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RESUMO 
 
 
 
 

PEREIRA, Mateus Rodrigues, M. S., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2005. Desenvolvimento de Marcadores Microssatélites para o Feijoeiro 
Comum (Phaseolus vulgaris L.). Orientador: Maurilio Alves Moreira. 
Conselheiros: Everaldo Gonçalves de Barros e Cosme Damião Cruz. 

 
 
 
            O feijão é um alimento protéico amplamente consumido pela população 

brasileira. O Brasil ocupa a posição de maior produtor e consumidor mundial de 

feijão com produtividade média em torno de 700 Kg/ha. A cultura do feijão tem 

potencial para produzir acima de 4000 Kg/ha. Apesar de alta, a produção brasileira 

ainda sofre grandes prejuízos em virtude da indisponibilidade e inacessibilidade de 

uma tecnologia de plantio e manejo, cultivo em solos de baixa fertilidade, que 

exigem adubação, além da suscetibilidade de cultivares a diversas pragas e doenças, 

que constituem os principais fatores para a baixa produtividade nacional.  Das 

estratégias utilizadas para minimizar as perdas na produção, o melhoramento 

genético do feijoeiro, visando à obtenção de cultivares de interesse econômico, tem 

se destacado, pois a utilização de tais cultivares é eficiente, segura e acessível a 

produtores. Atualmente, os programas de melhoramento têm sido grandemente 

auxiliados pelo uso de técnicas envolvendo marcadores moleculares. Marcadores 

microssatélites são constituídos de motivos que podem variar de 1 a 6 nucleotídeos 

repetidos em tandem. São de herança codominate e multialélica, apresentam um 

elevado conteúdo de informação e são altamente polimórficos. Os marcadores 
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microssatélites são amplificados pela técnica de PCR utilizando pares de primers 

específicos e são tecnicamente simples desde que existam primers disponíveis. 

Além disso, a amplificação dos fragmentos de DNA é bastante reprodutível. No 

mapa genético integrado da espécie, foram posicionados 115 marcadores 

microssatélites já desenvolvidos. Foi identificado um marcador microssatélite 

localizado a 7,6 cM associado a um gene de resistência à mancha-angular, e outro 

localizado dentro da região do terceiro intron do gene que confere resistência ao 

crestamento bacteriano. O presente trabalho teve como objetivo a construção de 

primers microssatélites para fornecer ferramentas que auxiliem o desenvolvimento 

de programas de melhoramento do feijoeiro-comum. Foram seqüenciados 

fragmentos obtidos de bibliotecas enriquecidas para repetições CCA, AT e GGC. As 

seqüências foram analisadas e os primers foram desenhados a partir das regiões 

flanqueadoras dos microssatélites. A análise das seqüências foi realizada com o 

auxílio dos programas SeqMan 3.57 (DNASTAR, Madison, WI, EUA) e SSRIT 

(http://www.gramene.org/). Os primers microssatélites foram desenhados com 

auxílio dos programas Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi) e PrimerSelect 3.1 (DNASTAR, Madison, WI, 

EUA). Os primers que geraram produtos de amplificação nos cultivares Ouro Negro 

e AND 277, foram utilizados para a validação em 28 variedades diferentes da 

espécie Phaseolus vulgaris. Algumas dessas variedades são mesoamericanas e 

outras são andinas. Foram desenhados 34 pares de primers, dos quais 25 se 

mostraram viáveis quando analisados pelo programa PrimerSelect 3.1. Destes 25, 

apenas três mostraram-se polimórficos entre as variedades testadas. Foi também 

determinado o conteúdo de informação de polimorfismo (PIC) para tais primers. 

Pretende-se, em trabalhos futuros, construir novas bibliotecas para a obtenção de 

novos primers microssatélites. 
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ABSTRACT 
 
 
 
 

PEREIRA, Mateus Rodrigues, M. S., University Federal de Viçosa, July 2005. 
Development of Microsatellite Markers for Common bean (Phaseolus 
vulgaris L.). Advisor: Maurilio Alves Moreira. Committee members: Everaldo 
Gonçalves de Barros and Cosme Damião Cruz. 

 
 

            Common bean is a popular high-protein food consumed by the Brazilian 

population. Brazil ranks first worldwide as producer and consumer of common bean 

with a mean produtivity of around 700 Kg/ha. The crop would have the potential to 

produce over 4000 Kg/ha. Despite the high production in Brazil, the output is still 

severely cut back by the lack of available and accessible planting and management 

technologies, cultivation on low-fertility soils that require fertilization, besides the 

susceptibility of cultivars to diverse pests and diseases which altogether represent 

the main factors for the low national productivity. Among the strategies used to 

mitigate production losses the genetic improvement of common bean, aiming at the 

establishment of cultivars of economical interest is worth mentioning, since the use 

of these cultivars is effective, safe and acessible for producers. In the recent past 

improvement programs have made considerable headway by using techniques that 

involve molecular markers. Microsatellite markers consist of motifs that can vary 

from 1 to 6 tandem repeated nucleotides. They have codominate and multiallelic 

heritability, a high information content and are highly polymorphic. Microsatellite 

markers are amplified by the PCR technique using specific primer pairs and are 
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techically simple if primers are avaliable. Besides, the amplification of the DNA 

fragments is quite repeatable. One hundred and fifteeen developed microsatellite 

markers were allocated in the integrated genetic map of the species. One 

microsatellite marker was identified at 7.6 cM associated to a gene of leaf spot 

resistance and another one in the region of the third intron of the gene that confers 

resistance against common bacterial blight. The present study had the objective of 

constructing microsatellite primers to provide tools that support the developement of 

common bean improvement programs. Fragments obtained from libraries enriched 

for the repeats CCA, AT and GGC were sequenced. The sequences were analyzed 

and the primers designed based on the flanking regions of the microsatellites. The 

sequence analysis was performed on software SeqMan 3.57 (DNASTAR, Madison, 

WI, EUA) and SSRIT (http://www.gramene.org/). The primer microsatellites were 

designed using software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi) and PrimerSelect 3.1 (DNASTAR, Madison, WI, 

EUA). The primers that generated amplification products in the cultivars Ouro 

Negro and AND 277 were used to validate 28 different varieties of the species 

Phaseolus vulgaris. Some of these varieties are Mesoamerican and others Andean. 

Of the 34 designed primer pairs that were analyzed by PrimerSelect 3.1, twenty-five 

were viable. Only three of the 25 presented polmorphism among the tested varieties. 

The polymorphism information content (PIC) for these primers was also 

determined. New libraries for the establishment of new microsatellite primers are to 

be constructed in future studies. 
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Desenvolvimento de Marcadores Microssatélites para o Feijoeiro Comum 

(Phaseolus vulgaris L.) 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

            O feijão é um alimento protéico amplamente consumido pela população 

brasileira, principalmente a de baixa renda. O hábito de consumo de feijão pelas 

famílias brasileiras, associadas à ampla adaptação climática dessa cultura, faz com 

que o feijão esteja distribuído por todo o território nacional. O Brasil ocupa a 

posição de maior produtor e consumidor mundial de feijão. Na safra de 2003, a 

produção brasileira foi de aproximadamente três milhões de toneladas (IBGE, 2004). 

A produtividade média da cultura no país está ao redor de 700 kg/ha, mesmo 

considerando que, no Brasil, a cultura do feijão tem potencial para produzir acima 

de 4.000 kg/ha (IBGE, 2004). 

            Apesar de alta, a produção brasileira ainda sofre grandes prejuízos em 

virtude da indisponibilidade ou inacessibilidade de uma tecnologia de plantio e 

manejo adaptada aos pequenos e médios produtores, plantio em solos de baixa 

fertilidade, que exigem adubação, e associação simbiótica ineficiente (VIEIRA et 

al., 1998), além da suscetibilidade a diversas pragas e doenças que constituem os 

principais fatores contribuintes para a baixa produtividade nacional (BALARDIN, 

1990). VIEIRA (1983) cita mais de 30 doenças que podem atingir o feijoeiro, das 

quais cerca de oito são de maior importância no território nacional. Dentre estas, 

merecem destaque as doenças fúngicas: ferrugem causada por Uromyces 

appendiculatus (Pers.) Unger var. appendiculatus, a antracnose causada por 

Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e Magn.) Scrib. e a mancha-angular causada 

por Phaeoisariopsis griseola (Sacc.).  

            Das estratégias utilizadas para minimizar as perdas na produção, o 

melhoramento genético do feijoeiro, visando a obtenção de cultivares de interesse 

econômico, tem se destacado, pois a utilização de tais cultivares é eficiente, segura e 

acessível a produtores. Atualmente os programas de melhoramento têm sido 
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grandemente auxiliados pelo uso de técnicas envolvendo marcadores moleculares 

(QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et al., 2004a). 

