes. Cooperative Extension
Service, College of Agriculture and Home Economigsiversity of New Mexico. Guide A-
129.

Litt M e Luty JA (1989) A hypervariable microsattdl revealed by in vitro amplification of a
dinucleotide repeat within the cardiac muscle agéne. American Journal of Human
Genetics 44: 397-401.

Livingstone KD, Lackney VK, Blauth JR, van Wijk RJahn MK (1999) Genome mapping in
Capsicumand the evolution of genome structure in the Satane. Genetics 152: 1183-1202.
Lukens L, Zou F, Lydiate D, Parkin I e Osborn T P Comparison oBrassica oleracea
genetic map with genome Afabidopsis thalianaGenetics 164: 359-372.

Maestri E, Maleevschi A, Massari A e Marmiroli NO@) Genomic analysis of cultivated
barley Hordeum vulgare using sequence-taggeted molecular markers. Bsgmaf
divergence based on RFLP and PCR markers derived 8tress-responsive genes, and
simple-sequence repeats (SSRs). Molecular Geratt§senomics 267: 186-201.

Majewski J e Ott J (2000) GT repeats are associatgd recombination on human
chromosome 22. Genome Research 10: 1108-1114.

Malacinski GM (2003) Essentials of Molecular Biojogdth edition. Jones and Bartlett
Publishers, Boston, 516 pp.

Manshardt R (2004) Crop improvement by conventidmaleding or genetic engeneering:
How different are they? College of Tropical Agiicme and Human Resources, Bio-5: 1-3
Marcotte EM, Pellegrini M, Yeates TO e Eisrnberg(I®99) A census of protein repeats.
Journal of Molecular Biology 293: 151-160.

Maréchal R, Mascherpa JM e Stainier F (1978) Etiactlenomique d'un groupe complexe
d'espéces des genres PhaseolusVigina (Paplionaceae) sur la base de donnees
morphologiques et polliniques, traitees par l'asalinformatique. Biossiera Genéeve 28: 1-
273.

Martins LMV, Xavier GR, Rangel FW, Ribeiro JRA, NesyMCP, Morgado LB e Rumjanel
NG (2003) Contribuitions of biological nitrogen &tion to cowpea: a strategy for improving
grain yield in the semi-arid region ef Brazil. Bigly and Fertility of Soils 38: 333-339.
Menancio-Hautea D, Fatokun CA, Kumar L, Danesh Moeing ND (1993) Comparative
genome analysis of mungbearigna radiata(L.) Wilczek) and cowpea (Munguiculata(L.)

Walpers) using RFPL mapping data. Theoretical appliad Genetics 86: 797-810.
54



Messier W (1996) The birth of microsatellites. Nat@81: 483.

Metzgar D, Bytof J and Wills C (2000) Seletion ampdi frameshift mutations limits
microsatellite expansion in coding DNA. Genome Rede 10: 72-80.

Milach SCK (1998) Marcadores de DNA. Revista Biotgogia 5: 14-17.

Morgante M e Olivieri AM (1993) PCR-amplified migatellites as markers in plant
genetics. The Plant Journal 3: 175-182.

Morgante M, Hanafey M e Powell W (2002) Microshtelare preferentially associated with
nonrepetitive DNA in plant genomes. Nature Genedla:s194-200.

Mortimore MJ, Singh BB, Harris e Blade SB (1997 wpea in traditional cropping systems.
In: Singh BB, Mohan Raj DR, Dashiell K e Jackai LE#Is) Advances in Cowpea Research.
1st edition. lITA-JIRCAS, Ibadan, pp 99-113.

Moss DW (1982) Izoenzimes. 1st edition. Chapmanadl,H.ondon, 204 pp.

Moxon R, Bayliss C e Hood D (2006) Bacterial cogéncy locos: The role of simple
sequence DNA repeats in bacterial adaptation. ArfiReaiew of Genetics 40: 307-333.
Mudge J, Cannon SB, Kalo P, Oldroyd GED. Roe BAyii&D e Young ND (2005) Highly
syntenic regions in the genomes of soybé&@dicago truncatulaandArabidopsis thaliana
BMC Plant Biology 5: 15-30.

Mullis KB, Ferré F e Gibbs RA (eds) (1994) The RPofrase Chain Reaction. 1st edition.
Birkh&user, Basel, 458 pp.

Mun J-H, Kim D-J, Choi H-K, Gish J, Debellé F, Mwdg, Denny R, Endré G, Saurat O,
Dudez A-M, Kiss GB, Roe B, Young ND e Cook DR (2p@astribuition of microsatellites
in genome oMedicago truncatulaa resource of genetic markers that integrate tgenaad
physical maps. Genetics 172: 2541-2555.

Muralidharan K e Wakeland EK (1993) Concentratiérpomer and template qualitatively
affects products in random-amplified polymorphic ®RCR. Biotechniques 14: 362-364.
Murphy RW, Sites JWJ, Buth DG e Haufler CH (199@)tfins I: isoenzyme electrophoresis.
In: Hills DM e Moritz C (eds) Molecular Systematicist edition. Sinauer Associates,
Sunderland, pp 45-126.

Nadir E, Margalit H, Gallily T e Bensasson SA (1984icrosatellite spreading in the human
genome : Evolutiomary mechanisms and structuralieajons. Proceedings of the National
Academy of Sciences 93: 6470-6475.

Nauta MJ e Weissing FJ (1996) Constraints on afigle at microsatellite locos: implications
for genetic differentiation. Genetics 143: 1021-203

55



Naylor RN, Falcon WP, Goodman RM, Jahn MM, Sengobb&efera H e Nelson RJ (2004)
Biotechnology in the developing world: a case foecreased investiments in orphan crops.
Food Policy 29: 15-44.

Nelson RJ, Naylor RL e Jahn MM (2004) The role ehgmics in improvement of “orphan”
crops. Crop Science 44: 1901-1904.

Nicot N, Chiquet V, Gandon B, Amilhat L, Legeai Egroy P, Bernard M e Sourdille P
(2004) Study of simple sequence repeats (SSR) msafi@n wheat expressed tags (ESTS).
Theoretical and Applied Genetics 109: 800-805.

Ng, NQ e Maréchal R (1985) Cowpea taxonomy, oragid germoplasm. In: Singh S, Rachie
K (eds) Cowpea research, production, and utilimatiley, Chichester, UK, pp 11-21

Ng NQ (1995) Cowpea’igna unguiculata(Leguminosea-Papilionoidaea). In: Smartt J,
Simmonds N (eds) Evolution of crop plants. Longmamdon, pp 326—-332.

Ohta T e Kimura M (1973) A model of mutation apprafe to estimate the number of
electrophoretically detectable alleles in a fimptgulation. Genetical Research 22: 201-204.
Oliveira EJ, Padua JG, Zucchi Ml, Vencovsky R eiNieMLC (2006) Origin, evolution and
genome distribution of microsatellites. Geneticd Bolecular Biology 29: 294-307.

Olufajo OO e Singh BB. (2002) Advances in cowpeapping systems research. In:
Challenges and opportunities for enhancing sudté@neowpea production. Proceedings of
the World Cowpea Conference lll, held at the Indional Institute of Tropical Agriculture
(IITA), Ibadan, Nigeria, 4-8 September 2000.pp Z&7~

Orgel LE e Crick Francis (1980) Selfish DNA: Théimiate parasite. Nature 284: 604-607.
Osborn TC, Kole C, Parkin IAP, Sharpe AG, Kruiper Mydiate DJ e Trick M (1997)
Comparison of flowering genes Brassica rapaBrassica napusndArabidopsis thaliana
Genetics 146: 1123-1129.

Padulosi S, Hodgkin T, Williams JT e Hag N (2002)ddrutilized crops: trends, challenges
and opportunities in the 21st century. In: EngéfBv) Rao VR, Brown AHD and Jackson
MT (eds) Managing plant genetic resources. CABIfPCGxfordshire, pp 323-338.

Padulosi S e Ng NQ (1997) Origin, taxonomy, and photogy of Vigna unguiculatalL.
Walp. In: Singh BB, Mohan Raj DR, Dashiell KE aratldai LEN (eds) Advances in Cowpea
Research. 1st edition. ITA-JIRCAS, Ibadan, pp.2-1

Paetkau D e Strobeck C (1995) The molecular basi evolutionary history of a

microsatellite null alleles in bears. Molecular Egy 4: 519-520.

56



Parfitt DE e Arulsekar S (1987) Measurament andiorof genetic variation in tissue culture
systems. In: Bonga JM e Durzan DJ (eds) Cell arssue Culture in Forestry, v. 1. 2nd
edition. Martinus Nijhoff Publishers, Dordrecht, pp6-297.

Pashley CH, Ellis JR, McCauley DE e Burke JM (20&3T databases as a source for
molecular markers: Lessons from tHelianthus Journal of Heredity 97: 381-388.

Pasquet RS (1996) Cultivated cowpedigfa unguiculat® genetic organization and
domestication. In: Pickersgill B, Lock J (eds) Adeas in legumes. Systematics vol. 8:
legumes of economic importance. Royal Botanic GassdKew, pp 101-108.

Pasquet RS e Baudoin J-P (2001) Cowpea. In: Charidacquot M, Hamon S e Niclas D
(eds) Tropical Plant Breeding. 1st edition. ScielRab Inc, Enfield ,pp 177-198.

Peakall R, Gilmore S, Keys W, Morgante M e RafaSKiL998) Cross-species amplification
of soybeanGlycine ma¥ simple sequence repeats (SSRs) within the gamlistaer legumes
genera: Implications for transferability of SSRspiants. Molecular Biology and Evolution
15: 1275-1287.

Pemberton JM, Slate J, Bancroft DR e Barrett JA9%)9Nonamplifying alleles at
microsatellite locos: a caution for parentage angutation studies. Molecular Ecology 4:
249-252.

Penner GA, Bush A, Wise R, Kim W, Domier L, Kashal&ouche A, Scoles G, Molnar SJ,
e Fedak G (1993) Reproducibility of random ampiifgolymorphic DNA (RAPD) analysis
among laboratories. PCR Methods and Applicatior842-345.

Petes TD, Greenwell PW e Dominska M (1997) Stadtilins of microsatellite sequences by
variant repeats in the yedsaccharomices cerevisia@enetics 146: 491-498.

Phillips RL e Vasil IK (2001) DNA-based markersptants. 2nd edition. Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, 529 pp.

Poncet V, Rondeau M, Tranchant C, Cayrel A, HampdeSKochko A e Hamon P (2006)
SSR mining in coffee tree EST database: potengal af EST-SSRs as markers for the
Coffeagenus. Molecular Genetics and Genomics 276: 436-44

Popelka JC, Gollasch S, Moore A, Molvig L, e HiggiRJV (2006) Genetic transformation of
cowpea Vigna unguiculatal.) and stable transmission of the transgenesraggny. Plant
Cell Reports 25: 304-312.

Powell W, Machray GC e Provan J (1996) Polymorpbkisevealed by simple sequences

repeats. Trends in Plant Science 1: 215-222.

57



Presley GJ (1992) Beyond Mendel’s garden: Bioteldgyin agriculture. In: Thottappilly G,
Monti LM, Mohan Raj AW, Moore AW (eds) Biotechnolpgig Enhancing Research on
Tropical Crops in Africa. 1st edition. CTA / [ITAhadan, Nigeria, pp 11-19.

Primmer CR, Ellegren H, Saino N e Mgller AP (19%Wijectional evolution in germline
microsatellite mutations. Nature Genetics 13: 393-3

Prinyawiwatkul W, Mcwatters KH, Beuchat LR e Plp#ii RD (1996) Cowpea flour: a
potential ingredient in food products. Critical Rewvs in Food Science and Nutrition 36: 413-
436.

Quin FM (1997) Introduction. In: Singh BB, MohanjR2R, Dashiell KE and Jackai LEN
(eds) Advances in Cowpea Research. 1st editioA-OIRCAS, Ibadan, pp. ix-xv.
Rackoczy-Trojanowska M e Bolibok H (2004) Charasteas and comparison of three
classes of microsatellite-based markers and tipglications in plants. Cellular & Molecular
Biology Letters 9: 221-238.

Richard GF e Paqués F (2000) Mini and microsatelékpansions: the recombination
connection. EMBO Reports 11: 122-126.

Roéder MS, Plaschke J, Konig SU, Bérner A, Sorrélis, Tanskley SD e Ganaw MW (1995)
Abunsance, variability and chromossomal locationno€rosatellite in wheat. Molecular
Genetics and Genomics 246: 327-333.

Rongwen J, Akkaya MS, Bhagwat AA, Lavi A e Cregdh(R995) The use of microsatellites
DNA markers for soybean genotype identificationedietical and Applied Genetics 90: 43-
48.

Rose O e Falush D (1998) A threshold size for nsiatellite expansion. Molecular Biology
and Evolution 15: 613-615.

