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RESUMO

O desenvolvimento de mapas de ligagdo € fundamental para estudos genéticos de plantas.
Para 0 amendoim cultivado, entretanto, os baixos niveis de polimorfismo molecular
dificultam a obtencdo de mapas de ligacdo Uteis. Uma opcdo € a utilizacdo de espécies
silvestres de Arachis, que possuem maior polimorfismo molecular, e sdo ricas em alelos que
conferem caracteristicas de interesse, como genes de resisténcia a doencas. O amendoim
cultivado é tetrapl 6ide com genoma AABB, ja a maioria das espécies silvestres sdo diplbides
com genomas do tipo AA ou BB. Estudos com parentes silvestres dipléides do amendoim
facilitam os estudos da genética do amendoim e permitem a identificaco de alelos silvestres
freqlentemente associados a resisténcias. Recentemente dois mapas dipléides, AA e BB,
foram construidos incluindo cruzamentos com os provaveis ancestrais silvestres do amendoim
e especies afins. Como os genomas AA e BB sdo evolutivamente proximos, é esperado que
haja sintenia entre os marcadores e 0s genes em ambos os genomas. Desta forma, uma vez
alinhados os mapas, é possivel transferir informagdes entre eles, acrescentando assim dados
importantes aos dois mapas. O presente trabalho foi divido em dois capitulos, no primeiro é
apresentado o desenvolvimento e a utilizagdo de marcadores polimérficos em uma Unica base
(SNIPs) para sequéncias candidatos a genes de resisténcia a doengas (RGA) em Arachis, onde,
dezessete marcadores analogos a genes de resisténcia foram desenvolvidos e mapeados no
genoma AA de Arachis. Estes tenderam a mapear agrupados e alguns posi cionaram proximos
a regides de QTLs para resisténcia a mancha preta. No segundo capitulo é apresentado o
alinhamento dos mapas genéticos AA e BB de Arachis, onde foram escolhidos marcadores
génicos de copia Unica (marcadores leg.) com posicoes edtratégicas no mapa AA, para
transferéncia para 0 mapa BB. Dezesseis marcadores legs foram desenvolvidos, dos quais 10
mapearam em seis grupos de ligacdo diferentes. O alinhamento dos mapas AA e BB revelam alto
grau de sintenia entre os dois genomas, com poucas recombinagdes, desde a divergéncia dos
genomeas.

Palavras-chave: SNP. RGA. Mapeamento genético. Arachis.
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SUMMARY

The development of linkage maps is fundamental for genetic and genomic studies in plants.
However, the very low levels of polymorphism in cultivated peanut make marker and map
development very difficult. An aternative is the use of wild species of Arachis which have
higher levels of polymorphism and are rich in new alleles that confer useful traits, such as
disease resistance. Whilst cultivated peanut is tetraploid with an AABB genome, most closely
related wild species have diploid genomes of the type AA or BB. Therefore, the study of wild
relatives of peanut is attractive to ssimplify genetic studies and for the characterization of wild
aleles. Recently two diploid maps have been constructed, based on crosses of the most
probable ancestors of cultivated peanut with closely related species. Since the AA and BB
genomes are quite closely related, it is expected that the order of markers and genes (synteny)
is quite highly conserved. If it was possible to align, or integrate, the two maps it would be
possible to transfer information between them and thus add value to them both. The present
map was divided into two Chapters. Chapter | describes the development and mapping of
single nucleotide polymorphism markers for candidate disease resistance genes. Seventeen
were mapped in the AA genome, tending to cluster together, and with previously mapped
resistance gene analogs and QTLs for disease resistance. Chapter 11 describes the transference
of strategically placed single copy (Leg) genic markers on the AA map to the BB map, once
again using SNPs for marker development. This allowed the alignment of the AA and BB
maps, revealing a high degree of marker co-linearity with only a few obvious major
rearrangements in two linkage groups.