            Os marcadores RAPD e SCAR têm sido, extremamente, úteis para identificar 

e selecionar genótipos com importantes genes de resistência a vários patógenos 

(FALEIRO et al., 2003; CAIXETA et al., 2003; QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ 

et al., 2004a). Entretanto, os marcadores RAPD apresentam natureza dominante, 

baixo conteúdo de informação genética por loco e podem ainda não apresentar 

reprodutibilidade de resultados, quando a técnica é executada em diferentes 

condições. Em virtude dessas limitações, a necessidade da utilização de outras 

classes de marcadores moleculares, para auxiliarem o desenvolvimento dos 

programas de melhoramento genético do feijoeiro-comum, torna-se cada vez mais 

evidente.          

       

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 3

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo geral 

            O presente trabalho teve como objetivo o seqüenciamento de fragmentos de 

bibliotecas enriquecidas para SSR, análise dos fragmentos, desenho e teste de 

primers microssatélites para o feijoeiro-comum. 

 

2.2. Objetivos específicos  

§ Seqüênciamento de fragmentos obtidos de bibliotecas enriquecidas para 

repetições CCA e AT; 

§ Análise de seqüências e desenho de primers baseados nas seqüências 

flanqueadoras dos microssatélites; 

§ Validação dos primers através de PCR envolvendo diferentes linhagens do 

feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.). 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Marcadores moleculares 

            Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, surgiram 

diversos métodos de detecção de polimorfismo genético diretamente em nível de 

DNA, bem como uma nova classe de marcadores genéticos. Classificados como 

marcadores moleculares, estes se baseiam na variação natural da seqüência de bases 

do DNA. Apresentam nível de polimorfismo geralmente alto para cada loco 

estudado e não são afetados por diferentes condições ambientais nem fisiológicas do 

organismo, sendo amplamente utilizados em análises genéticas, incluindo a 

construção de mapas de ligação. 

            Os marcadores RFLP foram os primeiros a serem empregados na construção 

de mapas genéticos (BOTSTEIN et al., 1980). Com o surgimento da técnica do PCR 

(MULLIS e FALOONA, 1987), uma nova geração de marcadores moleculares 

ganhou grande importância, sendo classificados como marcadores baseados em 

PCR. Podem ser citados, dentre eles, o RAPD, o AFLP, o SCAR e os microssatélites 

(SSR). A maioria dos mapas de ligação em feijoeiro-comum se baseia 

primariamente em RFLP e RAPD. RAPD ou AP-PCR foram denominações 

descritas por dois grupos distintos - WILLIAMS et al. (1990) e WELSH e 

McCLELLAND (1990), respectivamente - para descrever a mesma metodologia, 

tendo a primeira denominação se tornado mais conhecida. As bandas de DNA 

originadas pelo RAPD podem ser excisadas, purificadas e clonadas. A partir da 

clonagem, seqüênciamento e análise das seqüências obtidas, pode-se fazer o desenho 

de primers específicos. Essa metodologia permite a conversão dos marcadores 

RAPD em SCAR (PARAN e MICHELMORE, 1993).  

 

3.1.1. Marcadores Microssatélites 

           Atualmente, a classe de marcadores de principal interesse são os 

microssatélites. Os microssatélites (LITT e LUTY, 1989) foram inicialmente 

denominados de SSR (Simple Sequence Repeats) ou sequências simples repetidas 

em que um único par ou um pequeno número de pares de bases de DNA 
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(normalmente menos que 6 pb) é repetido várias vezes (RONGWEN et al., 1995). O 

comprimento do microssatélite normalmente varia entre 15 e 50 pb (PETES et al. 

1997). As repetições podem ser simples perfeitas, simples imperfeitas, compostas 

perfeitas ou compostas imperfeitas (REDDY et al., 2001). Alguns microssatélites 

com tamanho de 12 pb foram encontrados e tiveram seus respectivos primers 

desenhados e testados, apresentando polimorfismo entre variedades testadas 

(CAIXETA et al., 2003a; YU et al., 2000). BECKMANN e SOLLER (1990) 

criaram a denominação de STMS (Sequence Tagged Microsatellite Sites) que 

significa sítios de microssatélites marcados por seqüência. Os microssatélites são de 

natureza co-dominante, multialélicos, apresentam o mais elevado conteúdo de 

informação de polimorfismo entre as diferentes classes de marcadores, não 

apresentam os problemas de reprodutibilidade dos marcadores RAPD, são muito 

freqüentes e se encontram distribuídos ao acaso nos genomas. Todas estas 

características fazem com que marcadores microssatélites sejam marcadores ideais 

para mapeamento genético de genomas, para a identificação e discriminação de 

genótipos e estudos de genética de populações (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 

1998). 

           O polimorfismo de um loco microssatélite pode ser evidenciado por meio de 

uma reação de polimerase em cadeia (PCR) utilizando-se um par de primers 

específicos e complementares a seqüências conservadas que flanqueiam o loco. 

Deste modo, cada segmento amplificado com diferente tamanho representa um alelo 

diferente do mesmo loco (YU et al. 1999; CAIXETA et al., 2003a). O polimorfismo 

é gerado pela perda ou ganho de seqüências repetidas, mais provavelmente através 

do ganho. Este fenômeno não é ainda completamente entendido, porém acredita-se 

que esta expansão ocorra durante a replicação. Segundo RICHARDS e 

SUTHERLAND (1994) após a dissociação das fitas durante a replicação, ocorre 

uma reassociação desalinhada. A estrutura gerada pode ser estabilizada por 

conformações do tipo hairpin, triplex ou rearranjo quadruplex das fitas do DNA, 

sendo as repetições (CTG)n/(CAG)n, (CCG)n/(CGG)n, (GAA)n/(TTC)n, 

(AGG)n/(CCT)n, e (TGG)n/(CCA)n as que mostram um considerável potencial para 
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formar as estruturas alternativas mencionadas anteriormente (GACY et al., 1995; 

BIDICHANDANI et al., 1998). Segundo YOU-CHUN LI et al. (2002), dois 

mecanismos mutacionais podem estar envolvidos. O primeiro envolve os 

“escorregões” (slippage) da DNA polimerase. Através da atividade exonucleásica de 

proofreading 3’à5’ da DNA polimerase, são formados hairpins fazendo com que a 

enzima replique a mesma região duas vezes. O segundo envolve crossing over 

desigual entre cromossomos homólogos. Tais mecanismos geram novos 

microssatélites ou aumentam o polimorfismo dos pré-existentes. TÓTH et al. (2000) 

acreditam que a geração de novos SSRs seja determinada pela interação entre vários 

fatores, dos quais os mais importantes seriam o tipo de repetição, a posição 

genômica do microssatélite e as condições genético-bioquímicas da célula.  

 

3.2. Ocorrência dos microssatélites  

           Estima-se que, em humanos, um microssatélite seja encontrado a cada 6 kb, 

principalmente nos braços cromossômicos (BECKMANN e WEBER, 1992).    

           Em plantas, MORGANTE e OLIVIERI (1993) examinaram seqüências de 

DNA publicadas para repetições de dinucleotídeos e trinucleotídeos em 34 espécies 

e encontraram uma freqüência de um microssatélite a cada 50 kb. WANG et al. 

(1994) realizaram uma pesquisa similar para todos os microssatélites possíveis nas 

seqüências disponíveis nos bancos de dados GenBank e EMBL e identificaram 130 

microssatélites em 54 espécies de plantas. Espécies do gênero Lycopersicon foram 

analisadas por SMULDERS et al. (1997) que identificaram 220 microssatélites em 

cerca de 2000 seqüências de DNA. MAUGHAN et al. (1995) observaram um 

microssatélite, em média, a cada 64 kb em monocotiledôneas e um a cada 21 kb para 

dicotiledôneas. 

           Em uma pesquisa realizada no GenBank, YU et al. (1999) examinaram 326 

sequências de DNA de feijoeiro comum encontrando 61 (18,7%) seqüências 

candidatas a microssatélites entre os gêneros Phaseolus e Vigna. Ao contrário do 

esperado, um microssatélite a cada 21 kb para dicotiledôneas, os autores 

identificaram um microssatélite potencial a cada 7 kb de DNA em média.  
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3.3. Distribuição dos microssatélites 

           Os microssatélites são ubíquos, sendo encontrados em procariotos e 

eucariotos, presentes até mesmo nos menores genomas bacterianos (FIELD e 

WILLS, 1996; HANCOCK, 1996)  

           Microssatélites podem ser encontrados em qualquer região do genoma, tanto 

em regiões codificadoras como em regiões não codificadoras (TÓTH et al., 2000).  

Segundo YOU-CHUN LI et al. (2002) os microssatélites são mais abundantes em 

regiões não codificadoras.  Isso pode ser explicado pelo fato de que, em regiões 

promotoras, o comprimento do microssatélite pode influenciar a atividade 

transcricional (KASHI et al. 1997; YOU-CHUN LI et al., 2002). Em regiões de 

exons as alterações nos comprimentos dos microssatélites podem alterar a atividade 

gênica. O tamanho do genoma do organismo está correlacionado com o conteúdo 

global de microssatélites (HANCOCK, 1996a). Segundo WAUGH et al. (2000) o 

tipo de microssatélite e a sua freqüência diferem entre espécies e também entre 

regiões de exons, introns e DNA intergênico. 