Rounsley SD, Glodek A, Sutton G, Adams MD, Som&wviR, Venter JC e Kerlavage AR
(1996) The construction &rabidopsisexpressed sequence tags assemblies. Plant Plgysiolo
112:1177-1183.

Rungis D, Berube Y, Zhang J, Ralph S, Ritland ks B, Douglas C, Bohlmann J e Ritland
K (2004) Robust simple sequence repeat markersgouce Picea spp) from expressed
sequence tags. Theoretical and Applied Genetics 1IZ8B-1294.

Saha MC, Rouf Mian MA, Eujayl |, Zwonitzer JC, Wahge May GD (2004) Tall frescue
EST-SSR markers with transferability across sevgnadses species. Theoretical and Applied
Genetics 109: 783-791.

Sainudiin R, Durrett RT, Aquadro CF e Nielsen2ZR(4) Microsatellite mutation models:
insights from a comparison of humans and chimpanzZgenetics 168: 383-395.

58



Sambrook J, Fritsch EF e Maniatis T (1989) Moleculdoning: laboratory manual. 2nd
edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, NeavkY

Sato S e Tabata S (200&)tus japonicuss a plataform for legume research. Current Opinio
in Plant Biology 9:128-132.

Schlotterer C (2000) Evolutionary dynamics of mgatellite DNA. Chromossoma 109:365-
371.

Schlétterer C e Wiehe T (1999) Microsatellites,emutral markers to infer selective sweeps.
In: Goldstein DB e Schlétterer C (eds) Microsatedi Evolution and Applications. 1st
edition. Oxford University Press, Oxford, pp 238724

Schlotterer C, Ritter R, Harr B e Brem G (1998) HHigutation rate of a long microsatellite
allele in Drosophila melanogasteprovides evidence for allele-specific mutationesat
Molecular Biology and Evolution 15: 1269-1274.

Scott KD, Eggler P, Seaton G, Rossetto M, Alidf, Lee LS e Henry RJ (2000) Analysis
of SSRs derived from grape ESTs. Theoretical anpliég Genetics 100: 723-726.

Scott KD (2001) Microsatellite derived from ESTeadaheir comparison with those derived
by other methods. In: Henry RJ (eds) Plant Genatypihe DNA fingerprinting of Plants.
CABI Publishing, Oxon, pp 225-237.

Seastedt TR e Knapp AK (1993) Consequences of ndigqim resource availability across
multiple time scales: the transient maxima hypathdde American Naturalist 141: 621-633.
Sharma PC, Grover e Kahl G (2007) Mining microsiégsl in eukaryotic genomes. Trends in
Biotechnology 25: 490-498.

Shimoda N, Knapik EW, Ziniti J Sim C, Yamada E, KapS, Jackson D, de Sauvage F,
Jacob H e Fishman MC (1999) Zebrafish genetic mép 2000 microsatellite markers.
Genomics 58: 219-232.

Shriver MD, Jin L, Chakraborty R e Boerwinkle E 9B) VNTR allele frequency
distributions under the stepwise mutation modetomputer simulation approach. Genetics
134: 983-993.

Silva KJD (2007) Feijdo-caupi: uma opcado a agngalt familiar e empresarial.
www.agrosoft.org.br/?g=node/27402

Simon CJ e Muehlbauer FJ (1997) Construction dfiekpea linkage map and its comparison
with maps pea and lentil. Journal of Heredity 8B5-1.19.

Singh BB (2005)igna unguiculata.. Walp. In: Singh, RJ e Jahuar PP (eds) (2005)eGe
Resources, Chromosome Engineering, and Crop Imprene Grain Legumes. Vol. 1. 1st
edition. CRC Press, Boca Raton, pp 116-151.

59



Singh BB e Emechebe AM (1998) Increasing produgtiaf millet-cowpea intercropping
systems. In: Emechebe AM, Ikwelle MC, Ajayi O, AmiKano M e Anaso AB (eds) Pearl
Millet in Nigeria Agriculture: Production, Utilizain and Research Priorities, Proceedings of
the Pre-season Planning Meeting for the Nation@lbprdinated Research Programme for
Pearl Millet, Maiduguri, April 21-24, 1997. Lake @i Research Institute, Maiduguri,
Nigeria, pp 88-75.

Singh BB, Ajeibe HA, Tarawali SA, Fernandez-Riv&a& Abubakar M (2003) Improving the
production and utilization of cowpea as food anubifer. Field Crop Research 84: 169-177.
Singh BB, Cambliss Ol e Sharma B (1997) Recentaraks in cowpea breeding. In: Singh
BB, Mohan Raj DR, Dashiell K and Jackai LEN (ed&jlvances in cowpea research. 1st
edition. ITA-JIRCAS, Ibadan, pp 30-49.

Singh RJ (2005) Landmark research in grain legummesSingh, RJ e Jahuar PP (eds) (2005)
Genetic Resources, Chromosome Engineering, and IBrpmvement. Grain Legumes, Vol.
1. 1st edition. CRC Press, Boca Raton, pp 1-9.

Singh RJ, Chung GH e Nelson RL (2007) Landmarkaretein legumes. Genome 50: 525-
537.

Singh, RJ (2007) Landmark research in oilseed crispsRJ Singh (ed) Genetic Resources,
Chromosome Engineering, and Crop Improvement Setidseed Crops, Vol 4. 1st edition.
CRC Press, Boca Raton, pp 1-12.

Smithies O (1955) Zone electrophoresis in stardh: ggoup variation in the serum proteins
of normal human adults. Biochemical Journal 61:-629.

Song R, Llaca V e Messing J (2002) Mosaic Orgaiupadf Orthologous Sequences in Grass
Genomes. Genome Research 12: 1549-1555.

Sourdille P, Tavaud M, Charmet G e Bernard M (200kpnsferability of wheat
microsatellite to diploid Triticea especies cargythe A, B and D genomes.

Southern EM (1975) Detection of specific sequerm@®ng DNA fragments separated by
electrophoresis. Journal of Molecular Biology 983517.

Sprent JL e Sprent P (1990) Nitrogen fixing orgarsisPure and applied aspects. 1st edition.
Chapman & Hall, London, 256 pp.

Starker CG, Parra-Colmenares AL, Smith L, Mitrari®l &ong SR (2006) Nitrogen fixation
mutants ofMedicago truncatuldail to support plant and bacterial symbiotic gexeression.
Plant Physiology 140: 671-680.

Staub JE, Kuhns LJ, May B e Grun P (1982) Stabiifypotato tuber isozymes under
different storage regimes. American Society forti¢aftural Science 107: 405-408.

60



Strand M, Prolla TA, Liskay RM e Petes TD (1993)skxbilization of tracts of simple
repetitive DNA in yeast by mutations affecting DM#fismatch repair. Nature 365: 274-276.
Tanksley SD, Bernatzky R, Lapitan NL e Prince J®88) Conservation of gene repertoire
but not gene order in pepper and tomato. Procesdih@lational Academy of Sciences 85:
6419-6423.

Tanksley SD, Ganal MW, Prince JP, de-Vicente MCniBbale MW, Broun P, Fulton TM,
Giovannoni JJ, Grandillo S, Martin GB, MesseguerMiller JC, Miller L, Paterson AH,
Pineda O, Roder MS, Wing RA, Wu W e Young ND (19BiJh density molecular linkage
maps of the tomato and potato genomes. Geneticsl132-1160.

Tautz D (1989) Hypervariability of simple sequenessa general source for polymorphic
DNA markers. Nucleic Acids Research 17: 6463-6471.

Teofilo EM, Paiva JB e Vidal JJ. Renovacao de estag caracterizacdo de 94 cultivares de
feijdo-de-cordaVigna sinensigL.) Savi). In: Universidade Federal do Ceara {#leza, CE).
Centro de Ciéncias Agrarias. Relatério de Pesdil888: criacdo difusdo de novos cultivares
de feijao-de-corda para o estado do Ceara, FoatdlézC/CCA/FCPC, 1990. p.1-5.

Teofilo EM, Paiva JB e Vidal MJ. Estudo de cardetgdo e renovacdo de estoques de 143
cultivares de feijdo-de-cord&jigna sinensigL.) Savi. In: Universidade Federal do Ceara
(Fortaleza, CE). Centro de Ciéncias Agrarias. Retatde Pesquisa 1987: criacdo difusédo de
novos cultivares de feijdo-de-corda para o estamldCdara, Fortaleza: UFC/CCA/FCPC,
1989. p. 1-18.

The National Biodiesel Board, http://www.biodiesedy (Maio, 2008)

Thiel T, Michalek W, Varshney RK e Graner A (200Bxploiting EST databases for
development and characterization of gene-deriveld-@&rkers in braleyHordeum vulgare
L.). Theoretical and Applied Genetics 106: 411-422.

Thuillet A-C, Bru D, David J, Roumet P, SantoniS§urdille P e Bataillon T (2002) Direct
estimation of mutation rate for 10 microsatellideds in durum wheaTriticum turgidum(L.)
Thell. Ssp. Durum. Molecular Biology and Evolutib®: 122-125.

Toth G, Gaspari Z e Jurka J (2000) Microsatelliteslifferent eukaryotic genomes: Survey
and analysis. Genome Research 10: 967-981.

Toutenhoofd SL, Garcia F, Zacharias DA, Wilson R&teehler EE (1998) Minimum CAG
repeat in the human calmodulin-1 gene 5' untraesleggion is required for full expression.
Biochimica et Biophysica Acta 1398:315-320.

61



Treco D e Arnheim N (1986) The evolutionarily comngel repetitive sequence d(TG. AC)n
promotes reciprocal exchange and generates unusgambinant tetrads during yeast
meiosis. Molecular and Cellular Biology 6: 3934-394

Trifonov EN (2004) The tuning function of tandemgpeating sequences: a molecular devices
for fast adaptation. In: Wasser SP (ed) Evolutipn@iheory and Processes. 1st edition.
Modern Horizons, Kluwer Academic Publishers, Doathte pp 115-138.

Udupa SM e Baum M (2001) High mutation rate andatioial bias at (TAA)n microsatellite
locos in chickpeaCicer arietinumL.). Molecular Genetics and Genomics 265: 10973110
Uzogara SG e Ofuya ZM (1992) Processing and utiimaof cowpeas in developing
countries: A review. Journal Food Processing ardétvation 16: 105-147.

Valdes AM, Slatkin M e Freimer NB (1993) Allele freencies at microsatellite locos: the
stepwise mutation model revisited. Genetics 133-749.

Van Ek, GA, Henriet J, Blade SF e Singh BB (199aQtitative assessment of traditional
cropping systems in the Sudan savanna of northegerid. Il. Management and producivity
of major cropping sytems. Samaru Journal of Agtical Reseach. 14: 47-60.

Vance CP, Gragam PH e Allan DL (2000) Biologicdtagen fixation. Phosphorus a critic
future need. In: Pedrosa FO, Hungria M, Yates MSesvton WE (eds) Nitrogen fixation:
from molecules to crop productivity. 1st editionut¢er Academy Publishers, Dordrecht, pp
506-514.

Varshney RK, Grander A e Sorrels ME (2005a) Genicrasatellite markers in plants:
features and applications. Trends in Biotechno@gfy48-55.

Varshney RK, Sigmund R, Borner A, Korzun V, SteinQ¢rrells ME, Langridge P e Graner
A (2005b) Interspecific transferability and compgama mapping of barley EST-SSR markers
in wheat, rye and rice. Plant Science 168: 195-202.

Varshney RK, Thiel T, Stein N, Langridge P e Grawer(2002) In silico analysis on
frequence and distributionof microsatellites in ES3f some cereal species. Cellular &
Molecular Bioloy Letters 7: 537-546.

Vaillancourt RE e Weeden NF (1992) Chloroplast Dpdlymorphism suggests a Nigerian
center of domestication for the cowp#&dgna unguiculataLeguminosae. American Journal
of Botany 79: 1194-1199

Verdcourt B (1970) Studies in the Leguminosae —ilPapidea for flora of tropical East
Africa’: IV. Kew Bulletin 24: 507-5609.

62



Vitousek PM, Aber JD, Howarth RW, Likens GE, MatdBA, Schindler DW, Schlesinger
WH e Tilman DG (1997) Human alteration of the glolérogen cycle: sources and
consequences. Ecological applications 7: 737-750.

Weber JL (1990) Informativeness of human (dC-dA3-dT) polymorphisms. Genomics 7:
524-530.

Weber JL e May PE (1989) Abundant class of humarAQmdlymorphisms wich can be
typed usinh polymerase chain reaction. AmericamnBiwf Human Genetics 44: 388-396.
Weber JL. e Wong C (1993) Mutation of human sharndemrepeats. Human Molecular
Genetics 8: 1123-1128.

Weeden NF, Muehlbauer FJ e Ladizinsky G (1992) site conservation of linkage
relationships between pea and lentil genetic mamsnal of Heredity 83: 123-129.