Keywords: SNP. RGA. Genetic mapping. Arachis.
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INTRODUCAO

1. O amendoim cultivado (Arachis hypogaea)

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea Linn.) é uma cultura mundiamente
importante, distribuido em regides tropicais e subtropicais quentes. Cerca de 8 milhdes de
toneladas anuais de gréos do amendoim destinam-se ao consumo como alimento “in natura”
ou industrializado, onde 15 a 18 milhdes sdo utilizados para fabricacdo de 6leo comestivel
(Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB, 2008). Além de sua utilidade para
consumo, o amendoim tem grande importancia alimentar pelo seu alto valor energético e
nutricional. Cada 100 gramas fornecem 580 calorias e seu 0leo contém altos niveis de acidos
graxos insaturados. O amendoim é ainda uma rica fonte de proteinas (25% da massa dos
gréos) e vitamina E (antioxidante), além de conter vitaminas do complexo B, acidos folicos, e
minerais como célcio, fésforo, potassio e zinco (Companhia Nacional de Abastecimento —
CONAB, 2008). Sua folhagem é utilizada como forragem e o bolo resultante da extragéo do
Oleo € usado como racdo animal. Além disso, também tem a capacidade de fixar nitrogénio,
gjudando a manter afertilidade do solo (HAMMONS, 1994; SINGH; SINGH, 1991).

O amendoim constitui a sexta oleaginosa mais produzida no mundo, atrés da soja com
29,8% da producdo mundial de oleaginosas (221.500.938t), do azeite-de-dendé com 23,6%
(175.603.250t), da semente do algoddo com 9,7% (72.008.070t), do coco com 7,5%
(55.324.323t), da colza com 6,6 % (48.974.006t), seguida pelo amendoim com 6,4%
(47.768.244t) (Food and Agriculture Organization of the United Nations — FAO, 2008). A
producdo mundial do amendoim com casca no ano de 2006 foi de aproximadamente
47.768.244 toneladas. Desse montante, 76% concentraram no continente asidtico, onde a
producao é quase t3o elevada como o da soja, e na Africa, onde a produc&o é muito superior
ao de qualquer outraleguminosa, chegando a 19% da produgdo mundial.

No Brasil, o cultivo de amendoim é menor, chegando a 0,5% da producdo mundial
(239024.00t). Sua maior producdo foi em 2005 com 315.239 toneladas, com rendimento de
2.317.12 Kg/ha, sendo gque no ano de 2006 o rendimento reduziu para 2.250.97 Kg/ha (Food
and Agriculture Organization of the United Nations — FAO, 2008). A producgéo brasileira de
amendoim, para a safra 2007/08, esta estimada em 226,8 mil toneladas, significando uma



reducéo em cerca de 15,3%, em relacdo a safra anterior. O Estado de S&o Paulo é o maior
produtor no Pais, correspondendo por 173,3% da producéo naciona (Companhia Naciona de
Abastecimento — CONAB, 2008).

2. O Género Arachis

O género Arachis pertence a familia Leguminosae ou Fabaceae € nativo da América do
Sul, provavelmente da regido de divisa entre o Brasil Central e o Paragua (GREGORY et al.,
1980). Possui cerca de 80 espécies descritas, perenes ou anuais, agrupadas em nove secoes
taxonbmicas, de acordo com a morfologia, distribuicdo geogréfica e viabilidade de
cruzamentos (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994; VALLS; SIMPSON, 2005). As nove
seg0es sdo: Trierectoides, Erectoides, Extranervosae, Triseminatae, Heteranthae,
Caulorrhizae, Procumbentes, Rhizomatosae e Arachis. O amendoim est4 situado na secéo
Arachis, juntamente com outras 30 espécies silvestres descritas, classificadas nessa secéo por
cruzarem com A. hypogaea (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994; VALLS; SIMPSON,
2005).

Através de evidéncias citologicas trés genomas diferentes foram designados na secdo
Arachis, os genomas “AA”, “BB” e “DD”. O genoma “AA” esta relacionado a presenca de
um par de cromossomos, de tamanho bastante reduzido e que apresenta um menor nivel de
condensacéo da eucromatina em relacdo aos demais cromossomos, sendo representado pela
maioria das espécies dipldides. As espécies que ndo apresentam o par pequeno “AA” sdo
consideradas genoma “BB”, representado por apenas algumas espécies anuais, entre elas A.
ipaénsis e A. magna. O genoma “DD” apresenta um Unico cari6tipo e € conhecido apenas em
Arachis glandulifera, sendo caracterizado pela presenca de seis pares de cromossomos
subtelocéntricos (HUSTED, 1936; MILLA et a., 2005; SEIJO et a., 2004; STALKER,
1991).