 

3.4. Desenvolvimento de marcadores baseados em microssatélites 

           Segundo ZANE et al. (2002) três metodologias são úteis na obtenção de 

primers microssatélites para o desenvolvimento de tais marcadores. A primeira delas 

é a identificação das seqüências simples repetidas em biblioteca de DNA genômico 

por meio da técnica de hibridização de colônias ou Hibridização Southern 

(RASSMANN et al., 1991). A segunda metodologia envolve o mecanismo de 

Extensão do Primer que utiliza o DNA genômico do fago M13 helper para a 

clonagem de fragmentos de DNA da espécie de interesse (PAETKAU, 1999; 

OSTRANDER et al.,1992). A terceira metodologia é a construção de bibliotecas 

genômicas enriquecidas para determinadas repetições (HAMILTON et al., 1999).  

           Muitos dos estudos iniciais em plantas utilizando microssatélites 

identificaram as repetições por meio de pesquisas em banco de dados de seqüências, 

como o EMBL ou o GenBank. Vários marcadores foram desenvolvidos por este 

método em sorgo (BROWN et al, 1996), milho (SENIOR et al, 1996), trigo 
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(DEVOS et al, 1995) e batata (PROVAN, et al, 1996). Entretanto, a pequena 

quantidade de seqüências disponíveis, mesmo para as espécies mais intensivamente 

estudadas, limita o número de marcadores que podem ser obtidos.                       

            

3.5. Desenvolvimento de primers microssatélites para o feijoeiro-comum 

            YU et al. (1999) testaram 11 primers microssatélites em 12 linhagens de 

feijoeiro-comum que representavam uma diversidade de germoplasmas. Estes 

autores constataram que 7 dos 11 primers microssatélites foram polimórficos e 

amplificaram entre 2 e 10 alelos. YU et al. (2000) testaram 37 primers 

microssatélites em 12 linhagens endogâmicas de feijoeiro-comum. Dos 37, 24 se 

mostraram polimórficos amplificaram entre 2 e 10 alelos. CAIXETA et al. (2003a), 

a partir de 4 clones BAC, utilizaram 890 colônias para hibridização com as sondas 

(AT)15, (CT)15 e (ATT)10. Trezentos e setenta e cinco colônias foram hibridizadas 

positivamente na primeira seleção e, destas, 72 foram positivas na segunda seleção, 

o que corresponde a 8% do total de colônias analisadas. Foram desenhados 29 pares 

de primers dos quais 21 amplificaram bandas únicas e bem definidas, sendo que 15 

apresentaram bandas polimórficas e 6 monomórficas. Os pares de primers que se 

mostraram polimórficos amplificaram de 2 a 6 alelos. Segundo WEBER (1990) o 

número de alelos originados a partir de um microssatélite está normalmente 

correlacionado com o número de repetições que este apresenta, ou seja, maiores 

números de repetições em geral levam a maior polimorfismo. Por outro lado, 

CAIXETA et al. (2003a) descreveram primers que flanqueiam microssatélites com 

repetições de 12 pb e que amplificaram 2 alelos e primers que flanqueiam repetições 

de 22, 16 e 15 pb que se mostraram monomórficos. 

            GAITÁN-SOLÍS et al. (2002) utilizaram diferentes linhagens andinas de 

Phaseolus vulgaris para a construção de 3 bibliotecas enriquecidas. Os 

pesquisadores obtiveram um total de 4.682 clones positivos considerando as 3 

bibliotecas. Deste total, apenas 856 foram seqüenciados. Foi possível o desenho de 

primers apenas para 213 clones seqüenciados. Os 213 pares de primers foram 

testados por PCR utilizando como molde os plasmídeos dos quais eles foram 
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obtidos. Apenas 68 pares destes testados, geraram fortes produtos de amplificação. 

O nível de conservação destes 68 pares de primers, no gênero Phaseolus, foi 

examinado pela avaliação deles em 4 outras espécies do gênero. As espécies testadas 

foram P. coccineus, P. polyanthus, P. acutifolius e P. lunatus. Foi observado que 33 

pares geraram produtos de amplificação em todas as amostras, com algumas 

apresentando variações de comprimento de fragmentos entre espécies. Isto indica 

que um considerável nível de conservação existe nas regiões que flanqueiam as 

SSR. Os 68 pares foram usados para investigar o polimorfismo entre 21 variedades 

de P. vulgaris. Quatorze locos foram monomórficos e 54 polimórficos no material 

testado.        

            BLAIR et al. (2003) utilizaram um total de 150 marcadores microssatélites 

desenvolvidos para o feijoeiro comum para posicionar 100 locos genéticos em um 

mapa genético integrado da espécie. Nesse trabalho, os pesquisadores utilizaram três 

grupos de marcadores: marcadores desenvolvidos por meio de bibliotecas 

enriquecidas por GAITÁN-SOLÍS et al. (2002), marcadores microssatélites gênicos 

desenvolvidos por YU et al. (1999, 2000) e microssatélites adicionais em regiões 

codificadoras e não codificadoras obtidas por meio de busca de seqüências 

depositadas no banco de dados Genbank. Os marcadores microssatélites gênicos 

mostraram-se menos polimórficos (com uma taxa de 46,3% de polimorfismo) que os 

marcadores microssatélites genômicos (64,3%). Para a realização do posicionamento 

dos 100 locos no mapa integrado, foram utilizadas duas populações de RILs 

(Recombinant Inbred Lines) de Phaseolus vulgaris descendentes, respectivamente, 

do cruzamento entre DOR364 e G19833, e BAT93 e JaloEEP558. DOR364 e 

BAT93 são linhagens mesoamericanas e G19833 e JaloEEP558 são andinas. 

            GUERRA-SANZ (2004), a partir de análise de seqüências de base de dados 

públicos, identificou e desenhou 20 pares de primers SSR flanqueando motivos 

microssatélites. Os primers foram testados em 10 linhagens de P. vulgaris para a 

presença de polimorfismo. Destes, 18 se mostraram polimórficos. 
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3.6. Mapeamento genético do feijoeiro-comum utilizando marcadores SSR 

            YU et al. (2000) desenvolveram 37 pares de primers microssatélites, dos 

quais 16 mostraram-se polimórficos entre os parentais BAT93 e Jalo EEP558. Dos 

16 polimórficos, 15 foram posicionados em um mapa integrado da espécie 

(FREYRE et al., 1998).  

            BLAIR et al. (2003) posicionaram novos 100 locos SSR neste mapa 

integrado. Estes locos foram integrados com os 15 marcadores microssatélites 

previamente mapeados por YU et al. (2000). Neste estudo, um total de 115 

marcadores microssatélites foram posicionados no mapa genético integrado da 

espécie. 

            SILVA et al. (2003) identificaram um marcador SSR associado a um gene de 

resistência à mancha-angular. Cento e vinte famílias F2:3, oriundas do cruzamento      

entre o cultivar ESAL 550 (resistente) e o Carioca MG (suscetível) foram avaliadas. 

Trinta e dois pares de primers SSR (YU et al., 2000) foram testados e o par PV- atct 

001 foi localizado a 7,6 cM do gene de resistência. 

            YU (2004) localizou um marcador SSR (PV- tttc 001), desenvolvido pelo 

próprio pesquisador em 2000, na região do terceiro intron do gene NR (nitrato 

redutase) que confere resistência ao crestamento bacteriano, doença causada pela 

bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phasoli (Xap). Foi verificado que indivíduos 

resistentes à doença, apresentavam a banda de 161 pares de base.        

            Para saturar o mapa genético da espécie, é de grande utilidade a criação de 

novos primers SSR.  

 

3.7. Programa de melhoramento genético do feijoeiro do BIOAGRO/UFV 

            No melhoramento genético do feijoeiro do BIOAGRO/UFV, os marcadores 

RAPD (WILLIAMS et al., 1990, WELSH e McCLELLAND, 1990) e SCAR 

(PARAN e MICHELMORE, 1993) representam as principais classes de marcadores 

utilizados. Tais marcadores têm sido extremamente úteis para identificar e 

selecionar genótipos com importantes genes de resistência a vários patógenos. No 

Quadro 1, adaptado de QUEIROZ (2004), encontram-se os principais marcadores 
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RAPD e SCAR utilizados nos programas de melhoramento genético do feijoeiro do 

BIOAGRO/UFV. 