Weising K, Kaemmer D, Weigand F, Epplen JT e Kahl (1®92) Oligonucleotide
fingerprinting reveals various probe-dependent llevwd informativeness in chickpea Cicer
aeritinum). Genome 35: 436-442.

Weising K, Nybom H, Wolff K e Kahl G (2005) DNA fgerprinting in plants: Principles,
Methods, and Applications. 2nd edition. CRC PrBs&a Raton, 444 pp.

Weising K, Weigand F, Driesel A, Kahl G, ZischeeHEpplen JT (1989) Polymorphic simple
GATA/GACA repeats in plant genomes. Nucleic AcidssBarchs 17: 10128.

Welsh J and McClelland (1990) Fingerprinting gensrmsing PCR with arbitrary primers.
Nucleic Acids Research 18: 7213-7218.

Williams JGK, Kubelik AR, Livak KJ, Rafalski JA eiigey SV (1990) DNA polymorphisms
amplified by arbitrary primers are useful as gemetarkers. Nucleic Acids Research 18:
6231-6235.

Woodhead M, Russel J, Squirrell J, Hollingsworth,Mi&ackenzie K, Gibby M e Powell W
(2005) Comparative analysis of population genetiticture in Athyrium distentifolium
(Pteridophyta) using AFLPs and SSRs from anonimand transcribed gene regions.
Molecular Ecology 14 1681-1695.

World Hunger Education Service.
http://mwww.worldhunger.org/articles/Learn/world%20tger%20facts%202002.htm (Janeiro,
2008)

Xavier GR, Martins LMV, Rumjanek NG e Freire FilR® (2005) Variabilidade genética em
acessos de caupi analisada por meio de marcadéied.RPesquisa Agropecuaria Brasileira
40: 353-359.

63



Xu X, Peng M, Fang Z e Xu X (2000) The directionnoicrosatellite mutation is dependent
upon allele lengh. Nature Genetics 24: 396-399.

Yamanaka S, Suzuki E, Tanaka M, Takeda Y, WatanhBbee Watanabe KN (2003)
Assessment of cytochrome P450 sequences offersefal usol for determinig genetic
diversity in higher plants species. Theoretical Apglied Genetics108: 1-9.

Yang GP, Saghai Maroof MA, Xu CG, Zhang Q e BiyasR&1 (1994) Comparative analysis
of microsatellite DNA polymorphism in landraces andltivars of rice. Molecular and
General Genetics 245: 187-194.

Young ET, Sloan JS e Van Riper K (2000) Trinucldetrepeats are clustered in regulatory
genes in Saccharomyces cerevisiae. Genetics 153:1@68.

Yu JK, Dake TM, Singh S; Benscher D, Li W, Gill BSerrells ME (2004) Development and
mapping of EST-derived simple sequence repeat (§&Rjers for hexaploid wheat. Genome
47: 805-818.

Zahran HH (1999) Rhyzobium-legume symbiosis andogén fixation under severe
conditions and in an arid climate. Microbiology avidlecular Biology Reviews 63: 968-989.
Zane L, Bargelloni L e Patarnello T (2002) Stragsgior microsatellite isolation: a review.
Molecular Ecology 11: 1-16.

Zeven AC e Wet JMJ (1982) Dictionary of cultivateldnts and their regions of diversity:
Excluding most ornamentals, forest trees and lowkmts. 2nd edition. Centre for
Agricultural Publishing and Documentation, Wageringl28 pp.

Zhu H, Choi H-K, Cook DR e Schoemaker C (2005) gmndg model and crop legumes
through comparative genomics. Plant Physiology 1389-1196.

Zhu Y, Strassmann JE e Queller D (2000) Inserticngystitutions and the origin of

microsatellites. Genetics Research 76: 227-236.

64



4. MANUSCRITO DE ARTIGO CIENTIFICO

ANALISE IN SILICO DE EST-SSR EM Phaseolus
vulgarisE Glycine maxE TRANSFERIBILIDADE DE
MARCADORES PARA Vigna unguiculata

Manuscrito encaminhado a Revista

Genetics and Molecular

Biology
ISSN 1415-4757

RibarBreto, Brasil

65



ANALISE IN SILICO DE EST-SSR EM Phaseolus vulgarisE Glycine max E
TRANSFERIBILIDADE DE MARCADORES PARA Vigna unguiculata.

A ser submetido ao abBenetics and Molecular Biology

Ferreira Neto JRE Houllou-Kido LM?; Costa AFE; Freire Filho FR; Moraes RMA: Benko-
Iseppon AM; Kido EA®.

! Departamento de Genética, Universidade Federatd@mbuco, Recife, Brasil
2 Instituto Agrondmico de Pernambuco, Recife, Brasil
EMBRAPA MEIO-NORTE, Teresina, Brasil.

*EMBRAPA TRIGO, Passo Fundo, RS, Brasil.

Autor para correspondéncia:

Ederson Akio Kido

Laboratério de Genética Molecular / UFPE

Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria,
Recife - PE — Brasil

CEP: 50670-901

ederson.kido@gmail.com

66



RESUMO

Bancos de dados de sequiéncias expressas represgntarfonte potencialmente valorosa
para o desenvolvimento de marcadores moleculaesteNrabalho, estudos foram realizados
para o desenvolvimento de marcadores para aplicagdmelhoramento de feijao-caupi,
feijdo-comum e soja. Foram analisadas 10.880 E&Tteigho-comum e 116.965 ESTs de
soja. Um total de 331 e 4553 SSRs foram identiisanas sequiéncias de feijdo-comum e
soja, respectivamente. Trinucleotideos (45,62 %anfio as mais abundantes em feijao-
comum, enquanto que os dinucletideos (49,67 %)xa@m A densidade média variou de um
SSR a cada 22 Kb (feijao-comum) a um SSR a cadiB Kb (soja). Repeticdes diméricas
AG/GA / TCICT e triméricas AAG/AGA/GAA | TTC/TCT/CT foram as mais abundantes
em ambas espécies. Um total de 153 e 1928 pamsersEST-SSRs foram propostos para
feijdo-comum e para soja, respectivamente. Dessgigizaram-se 20 para soja, dos quais
apenas nove amplificaram (sendo quatro de tamasperado e, desses, dois polimorficos) e
dois foram transferiveis. Para feijdo-comum singgim-se 22, dos quais 15 amplificaram,
sendo que 11 apresentaram tamanho esperado esHE3 desm polimorficos (PIC médio de
0,50); 11 dos funcionais foram transferidos paijddecaupi, sendo oito de tamanho esperado
e cinco desses, polimorficos (PIC médio de 0,3aalikes detalhadas dasmplicors
sequenciados determinaram que as extensées doosdé SSRs foram variaveis e que as
regides flanqueadoras dessas repeticoes foranngeria bem conservadas, confirmando o
sucesso da transferibilidade entre feijdo-comumijéd-caupi.

Palavras-chave:microssatélite, mineracdo de dados, Fabaceae, iegsa feijdo-caupi.
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1. INTRODUCAO

A familia Fabaceae é a segunda mais importante eemos de area cultivada,
contribuicdo na dieta humana e valor econdmicotd\fesnilia, o feijdo-comumPhaseolus
vulgarisL.) e a soja@lycine maxL.) Merr.] s@do os representantes mais importaates/el
global. Programas de melhoramento para ambas ésiesgédo bem estabelecidos e a selecao
assistida por marcadores tem sido divulgada (Alk&en et al.,2005). Por sua vez, o feijao-
caupi [igna unguiculata(L). Walp.] € o principal componente de sistemagicalas

tradicionais na Africa, Asia e Américas CentraleeSUl Olufajo e Singh, 2002 sendo uma

das principais fontes de proteinas na alimentag&adie povos menos favorecidos (Singh,
2005). No Brasil, € um dos principais componentedidta alimentar e gerador de emprego e
renda, principalmente na regidao Nordeste (FreitboFet al., 1999). Sua rusticidade e
plasticidade fenotipica permitem o cultivo em cgfds adversas de clima e solo, que
associados ao potencial para fornecimento de geimpla variabilidade genética e boa
capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférianjriii a dependéncia quase que exclusiva
do feijdo-comum e lhe confere certo valor estra@@rreire Filhcet al.,1999). Apesar dessa
importancia, o feijdo-caupi pode ser considerad@ wmltura “6rfa” em relagdo as duas
espécies anteriores, devido a menor disponibilidiedeecursos para pesquisas (Nelksbal.,
2003; Nayloret al.,2004).

No campo da gendmica de leguminosas ha necesdigaske integrar conhecimentos
derivados de estudos envolvendo espécies-modelaqoelas mais estudadas) na resolucéo
de guestdes biolégicas e agrondmicas de espédiasmdas (Choiet al., 2004a; Zhuet al.,
2005). Assim, investimentos relativamente pequeras$ransferéncia de informacédo dessas
espécies para aquelas “Orfas” resultariam em psegse mais rapidos nos sistemas de
producao, principalmente em paises menos desedusl{Nelsoret al.,2004). Marcadores
moleculares sdo amplamente utilizados nas maissdisdinalidades: estudos de diversidade,
filogenia, caracterizacdo de germoplasma, constrdedmapas genéticos, estudos de genética
comparativa, clonagem posicional etc. (Kumar, 19980i et al., 2004b; Munet al., 2006;
Simonet al.,2007). Em muitos estudos, os marcadores utilizdéosam de microssatélites
ou sequéncias simples repetidas (SSR). Essas seagiéonstituem-se de motivos de 1 a 6
nucleotideos repetidos etandem(To6th et al., 2000) e podem estar relacionadas a regulacéo
da expressado génica e evolucédo (Aweal., 1997; Liet al.,2004; Trifonov, 2004; Kashi e
King, 2006). Sua ampla utilizacdo advém das vammgde sua natureza hipervariavel,

heranca co-dominante, ampla distribuicdo nos gesamdeteccédo via PCR (Powel al,
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1996), podendo ser até 10 vezes mais polimorfiams gutros marcadores (Rackoczy-
Trojabowska e Bolibok, 2004). Sua principal desagam é a necessidade de se conhecer
previamente as sequéncias flanqueadoras dos natébies para desenhos piémers o que
envolveria a criacao de bibliotecas gendmicasjdigacdes com oligonucleotideos repetidos
em tandeme sequenciamento de clones (Zahal., 2002; Weisinget al., 2005), sendo um
processo caro e laborioso. Com a crescente dispdade de sequéncias expressas (EST,
Expressed Sequence Tags Etiquetas de Sequéncias Expressas) em bancamcdies
publicos, a busca de sequéncias microssatélitesninaracdo de dados se tornou em um
processo rapido, acessivel e economicamente viawei, potencial para automatizacdo e
geracdo de novos marcadores (Gugtal.,2003; Kumpatla e Mukopadhyay, 2005; Varshney
et al., 2005). Varios ensaios demonstram uma abundargnéisativa desses repeticoes em
sequéncias EST (Morgargeal.,2002; Thielet al.,2003; Kumpatla e Mukhopadhyay, 2005).
Entretanto, tal metodologia é limitada as espébara representadas nesses bancos. Nesse
contexto, a transferibilidade de marcadores EST-3&R sido estudada em diferentes
espécies vegetais (Gabal.,2003; Eujaykt al.,2004; Yuet al.,2004; Gutierrezt al.,2005;
Poncetet al., 2006). Isto € possivel em decorréncia da sintebservada entre espécies
aparentadas. Estudos de genética comparativa imdioasignificativo grau de sintenia entre
leguminosas (Frugokt al., 1999; Humphryet al., 2002; Choiet al., 2004a; Mudgeet al.,
2005; Cannoret al., 2006). Dados de mapeamento comparativo entreofgijdngo Vigna
radiata (L.) Wilczek], feijdo-comum e soja indicaram que duas primeiras espécies
compartilhavam grupos de ligacdo altamente condessee a sintenia de ambos com soja
estava limitada a curtos blocos de ligacao (Boettial.,1995). O mesmo seria esperado com
feijdo-caupi, visto que entre esse e feijdo-mungoalto grau de conservacao foi observado
(Menancio-Hauteaet al., 1993). Em estudo tenddrabidopsis thalianacomo espécie
ligadora, entretanto, relatos de segmentos homgeslde soja apresentando maior grau de
sintenia com feijdo-comum e feijdo-mungo do quevipreente divulgado, foram descritos
(Lee et al., 2001). Deste modo, os objetivos deste trabalhanior(1) a identificacéo,
classificacéo e estudo de SSRs em EST/cDNA deofeginum e soja depositadas no banco
de dados TIGR; (2) a proposicao pgemers flanqueadores dessas regides com testes em
amplificagBes com cultivares das espécies em an&@i€3) a andlise de transferibilidade para

cultivares de feijdo-caupi.
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2. MATERIAL E METODO

2.1. Material Vegetal e Isolamento do DNA

DNAs genbmicos foram extraidos de folhas jovensnds-se o método CTAB
descrito por Doyle e Doyle (1987). Os materiaisetaiy abrangeram gendétipos de feijao-
comum (Esplendor, Boreal, Jaragua, Princesa, Qusgut. uminoso, Galante, Alvorada, IPA
7419 e Harmonia), cedidos pelo Instituto AgrondnmideoPernambuco — IPA (PE, Brasil) e
adquirido comercialmente (Macarrdo Trepador); dedtjpos de soja (Fepagro 25, BRS 244
RR, BRS 232, CD 214 RR, BRS Pala, BRS 155, CD BRS 258, Fundacep 45, BRS 257,
BRS Febana, BRS 153, BRS Pampa, BRS 216, BRS 248idos pela EMBRAPA Trigo
(Passo Fundo, RS, Brasil); e genotipos de feijdupicaobtidos de diferentes instituicdes:
Embrapa Meio-Norte (Teresina, PI) (cultivares TEQZGTE9612G, TE9764, TE9669, BR14
Mulato e IT85F); IPA (cultivares Vita 7, PatativRitilba, IPA 206, IPA 207, BRS-Guariba,
BRS-Gurguéia, BRS-Paraguacu e Fradinho) e Univadsid-ederal Rural de Pernambuco

(Feijao-de-vagem e Verde ligeiro).
2.2. Andlisein silico de EST-SSRs enPhaseolus vulgarie Glycine max
Sequéncias EST e de cDNAs (total ou parcial) dédetomum (10.880) e de soja

(116.965) do banco de dados TIGR (secdo Plant @rghs Assemblies;
http://plantta.tigr.org/ foram utilizadas neste estudo. Trata-se de bar@wmredundante,

constituido porsingletse contigs,composto de seqiiéncias expressas coletadas deadenB
Nucleotide (NCBI), tendo-se excluidas as sequérgéscas preditas computacionalmente
(Childset al.,2007).