A maioria das espécies da secdo Arachis é dipldide com 2n=20, com excegdo do
amendoim cultivado e do A. monticola, que sdo aotetrapldide (2n=4x=40) de genoma
AABB, e de trés outras espécies de genoma BB com 2n=18 cromossomos (LAVIA, 1996,
PENALOZA; VALLS, 1997). O A. hypogaea apresenta um genoma tetrapldide extenso
(n=1.74 x 10° bp) (BENNET; SMITH, 1976) e pouco caracterizado, comparado com 0s
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genomas das espécies-modelos de leguminosas, Lotus japonicus e Medicago truncatula,
ambos com aproximadamente 470 Mpb, cujos genomas estdo quase totalmente sequiienciados
(YOUNG et al., 2005).

Por ser um alotetrapldide acredita-se que 0 amendoim cultivado tenha surgido da
hibridizacdo entre duas espécies silvestres dipldides diferentes (KOCHERT et al., 1996).
Seijo et a. (2007) usando duplo GISH (“genomic in situ hybridization”) forneceram
evidéncias sobre a origem genética do amendoim e sobre os parentes silvestres envolvidos.
Para eles, A. duranensis (genoma AA) e A. ipaénsis (genoma BB) parecem ser os melhores
candidatos para os genomas doadores, pois produziram a mais intensa e uniforme hibridagéo
padrdo quando testado contra os subconjuntos de cromossomo correspondente de A.
hypogaea. Um GISH padréo semelhante foi observado paratodas as variedades do cultivado e
também para A. monticola. Os resultados obtidos por eles sugeriram que todas as subespécies
e as variedades de A. hypogaea, atuamente conhecidas, surgiram a partir de uma Unica
populacdo de plantas aotetrapldide ou a partir de diferentes populacfes alotetrapldide que
surgiram a partir das mesmas duas espécies dipldides, corroborando a hipétese de que A.
duranensis e A. ipaénsis sd0 0s provaveis progenitores do amendoim. Além disso, os dados
analisados demonstraram uma estreita relagdo entre ambos os genomas tetraplides e apdia a
hipbtese de que A. monticola é o antecessor silvestre imediato de A. hypogaea (KOCHERT et
al., 1996; SEIJO et d., 2007).

Assim, a planta alotetraplGide resultante tinha vigor hibrido, mas reprodutivamente
isolada de seus parentes selvagens (KOCHERT et al., 1996; SEIJO et a., 2007), o que levou a
uma baixa diversidade de caracteristicas agricolas importantes e uma diversidade genética
limitada. Em compensag&o, espécies selvagens dipléides de Arachis sGo muito diversas e
foram sel ecionadas durante a evolucéo por uma série de ambientes e doencas, proporcionando
uma rica fonte de variac8o nas caracteristicas agronomicamente importante, como resisténcia
apragas e patdgenos e estresses hidricos (BUROW et a., 2001; DWIVEDI et al., 2003; 2006;
HILU; STALKER, 1995; MILLA et al., 2005, MORETZSOHN et a., 2004; STALKER et
al., 1995). Por conseguinte, as espécies do género Arachis vém sendo estudadas com
intensidade crescente, gracas ao potencial demonstrado por algumas de suas espécies
silvestres para 0 melhoramento do amendoim cultivado (SIMPSON; STARR, 2001;
SIMPSON et a., 2003).
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3. Diversidade Genética

Devido a baixa variabilidade do A. hypogaea, a cultura é afetada por vérias doencas,
algumas das quais de grande impacto econdbmico, como, por exemplo, as manchas foliares
causadas pelos fungos Cercospora arachidicola Hori (mancha castanha), Cercosporidium
personatum (BERK; CURT) Deighton (mancha preta), e a ferrugem, causada pelo fungo
Puccinia arachidis. Essas doencas s80 consideradas as doencas foliares mais prejudiciais em
todas as areas de producdo do Brasil (MORAES; SALGADO, 1983, MORAES; et al., 1988;
SOARES; LIMA, 1991). Os nematéides das galhas, Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood,
M. hapla Chitwood e M. javanica (Treub) Chitwood (CARNEIRO et al., 2000; NELSON et
a., 1989; SHARMA; MCDONALD, 1990), também sdo bastante prejudiciais, pois eles
atacam o desenvolvimento da planta, provocando murcha, perda de cor, podriddo dos
gindforos, das vagens e das raizes do amendoim (GUIMARAES et a., 2005). A cultura do
amendoim também é afetada por outros agentes bidticos, como as bactérias e virus, e por
fatores abidticos, como 0 estresse hidrico e a toxidez do solo, importantes redutoras de
rendimento (KOCHERT et a., 1996).