 

Quadro 1. Marcadores RAPD e SCAR ligados a genes de resistência do feijoeiro-
comum (Phaseolus vulgaris L.) à ferrugem, antracnose e mancha-angular 

 

Marcador 
Distância 

(cM) e 
orientação* 

Gene de 
resistência 

Doença** 
Fonte de 

resistência 
Referência 

OPQ041440 5,5 – acop. Co-2 antracnose Cornell 49242 YOUNG e KELLY (1996) 

OPH18830  9,2 – acop. Co-42 antracnose G 2333 ALZATE-MARIN et al. (1999) 

OPY20830 sem rec. Co-4 antracnose TO ARRUDA et al. (2000) 

OPJ011380 18,1 – acop. Co-4 antracnose TO ARRUDA et al. (2000) 

OPI16850 14,3 – acop. Co-4 antracnose TO ARRUDA et al. (2000) 

OPC08900 9,7 – acop. Co-4 antracnose TO ARRUDA et al. (2000) 

OPA18830 17,4 – rep. Co-4 antracnose TO ARRUDA et al. (2000) 

OPB031800  3,7 – rep. Co-4 antracnose TO ARRUDA et al. (2000) 

OPF10970  2,1 – acop. Ur-5 ferrugem México 309 HALEY et al. (1993) 

OPI19460  sem rec. Ur-5 ferrugem México 309 HALEY et al. (1993) 

OPAC20490 sem rec. Ur-11 ferrugem PI 181996 JOHNSON et al. (1995) 

OPAE19890 6,2 – rep. Ur-11 ferrugem PI 181996 JOHNSON et al. (1995) 

OPH13490   5,5 – acop. Phg-1 man. ang. AND277 CARVALHO et al. (1998) 

OPN02890  5,9 – acop. Phg-2 man. ang. Mexico 54 SARTORATO et al. (1999) 

OPAC142400  6,6 – acop. Phg-2 man. ang. Mexico 54 SARTORATO et al. (1999) 

SCARY20 1,2 – acop. Co-4 antracnose Rudá QUEIROZ et al.  (2004) 

SCARC08 7,8 – acop. Co-4 antracnose Ouro Negro  QUEIROZ et al. (2004) 

SCARAZ20 7,1– acop. Co-6 antracnose Rudá QUEIROZ et al. (2004) 

SCARZ04 2,9– acop. Co-6 antracnose Michelite QUEIROZ et al. (2004) 

SCARAA19 10,1– acop. Phg-ON man. ang. Ouro Negro  QUEIROZ et al. (2004a) 

SCARBA16 7,1– acop. Phg-ON man. ang Ouro Negro QUEIROZ et al. (2004a) 

SCARM02 5,3– acop. Phg-ON man. ang Ouro Negro QUEIROZ et al. (2004a) 

SCARH13 5,6– acop. Phg-1 man. ang AND277 QUEIROZ et al. (2004a) 

* acop. = acoplamento; rep. = repulsão; sem rec. = sem recombinantes; ** man. ang. = mancha-angular; 

 

            Foram desenvolvidos marcadores microssatélites para diferentes aplicações 

em culturas anuais como a soja, arroz, trigo e algodão (AKKAYA et al., 1992; 

ZHAO e KOCHERT, 1993; RONGWEN et al., 1995; RODER et al., 1995; REDDY 

et al., 2001), culturas perenes como o Lolium perenne L., uva e pêssego (FORSTER 

et al., 2001; THOMAS et al., 1998; TESTOLIN et al., 2000). Portanto, devido às 

limitações dos marcadores RAPD é também cada vez mais notável a necessidade do 

desenvolvimento de marcadores microssatélites para auxiliarem programas de 

melhoramento como o do feijoeiro-comum. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Material genético e extração de DNA 

            A partir do DNA genômico do cultivar TO, foram construídas as bibliotecas 

enriquecidas. Cerca de 6 g de folhas de plantas do cultivar TO foram trituradas na 

presença de nitrogênio líquido. O pó resultante foi transferido para tubos de 

polipropileno. Em cada tubo, foram adicionados 25 mL de tampão de extração (Tris-

HCl 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM, pH 8,0; NaCl 1,4 M, β-mercaptoetanol 0,2 % 

(v/v) e CTAB 2% (p/v)). O processo de extração foi continuado, conforme descrito 

por DOYLE e DOYLE (1990), com algumas modificações propostas por 

ABDELNOOR et al. (1995). 

 

4.2. Digestão do DNA genômico, separação e purificação dos fragmentos 

            As enzimas HaeIII, RsaI, AluI, EcoRI e NheI foram utilizadas para a 

digestão do DNA do cultivar TO. A mistura da reação de restrição (200 µL) 

continha 50 U de cada enzima, tampão NEB 2 1X, 100 µg/mL de BSA (albumina 

sérico bovina), 50 µg de DNA genômico (~330 ng/µL) e água deionizada. O 

conteúdo da reação foi mantido a 37 °C por 14 horas. Os fragmentos de DNA foram 

separados por eletroforese em gel preparativo de agarose 2% em TBE 1X (Tris-

borato 90 mM e EDTA 2 mM) por 3 horas a 90 volts. Terminada a eletroforese, o 

gel foi fotodigitalizado, utilizando-se o sistema Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla, 

CA, EUA). Os fragmentos de interesse foram excisados do gel e purificados com o 

kit Gel Extraction (QIAGEN, Valencia, CA, EUA), segundo recomendações do 

fabricante. Uma vez que a capacidade máxima de retenção da matriz de cada coluna 

(QIAquick spin column) é de 10 �g de DNA, foram utilizadas 5 colunas para 

purificação dos fragmentos de DNA a partir do gel. Os fragmentos de DNA foram 

eluídos de cada coluna, com 50 µL de tampão EB (Tris-HCl 10 mM, pH 8,5). A 

eficiência da reação de digestão foi confirmada por análise eletroforética de uma 

alíquota de 3 µL de amostra, em gel de agarose (1,2%).  
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4.3. Remoção das extremidades coesivas e desfosforilação dos fragmentos 

            A reação para remover as extremidades coesivas foi realizada com 240 µL 

dos fragmentos de DNA da reação de restrição, 15 U da enzima MBN (Mung Bean 

Nuclease), tampão MBN 1X e água deionizada para completar 270 µL. Os reagentes 

foram transferidos para um microtubo, que foi mantido a 30 °C por 40 minutos. Os 

fragmentos de DNA com extremidades abruptas foram purificados com o kit PCR 

Purification (QIAGEN, Valencia, CA, EUA), segundo recomendações do fabricante. 

Para purificação dos fragmentos, foram utilizadas 2 colunas (QIAquick spin 

column). Os fragmentos de DNA foram eluídos, adicionando-se 50 µL de tampão 

EB (Tris-HCl 10 mM, pH 8,5) a cada coluna. 

            A reação de desfosforilação foi realizada com 100 µL dos fragmentos de 

DNA com extremidades abruptas, 30 U da enzima CIP (Calf Intestinal Alkaline 

Phosphatase), tampão NEB 3 1X e água deionizada para completar 120 µL. A 

mistura de reação permaneceu por 4 horas, a 37 °C. Os fragmentos de DNA 

desfosforilados foram purificados com o kit PCR Purification (QIAGEN, Valencia, 

CA, EUA), segundo recomendações do fabricante. A purificação dos fragmentos foi 

efetuada, utilizando-se 2 colunas (QIAquick spin column). A eluição dos fragmentos 

a partir de cada coluna foi realizada com 30 µL de tampão EB (Tris-HCl 10 mM, pH 

8,5).  

 

4.4. Ligação do adaptador universal SNX aos fragmentos de DNA 

            A reação de ligação do adaptador aos fragmentos de DNA foi realizada com 

10 µL dos fragmentos desfosforilados, adaptador SNX fita dupla 1,7 µM, tampão 

NEB 2 1X, ATP 1 mM, 100 µg/mL de BSA (albumina sérico bovina), 20 U da 

enzima XmnI e 15 unidades Weiss de T4 DNA ligase. A mistura de ligação foi 

transferida para um termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, 

EUA), programado para 19 ciclos a 16 °C por 30 minutos e 37 °C por 10 minutos. 

Uma etapa final a 65 °C por 20 minutos foi realizada, para inativar as enzimas XmnI 



 14

e T4 DNA ligase. O conteúdo da reação permaneceu à temperatura ambiente por 30 

minutos e, em seguida, foi armazenado a – 20 °C.  

 

4.5. Confirmação da eficiência da reação de ligação 

            A eficiência da reação de ligação foi confirmada por PCR, utilizando o 

oligonucleotídeo SNXforward (SNXf) como primer. A reação de amplificação foi feita 

com 1 µL da mistura de ligação, tampão Platinum 1X, MgCl2  2 mM, SNXf  0,8 µM, 

150 µM de cada um dos desoxirribonucleotídeos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) e 1,5 

U da enzima Taq Platinum (Invitrogen Brasil Ltda, São Paulo, SP). Os ciclos de 

amplificação foram realizados em um termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-

Cetus, Norwalk, CT, EUA), programado para: uma etapa a 96 °C por 5 minutos; e 

outra de 40 ciclos a 96 °C por 45 segundos, 62 °C por 60 segundos e 72 °C por 90 

segundos. Após os 40 ciclos, foi realizada uma etapa final a 72 °C por 7 minutos. A 

eficiência da reação de ligação foi confirmada por eletroforese dos produtos da 

reação em minigel de agarose (1,2%). A eletroforese foi realizada a 90 volts por 1 

hora.  