Os motivos SSR perfeitos, definidos com um numeiaimo de 9, 6, 5, 5, 4
repeticdes, respectivamente, para di, tri, tetestg e hexanucleotideos foram identificados
com a ajuda do software TRA (Bilgest al., 2004). As combinacdes de bases para 0s
diferentes motivos foram agrupadas em classes sigiman base na complementaridade de
bases do DNA (Jurka e Pethiyagoda, 1995). Motidséricos, por exemplo, foram
agrupados em 4 classes Unicas de repeticdo: (IAAT2) AG/GA / TCICT; (3) ACICA |
TG/GT; e (4) GC/CG. No geral, foram considerada%0} 33, 102 e 305 classes Unicas de

repeticbes para di, tri, tetra, penta e hexanudeos, respectivamente.
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2.3. Desenho derimers amplificacdo via PCR e analise de produtos

Primers foram desenhados com a ferramenta Primer3

(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htme uso de parametros padries, exceto para

variacdo de contetudo GC (40 a 70%, com 6timo de) ®0é«&tensdo (18 a 24 pb, com 6timo
de 20 pb). O tamanho esperadoamopliconfoi de, no maximo, 500 pb, visando diminuir o
risco de amplificacdo de introns. Analises BLASAIitgchul et al., 1990) foram realizadas
contra 0 banco de dados GenBank, usando-s@riosers como queries para verificar
possiveis similaridades com seqiiéncias diferer#edginais. Uma amostra gemersfoi
selecionada com base na extenséo da regido repdlithqueada e utilizada em reacdes de
PCR. Essas reacdes apresentaram volume total gie 2© ng de DNA gendmico, 1x PCR
buffer (Fermentas), 1,5 mM de MgfCL00OuM de dNTPs, 0,1nM de cada primer e 0,5 U de
Taq DNA polimerase (Fermentas)], e desnaturac@malnie cinco min, a 95° C, seguida de
30 ciclos de um mim a 95° C, um min a 54° C e um anv¥2° C, com extenséao final de 10
min a 72° C. Ao final, as amostras foram misturadas igual volume de tampédo de
carregamento (formamida contendo 10 mM de EDTAaegos de xileno cianol e azul de
bromofenol) e desnaturadas (95°C, por cinco mirg. fgmentos amplificados foram
separados em gel de acrilamida 7 % (p/v) em coadiggnaturante (7 M de uréia), sendo a
visualizacdo dosamplicors realizada ap0s coloracdo com solucdo de nitratgorata,
conforme descrito por Bassanal.(1991).

Para confirmar a presenca dos motivos repetitivassamplicors de feijdo-caupi, e
analisar as origens dos polimorfismos nas tréscespéstudadas, foram seqtienciados alguns
produtos de PCR de tamanhos esperados, comrioers fowards correspondentes. As
reacOes de PCR foram realizadas conforme desciittage osamplicors, apos eletroforese
em gel de agarose 1% (p/v) [em tampao TAE (40 mMuieAcetato e 1 mM de EDTA,
pH = 8,3), por 2 h a 90 V] e coloragdo com BromatoEtidio, foram excisados do gel e
purificados [kitQIAquick Gel ExtractiorfQuiagen)]. O sequenciamento foi realizado usando-
seBigDye Terminator Cycle sequencing 3.1 kit (PE Biosystems, Foster City, Califth e
sequenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems).

2.4. Andlise dos marcadores

Polimorfismos foram avaliados de acordo com a piggeou auséncia de um

determinado loco SSR. O conteldo informativo demarcador foi estimado usando-se o
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método do Conteudo de Informacgédo Polimorfica (FRGlymorphic Information Content
descrito por Bolsteiet al.,(1980) e modificado por Andersen al., (1993) para espécies de

autofecundacéo, onde Pij € a frequéncia do enéaleb® do marcador “i” e “n” € 0 numero

de alelos de tal marcador.

PIC=1- Zn:ﬂgz

j=1

Andlises BLAST2seq (http://blast.ncbi.nim.nih.gold&.cgi) foram realizadas para
verificar a identidade dosmpliconssequenciados de feijdo-caupi e ESTs de soja (Aofei
comum correspondentes. Adicionalmente, alinhamemiase osamplicors e as ESTs
correspondentes foram feitos para verificar a amag@o das sequéncias nucleotidicas, com

uso da ferramentan line Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2iex.html)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlisein silicode EST- SSR

As analisesn silico em 10.880 sequéncias de feijao-comum (aproximani@mé3
Mb), detectaram 331 SSRs em 304 ESTs/cDNAs (presamg cerca de 2,8 % das
sequUéncias). Em 116.965 sequéncias de soja, eguieala 66 Mb, foram detectadas 4.553
SSRs em 4.299 ESTs/cDNAs (3,7 % das sequénciasadad). Mesmo com uso de critérios
mais rigorosos, esses valores estdo de acordo satidos por Kumpatla e Mukhopadhyay
(2005) que obtiveram de 2,6 a 16,8 % para 49 gruwmoslicotiiedbneas analisadas. As
densidades médias estimadas em feijao-comum €wnj&SR a cada 22,0 Kb e a cada 14,7
Kb, respectivamente) foram menores que observamadayashreet al. (2006) também em
leguminosas (SSR a cada 3,5 Kb). No entanto, eggeses utilizaram um tamanho minimo
de 12 pb para caracterizar uma extensdo repetiBvaucleotideos em um SSR. Além da
variacdo interespecifica inerente a cada grupo takgdiversos fatores podem afetar a
frequéncia global e individual de motivos e tipasrdpeticoes. Dentre esses, destacam-se,
além do ja citado, o tamanho e redundéncia do bdecdados, o software utilizado, os
critério de busca (SSRs perfeitos ou imperfeitas,ambos) e a localizagdo gendmica em
questdo (introns, exons, regibes 5 ou 3 UTR, Gegiintergénicas, etc) (Kumpatla e
Mukhopadhyay, 2005; Varshney al., 2005; Morganteet al., 2002; Tothet al., 2000; La
Rotaet al.,2005).
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Motivos de tetranucleotideos e de pentanucleotifteam 0s menos representados em
ambas as espécies (Tab. 1). Em relacdo aos maidaaiias, os motivos triméricos (45,6 %),
seguidos dos diméricos (40,8 %), foram os maistgates em feijdo-comum (Tab. 1). A
predominancia dessas repeticdes em sequénciassaprde vegetais tem sido amplamente
relatada (Varshnegt al., 2002; Gacet al., 2003; Thielet al. 2003; Munet al., 2006; Poncet
et al.,2006). Em soja, as repeticdes de dinucleotiden3d @) foram mais abundantes que as
de trinucleotideos (39,6 %). Uma menor abrangédeiaepeticbes nao-triméricas nessas
sequéncias seria esperada, uma vez que expansOedragbes das mesmas causariam
mutagdes na matriz de leitura em regides codifesarg estariam sendo selecionadas
negativamente (Metzgaet al., 2000). Tal abundéncia de dinucleotideos pode estar
relacionada a uma caracteristica peculiar do bdecdados de soja. Morgargeal. (2002),
investigando SSRs em diferentes fracbes gendmieadrabidopsis observaram que a
frequéncia relativa de trinucleotideos duplicou &RFs, quando comparada com fracfes
nao-codificantes, possivelmente como resultadordssfo de selecdo (Metzgsral., 2000)
ou mesmo, a selecdo positiva para formacdo de sbdenformadas por repeticbes de
determinados aminoacidos, enquanto que repetic@agrimericas apresentaram frequéncia
reduzida nessas regides. Adicionalmente, sugequaardiferentes pressdes seletivas atuariam
nas diferentes regides de uma unidade transcric{pidélrR, ORF e 3'UTR) e que as UTRs
estariam sob presséo seletiva positiva para tpetigdes, sendo a abundancia de SSRs nessas
areas devido a massiva presenca de dinucleotidedsn#cleotideos na 5'UTR e
tetranucleotideos e trinucleotideos na 3'UTR. Assamabundéancia de dinucleotideos em
nossos resultados sugere, entdo, uma maior cabeleuregides 5’UTR em relacdo as ORFs,
nas sequéncias analisadas.

Os motivos triméricos mais abundantes foram AAG/AGAA / TTC/TCT/CTT em
ambas as espécies (com 44,4 %, em feijdo-comum2e92,7em soja; Tab. 1). Estes séo os
mais comuns em leguminosas e dicotiledbneas, eah @@rmpatla e Mukhopadhyay, 2005;
Jayshreeet al., 2006). Adicionalmente, foi observada uma signiiiGa escassez (apenas
7,9 % em feijdo-comum e 13,8 %, em soja) de motiviosericos ricos em GC (dados nao
apresentados), concordando com a tendéncia obsemadmaioria das dicotiledéneas
(Morganteet al., 2002; Kumpatla e Mukhopadhyay, 2005), provavelmeatdgvido ao baixo
conteudo GC dessas espécies e/ou ao uso preférdaaiadons ricos em AT em espécies
desse grupo vegetal (Morgangt al.,, 2002). Quanto aos motivos dimeéricos, 0os mais
frequentes foram AG/GA / TC/CT nas duas espécitsdadas (com 43,7 % em feijao-

comum e 64,9 %, em soja) (Tab. 1), concordando esmelatos que citam serem estes 0sS
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diméricos mais freqientemente observados em ESVedetais (Morganteet al., 2002;
Kantetyet al., 2002; Varshnewt al., 2002; Thielet al., 2003; Kumpatla e Mukhopadhyay,
2005; Jayashrest al.,2006).