Por constituirem importante fonte de genes Uteis, espécies silvestres de Arachis vém
sendo introduzidas em programas de melhoramento do amendoim. A resisténcia de algumas
espécies silvestres pode ser transferida para A. hypogaea através de cruzamentos complexos e
introgressdo (SIMPSON et a., 2001) e, desse modo, ampliar a base genética do A. hypogaea,
gue tanto carece de fontes de resisténcia. Varias espécies silvestres de Arachis ja foram
investigadas quanto a resisténcia a doengas foliares e altos niveis de resisténcia foram
identificados (CHOI et al., 1999; FOSTER et al., 1981, PANDE; RAO, 2001, WY NNE,
1991). O Arachis stenosperma Krapov e WC Gregory, por exemplo, € uma importante fonte
de genes para o melhoramento genético do amendoim, devido a relacdo estreita existente
entre eles. Entre as caracteristicas de interesse dessa espécie que podem ser transferidos para o
amendoim estdo o alto teor lipidico presente nessa espécie, e as resisténcias a0 nematéide
Meloidogyne arenaria (GUIMARAES et a., 2005), a ferrugem e ao virus groundnut rosette
disease virus (SHARMA et a., 1990; SUBRAHMANYAM et al., 1982)
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3.1 Genesderesisténcia

No decurso da evolucdo, as plantas foram desenvolvendo varios mecanismos para se
protegerem contra doengas e parasitas, como cuticula espessa e pélos nas folhas, a producéo
de inibidores, tais como compostos fendlicos, taninos e lectinas, e enzimas, como glucanases
e quitinases (BOWLES, 1990; NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992). Outro
mecanismo de defesa envolve o reconhecimento especifico de patdgenos pela planta
hospedeira, através de receptores protéicos codificados por genes de resisténcia ou genes R,
que reconhecem e se ligam a moléculas especificas derivadas dos patdgenos. Essa ligagcdo
funciona como um alerta para a planta sobre a presenca do patdgeno (TAIZ; ZEIGER, 2004).
Um grande nimero de genes de resisténcia para diferentes patégenos tem sido isolado em
plantas nos ultimos anos (DIXON et al., 1998, WANG et a., 1999; WANG et al, 2002,
YOSHIMURA et al., 1998).

As proteinas codificadas por genes de resisténcia, em defesa ao ataque do patégeno ou
acdo ambiental, apresentam regides ou dominios conservados. Dentro desses dominios
existem pequenos trechos conservados (motivos). E possivel desenhar primers degenerados
gue se anelam as regides que codificam para tais motivos (KANAZIN et al., 1996, LEISTER
et al., 1996, YU et a., 1996) capazes de amplificar em varias espécies. Os fragmentos
amplificados com esses primers quando sequenciados apresentam o produto de traducédo
putativo similar a genes de resisténcia conhecidos. Estes fragmentos sdo conhecidos como
analogos de genes de resisténcia (RGAs) (COLLINS et a., 1999, 2001; MADSEN et al.,
2003) e podem ser utilizados como fontes de marcadores moleculares para explorar e mapear
regides que controlam resi sténcia nos cromossomos.

Uma outra forma de se identificar RGAs é busca-los em banco de ESTs (Expressed
Sequence Tags). Os ESTs sdo uma forma complementar, mas extremamente rapida de
identificacdo de novos genes (HOFTE et al., 1993). ESTs sdo seqiiéncias curtas de DNA
produzidas a partir de clones de DNA complementar (cDNA) escolhidos aleatoriamente e
seqienciados uma unica vez (GAUTHERET et al., 1998). Além de serem amplamente
explorados na identificacdo de genes novos, vém sendo utilizados para a criacdo de extensos
catdlogos de genes (GAUTHERET et al., 1998; ZAFAR et a., 2002). Estes catdlogos
permitem a comparacdo de similaridades de sequiéncias a genes ja conhecidos sugerindo
assim sua funcdo (MATTHEWS et al., 2001).
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A fim de possibilitar a exploracdo eficiente dos genes de resisténcia das especies
silvestres, a geracdo de mapas genéticos € fundamental (CARNEIRO; VIEIRA, 2002
DWIVEDI et a., 2006; STAUB et al., 1996). No entanto, existe ainda a necessidade de se
identificar novas fontes de resisténcia, especiamente para doencas de grande impacto para a

cultura do amendoim no Brasil.