 

4.6. Reação de nick-ligation  

            O conteúdo da reação de ligação foi dividido em alíquotas de 3µL. Para cada 

alíquota, foi realizada a reação de nick-ligation com tampão Taq DNA polimerase 

1X, MgCl2 2 mM, 25 µg/mL de BSA (albumina sérico bovina), 150 µM de cada um 

dos desoxirribonucleotídeos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) e 1 U da enzima Taq 

DNA polimerase (Promega, Madison, WI, EUA). As reações foram realizadas em 

um termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), 

programado para 72 °C por 30 minutos. O conteúdo de todas as reações foi reunido 

e purificado com o kit PCR Purification (QIAGEN, Valencia, CA, EUA), segundo 

recomendações do fabricante. Os produtos da reação de nick-ligation foram eluídos, 

a partir da coluna com 30 µL de tampão EB (Tris-HCl 10 mM, pH 8,5). 
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4.7. Reação pós nick-ligation 

            O conteúdo da reação de nick-ligation foi dividido em alíquotas de 10µL. 

Para cada alíquota, foi realizada a reação pós nick-ligation com tampão Platinum 

1X, MgCl2 2 mM, SNXf  0,8 µM, 150 µM de cada um dos desoxirribonucleotídeos 

(dATP, dTTP, dCTP e dGTP) e 2 U da enzima Taq Platinum (Invitrogen Brasil 

Ltda, São Paulo, SP). Os ciclos de amplificação foram realizados em um 

termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), programado 

para: uma etapa a 96 °C por 5 minutos; e outra de 40 ciclos a 96 °C por 45 

segundos, 62 °C por 60 segundos e 72 °C por 90 segundos. Após os 40 ciclos, foi 

realizada uma etapa final a 72 °C por 7 minutos. Os produtos da reação pós nick-

ligation foram, diretamente, utilizados na etapa de hibridização seletiva sem nenhum 

processo de purificação. 

 

4.8. Hibridização dos fragmentos pós Nick-ligation com oligonucleotídeos 

contendo microssatélites  

            Nesta etapa, foram utilizados 2 pmols de cada um dos seguintes 

oligonucleotídeos biotinilados: (AT)15, (TC)15, (CCA)10, (CTT)10 e (GGC)10. Os 

oligonucleotídeos foram utilizados, separadamente, no processo de hibridização dos 

fragmentos de DNA. Cada oligonucleotídeo foi transferido para um microtubo, 

contendo 17 µL dos produtos da reação pós nick-ligation, 50 µL da solução de 

hibridização (SSC 12 X; SDS 0,1%) e 31 µL de água deionizada. A mistura foi 

aquecida a 95 °C por 15 minutos. Em seguida, cada microtubo foi incubado a uma 

temperatura específica, durante 14 horas. O microtubo contendo o oligonucleotídeo 

com as repetições AT foi incubado a 45 °C e os microtubos, contendo os demais 

oligonucleotídeos, a 65 °C. 

 

4.9. Preparação das partículas magnéticas  

            A solução contendo as partículas Dynabeads M-270® (Dynalbiotech, Lake 

Success, NY, EUA) foi cuidadosamente agitada, a fim de obter uma suspensão 
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homogênea. O volume de 20 µL da solução contendo as partículas (50 µg/µL) foi 

transferido para um microtubo de 1,5 mL. O microtubo foi mantido próximo a um 

magneto e, após 2 minutos, o sobrenadante da mistura foi removido. Ao mesmo 

microtubo, foram adicionados 30 µL do tampão de lavagem (Tris-HCl 10mM, pH 

7,5; EDTA 1 mM; NaCl 1 M). Em seguida, o microtubo foi afastado do magneto e 

as partículas foram cuidadosamente ressuspendidas. O microtubo foi novamente 

aproximado do magneto e, após 2 minutos, o tampão de lavagem foi novamente 

removido. Este procedimento de lavagem das partículas foi repetido por 3 vezes. As 

partículas ressuspendidas foram divididas em alíquotas de 6 µL antes da última 

etapa de remoção do sobrenadante. Essas alíquotas foram transferidas para 5 

microtubos de 1,5 mL. Os microtubos foram aproximados do magneto e, após 2 

minutos, o sobrenadante foi removido. A quantidade de partícula magnética coberta 

com estreptoavidina transferida para cada microtubo foi de 200 µg. 

 

4.10. Captura dos fragmentos de DNA hibridizados  

            O volume de 100 µL dos fragmentos de DNA hibridizados com os 

oligonucleotídeos biotinilados foi transferido para cada microtubo, contendo as 

partículas magnéticas. Os microtubos foram incubados a 37 °C por 4 horas, sendo 

cuidadosamente agitados a cada 20 minutos. Em seguida, os microtubos foram 

aproximados de um magneto e, após 2 minutos, o sobrenadante da mistura foi 

descartado. Inicialmente, o conteúdo de todos os microtubos foi lavado com 200 µL 

de SSC 2X e SDS 0,1%, em temperatura ambiente. Posteriormente, as partículas 

presentes no tubo contendo as repetições AT foram lavadas a 45 °C com 200 µL de 

SSC 1X e SDS 0,1%. As partículas dos tubos, contendo as demais repetições, 

também foram lavadas com 200 µL de SSC 1X e SDS 0,1%. Entretanto, as etapas 

de lavagem foram realizadas à temperatura de 60 °C. Todos os processos de 

lavagem foram realizados por 2 vezes, durante 5 minutos. No final de cada etapa de 

lavagem, o microtubo foi aproximado do magneto e, após 2 minutos, o sobrenadante 

da mistura foi removido. Após a remoção do sobrenadante da última etapa, foram 

adicionados 100µL de tampão TE0,1 (Tris-HCl 10mM, pH 8,0; EDTA 0,1 mM) pré-
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aquecido em todos os microtubos. Os microtubos contendo os fragmentos de 

interesse e o tampão TE0,1 foram acoplados ao magneto. O magneto e os microtubos 

foram imersos em uma caixa de isopor, contendo água na temperatura de 95 °C. 

Após 10 minutos, cada sobrenadante foi transferido para um microtubo e 

armazenado a – 20 ºC. 

 

4.11. Síntese de fragmentos de DNA fita dupla 

            Os oligonucleotídeos contendo microssatélites capturaram, por hibridização, 

fragmentos de DNA fita simples enriquecidos com microssatélites. A reação de 

conversão dos fragmentos de DNA fita simples em fita dupla continha 15,0 µL dos 

fragmentos capturados, tampão Platinum 1X, MgCl2  2 mM, SNXf  0,8 µM, 150 µM 

de cada um dos desoxirribonucleotídeos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 2 U da 

enzima Taq Platinum (Invitrogen Brasil Ltda, São Paulo, SP) e água deionizada para 

completar 50µL. Os ciclos de amplificação foram realizados em um termociclador 

modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA), programado para: uma 

etapa a 96 °C por 5 minutos; e outra de 40 ciclos a 96 °C por 45 segundos, 62 °C por 

60 segundos e 72 °C por 90 segundos. Após os 40 ciclos, foi realizada uma etapa 

final a 72 °C por 7 minutos. A eficiência da reação de amplificação foi confirmada 

por meio de análise eletroforética de uma alíquota de 12 µL de amostra em minigel 

de agarose (1,2%). Os fragmentos de DNA fita dupla foram purificados com o kit 

PCR purification (QIAGEN, Valencia, CA, EUA), segundo recomendações do 

fabricante. A concentração dos fragmentos de DNA foi estimada, utilizando-se um 

fluorômetro. 

 

4.12. Preparação dos fragmentos de DNA e do plasmídeo 

            A quantidade de 400 ng dos fragmentos de DNA foi tratada com 1 U de NheI 

em tampão NEB 2 1X. Os fragmentos de DNA enriquecidos com os diferentes tipos 

de microssatélites foram digeridos, separadamente, por 14 horas a 37 °C. A reação 

de digestão de 3 µg do plasmídeo pBluescript SK (+) foi realizada com 6 U de XbaI 
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em tampão NEB 2 1X. A mistura de reação também permaneceu, por 14 horas, a 37 

°C. O conteúdo de todas as reações foi purificado com o kit PCR Purification 

(QIAGEN, Valencia, CA, EUA), segundo recomendações do fabricante. Após a 

purificação, o plasmídeo foi desfosforilado com 10 U da enzima CIP em tampão 

NEB 3 1X a 37 °C, por 10 horas. Após a reação, o plasmídeo foi purificado, 

conforme descrito anteriormente. O plasmídeo desfosforilado foi ressuspendido em 

tampão EB (Tris-HCl 10 mM, pH 8,5) na concentração de 100 ng/µL. A eficiência 

da reação de digestão do plasmídeo foi confirmada por meio de análise eletroforética 

de uma alíquota de 3 µL de amostra em minigel de agarose (1,2%). 