A extensdo média (EM) estimada de todos os mo®&iR detectados foi de 27 pb em
feijdo-comum e 30 pb, em soja, sendo 0s de motiragricos os menores e 0s diméricos, 0s
maiores nos referidos vegetais (Tab. 1). Tal fatdepestar associada a localizacdo dos
motivos SSR nas ESTs analisadas e a existéncimdeaealacao linear entre mutabilidade e
extensdo desses motivos (Ellegren, 2004). Dos p®tivmeéricos, 54,4 % em feijdo-comum
e 53,5 % em soja, foram localizados em ORFs (Tab.E8sas repeticbes triméricas
apresentariam um tamanho reduzido devido a acdorcs seletivas que visam preservar a
estrutura do transcrito, uma vez que variacdesSiie dentro de genes influenciam a atividade
do mesmo, pois expansdes ou contracdes dessaggegfiitariam diretamente o produto
génico correspondente, podendo gerar modificac@®tipicas. SSRs com motivos
diméricos, por sua vez, foram localizados em su@nag68,8 % (feijdo-comum) e 79,0 %
(soja)] nas regibes nédo traduzidas (5 e 3'UTRjamdo sob selecdo positiva para SSRs

(Morganteet al.,2002), o que permitiria uma maior extensao dasmass

3.2. Andlises de marcadores EST-SSR df vulgaris

As 331 sequéncias simples repetidas identificadasico possibilitaram a proposicao
de 153 pares derimersflanqueando tais regides (para 46,2 % dos mo8&®R). Todos o0s
pares de primers desenhados no presente trabalho estdo dispontueisine em:

http://www.vigna.ufpe.br/media/neto/ A discrepancia entre o nimero de SSRs e pares

de primers decorre do fato de mois motivos

SSR se encontrarem proximos a uma das extremidadesssibilitando o desenho de
primersapropriados. De uma amostra de 22 pargwideers (abrangendo tipos de repeticbes
distintos) testados em rea¢gfes de PCR com um paénBINAs de diferentes gendtipos de
feijdo-comum, 15 (68,2 %) pares amplificaram bandds dos quais de fragmentos com
tamanhos esperados, sendo 10 desses com geragéalnu@fismos (Fig 1). O Conteudo de
Informacado Polimorfica (PIC) médio desse ultimopgrule marcadores foi de 0,50 (variando
de 0,18 a 0,72). Esses dados vao de encontro aiandms relatos da literatura, os quais
sugerem que a natureza conservada de EST-SSR mantmansferibilidade, contudo reduz o
carater polimorfico e, por consequéncia, sua in&idade (Cheet al, 2000; Scotet al,

2000; Rungist al, 2004), sendo o nivel de polimorfismo desses attmes menor do que o
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de SSR oriundo de bibliotecas gendmiagSSRk (Fraseret al., 2001; Gupteet al., 2003;
Chabaneet al., 2005). Entretanto, alguns autores tém divulgadeiside polimorfismo para
EST-SSR equiparados aos dos gSSRs. Fedsalr (2004) relataram que 93,5 % dos EST-
SSRs foram polimorificos e segregaram em uma pofalale mapeamento derivada do
cruzamento de dois gendtipos dipléidesAdginidia chinensisPor sua vez, Poncet al.
(2006) observaram que 75% dos EST-SSRs foram pdicas em individuos da espécie
Coffea liberica(PIC médio de 0,57), enquanto que 86 % o foram mdividuos deC.
canephora(PIC médio de 0,59). Em estudo com espécies dergéfedicagq Eujayl et al.
(2004) sugeriram que os altos indices polimérfi@i€ médio de 0,66 e cerca de 70% dos
pares deprimerssendo polimorficos entre os materiais testadosyetatdo aos obtidos em
ensaios utilizando-se espécies altamente domeasicadmo arroz e trigo (Chet al., 2000;
Eujayl et al., 2002), eram devido, em parte, a grande variacé&teexe dentro desse grupo.
Entretanto, Leighet al (2003) analisando genoétipos de trigo, em outreaien obtiveram
96,9 % de polimorfismo para EST-SSRs testados,pacando-os aos 97,0 % dos gSSRs,

obtidos no mesmo ensaio.

3.3 Anélise de marcadores EST-SSR e®. max

Dos 4.553 motivos SSR detectados em ESTs de smaotal de 1.928 pares de
primers flanqueadores desses motivos foram possiveis @ensdesenhados, abrangendo
cerca de 42,3% dos motivos detectados. Desse 10249 pares (63,2 %) foram desenhados
com base em sequéncias EST com anotacdes disponivegue pode favorecer o
mapeamento de marcadores funcionais, quando usagwogénie para essa finalidade. Dos
20 pares derimerssintetizados, nove (45,0 %) amplificaram DNAs dedipos distintos de
soja, mas somente quatro pares (20,0 %) amplificdw@ndas de tamanho esperado e, desses,
apenas dois (10,0 %) foram polimérficos. O elevadocentual de pares gimers nao-
funcionais (55,0 %) vai de encontro aos dadostdeatura que relatam uma taxa média de
nao sucesso em amplificacdes de 10,0 — 40,0 %l(€hid., 2003; Kotaet al., 2001; Yuet
al., 2004; Sahat al., 2004; Cordeircet al., 2001; Gupteet al., 2003). As possiveis causas
para tal acontecimento podem ser: (1) uso de se@$rcom contetudo informativo
questionavel (qualidade de bases ndo € passivelediéicacdo em bancos publicos de
sequéncias); (2) pares gemersderivados de clones quiméricos de cDNA; (3) unawmibos
os primers amplificando ao longo de uma regido que safpécing alternativo; ou (4) a

presenca de longos introns na sequéncia de DNAgeodA qualidade das ESTs é um fator
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importante a ser levado em consideracgéao, vistaajuaformacdo ndo esta disponivel nessas
bases de dados. Sreenivasetual. (2002), analisando banco de dados de ESTs deis;erea
estimaram em até 10 %, as sequéncias com maiggartrbigtidades a cada 25 bases. Um
dado revelador foi o fato de que oito dos fArdmers néo-funcionais em soja foram
desenhados a partir de sequéncias denominadas (U&’ representaroontigy. Por outro
lado, daqueles que amplificaram (nove), quatronfode seqténcias TA (trés deles com
tamanhos esperados de amplicons e com motivos $&Rnpes em alelos relacionados).
Aquele que amplificou fragmento de tamanho néo resjpe[(P19) TA69560 3847) nao
demonstrou o motivo SSR ap6s o sequenciamento gda@lo apresentados). A eficiéncia
observada para primers desenhados a partionliggs portanto, foi de 33,4 %. Pasanglets
essa eficiéncia foi de 62,5 % (cinco em oito).

Dos 15 pares dprimersfuncionais enP. vulgaris somente dois foram desenhados a
partir decontigs e esses amplificaram produtos de tamanhos n&raskys, mas com o0s
motivos conservados. O grande nimero de paresimers[cinco dos nove funcionais (55,5
%)] amplificando bandas de tamanho n&do esperadosaga) foi provavelmente resultante
também da amplificacéo detronsou insercdes na seqiéncia genémica correspondente.

A utilizacdo desingletssomente faz sentido em banco ndo redundante, ess®
analisado, enquanto que a clusterizagéo de se@i$érmn certa ambiguidade pode interferir
na eficiéncia doprimersdesenhados. Deve ser ressaltado quaio®ers sintetizados foram
selecionados em virtude da extensao dos motivosds®Rlanqueavam e ndo em funcéo de

serem oriundos deingletsoucontigs

3.4 Transferibilidade de marcadores EST-SSR para ii@o-caupi

Andlises de transferibilidade envolveram: (I) 15esadeprimers funcionais com
diferentes gendtipos de feijao-comum; e (II) noaeep derimersfuncionais com diferentes
genotipos de soja. Do grupo I, 11 (73,3 %) parepliicaram amplicors nos varios
genotipos de feijao-caupi, sendo que oito primenpléicaram fragmentos de tamanhos
esperados e destes, cinco amplificaram polimorfssfiag. 1). Com base nos resultados, o
grupo de feijdo-caupi analisado apresentou-se mbhateyogéneo que o grupo de feijao-
comum. O indice PIC médio dos marcadores transigridqueles polimorficos e que com
bandas de tamanho esperado, foi de 0,36, variad@0a00,72, enquanto que oS mesmos, em

feijdo-comum, exibiram valores que oscilaram d8&0,72, com PIC médio de 0,52.
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Dos quatro pares darimers que amplificaram bandas de tamanho n&o esperado em
feijdo-comum, trés também o fizeram em feijdo-cqapdutro ndo amplificou) e produziram
bandas de mesmo tamanho em ambas as espéciesseAndb seqienciamento desses
amplicons (feijao-caupi e feijao-comum) revelaragmigicativas similaridades entre ambos e
conservacdo da presengca do microssatélite, send@manho ndo esperado produzido
provavelmente devido a amplificagdo de imtron (dado ndo apresentado). O percentual de
transferibilidade obtido no presente trabalho faisrsignificativo (73,3 %, de feijdo-comum
para feijdo-caupi) do que o obtido por Gutieredzal. (2005) com transferibilidade de
marcadores EST-SSR déedicagotruncatulapara: feijdo-fava\(icia fabg, em 40,0 % dos
casos; duas espécies de grao de ligoef aerietinume Cicer reticulatum em 36,3 % e em
ervilha Pisum sativuri em 37,6 % dos casos. Como sintenia esta intimeteaelacionada a
distancia filogenética entre as espécies considsréidaldet al., 2004) e a transferibilidade
ocorre primariamente em funcdo da sintenia, umaipelscausa seria 0 maior grau de
parentesco entre as duas espécies estudadas aoteiteabalho (Doyle e Luckow, 2003).

Em relacdo ao grupo Il, apenas dois parepril@ers amplificaram em diferentes

genotipos de feijdo-caupi e ambos produziram baad&sas de tamanhos ndo esperados.

3.5 Analise do sequenciamento de amplicons

Para confirmar a identidade dos fragmentos aroptifbs e a possivel origem dos
polimorfismos, foram sequenciados 38 alelos dédegjomum e de feijdo-caupi e 10 alelos
amplificados com ogrimers de soja (dois alelos de feijao-caupi e oito da&)sdafonforme
observado em estudo prévio realizado por Chouratak (2004), a amplificacdo de um loco
particular em um genoma, com paregpdenersdesenhados para outra espécie, depende nao
apenas da distancia evolutiva entre essas, ma®tardh taxa de evolugcdo das sequéncias
genbmicas para os quais @simers foram desenhados. Também ressaltaram que a
amplificacdo por essgwimers de uma determinada regido ndo implica na simdaedou
identidade da sequéncia amplificada com a sequémaiez. O alinhamento das seqUéncias
dos alelos de feijao-caupi, oriundos de amplifiemcGom primers de soja, com as ESTs
correspondentes exibirastvaluesconsiderados altos (Tabela 3), sugerindo a extedsa
uma regido ndo similar a sequéncia matriz. Porveaatodas as sequiéncias de feijdo-caupi
analisadas apresentaram similaridades significatoan suas respectivas ESTs de feijao-
comum, come-valuesvariando de €' a €% (Tabela 3). No geral, os polimorfismos em todas

as sequeéncias analisadas de amplicons de tamapéi@@s, decorreram, principalmente, de
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variacbes nas extensdes dos motivos SSR (Tabd&),4ocorrendo apenas um caso em
feijdo-caupi (IPA 7419-P18) (Tabela 5) onde, apekaralelo ser diferente dos demais, o
motivo original foi mantido, sendo esse polimorftspossivelmente resultado de insercdes
em regides nao-repetitivas. Adicionalmente, um rfragto amplificado com o primer
(P16)CV539741 em uma cultivar de feijao-comum @adéq representou um alelo onde nao
se observou a presenca do motivo SSR (Tabela djlose polimorfismo, possivelmente,
oriundo da perda dessa regido repetitiva. Em faigpi, esse mesnprimer amplificou um
alelo que exibiu um motivo diferente do originaCTA ao invés de TCT, na cultivar IT85F,
entretanto a seqiéncia do amplicom apresentouisagiia similaridade com a sua sequéncia
matriz (Tabela 5). Tal fato pode estar associadocamplexos mecanismos de evolucdo dos
microssatélites.

Andlises detalhadas das sequéncias, realizadasqfeMareClustal W, determinaram
que as regides flanqueadoras dessas repetico®s fm@lmente bem conservadas (Fig 2.),
confirmando o sucesso da transferibilidade entf@de&omum e feijao-caupi.

4. CONCLUSOES

Motivos SSR podem ser facilmente detectados emésetis EST de bancos de dados
publicos, e para uma boa parcela desses EST-S8Rfichdos, pares daimerspodem ser
propostos, de forma mais acessivel do que para g®Rmicos. Marcadores EST-SSR
desenvolvidos par®. vulgaris apresentaram boa eficiéncia em reacbes de PCRam fo
facilmente transferidos paka unguiculata espécie considerada 6rfa e para a qual ndo havia
primers EST-SSRs disponiveis. Esses marcadores podentesgretn analises genéticas de
ambas as espécies, bem como em mapeamento conmpdPati outro lado, marcadores EST-
SSRs desenvolvidos pafa. maxnao apresentaram a mesma eficiéncia em reacdes com
DNAs de genotipos brasileiros de soja, e nem quarahsferidos pard/. unguiculata
Adicionalmente, nossos dados indicam que o desdalpoimers, para desenvolvimento de
marcadores a partir de ESTs depositadas em banaadiess ndo-redundantes, deve ser,
preferencialmente, executado a partir glagletons afim de aumentar a eficiéncia do
processo, uma vez que possiveis ambiglidadesantigs podem gerar sequéncias nao

correspondentes ao que é observado genomicamente.
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Tabela 1 Caracteristicas dos motivos SSR encontrados €s 8&3Phaseolus vulgariéP.v) e Glycine maxG.m).