4. Mapeamento Genético

O conhecimento genético iniciou-se com os trabalhos de Gregor Mendel em 1865.
Trabalhando com ervilhas, Mendel postulou a existéncia de fatores, hoje conhecidos como
genes, que controlavam a manifestacdo de determinadas caracteristicas. Em seus trabal hos,
Mendel concluiu que as plantas heterozigotas (F1) produzem dois gametas distintos na mesma
proporcéo e que ambos segregam para a formacdo dos zigotos. Descobriu também que cada
genitor possuia duas cOpias de um gene, e que transmitia uma das coOpias para seus
descendentes de forma independente, postulando assim as Leis de Mendel (GRIFFITHS et a
1998).

Estudos posteriores em ervilha de cheiro (BATESON et al., 1905) e em Drosophila
(MORGAN et al., 1915) mostraram desvios na segunda lei de Mendel, na qual, muitos
genotipos apareciam mais freqlientemente do que outros, indicando que pares de genes néo
segregavam de forma independente. Este fendmeno foi interpretado como ligagdo génica, que
€ a base do mapeamento genético. Morgan et al. (1915) sugeriram gque alguns genes estariam
situados no mesmo cromossomo e gque durante a meiose, ocasionamente, ocorreriam, entre 0s
homologos, trocas de segmentos denominados crossing-over ou permuta. Perceberam
também, que a proporcéo da progénie recombinante variava bastante, e propds que estas
variagoes, de algum modo, refletiam a disténcia entre os genes no cromossomo. Sturtevant
(1913), interpretando dados oriundos da segregacdo de genes ligados, sugeriu 0 uso da
porcentagem de recombinantes como indicador quantitativo da distancia linear entre dois
genes na construcdo de mapas genéticos. Os mapas mostravam que a posicdo dos genes
correspondia a sua ordem linear nos cromossomos. Assim, o conceito de localizagdo dos
genes em uma ordem linear passou a ser incorporado a teoria cromossdomica da heranca
(GARDNER; SNUSTAD, 1986; GRIFFITHS et al., 1998).
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Halward et a. (1993) desenvolveram um dos primeiros mapas genético de amendoim
baseado em RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”). Esse mapa foi
desenvolvido usando uma populacdo F2, derivadas de um cruzamento entre duas espécies
selvagens dipl6ides com genoma “AA”, A. stenosperma e A. cardenasii. Outro mapa baseado
em RFLP foi publicado para uma popul agéo tetrapl6ides (BUROW et al., 2001). Um sintético
anfidiploide A. batizocoi x (A. cardenasii X A. diogoi)a, utilizado como doador mée foi
cruzado com A. hypogaea para gerar uma populacéo de retro-cruzamento 1 (RC1) de 78
individuos. A. cardenasii e A. diogoi possuem genoma AA, enquanto A. batizocoi possui
genoma BB. Esse mapa consistiu de 370 marcadores RFLP, mapeados em 23 grupos de
ligacdo, com uma distancia total de 2210 cM e uma densidade média de 5,97 cM. Esse foi o
primeiro e unico mapa tetrapl 6ide publicado para Arachis até agora.

O primeiro mapa de Arachis baseado em microssatélites (SSR- “Simple Sequence
Repeat™) foi desenvolvido por Moretzsohn et al (2005). Esse mapa € o Unico mapa publicado
para Arachis construidos com marcadores com sequéncias atualmente disponiveis em
GenBank. Esse mapa foi desenvolvido usando uma populagéo F, de 93 individuos, obtida do
cruzamento entre duas espécies silvestres dipléides de genoma “AA”, A. duranensis e A.
stenosperma, respectivamente, suscetivels e resistentes a C. arachidicola, C. personatume M.
javanica e M. arenaria. Um total de 170 marcadores microssatélites foi mapeados em 11
grupos de ligag&o cobrindo uma distancia de 1.230,89 cM no mapa e com distancia média de
7.24 cM entre eles (Motetzsohn et al., 2005). Este mapa vem sendo aprimorado, e atualmente
tem aproximadamente 182 SSRs, 81 marcadores ancoras e 15 RGAs e um grupo de ligacéo a
menos. Um mapa de ligagéo referente ao genoma “BB” também foi construido recentemente
usando uma populacdo diplGide F2 segregante, gerada pelo cruzamento entre duas espécies
silvestre de genoma “BB”, A. ipaénsis x A. magna (BARBOSA, 2005). Também esta em fase
de desenvolvimento a criacdo de um mapa tetrapldide F2 obtida pelo cruzamento entre um
acesso de A. hypogaea (cv. IAC Runner 886) e uma planta anfidipldide resultante de um
cruzamento entre duas espécies selvagens dipldides (A. duranensis - genomaAA X A. ipaénsis