 

4.13. Ligação dos fragmentos de DNA ao vetor e transformação de células 

competentes 

            A reação de ligação foi realizada com 15 µL dos fragmentos de DNA 

digeridos (~ 200 ng), tampão NEB 2 1X, ATP 0,8 mM, 100 µg/mL de BSA 

(albumina sérico bovina), 150 ng do plasmídeo pBluescript SK (+) digerido e 

desfosforilado, 7 U de NheI e 6 unidades Weiss de T4 DNA ligase. A reação de 

ligação foi realizada em um termociclador modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, 

Norwalk, CT, EUA), programado para 19 ciclos a 16 °C, por 30 minutos, e 37 °C 

por 10 minutos. Uma etapa final a 65 °C por 20 minutos foi realizada, para inativar 

as enzimas Xmn I e T4 DNA ligase. O conteúdo da reação permaneceu à temperatura 

ambiente por 30 minutos e, em seguida, foi utilizado para transformação de células 

competentes da cepa DH5� de Escherichia coli. A transformação foi realizada por 

meio de choque térmico, de acordo com protocolo-padrão descrito por AUSUBEL 

(1998). 

 

4.14. Seqüênciamento, análise dos fragmentos de DNA e desenho dos primers 

microssatélites 

           Após a transformação por choque térmico, foi feita a seleção e o diagnóstico 

de colônias brancas, utilizando-se a técnica de PCR e os primers T3 e T7. O DNA 
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plasmidial das colônias de interesse foi extraído, quantificado e seqüenciado pelo 

método de terminação da cadeia por didesoxinucleotídeos (SANGER et al., 1997). A 

determinação da seqüência dos fragmentos de DNA foi realizada com auxílio do 

seqüenciador automático ABI Prism 377 (PE Biosystems, Foster City, CA, EUA). 

As seqüências dos fragmentos foram analisadas, utilizando-se os programas SeqMan 

3.57 (DNASTAR, Madison, WI, EUA) e SSRIT (http://www.gramene.org/). Este foi 

usado para selecionar todas as repetições de di, tri, tetra e pentanucleotídeos 

possíveis. Já o programa SeqMan foi utilizado para discriminar apenas as regiões de 

fragmentos do genoma do feijoeiro. CAIXETA et al. (2003a) demonstraram que 

primers microssatélites polimórficos podem ser obtidos a partir de seqüências de 

DNA, contendo microssatélites com repetições como (TAAA)3 . Sendo assim, o 

critério mínimo utilizado para a definição de um potencial microssatélite foi: A) 

(NN)6 – 6 repetições de dinucleotídeos; B) (NNN)4 - 4 repetições de trinucleotídeos 

e C) (NNNN)3 – 3 repetições de tetranucleotídeos. 

            Os primers microssatélites foram desenhados com auxílio dos programas 

Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) e PrimerSelect 

3.1 (DNASTAR, Madison, WI, EUA). Os primers foram sintetizados pela 

IMPRINT GENETIX (São Paulo, SP, Brasil). Para o desenho dos primers foram 

seguidos os critérios recomendados por YU et al. (1999): A) Tamanho dos primers: 

inferior a 30 pb; B) Tm: superior a 46ºC (entre 48 e 52°C); C) Concentração de sal: 

50 mM; D) Produtos de amplificação: entre 100 – 360 pb.  

 
4.15. Determinação das condições de amplificação dos primers SSR 

            As condições de amplificação dos primers SSR que foram desenvolvidos 

foram testadas em amostras de DNA de cultivares utilizados pelo Programa de 

Melhoramento Genético do Feijoeiro BIOAGRO/UFV. Os cultivares utilizados 

foram ON e AND 277. As reações de amplificação foram realizadas em volume de 

25 µL, contendo Tris-HCl 10 mM (pH 8,3), KCl 50 mM, MgCl2 2,4 mM, 120 µM 

de cada um dos desoxirribonucleotídeos (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), primer 

forward 0,2 µM, primer reverse 0,2 µM, 1 U da enzima Taq DNA polimerase 
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(Invitrogen) e e 30 ng de DNA. As reações foram realizadas em um termociclador 

modelo 9600 (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, CT, EUA) utilizando o procedimento 

de touchdown PCR. Este procedimento consistiu de 1 ciclo a 94 °C por 4 minutos, 

seguido de 20 ciclos a 94 °C por 40 segundos, 65 a 46 °C por 40 segundos e 72 °C 

por 60 segundos. Terminados os 20 ciclos, procederam-se 20 ciclos a 94 °C por 40 

segundos, 46 °C por 40 segundos e 72 °C por 60 segundos e uma etapa final a 72 °C 

por 7 minutos. Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel 

de agarose 1,5%, em TBE 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 2 mM), contendo 

brometo de etídio 0,2 µg/mL, por aproximadamente 4 horas a 100 volts. Após a 

eletroforese, o gel foi fotodigitalizado utilizando o sistema Eagle Eye II (Stratagene, 

La Jolla, CA).  

 

4.16. Validação dos primers SSR 

 Os primers SSR que originaram produtos de amplificação foram utilizados 

para amplificar amostras de DNA de diferentes cultivares andinos e mesoamericanos 

(Quadro 2). 

Quadro 2 – Linhagens andinas e mesoamericanas utilizadas para a validação dos     
primers SSR 

 

 
Cultivar Centro de 

 Origema 
 Cultivar Centro de 

 Origem 
01 Kaboon A 15 Pinto Villa MA 

02 Jalo EEP A 16 Pérola MA 

03 Diacol Calimã A 17 Ouro Negro MA 

04 Cal 143 A 18 Jamapa MA 

05 Brown B A 19 Ica Pijão  MA 

06 Antioquia 8 A 20 Emgopa Ouro MA 

07 AND 277 A 21 Cornell MA 

08 Bat 332 MA 22 Equador 299 MA 

09 Bambuí MA 23 Nunãs A 

10 Pompadour A 24 Bat 93 MA 

11 Perry Marrow A 25 Rudá MA 

12 Mineiro Precoce A 26 Rio Tibagi MA 
13 MDRK A 27 Porrilho sintético MA 
14 Manteigão Fosco A 28 Sel 1308 MA 

 aA – Andina; MA – Mesoamericana. 
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As reações de amplificação foram realizadas conforme descrito no item 

anterior. Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida desnaturante 7%/TBE 1X. A eletroforese foi realizada por 3 horas a 

300 Volts. Terminada a eletroforese, o gel foi exposto a uma solução contendo 

brometo de etídio 0,2 µg/mL por aproximadamente 20 minutos e em seguida  

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

 

4.17. Nomenclatura dos primers microssatélites 

            A nomenclatura dos primers foi a mesma utilizada por QUEIROZ (2004). 

As letras FC foram utilizadas para designar primers que foram desenvolvidos para o 

feijoeiro-comum. A sigla FC foi seguida pelo motivo que está se repetindo, em 

letras minúsculas. Um número arbitrário foi designado para cada motivo distinto. As 

letras F e R foram acrescentadas para indicar primers forward e reverse, 

respectivamente.   
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1. Seqüênciamento, análise e classificação dos fragmentos de DNA contendo       

microssatélites 

            No presente trabalho, fragmentos de bibliotecas enriquecidas para repetições 

AT e CCA, foram seqüenciados e analisados. Foram obtidos 50 e 172 clones 

positivos, para as bibliotecas AT e CCA, respectivamente. Para fragmentos com 

possíveis repetições AT, apenas 12 (24%) apresentaram diferentes microssatélites 

que variaram de 12 a 24 pb. As demais seqüências não apresentaram uma boa 

qualidade no seqüênciamento ou não apresentaram repetições SSR. Para os 

fragmentos com possíveis repetições CCA, apenas 26 (15%) dos 172 apresentaram 

microssatélites que variaram de 12 a 18 pb. Nove fragmentos da biblioteca GGC 

desenvolvida por QUEIROZ (2004) foram seqüenciados, analisados e tiveram seus 

primers desenhados e testados nas 28 variedades do feijoeiro-comum representados 

no Quadro 2. Todos esses 9 pares se mostraram monomórficos (QUEIROZ, 2004). 

No presente trabalho, novos pares de primers foram desenhados para as mesmas 

seqüências, flanqueando, portanto, as mesmas repetições, porém, sob novas 

condições de temperatura de pareamento do primer. Os demais fragmentos da 

biblioteca GGC foram seqüenciados e analisados por QUEIROZ (2004), porém não 

tiveram seus primers desenhados. Foram, ao todo, 79 clones positivos para a 

biblioteca GGC. O Quadro 3 representa todas as seqüências portadoras de 

microssatélites obtidas a partir do seqüênciamento e analisadas no atual trabalho. 