MOTIVO
CARACTERISTICAS DIMERICO TRIMERICO TETRAMERICO PENTAMERICO HEXAMERICO
P.v G.m P.v G.m P.v G.m P.v G.m P.v G.m
Frequencia Absoluta 135 2247 151 1793 13 159 2 40 30 285
Freq. relativa (%) (40,8) (49,7) (45,6) (39,6) (3,6) (3,5) (0,6) (09) (9,1) (6,3)
Extensdo Média (pb) 39,0 38,2 19,9 21,1 21,5 22,2 25,0 26,7 25,2 25,8
Motivo mais freqiiente AG/GA  AG/GA  AAG/AGAIGAA AAG/AGA/GAA  uniforme CTTTe TTCTT e CTCTT, uniforme  AACCCT e
TCICT TCICT TTC/TCTI/CTT TTC/TCTICTT derivacbes derivacbes GTTTG derivacbes
e derivaces
Freq. motivo (% 43,7 64,9 44,4 27,2 - 27,7 100,0 20,0 cada - 6,7
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Tabela 2 Posicionamento dos SSRs nas sequéncias analdsldhaseolus vugari@P. v) eGlycine maxG. m).

MOTIVO SSR DIMERICO TRIMERICO TETRAMERICO PENTAMERICO HEXAMERICO

P.v G.m P.v G.m P.v G.m P.v G.m P.v G.m
5 UTR (%) 68,8 51,0 31,3 31,0 50,0 45,0 50,0 61,5 29,0 27,0
ORF (%) 16,0 21,0 54,4 53,5 0 18,0 0 7.5 51,6 58,5
3'UTR (%) 15,2 28,0 14,3 15,5 50,0 37,0 50,0 31,0 19,4 14,5




Tabela 3 Motivos SSR em ESTs dghaseolus vulgarisu Glycine maxe em aplicors deVigna unguiculatae valores de-value

em alinhamentos BLAST.

Vigna unguiculata

Primer / EST Espécie Motivo (rep) Gendtipo-banda ~ Motivo (rep) e-value*
(P4) Pcv538096 P. vulgaris AT (16) IT85F-P4 AT (17) e’
(P6) Pch544086 P. vulgaris CT (25) BR14Mulato-P6 CT (26) e
(16) Pcv539740 P. vulgaris TCT (10) IT85F-P16 TCTA (4) e
(P17) Pcv531509  P. vulgaris TCA (10) BR14Mulato-P17 TCA (6) e®
(P21) Pcv533580  P. vulgaris CTCCTG (7) BR14Mulato-P21  CTCCTG (5) e
(P6S) Pbg253715 G. max AAT (16) BR14Mulato-P6S - e
(P7S) Pbu544951 G. max TA (27) BR14Mulato-P7S - e

e-value alinhamento (BLAST2SEQ) entre EST e vulgarisouG. maxcontra amplicon d¥. unguiculatacorrespondente.



Tabela 4 PrimersEST-SSR, respectivos motivos e repeticbes na€seis ESTs, com amplificacdo de monomorfismosaimprfismos em
gendtipos dé°. vulgarise ampliconsde tamanho esperados (TE) ou ndo (S: sim; N: ndo)ero de alelos e motivos (repeticdes)aenplicons
sequenciados (genadtipo/ banda) e valergalueentre as sequéncias ES@raplicons(Blastn).

Primer EST Amplificacgoem TE N°Alelos Genétipo — banda Amplicon e-value
Motivo (rep) P. wlgaris Motivo (rep)
P12 (CV543440) CTT (8) Polimorfismos N&o 1 - - -
P5 (CB544086) TA (19) Polimorfismos  N&o 3 JaragBa-P TA (8) et
P11 (TA3919) TAA (8) Polimorfismos ~ N&o 3 PrincesktP TAA (5) et
Jaragua-P11 TAA (8) N3
Luminoso-P11 TAA (9) =R
P22 (TA3994) ATGAAC (6) Polimorfismos ~ N&o 3 EsplendP22 ATGAAC (8) &’
Galante-P22 ATGAAC (2) B
P2 (CV543232) GA (18) Polimorfismos Sim 3 - - -
P6 (CB539191) CT (25) Polimorfismos Sim 5 - - -
P4 (CV538096) AT (16) Polimorfismos ~ Sim 3 Boreal-P4 AT (16) e**
Jaragua-P4 AT (20) %8
P8 (CV543035) TAT (7) Monomorfismo  Sim 1 Jaragua-P8 TAT (7) e
P13 (CV533448) AAG (10) Polimorfismos  Sim 2 Jarafus AAG (9) &
Boreal-P13 AAG (10) k=N
P16 (CVv539741) TCT (10) Polimorfismos Sim 3 EsparB16 TCT (9) &
Jaragua-P16 Ausente “e
Gurgutuba-P16 TCT (14) 3k
P17 (CV531509) TCA (10) Polimorfismos  Sim 3 Jarafud TCA (11) e
IPA7419-P17 TCA (9) e
Harmonia-P17 TCA (6) 8
P18 (CB542646) AATG (6) Polimorfismos ~ Sim 3 Esplen&18 AATG (6) g%
Gurgutuba-P18 AATG (6) 8
P19 (57022) ATGA (7) Polimorfismos  Sim 2 Esplenédr9 ATGA (5) &
Gurgutuba-P19 ATGA (7) %
P20 (CB540660) TTTC (7) Polimorfismos ~ Sim 3 GurdpattP20 TTTC (7) &
Alvorada-P20 TTTC (5) K:
P21 (CV533580) CTCCTG (7) Polimorfismos  Sim 2 Esgdler-P21 CTCCTG (3) k]

88



Tabela 5 Primers EST-SSR, respectivos motivos e repeticbes naeei@$ ESTs dP. vulgaris com amplificacdo de monomorfismos ou
polimorfismos em gendtipos dé unguiculatae ampliconsde tamanho esperados (TE) ou nao (S: sim; N: m@mpero de alelos e motivos
(repeticoes) ermmpliconssequienciados (genotipo/ banda) e valergalueentre as sequéncias ESamplicons(Blastn).

Primer EST Amplificacgoem TE N°Alelos Genétipo — banda Amplicon e-value
Motivo (rep) V. unguiculata Motivo (rep)
P5 (CB544086) TA (19) Monomorfismo  Nao 1 BR14Mui&o TA (15) &°
P8 (CV543035) TAT (7) Monomorfismo  Sim 1 BR14Muld8 TAT (5) e
P11 (TA3919) TAA (8) Monomorfismo  N&ao 1 BR14Mulad-1 TAA (8) e’"
P13 (CVv533448) AAG (10) Monomorfismo  Sim 1 BR14Mok13 AAG (10) 5
P19 (57022) ATGA (7) Monomorfismo  Sim 1 IPA207-P19 ATGA (7) e’
P22 (TA3994) ATGAAC (6) Monomorfismo  N&o 1 BR14MtdeP22 ATGAAC (4) e”
P4 (CV538096) AT (16) Polimorfismos Sim 2 BR14Mokr4 AT (14) e
IT85F-P4 AT (17) 2
P6 (CB539191) CT (25) Polimorfismos ~ Sim 4 BR14MoHRI6 CT (26) é
P16 (CV539741) TCT (10) Polimorfismos ~ Sim 3 IPAZRT6 TCT (12) Cx
IT85F-P16 TCTA (4) i
P18 (CB542646) AATG (6) Polimorfismos  Sim 3 IPA74R98 AATG (6) &
P21 (CV533580) CTCCTG (7) Polimorfismos  Sim 2 BRiddMo-P21 CTCCTG (5) e
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Tabela 6 PrimersEST-SSR, respectivos motivos e repeticbes na€seis ESTs, com amplificacdo de monomorfismosaimprfismos em

gendtipos des. maxe ampliconsde tamanho esperados (TE) ou néo (S: sim; N: m@m)ero de alelos e motivos (repeticdes)amnplicons
sequenciados (genadtipo/ banda) e valergalueentre as sequéncias ES@araplicons(Blastn).

Primer EST Amplificacao TE N°Alelos Genétipo/banda Amplicon e-value
Motivo (rep) emG. max Motivo (rep)
P4 (B1974060) AAT (20) Monomorfismo  N&o 1 - - -
P7 (BU544951) TA (27) Monomorfismo  Nao 2 - - -
P19 (TA69560 3847) CTT (13) Monomorfismo  Nao 1 &gp25-P19 ausente 1.8
P3 (BG882912) TTTC (8) Polimorfismos N&o 3 - - -
P6 (BQ253715) AAT (16) Polimorfismos ~ N&o 2 Fepa&r&b AAT (20) &°
P8 (CA800521) AT (31) Monomorfismo  Sim 1 Fepagris TA (15) &
P13 (TA44541_3847) AAACCT (5) Monomorfismo  Sim 1  epagro25-P13 AAACCT (5) 8
P14 (TA50965 3847) CTTT (7) Polimorfismos ~ Sim 2 p&gro25-P14 CTTT (5) g
P20 (TA72884 _3847) CCTAAC (9) Polimorfismos Sim 5 Fepagro25-P20 CCTAAC (4) 8
BR232-P20 CCTAAC (6) kA
CD217-P20 CCTAAC (5) K
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Figura 1. Polimorfismos em gendétipos &e vulgarise V. unguiculataeamplificados pelg@rimer CV539741 (P16). Os intervalos A a

R contém gendtipos dé unguiculag, e Al a J1 contém gendtiposRlevulgaris.
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Figura 2. Alinhamento (Clustal W) entre sequéncia\deunguiculataoriunda de produto de
PCR (BR14Mulato-P17) e sua EST (CV531509) corredeote deP. vulgaris Alinhamento
contém: (1) sequéncias geimers (left e right), indicadas pelas setas; (2) motivo SSR em

negrito e italico e; (3) posi¢cdes dos nucleotidmmsservados indicados por asteriscos.

»

CV531509 ATCAGTGTGTTTCGCTGTGCCVGCAGGCGTGACCAGT CCCTTCAAGCTCCAATTCCTCAT
Fejdo-caupi ATCAGTGTGTTTCGCTGTGCCGCANGCGTGNAATGTCTCTTCAAGCTCCAATTCCTCAT

* *% *%% *kkkkk * *

CVv531509 CG--CTAGAGA-CTCATCTCAAACTAGCTATGTCA AAACTTCCCAGTTGCTTCTTGAAGT
Fejdo-caupi CCNCCTAGAGAACTCATCTCAAACTAGCTATGTCAAAACTTCCCAGTTGCTTCTTGAAGT

*  kkkkkkk kkkkkkkkkkkkhkkkkkhhkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkkkkhk

CVv531509 CTCTCGTCCTCATCG TCATCATCATCATCATCATCATCATCATCAACCTTTGCCCTGACC
Fejdo-caupi CTCTCGTCCTCATCG------------ TCATCATCATCATCATCAACCTTTGCCCTAACC

Kkkkkkkkkkkkkhkkk *kkkkkkk kkkkkkkkkkkkhkhkkkhkkkkk *kk

CVv531509 ATGGTGCTCTGTCTCACACACACCCACTCTTTCAOAACACAATGCAAAGTCCATCGATG
Fejado-caupi ATGGTGCTCTCTCTCACACACACCCACTCTTTCACTAACACAATGCAAAGTCCATCAATG

*% % * * * * * * kk%

CV531509 GTATTTGGGCTTTTCCAGCAT-TATAAGAAGCCCCCCATAGGGGCTAAAATGTTCCTCCA
Fejdo-caupi GCATTTGGGCTTTTCCAGCATATATAAGAAGCCCCCCGTAGGGGCGAAAATGTTCCTCCA

* k% * * *% kkkkk *% kkkkk * *

CV531509 CATGTGGAGAGTCATGCATTTCTTTTTCTCAAAAAAATGTTGCATCTTGAATGAAGGGTT
Fejdo-caupi CATCTGGAGAGTCATGCATTTCTTTTTCTCAAAAA AATGTTGCATCTTGAATGAAGGGTT

*%% * * * * * * *

CVv531509 CCCTGAG
Fejdo-caupi CCCTGAG
*kkkkkk
«—
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INFORMACOES COMPLEMENTARES

As tabelas seguintes apresentam um resumo dedsdamsilises realizadas no presente
trabalho, além de exibirem as informacdes clasglis como “dados nao apresentados” no
manuscrito cientifico.

Nove pares derimersforam fucionais entlycine Max sendo que dois desses foram
transferidos para/. unguiculuata A tabela sete apresenta o resultado obtido pssa e
atvidade, além de analises de similaridade enapliconde V. unguiculataseqiienciado e
sua EST (dé&.max de correspondente.

A tabela oito apresenta gwimers ndo-funcionais em soja, destacando o tipo de
sequénciadingletoucontig) em que oprimersforam propostos.

A tabela nove apresenta analises de similaridaile amplicons d&. unguiculatae
P. vulgarisde tamanho ndo esperado, sugerindo que tais seggdi@am homologas.

As tabelas dez e onze apresentam informacdes getaie todos os primers utilizados
no presente trabalho bem como dados sobre os SB8REep flanqueados.

A tabela doze apresenta a analise dos resultadmseésnento de bandas) das

amplificacbes realizadas com o0s primers oriundos E®Ts de Phaseolus vulgaris
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Tabela 7. Primers EST-SSR, respectivos motivos e repeticdes naséee@$ ESTs d€&. max com amplificagcdo de monomorfismos ou
polimorfismos em gendtipos déunguiculata nimero de alelos e motivos (repeticbes)anpliconsseqienciados e valoresvalueentre as
sequéncias ESTamplicons(Blastn).