- genoma BB) tratadas com colchicina.
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4.1 Marcadores moleculares

Marcadores genéticos sdo definidos como elementos capazes de diferenciar, prever e
caracterizar um individuo e que também sgjam reproduzidos na descendéncia. Caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas ou moleculares podem ser usadas como marcadores genéticos. Até
meados da década de 60, as andlises genéticas eram realizadas com a utilizagdo de marcadores
morfolégicos de fécil identificacdo no organismo e, geralmente, controlados por um Unico
gene (OLIVEIRA et a., 2007). Atuamente os marcadores em DNA sdo mais utilizados e sdo
caracterizados pela deteccdo de variagdo natural nas sequéncias de DNA entre individuos, e
sd0 herdados geneticamente. Os diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis
variam conforme a tecnologia utilizada para revelar variabilidade em nivel de DNA,
habilidade para detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e
repetibilidade.

Dentre os marcadores moleculares mais utilizados nos estudos de mapeamento genético
estdo 0os marcadores microssatélites ou SSR (“simple sequence repeats’ ou sequéncias
repetitivas smples), que sdo seqiiéncias de 1 a 6 nucleotideos que se repetem lado a lado na
fita de DNA. Esses marcadores se destacam por serem altamente informativos, codominantes,
abundantes, multialélicos, aparentemente distribuidos por todo o genoma, baseados em PCR,
e por apresentarem ata reprodutibilidade, se tornando assim, uma ferramenta ideal para
construcdo de mapa. Entretanto, estudos recentes tém demonstrado o potencial de outro
marcador, o “Single Nucleotide Polymorphism” (SNPs) como a proxima geracdo de
marcadores genéticos em plantas (HAYASHI et a., 2004), visto que esses marcadores sdo
muito abundantes e ocorrem com fregiiéncia no genoma de plantas. Esses marcadores podem
ser utilizados como uma nova estratégia de identificacdo de polimorfismo em espécies com

baixo grau de polimorfismo como no caso do amendoim cultivado.

5. Marcador es SNPs, uma nova estratégia para Arachis

Polimorfismo de Unica base (SNP “Single Nucleotide Polymorphism”) é uma pegquena

mudanca ou variagdo genética que ocorre dentro da seqiiéncia de DNA. O cédigo genético é
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especificado por quatro nucleotideos A (adenina), C (Citosina), T (Timina) e G (Guanina), ea
variagdo genetica ocorre quando um unico nucleotideo substitui um dos outros trés
nucleotideos. A principio, poderia envolver quatro variacdes de nucleotideos diferentes em
um determinado local, mas, na verdade, apenas duas dessas quatro possibilidades sGo mais
observadas (BROOKES, 1999). Assim, na pratica, SNPs sdo marcadores bialélicos, de forma
que o contetdo informativo em um Unico SNP € limitado, em comparagdo com os marcadores
SSR que sdo poliaéicos (GRIFFIN; SMITH, 2000; GUPTA et al., 2001; ORAGUZIE et d.,
2007; SCHLOTTERER et d., 2004). Embora o SNP seja menos informativo para estudos de
genética de populacdo devido a sua natureza bialélica, ele mostra vérias vantagens sobre os
outros tipos de marcadores tal como a sua ata frequéncia, facilidade de automatizagdo e
estabilidade do loco SNP comparado com o loco do SSR, por exemplo.

Os SNPs sf0 o tipo mais freguente de variagdo encontrada no DNA (BROOKES, 1999).
A freqliéncia habitual de SNPs relatados para genomas de plantas é de cerca de 1 SNP a cada
100-300 pb (GUPTA et a., 2001). Devido a dta freqliéncia de ocorréncia nos genomas, 0S
SNPs sdo0 uma rica fonte de variabilidade que podem ser utilizados para saturar mapas
genéticos, e também sdo potencidmente Uteis para a associacdo de mapeamento de
caracteristicas interessantes.

Nas plantas, os SNPs passaram a ser mais utilizados a partir da crescente disponibilidade
de colecdes de ESTs nos bancos de dados publicos, o que reduziu os custos para descoberta
dos SNPs. Essas colegdes tem sido fonte de identificagdo de SNPs em algumas plantas como
beterraba (Beta vulgaris L.) (SCHNEIDER et a., 2001), milho (Zea maysL.) (CHING et al.,
2002), arroz (Oryza sativa L.) (NASU et a., 2002), soja (Glycine max L. Merr.) (ZHU et a.,
2003), e de cana (Saccharum hibrido) (GRIVET et al., 2003). A disponibilidade de bancos de
dados de EST torna possivel identificar os polimorfismos para regides funcionais do genoma
e até mesmo de genes especificos (KOTA et a., 2001).