 

Quadro 3. Diferentes motivos SSR obtidos na análise de seqüências de fragmentos 
de DNA genômico, capturados com os oligonucleotídeos AT, CCA e GGC 

 

Colônia/*Nº 
Tamanho do 
fragmento 

Motivo SSR 
Classificação 
da repetição 

Tamanho 
da 

repetição 
AT/01 213 pb (GGA)2(GGC)2 Composta  Perfeita 12 pb 
AT/02 158 pb (CTC)3(CAT)2 Composta  Perfeita 15 pb 
AT/03 432 pb (ACC)5 Simples Perfeita 15 pb 
AT/12 214 pb (TTCG)2(CG)2 Composta Perfeita  12 pb 

AT/13 201 pb 
(TTC)2(AAT)2 

(CTTT)2(TTTTC)2 
Composta Perfeita 
Composta Perfeita 

12 pb 
18 pb 

AT/14 290 pb 
(CT)2(TTAT)2 

(GGT)5 
Composta Perfeita 
Simples Perfeita 

12 pb 
15 pb 
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Colônia/*Nº 
Tamanho do 
fragmento 

Motivo SSR 
Classificação 
da repetição 

Tamanho 
da 

repetição 
AT/21 330 pb (TA)3(CTC)2 Composta Perfeita 12 pb 
AT/26 192 pb (CCA)6 Simples Perfeita 18 pb 
AT/28 181 pb (TGG)5 Simples Perfeita 15 pb 
AT/53 189 pb (ACC)5 Simples Perfeita 15 pb 
AT/57 270 pb (CAT)3(CAC)5 Composta Perfeita 24 pb 
AT/58 316 pb (TGG)4 Simples Perfeita 12 pb 

CCA/02 402 pb (TGA)2(TGT)2 Composta Perfeita 12 pb 
CCA/09 199 pb (CTT)2(TC)3 Composta Perfeita  12 pb 

CCA/12 210 pb 
(GGCA)2(AG)2 

(GTA)2(GCG)2 
Composta Perfeita 
Composta Perfeita 

12 pb 
12 pb 

CCA/27 251 pb (CT)3(GCC)2 Composta Perfeita 12 pb 
CCA/34 252 pb (GGT)2(AG)3 Composta Perfeita 12 pb 
CCA/35 235 pb (GTT)2(AC)3 Composta Perfeita 12 pb 

CCA/36 203 pb 
(ACG)2(ACC) 2 

(CAC)4 
Composta Perfeita 
Simples Perfeita 

12 pb 
12 pb 

CCA/44 210 pb (GTA)2(GCG)2 Composta Perfeita 12 pb 
CCA/46 205 pb (TA)2(GTTT)2 Composta Perfeita 12 pb 
CCA/47 205 pb (GT)3(AAC)2 Composta Perfeita 12 pb 
CCA/59 296 pb  (TTCG)3 Simples Perfeita 12 pb 
CCA/60 288 pb (TGGT)2n(GTG)3 Composta Imperfeita 14 pb 
CCA/64 211pb (GGCA)2(AG)2 Composta Perfeita 12 pb 
CCA/65 212 pb (TC)2n(TGCC)2 Composta Imperfeita 13 pb 
CCA/72 591 pb (TTC)3(CT)2 Composta Perfeita 13pb 
CCA/77 276 pb (CT)2 n(TGC)2 Composta Imperfeita 11 pb 
CCA/81 429 pb (CG)2(TGA)2 Composta Perfeita 10 pb 
CCA/88 237 pb (GT)2   n(TCCC)2   Composta Imperfeita 13 pb 
CCA/92 185 pb (GA)2n(ACCC)2 Composta Imperfeita 13 pb 
CCA/97 249 pb  (AG)2n(GAT)2n(GGT)2 Composta Imperfeita 18 pb 
CCA/116 440 pb (GTA)2(GCG)2 Composta Perfeita 12 pb 
CCA/117 251 pb (GGC)2(AG)3 Composta Perfeita 12 pb 
CCA/120 213 pb (GGCA)2 (AG)2 Composta Perfeita 12 pb 
CCA/123 251 pb (ATC)2n(ATG)2 Composta Imperfeita 13 pb 

CCA/157 273 pb (GGC)2(AG)3 

(GGT)2n(CAG)2 
Composta Perfeita 

Composta Imperfeita 
12 pb 
13 pb 

CCA/162 260 pb (TTCCG)2n(AG)2 Composta Imperfeita 15 pb 
GGC/01** 281 pb (CTC)3n(CCG)4 Composta Imperfeita 21 pb 
GGC/02** 319 pb (CGG)4 Simples Perfeita 12 pb 
GGC/03** 227 pb (CCG)5 Simples Perfeita 15 pb 
GGC/04** 141 pb (CCG)4 Simples Perfeita 12 pb 
GGC/05** 208 pb (CTT)4 Simples Perfeita 12 pb 

GGC/06** 252 pb 
(CCA)4, 

(CCT)3(CCA)3 
e (CCT)4 

     Simples Perfeita 
Composta Perfeita 
Simples Perfeita 

12 pb 
18 pb 
12 pb 

GGC/07** 289 pb (GCC)4 Simples Perfeita 12 pb 
GGC/08** 172 pb (GCA)4 Simples Perfeita 12 pb 
GGC/09** 236 pb (CTT)4 Simples Perfeita 12 pb 
GGC/28 126 pb (CGG)4(CGA)3 Composta Perfeita 21 pb 

GGC/28 A 171 pb (AT)3(TAG)2 Composta Perfeita 12 pb 
GGC/170 260 pb (GCATT)2(TGC)2 Composta Perfeita 16 pb 

GGC/179 188 pb 
(CA)2(TCCC)2 

(CCG)4 
Composta Perfeita 
Simples Perfeita 

12 pb 
12 pb 

GGC/198 218 pb 
(CGC)4 

(CG)2(CAC)2(CG)2  
Simples Perfeita 

Composta Perfeita 
12 pb 
14 pb 

GGC/249 274 pb 
(CGG)4 

(CAA)2(AG)2(GC)2(AG)2 
Simples Perfeita 

Composta Perfeita 
12 pb 
24 pb 

GGC/260 196 pb (GCA)4 Simples Perfeita 12 pb 
 * - número; ** - fragmentos de DNA para os quais foram previamente desenhados e testados primers (QUEIROZ, 2004). 
A classificação utilizada para as repetições SSR dos fragmentos foi proposta por REDDY et al. (2001). 
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            De um total de 222 clones positivos, considerando as bibliotecas AT e CCA, 

38 fragmentos (17,18%) apresentaram repetições microssatélites. Pode-se afirmar 

que o nível de enriquecimento das bibliotecas, para fragmentos contendo 

microssatélites, foi satisfatório. CAIXETA et al. (2003a) analisaram 890 colônias, 

das quais 375 foram hibridizadas positivamente na primeira seleção e, destas, 72 

foram positivas na segunda seleção, o que corresponde a 8% do total de colônias 

analisadas. GAITÁN-SOLÍS et al. (2002) construíram 3 bibliotecas enriquecidas, 

utilizando diferentes linhagens andinas de feijoeiro-comum. Do total de 4.682 clones 

positivos, identificados entre as bibliotecas, 856 foram seqüenciados. Os autores 

constataram que o desenho de primers microssatélite foi possível para 213 (25%) 

dos clones seqüenciados. 

              

5.2. Desenho dos primers microssatélites 

            De todos os 54 fragmentos que apresentaram repetições SSR (Quadro 3) , 34 

possibilitaram o desenho dos primers sob as condições estabelecidas (item 4.14). 

Dos 34 pares de primers desenhados, 25 mostraram-se viáveis quando analisados 

pelo programa PrimerSelect 3.1 (DNASTAR, Madison, WI, EUA) e sintetizados 

pela IMPRINT GENETIX (São Paulo, SP, Brasil). A seqüência dos 25 pares de 

primers microssatélites que foram testados, os valores de Tm e a repetição que estes 

flanqueiam, encontram-se no Quadro 4. 
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Quadro 4. Seqüência dos pares de primers microssatélites candidatos, valores de Tm, 
tipo de repetição e tamanho esperado para os fragmentos amplificados 

 
 

Repetição Primer Seqüência dos primers F e R (5’� 3’) Tm 
(ºC)* 

T.frag. 
(pb)** 

FCctc002F CTAATGCTCCAACACCAC 52,07 (CTC)3N (CCG)4 
FCctc002R AAGAAAAGAATGAAGCAGAA 52,00 

210 

FCcgg001F TAGTGATAGTGTACGGCTTG 51,45 
(CGG)4 FCcgg001R GCTACGTTTAACTCTCTCCT 50,63 

219 

FCccg003F CTAGGGTTAGGGTTCTTTC 47,37 
(CCG)5 FCccg003R CTTAACGGACGAAGTGAC 50,00 

189 

FCctt003F TGTAAGAGGGTAACTGAAAA 50,10 
 

FCctt003R GTTGAAAAGCGTATGGTAT 50,27 
 

FCctt004F CTGTCTTCTTCGTCTTGG 51,38 (CTT)4 
 FCctt004R GTCAGGCTTCTCCCTACT 51,56 

211 

FCacc001F GTCAGATTACCCATTATGAA 49,94  
 FCacc001R GTTGATCAGTGAAGATGTGT 50,36 

167 

FCttcg001F CACACGATTTCATTTAGC 49,67 (TTCG)2(CG)2 
 FCttcg001R CTCAGTTTGTTCCCATTT 50,63 

 