Primer EST Amplificacdo em N° Alelos Genétipo — banda Amplicon e-value
Motivo (rep) V. unguiculata Motivo (rep)
P6 (BQ253715) AAT (16) Monomorfismo 1 BR14-P6 Ausen 0.001
P7 (BU544951) TA (27) Monomorfismo 2 BR14-P7 Ausen 0.1

Tabela 8 Relacdo d@rimersEST-SSR nao funcionais em PCRs com DNAs de
soja, motivos e repeticdes na sequéncia origindb.dmax(ID TIGR) e tipo de
sequénciagingletou contig).

Primer (ID TIGR) Motivo (rep) Sequéncia
P1 (BE331188) TTTC (7X) singlet
P2 (BF067601) CTCTT (5X) singlet
P5 (BI974194) CTGGG (6X) singlet
P9 (TA40585 3847) CT (36X) contig
P10 (TA42316_3847) GA (31X) contig
P11 (TA42973 _3847) TC (36X) contig
P12 (TA44398 3847) AG (53X) contig
P15 (TA55178 _3847) TTA (15X) contig
P16 (TA58735_3847) TTAA (7X) contig
P17 (TA63397_3847) ATT (21X) contig
P18 (TA63471_3847) TA (45X) contig
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Tabela 9 Primers transferidos, mas com TE (tamanho espgra@lo observado. BLASTn

realizado entrampliconde V.u Y¥igna unuiculatd e ampliconde P.v Phaseolus vulgar)s
(S): sim; (N): ndo.

Amplificacéo

Primers em. PveV.u TE Blast entre: e-value
P5 (CB544086) S N Jaragua-P11 e BR14-P11 e-73
P11 (TA3919) S N Luminoso-P11 e BR14-P11 e-26
P22 (TA3994) S N Esplendor-P22 e BR14-P22 e-48
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amplicon além da localizacao e caracteristicas dos S@RguUeados por eles.

Motivo
(N° de Localizacao Amplicon

Primer repeticbes) do SSR Left primer Right primer (pb)  Tm
P1 (CVv530714) AG(14) 5'UTR GCGTCCGAGAACCTTTTAATC AGCCATCAACGAAATCCAAC 346 60
P2 (CV543232) GA(18) ORF AAATTTGGGGGAAATTGAGG  TGCATCATGCCATGTTTCTC 306 60
P3 (TA4786) GA(10) 5'UTR ACGCGTCCGGTTCACAGT  AGAACCGCAGCTTCTCAAAA 200 60
P4 (CV538096) AT(16) 5'UTR TGCTGACCCTTCAACACGTA CAGGCAAAGCAGACATGAAA 355 60
P5 (CB544086) TA(19) ORF TTCACAAGATTGGGGAGACC AAGTCACAGCCCTCACTGCT 337 60
P6 (CB539191) CT(25) ORF TGCTCCATTACAATTACCAAGG AGAAAGGGGTGAGGGAAAAA 253 60
P7 (TA3313) TC(17) ORF TAGGGTTTTGGTGGGAACTG AGGCTGACGGAAAATGTGAC 379 60
P8 (CV543035) TAT(7) ORF TCGGATCATTCCATCTACCC CAAAAATTCCCCCAGAGGAT 193 60
P9 (TA3145) ATT(7) 3'UTR AGAGAGAGATGCAGGGGTTG GAATTCGGCACGAGGATAAA 389 60
P10 (CVv533580) TTA(8) 5'UTR GCGTGCAGTATGAAGCTGAG AGCTGTGCAGAAGATGCAGA 373 60
P11 (TA3919) TAA(8) 3'UTR GTCAAAAGCAGCTCCAAAGG ATTGCAGCATAGCCCTACCA 332 60
P12 (CVv543440) CTT(8) ORF CACCCATTCTCTCTCTCAGCA AACACGTCTTGGCGAAGTTT 355 60
P13 (CVv533448) AAG(10) ORF GGCAATGATGGATTTGAAGG GCAGGTGGTGGTTTTGAAGT 396 60
P14 (CB280641) TTC(10) 3'UTR TAATTCTCGCAAACCCTTCG GGAAGCTTTGCATCTGGAAG 380 60
P15 (CVv536084) AGA(8) 5'UTR  TGAACATCGGAATCGAATAGG GGATTCGCTGTTCCCATAGA 315 60
P16 (CV539741) TCT(10) 5'UTR AGGCATTCTCACAGCACAGA AAAGGGGTGGAAGCTTGAGT 178 60
P17 (CVv531509) TCA(10) ORF ATCAGTGTGTTTCGCTGTGC CTCAGGGAACCCTTCATTCA 354 60
P18 (CB542646) AATG(6) 3'UTR  CAAGGAAGGCGAAGATGAAG CCATAATCCATCATGCACCA 348 60
P19 (X57022) ATGA(7) 3'UTR ACCTTCTTCGGAAAGGATGG ATGCACTGCACTTGACGAAC 353 60
P20 (CB540660) TTTC(7) 5'UTR GCCGTCACACACAACAAAAC TTTCCATCCACCTGAAGAGG 248 60
P21 (CVv533580) CTCCTG(7) ORF GCGTGCAGTATGAAGCTGAG AGCTGTGCAGAAGATGCAGA 156 60
P22 (TA3994) ATGAAC(6) ORF GGTGATTCAGGTGTGGGTTC GCTGCTTCGTACACCTCCTC 375 60

Tm: temperatura dmeltingdo par de primers em quest&d)TR: regido ndo-traduzida 53’ UTR: regido ndo-traduzida 3'.
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Tabela 11.Especificacdes dgximersde Glycine max utilizados no presente trabalho, tamanho espatadonplicon,além da

localizacéo e caracteristicas dos SSRs flanquezaniases.

Motivo (N° Localizacdo Amplicon

Primer de repeticbes do SSR Left primer Right primer (pb) Tm
(P1) BE331188 TTTC(7) 5'UTR  AGCGGCACCAGGAAAGTT CCCGAATTCCATCATGTACC 299 60
(P2) BF067601 CTCTT(5) 5'UTR  TTACGAGTTCGACCCCTCCT GTAGGCTCACATTCCCCAGA 381 60
(P3) BG882912 TTTC(8) 5'UTR CCTCAATTGGGGTGTGAAAG CCCGAATTCCATCATGTACC 307 60
(P4) BI974060 AAT(20) ORF AACTTCATGGGCTGATTTGG GTGTTTTCCTGCTGCTCCTC 351 60
(P5) BI974194 CTGGG(6) ORF GTGCTCTGCTCTGCTCCTTT CAAGACAACCTGAACGCTGA 389 60
(P6) BQ253715 AAT(16) ORF CAAAAGATGCCTTCCCTCAA CGGAAGGTGTAGAAGGGTTG 358 60
(P7) BU544951 TA(27) ORF GATGCTGGTGGGAGATGTTC GCAGGATGACACAAACATGC 208 60
(P8) CA800521 AT(31) ORF TGATCCTCCACATGGCTACA GATGGACAGAAGCAAACACG 272 60
(P9) TA40585 CT(36) 5'UTR  TTAATGGTGGTTGCCTCCTC TCTCTTCCATGCCCTCCTAA 295 60
(P10) TA42316 GA(31) 5'UTR GCATGGGAGTCTTGGTTGTT TATGAGGTGGTGAAGGCACA 233 60
(P11) TA42973 TC(36) ORF GACAAAACGCCGAAACTTTG GCTCAGCAAGAAGGACCAAG 269 60
(P12) TA44398 AG(53) 5'UTR TTGGGCAAGACAAGAACACC CATTCGAGGTCCAATCCAGT 400 60
(P13) TA44541  AAACCT(5) 5'UTR CGTCCCTTTCTGAGCGTAAC GGGGATTTGGGAAATTCAGT 175 60
(P14) TA50965 CTTT(7) 5'UTR CGAGCCTCACGCTTAAACTC TGAAGGGGACAAAGATGAGG 354 60
(P15) TA55178 TTA(15) 3'UTR  TTGCTATGCAACGACATGGT GCTTCCCACTGAACCGAGTA 275 60
(P16) TA58735 TTAA(7) 3'UTR  CTTCTCCCTTGGGTTCTTCC CATCCTAACCGGTCAAAAACA 129 60
(P17) TA63397 ATT(21) 5'UTR  CCGGGTTTTATGGGAAGAGT GCTTAGCGGTATCCTCAACG 351 60
(P18) TA63471 TA(45) 3'UTR CTGGGACTTGATGTGCTTGA GAGAGAGAAAAATGTGTAGTGGTG 330 60
(P19) TA69560 CTT(13) 5'UTR TCCTTTGCTTCTTCCAAACA TTGCCAAGACTTAGCCACCT 214 60
(P20) TA72884 CCTAAC(9) ORF GGCACAGTCTCAGAGCAACA GCGTAGCCCACTGACTCTTC 171 60

Tm: temperatura dmeltingdo par de primers em quest&d;)TR: regido ndo-traduzida 53’ UTR: regido ndo-traduzida 3'.
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Tabela 12.Andlise dosampliconsproduzidos nos diferentes individwtes Phaseolus vulgarisVigna unguiculataitilizados.

Pa BRs Fra Brl7 BRsP Fv VI

Vi

Alelos MT Es Bo J4 Pr Gu Lu Ga Al IPA H& TE1l TE2 TE3 TE4 Br IT IPAa IPAb Pi

Primers

X

P1 (CV530714)
P2 (CV543232)

1

1
0

0 01 1 1
0 0 o 0O

0

X

P3 (TA4786)

1

P4 (CV538096)

0

1

0 0 1

1

P5 (CB544086)

0

0 0 o o o0

0

0
0

0
0 0 0 O
0 0 O

1
0 0 1

0

1

P6 (CB539191)

1
0
0

0
0
1

0

X

P7 (TA3313)

0O 0 0 0O O O O

0

1

P8 (CV543035)

X
X

P9 (TA3145)

P10 (CV533580)
P11 (TA3919)

0
0

0

0O 0 O
0O 0 O
0 0 1

1

1
0

1

1

1

P12 (CV543440)

0

0 0 o o o0

0

1

P13 (CV533448)

X

P14 (CB280641)
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Cont.

\

Fv

Pa BRs Fra Brl7 BRsP

Vi

Alelos MT Es Bo Ja Pr Gu Lu Ga Al IPA Ha TE1l TE2 TE3 TE4 Br IT IPAa IPAb Pi

Primers

X

P15 (CV536084)
P16 (CV539741)

0
0
0
1

1
0
0
0

0 0 0 O

1
0
0

1

0 0 0 O

0 0 0 O
0 0 1

0

0O 0 0 O 0 O

0

1

P17 (CV531509)

0
0

0
0
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0
0

0 0 0 O

1

1
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1
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0

1

0 0 O

1

1
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1

0
1
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0 0 O

0
0

1

1

1
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0
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0
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1
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6. CONCLUSOES

Motivos SSR podem ser facilmente detectados emésegis EST de bancos de dados
publicos, e para uma boa parcela desses EST-S8R#fichdos, pares daimerspodem ser
propostos, de forma mais acessivel do que para g®Rmicos. Marcadores EST-SSR
desenvolvidos par®. vulgaris apresentaram boa eficiéncia em reacbes de PCRam fo
facilmente transferidos paké unguiculata espécie para a qual ndo hapianersEST-SSRs
disponiveis. Esses marcadores podem ser Uteis a@lisemngenéticas de ambas as espécies,
bem como em mapeamento comparativo. Por outro tadgadores EST-SSR desenvolvidos
paraG. maxndo apresentaram a mesma eficiéncia em reacfesDdohs de genotipos

brasileiros de soja, e nem quando transferidas\pannguiculata
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7. ABSTRACT

Expressed Sequence Tags (EST) database is a \alsabice of information for
molecular markers development. In the present weirkple sequence repeats (SSR) have
been detected iRhaseolus vulgariandGlycine maxESTs, aiming the development of EST-
SSR markers for cowpe®i@jna unguiculataimprovement. A total of 10,880 common bean
ESTs and 116,965 soy ESTs were analyzed and tineaésd averages frequencies were one
SSR in every 22.0 kb for common bean EST and onevery 14.7 Kb for soy EST. In
common bean ESTs, 331 SSRs were identified andtriheric motifs were the most
abundant (45.6%). In soy ESTs, 4,553 SSRs weretdetand the dimeric motifs were the
most prevalent (49.7%). In both species, the AGIGRC/CT dinucleotide motifs and the
AAG/AGA/GAA | TTCITCTI/CTT trinucleotide motifs wer¢he most abundant. A total of
153 common bean EST-SSR primers pairs and 1,92®rsmers pairs were designed. Nine
of a 20 soy EST-SSR primers pairs amplified soy BNAfter transferability study t&.
unguiculata two of these primers pairs amplified but a nopested size bands with no
conserved original motif were observed. On the offaed, 15 of 22 common bean EST-SSR
primers pairs amplified in PCR reactions with DNfA@am 11 common bean genotypes and 10
of them showed polymorphism (estimated averaged?I50). With cowpea DNAs (17), 11
of these 15 primers pairs amplified several amplcd=ive of them showed polymorphism
(estimated average PIC of 0.36). Some PCR produets sequenced and the alignments
with the correspondent EST showed in general tlaBISR motif extensions modified but the
sequences ends were conserved between species. reBafts confirmed the success of the
EST-SSR markers transferability between commondaad cowpea.