V &rios métodos de genotipagem de SNP vém sendo desenvolvidos nos ultimos anos. Os
métodos atualmente disponiveis sdo: hibridizacdo, ligacdo, amplificacdo por PCR, digestéo
por enzimas de restricdo e extensdo por primers. Nesse trabalho foram testadas duas
metodologias baseadas em PCR, uma envolvendo eletroforese em gel utilizando o
procedimento “Tetra-Primer ARMS-PCR” (YE et al., 2001) e o outro envolvendo eletroforese
por capilaridade utilizando 0 método extensdo de Unica base com o SNaPshot™ (Applied

Biosystems).
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OBJETIVOS

Objetivos gerais

1) Saturar com marcadores mol eculares regides do genoma de Arachis associados a

resisténcia a doencgas
i) Estudar o grau de sintenia entre os genomas AA e BB de Arachis.

Obj etivos especificos:

i) Desenvolvimento e mapeamento de marcadores molecul ares para genes candidatos
a resisténcia a doengas (RGAs) no mapa do genoma AA baseado no cruzamento

entre A. duranensis x A. stenosperma.
i) Transferir marcadores mapeados no genoma AA para 0 mapa BB e andisar

sintenia entre os dois genomas.
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APRESENTACAO DOSCAPITULOS

O presente trabalho foi divido em dois capitulos. No capitulo 1 € apresentado o
desenvolvimento e a utilizagdo de marcadores polimorficos em uma Unica base (SNPs) para
genes de candidatos a resisténcia em Arachis. No capitulo 2 é apresentado o alinhamento dos
mapas genéticos AA e BB de Arachis.



CAPITULO | - DESENVOLVIMENTO E UTILIZACAO DE MARCADORES SNPS

PARA GENES CANDIDATOSA RESISTENCIA A DOENCASEM Arachis

19
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1INTRODUCAO

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea) € uma cultura importante, tanto para
producdo de 6leo, como para consumo direto. O amendoim é suscetivel a uma série de
doengas, 0 que aumenta 0s custos e reduz a produtividade para o agricultor. Para muitas
dessas doencas, boas fontes de resisténcia estdo em falta no germoplasma da espécie
cultivada, que tem uma base genética muito estreita (KOCHERT et al., 1991).

Esta estreita base genética do amendoim tem dificultado o desenvolvimento de mapas
genéticos, tornando dificil a utilizagdo de ferramentas para a caracterizagcdo genémica e para
os programas de melhoramento (HALWARD et a., 1991, HERSELMAN et a., 2003;
KOCHERT et al., 1996; MORETZSOHN et al., 2004). Por outro lado, as espécies silvestres
dipl6ides tém uma variabilidade genética maior, acumulada ao longo de milhdes de anos de
evolugdo (BUROW et al., 2001; MORETZSOHN et al., 2004; MILLA et a., 2005), e sdo
uma rica fonte de genes de resisténcia a doencas e adaptacdo a diversos ambientes
(DWIVEDI et al., 2003; 2006; RAO et al., 2003; STALKER; SIMPSON, 1995).

Mais informagdes sobre o genoma dipl6ide de Arachis seriam (tel's, tanto para ajudar a
simplificar a construcéo de mapas genéticos e fisicos, como para a caracterizagdo de alelos
silvestres. Moretzsohn et a (2005) desenvolveram um mapa genético do genoma AA de
Arachis baseado em microssatélites, utilizando como populacdo, a progénie de um
cruzamento entre dois acessos diploides silvestres A. stenosperma (acesso V10309) e A.
duranensis (acesso K7988). Os microssatélites foram utilizados por serem marcadores
baseados em PCR, codominantes e altamente transferiveis entre espécies de Arachis
(CUNHA et al., 2008; GIMENES et al., 2007; MORETZSOHN et al., 2004). As informacdes
deste mapa podem ser enriquecidas através do mapeamento de genes candidatos. Genes
candidatos sd0 genes que, com base na similaridade, de expressdo ou outros dados, tém alta
probabilidade de estarem localizados em regides que controlam caracteristicas de interesse.
Alguns marcadores analogos a genes de resisténcia (RGA) ja foram mapeados no mapa
genético do genoma AA de Arachis, utilizando partes de genes de resisténcia conservadas
para a amplificacdo de produtos, utilizando primers degenerados (BERTIOLI et al., 2003;
JOSE, 2006; MORETZSOHN et al., 2006), possibilitando assim a identificag3o de potenciais