FCta001F GCAAAGCTAAGTCTAAAATG 49,93 (TA)3(CTC)2 
 FCta001R TTGAAAAACGATCCACTAC 51,00 

227 

FCcat001F TCTCAAATGGTGACATAGAT 50,19 (CAT)3(CAC)5 
 FCcat001R TAGTTCCTCAAGTGACATTC 49,98 

179 

FCtgg001F TACCCTAAATTGCATAAAAA 50,57 (TGG)4 
 FCtgg001R CACTACGACTACCACCAC 48,92 

217 

FCctt003F CGAAGTAACAGAAAGAAAAG 49,68 (CTT)2(TC)3 
 FCctt003R AGAAAGAAGAACTCATCCTC 50,04 

157 

FCggt001F ACGTCAGCATCAGAGAAC 51,53 (GGT)2(AG)3 
 FCggt001R ACTCTGGATGAACTGTCC 49,98 

167 

FCacg001F ATACCACACCGAGTCATAC 50,30 (ACG)2(ACC) 2 
 FCacg001R GTCCGTGTAGGTTGATAGT 49,63 

109 

FCta002F CATTTATAGTTTGTTTGATGG 50,19 (TA)2(GTTT)2 
 FCta002R GATCCGACGAGTTATCAT 50,36 

168 

FCttcg002F CCTTTACTTCTTCTGCTGAT 51,41  (TTCG)3 
 FC ttcg002R GTGAAAGAAGGATGAAAAA 50,17 

182 

FCtggt001F GTGTTTTCACAGTGGTTG 49,90 (TGGT)2N(GTG)3 
 FCtggt001R TAAACACACAATCAAAAATG 49,53 

214 

FCat001F GGAAAGAGTCACAATGATAG 49,54 (AT)3(TAG)2 
 FCat001R CACTGCAGATTAGGTCAT 48,68 

160 

FCgcatt001F TTTTTAGCAGTCTTCATTG 48,94 
(GCATT)2(TGC)2 FCgcatt001R GGTCAGTGGAGAAAAGATA 49,83 

150 

FCggca001F GAGTTGAAAATAAGCGTAGA 50,03 (GGCA)2(AG)2 
 FCggca001R CTAAGATGTTTCAGTTCACC 49,68 

111 

FCtc001F TCTGGCTACTAAGATGTTTC 49,65 (TC)2N(TGCC)2 
 FCtc001R GAGTTGAAAATAAGCGTAGA 50,03 

120 

FCttc001F CTTCGTTACAATGAACCTT 50,21 (TTC)3(CT)2 
 FCttc001R CACTAGTTTTTAGCAGAAGC 49,88 

235 

FCct001F GATCACCACTCTGGATACTC 51,68  (CT)2 N(TGC)2 
 FCct001R GTCATCGGTAGTCAATGG 51,74 

193 

FCcg001F AAGAGGTTTTTAAGGATGAC 50,26 
      (CG)2(TGA)2 FCcg001R TCTACGCTTATTTTCAACTC 50,03 

172 

FCgt001F CCCTTATTGACTTTGTGTAA 50,42  
(GT)2   N(TCCC)2 FCgt001R CTACGAGAAGATGCTTGAG 50,97 

156 
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 Repetição Primer Seqüência dos primers F e R (5’� 3’) 
Tm 

(ºC)* 
T.frag. 
(pb)** 

FCgta001F GGTGAACTGAAACATCTTAG 49,68 (GTA)2(GCG)2 

 FCgta001R TCTACGCTTATTTTCAACTC 50,03 
158 

            

            Esses 25 pares de primers foram testados nas variedades Ouro Negro e AND 

277, segundo as condições de amplificação descritas no item 4.15. Aqueles que 

geraram produtos de amplificação, foram selecionados para amplificar o DNA dos 

28 cultivares mencionados no Quadro 2.  

 

5.3. Validação dos primers microssatélites em cultivares geneticamente 

divergentes 

            Com o objetivo de validação, os primers FCctc002, FCccg003, FCctt004, 

FCacc001, FCttcg001, FCta001, FCcat001, FCtgg001, FCctt003, FCggt001, 

FCta002, FCttcg002, FCat001, FCgcatt001, FCggca001, FCtc001, FCgt001, que 

geraram produtos de amplificação nas variedades Ouro Negro e AND 277, foram 

selecionados para a localização de locos polimórficos utilizando as 28 variedades 

geneticamente divergentes representadas no Quadro 2.  

            Os microssatélites FCccg003, FCacc001 e FCtgg001 mostraram-se 

polimórficos entre as diferentes linhagens como mostra a Figura 1. 
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Figura 1- Padrão eletroforético dos produtos de amplificação do DNA dos cultivares 
relacionados no Quadro 2 em gel desnaturante de poliacrilamida 7,0%. (A) 
primer FCccg003. A seta indica o fragmento de cerca de 189 pb. (B) 
primer FCacc001. A seta indica o fragmento de cerca de 167 pb. (C) 
primer FCtgg001. A seta indica o fragmento de cerca de 217 pb. M- 
Marcador de tamanho molecular de 10 pb. 

 

M 1   2    3   4    5    6    7    8    9  10 11  12  13  14  15 16 17  18 19  20  21 22  23 24  25 26  27 28 
2828 

A 

B 

M   1    2   3    4   5    6   7   8    9   10 11 12  13  14 15 16 17 18  19  20  21 22 23 24  25 26 27 28 

C 

 M   1   2    3    4   5    6   7   8   9   10 11  12 13 14  15 16  17 18 19  20 21  22 23 24  25 26  27 28 
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5.4. Cálculo do Índice de Informação de Polimorfismo (PIC) 

            O índice de informação de polimorfismo foi calculado com base no seguinte 

algoritmo: 

 

( )[ ]∑∑
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            A expressão entre colchetes é calculada com base na combinação entre as 

freqüências de todos os alelos de um determinado loco microssatélite tomados dois a 

dois. Fixa-se um alelo i e o cálculo é realizado utilizando todos os alelos j 

individualmente. Posteriormente, somam-se todos os valores encontrados pela 

expressão em colchetes e o PIC é calculado com base no somatório dos somatórios 

de todas as combinações.    

            O quadro 5 mostra os valores de PIC para os três pares de primers 

polimórficos desenvolvidos neste trabalho.  

 

Quadro 5- Índice de Informação de Polimorfismo (PIC) dos três pares de primers 

polimórficos.  

     

PRIMER PIC 

FCccg003 
(pi=0,1071;pj=0,8928) 

2[0,1071x0,8928(1-0,1071x 0,8928)= 0,172952 

FCacc001 
(pi=0,5357; pj=0,4286)  

2[0,5357x0,4286(1-0,5357x0,4286)=0,353769 

FCtgg001 
(pi=0,036; pj=0,9643) 

2[0,036x0,9643(1-0,036x0,9643)=0,066481 

 

            No presente estudo, cada um dos três pares de primers polimórficos 

apresentaram dois alelos e o índice de informação de polimorfismo é calculado 

conforme demonstrado no quadro 5.  
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            Por este algoritmo fica evidente que o índice de polimorfismo de um loco 

microssatélite é diretamente proporcional ao número de alelos que ele possui e à 

freqüência de tais alelos.     

            Considerando as três bibliotecas, foram analisados, 301 clones positivos a 

partir dos quais foram obtidos 54 (18%) fragmentos que apresentaram repetições 

SSR. Desses 54 fragmentos, foram obtidos 25 (8,3%) pares de primers viáveis, dos 

quais 3 (1%) mostraram-se polimórficos entre as variedades testadas.  

            GAITÁN-SOLÍS et al. (2002), a partir de 4682 clones positivos obtidos de 

três bibliotecas, obtiveram apenas 54(1,15%) pares de primers polimórficos para a 

espécie.  

             CAIXETA et al. (2003), a partir de 890 colônias utilizadas, obtiveram 

apenas 15(1,68%) pares de primers polimórficos. Analisando os dados acima, nota-

se que os resultados obtidos no presente trabalho enquadram-se dentro do esperado.  
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6. CONCLUSÕES 

            Os marcadores microssatélites oferecem algumas vantagens como a co-

dominância, o multialelismo e o fato de serem muito informativos e reprodutíveis. 

Uma vez disponíveis os primers SSR, o marcador microssatélite é tecnicamente tão 

simples quanto os marcadores RAPD e SCAR, porém ele é capaz de nos fornecer 

mais informação. O número limitado de primers SSR para o feijoeiro-comum, faz 

com que os marcadores RAPD e SCAR sejam mais utilizados em programas de 

melhoramento apesar das características favoráveis dos microssatélites.  

            O presente trabalho objetivou a construção de novos marcadores SSR a partir 

de fragmentos de bibliotecas enriquecidas para SSR. A partir de 301 clones 

positivos, foram obtidos 3 pares de primers polimórficos.  

             Para a obtenção de um número relevante de primers microssatélites 

polimórficos, é necessário que um grande número de clones positivos seja 

desenvolvido. Pretende-se, em nova oportunidade, construir novas bibliotecas 

enriquecidas para a obtenção de novos primers. É de interesse do programa de 

melhoramento do feijoeiro do BIOAGRO/UFV a utilização de primers já 

desenvolvidos para a construção de mapas utilizando populações de RILs existentes. 
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