KEYWORDS: microsatellites, data mining, Fabaceae, legumincuspea.
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8. ANEXO
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8.1. Anexo 1

INSTRUCOES PARA AUTORES
Revista
GENETICS AND MOLECULAR BIOLOGY
ISSN 1415-4757
Ribeirao Preto, Brasil
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

SCOPE AND POLICY

Genetics and Molecular Biology

(formerly named Revista Brasileira de
Genética/Brazilian Journal of Genetics -
ISSN 0100-8455) is published by the
Sociedade Brasileira de Genética
(Brazilian  Society of Genetics).

The Journal considers contributions that
present the results of original research
in genetics, evolution and related
scientific disciplines.

Although Genetics and Molecular

Biology is an official publication of the
Brazilian  Society of  Genetics,
contributors are not required to be
members of the Society.

It is a fundamental condition that
submitted manuscripts have not been
and will not be published elsewhere.
With the acceptance of a manuscript for
publication, the publishers acquire full
and exclusive copyright for all

languages and countries.

Manuscripts considered in conformity
with the scope of the journal as judged
by the Editor in conjunction with the

Editorial Board are reviewed by the
Associate Editors and two or more
external reviewers. Acceptance by the
Editor is based on the quality of the
work as substantial contribution to the
field and on the overall presentation of
the manuscript.

SUBMISSION OF PAPERS
1. Manuscripts should be submitted to:
Angela M. Vianna-Morgante , Editor-

in-Chief
Genetics and Molecular Biology

Bfanibilidade de marcadores moleculares....

Postal Address:

Rua Capitdo Adelmio Norberto da
Silva, 736

14025-670 Ribeirdo Preto, SP — Brazil

Electronic Address:
editor@gmb.org.br

2.A submission package sent to the
Editorial Office must
contain[New |

a) A cover letter stating that all authors
have approved the submission of the
manuscript. The letter must be signed
by the Corresponding Author and must
inform the e-mail addresses of all other
authors so that they can be contacted by
the Editorial Office for confirmation of
the submission.

b) An electronic copy of the text, tables
and figures, including supplementary
material to be published online only.
Formats for text are Word or RTF in
Windows platform. Images in TIFF or
JPEG formats should be sent in separate
fles (For Figures, see detailed
instructions in 3.1.h). Mailed CD-
ROMs must be labeled with the first
author's last name, platform and
software. Failure to adhere to these
guidelines can delay the handling of
your contribution and manuscripts may
be returned before being reviewed.

¢) Manuscripts including photos or any
other identifiable data of human
subjects must be accompanied by a
copy of the signed consent by the
individual or his/her guardian.

3. Categories of Contribution

3.1. Research Articles

Manuscripts must be written in English
in double-spaced, 12-point type

throughout; formatted to A4 paper with
25 cm margins; marked with
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consecutive line and page numbers,
beginning with the cover page.

The following elements must start on a
new page and be ordered as they are
listed below:

a) The title page must contain: a

concise and informative title; the
authors’ names (first name at full
length); the authors’ institutional
affiliation, including department,

institution, city, state or province and
country; different affiliations indicated
with superscript numbers; a short
running title of about 35 characters,
including spaces; up to five key words;
the corresponding author’'s name, postal
address, phone and fax numbers and
email address. The corresponding
author is the person responsible for
checking the page proofs, arranging for
the payment of color illustrations and
author’s alteration charges.

b) The Abstract must be a single
paragraph that does not exceed 200
words and summarizes the main results
and conclusions of the study. It should
not contain references.

c) The teximust be as succinct as
possible.Text citatiors: articles should
be referred to by authors’ surnames and
date of publication; citations with two
authors must include both names; in
citations with three or more authors,
name the first author and useal. List
two or more references in the same
citation in  chronological order,
separated by semi-colons. When two or
more works in a citation were published
in the same year, list them
alphabetically by the first author
surname. For two or more works by the
same author(s) in a citation, list them
chronologically, with the years
separated by commas. (Example:
Freire-Maiaet al.,1966a, 1966b, 2000).
Only articles that are published or in
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press should be cited. In the case of
personal communications or
unpublished results, all contributors
must be listed by initials and last name
(et al. should not be usedNumbes: In

the text, numbers nine or less must be
written out except as part of a date, a
fraction or decimal, a percentage, or a
unit of measurement. Use Arabic
numerals for numbers larger than nine.
Avoid starting a sentence with a
number.Binomial Name: Latin names
of genera, species and intraspecific taxa
in the text must be printed in italics;
names of orders and families should
appear in the Title and also when first
mentioned in the text. URLs for
programs, data or other sources should
be listed in the Internet Resources
Section, immediately after the
References Section, not in the text.
URLs for citations of publications in
electronic journals should appear in the
reference section

the

The text includes

elements:

following

Introduction —Description of the

background that led to the study.

Material (or Subjects) and Methods —
Details relevant to the conduct of the
study. Statistical methods should be
explained at the end of this section.

Results — Undue repetition in text and
tables should be avoided. Comment on
significance of results is appropriate but
broader discussion should be part of the
Discussion section.

Discussion — The findings of the study
should be placed in context of relevant
published data. Ideas presented in other
publications should not be discussed
solely to make an exhaustive
presentation.
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Some manuscripts may require different
formats appropriate to their content.

d) The Acknowledgmentsmust be a
single paragraph that immediately
follows the discussion and includes
references to grant support.

e) The References Sectioreferences
must be ordered alphabetically by the
first author surname; references with the
same first author should be ordered as
follows: first, as single author in
chronological order; next, with only one
more co-author in alphabetical order by
the second author; and finally followed
by references with more than two co-
authors, in  chronological order,
independent of the second author
surnames. In references with more than
10 authors only the first ten should be
listed, followed byet al. Use standard
abbreviations for journal titles as
suggested by ISI Web of Knowledge
(http://apps.isiknowledge.com/WoS/hel
p/C_abrvjt.ntml) or PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Only articles that are published or in
press should be included in this section.
Works submitted for publication but not
yet accepted, personal communications
and unpublished data must be cited
within the text. “Personal
communication” refers to individuals
other than the authors of the manuscript
being submitted; “unpublished data”
refers to data produced by at least one
of the authors of the manuscript being
submitted.

Sample journal article citati:

Breuer ME and Pavan C (1955)
Behaviour of polytene chromosomes of
Rhynchosciara angelaeat different
stages of larval development.
Chromosoma 7:371-386.
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Yonenaga-Yassuda Y, Rodrigues MT
and Pellegrino KCM (2005)
Chromosomal banding patterns in the
eyelid-less microteiid lizard radiation:
The X X1X2X2:X1X2Y sex chromosome
system in Calyptommatus and the
karyotypes of Psilophtalmus and
Tretioscincus (Squamata,
Gymnophthalmidae). Genet Mol Biol
28:700-7009.

Sample book citation:

Dobzhansky T (1951) Genetics and
Origin  of Species. 3rd edition.
Columbia University Press, New York,
364 pp.

Sample chapter-in-book citation:

Crawford DC and Howard-Peebles PN
(2005) Fragile X: From cytogenetics to
molecular genetics. In: Gersen SL and
Keagle MB (eds) The Principles of
Clinical Cytogenetics. 2nd edition.
Humana Press, New Jersey, pp 495-513.

Sample Electronic Article citation:

Simin K, Wu H, Lu L, Pinkel D,
Albertson D, Cardiff RD and Van Dyke
T (2004) pRb inactivation in mammary
cells reveals common mechanisms for
tumor initiation and progression in
divergent epithelia. Plos Biol 2:194-
205. http://www.plosbiology.org .

f) Internet Resources Section

this section should contain a list of
URLs referring to data presented in the
text, software programs and other
Internet resources used during data
processing. Date of consultation must
be stated.

Sample Internet Resource citation :
Online Mendelian Inheritance in Man

(OMIM),
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM
(September 4, 2005)

LEM Software,
http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergfi
les/hybrid_design.htm (September 4,
2005)

g) Tables: must be inserted at the end
of the main text file, each table starting
on a new page. A concise title should be
provided above the table. Tables must
be numbered consecutively in Arabic
numerals. Each column must have a
title in the box head. Footnotes typed
directly below the table should be

indicated in lowercase superscript
numbers.

h) Figures must be numbered
consecutively in Arabic numerals.

Legends should be typed on a new page
that immediately follows the tables.
Images should be in TIFF or JPEG
format and provided in separate files.
Identify each illustration by the first
author name and the number of the
respective figure. Figures in Word
format cannot be published. Journal
quality reproduction will  require
grayscale and color at resolution
yielding 300 dpi. Authors should submit
bitmapped line art at resolution yielding
600-1200 dpi. These resolutions refer to
the output size of the file; if it is
anticipated that images will be enlarged
or reduced, the resolutions should be
adjusted accordingly. Scanned figures
should not be submitted. Color
illustration can be accepted, but authors
may be asked to defray the cost.

i) Nomenclature should adhere to
current international standards.

j) Sequencesmay appear in text or in
figure. DNA, RNA and protein
sequences equal to or greater than 50
units must be entered into public
databases. The accession number must
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be provided and released to the general
public together with publication of the
article. Long sequences requiring more
than two pages to reproduce will not be
published unless the Editorial decision
is that the publication is necessary.
Complete mtDNA sequence will not be
published.

k) Data access:reference should be
made to availability of detailed data and
materials used for reported studies.

) Ethical issues: Reports of
experiments on live vertebrates must
include a brief statement that the
institutional review board approved the
work and the protocol number must be
provided. For experiments involving
human subjects, authors must also
include a statement that informed
consent was obtained from all subjects.
If photos or any other identifiable data
are included, a copy of the signed
consent must  accompany  the
manuscript.

m) Supplementary Material: Data that
the authors consider of importance for
completeness of a study, but which are
too extensive to be included in the
published version, can be submitted as
Supplementary Material. This material
will be made available together with the
electronic version. In case a manuscript
contains such material, it should be
appropriately identified within the text.
Supplementary material in tables should
be identified as Table S1, Table S2, etc.,
in case of figures they should be named
accordingly, Figure S1, Figure S2. For
online access, supplementary material
should be in PDF, JPEG or GIFF
formats.

In addition, a list of this material should

be presented at the end of the
manuscript text file, containing the
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following statement: Supplementary
material - the following online material
is available for this article:

- Table S1 — < short title >
- Figure S1 — < short title >

This material is available as part of the
online article from
http://www.scielo.br/gmb

3.2 Short Communications

Present brief observations that do not
warrant full-length articles. They should
not be considered preliminary
communications. They should be 15 or
fewer typed pages in double spaced 12-
point type, including literature cited.
They should include an Abstract no
longer than five percent of the paper’s
length and no further subdivision with
introduction, material and methods,
results and discussion in a single
section. Up to two tables and two
figures may be submitted. The title page
and reference section format is that of
full-length article.

3.3 Letters to the Editor

Relate or respond to recent published
items in the journal. Discussions of
political, social and ethical issues of
interest to geneticists are also welcome
in this form.

3.4 Review Articles

Review Articles are welcome.

3.5 Book Reviews

Publishers are invited to submit books
on Genetics, Evolution and related
disciplines, for review in the journal.

Aspiring reviewers may propose writing
a review.

Bfanibilidade de marcadores moleculares....

3.6 History, Story and Memories

Accounts on historical
Genetics relating to Brazil.

aspects of

4.Proofs and Copyright Transfer

Page proofs will be sent to the
corresponding author. Changes made to
page proofs, apart from printer’s errors,
will be charged to the authors. Notes
added in proof require Editorial
approval. A form of consent to publish
and transfer of copyright will have to be
signed by the corresponding author, also
on behalf of any co-authors.

5. Reprints

Reprints are free of charge and provided
as a pdf-file.

Subscription

Membership to the Brazilian Society of
Genetics  entitles  subscription  to
Genetics and Molecular Biology.

For nonmembers and institutions, the
annual subscriptions rates (four
issues/year) are:

Brazil and other South American
Countries (Air Malil) :

Institutional - R$ 500,00
Personal: R$ 150,00.

Other Countries (Air Mail):

Institutional - US$ 300.00
Personal - US$ 100.00.

100