genes deresisténcia.
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Genes candidatos apresentam baixos niveis de polimorfismo por serem relativamente
conservados. Entretanto, variagdes em um Unico nucleotideo sdo freglentes nas regides
conservadas. Pensando nisso, € aqui proposto desenvolver e utilizar marcadores SNPs para
genes identificados utilizando etiquetas de seqliéncias expressas (“expressed sequence tags”
ou ESTs) disponiveis no GENBANK, banco de dados de dominio publico (NOBILE et dl.,
2008; PROITE et al., 2007). Sendo assim, uma opcao rapida, eficiente e de baixo custo para o
mapeamento de marcadores candidatos a genes de resisténcia em Arachis.

Duas metodologias de genotipagem de SNPs, envolvendo reacdo de polimerase em
cadeia, foram testadas nesse trabalho. A primeira metodologia envolve PCR seguida por
eletroforese em gel, o “tetra-primer amplification refractory mutation system-polymerase
chain reaction” (tetra-primer ARMS-PCR) (YE et a., 2001). Este méodo emprega quatro
primers que amplificam trés fragmentos de DNA, sendo um fragmento mais extenso contendo
0 SNP, e dois fragmentos de tamanhos diferenciados representando cada uma das formas
aélicasdo SNP (Figura 1.1).

Mau pareamento na penultima base da

regiao 3’
100pb \l’ 200pb
Plasnsss > A4— — P2
G
P3 e e—) s P4
Primer Primer
interno externo

G GIA A

300pb m— wmm === | <¢— Fragmento total (P1+P4)
200pb [ — <«— Alelo G (P3+P4)
100pb — — <« Alelo A (P1+P2)

Figura 1.1 — Demonstrac&o da genotipagem do SNP usando o método “Tetra-Primer ARMS-PCR”.
Fonte: A Autora

O fragmento maior é gerado por dois primer externos desenhados para vincular ambos
os aeos. Dois primers internos sdo desenhados para ainhar especificamente a cada um dos
nucleotideos polimorficos. Para aumentar a especificidade da reacdo, ambos os primers

internos sdo desenhados para terem um mau pareamento na penultima base e um pareamento
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complementar a0 SNP na ultima base da regido 3’. Os primers externos sdo desenhados a
distancias desiguais dos primers internos, para que haja diferenca em tamanho de fragmento
na PCR possibilitando a visualizagdo em gel de agarose (Figural.1) (YE et a., 2001).

O outro método € 0 de extensdo de uma Unica base, conhecido também como
SNaPshot™, SNuPe, ou mini-sequenciamento (MURPHY et al., 2003), que envolve PCR e
eletroforese por capilaridade. Nesse procedimento um primer é desenhado para se ligar ao
DNA imediatamente proximo do sitio do SNP (Figura 1.2). O primer pode ser desenhado
tanto na diregdo reversa quanto na direta e seu tamanho pode variar utilizando uma cauda
extensora. A reacdo de amplificagcdo ocorre na presenca de um terminador (dideoxi) ddNTP
fluorescente e do produto da PCR das regides de interesse ja pré-amplificadas, de tal forma
gue durante o ciclo termal, a DNA polimerase estende o primer por apenas uma Unica base. O
gendtipo é interpretado como um pico de fluorescéncia e os alelos sdo diferenciados pelo
tamanho do primer e cor da fluorescéncia, conforme detectado na eletroforese por
capilaridade (Figura 1.2). Esse método permite a andlise de vérios locos em uma Unica corrida

em gel de capilaridade utilizando o sistema comercial SNaPshot™,

SNP
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Figura 1.2 — Demonstracdo daidentificacdo do SNP usando o método extensdo de Unica base.
Fonte: A Autora
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2. MATERIAISE METODOS

2.1 Plantas da populacdo de mapeamento AA

A populacdo de mapeamento utilizada foi obtida por Moretzsohn et a (2005) através do
cruzamento entre duas espécies silvestres dipldides, A. duranensis acesso K7988 e A.
stenosperma acesso V10309, o qual gerou uma planta hibrida dipl6ide que foi autofecundada
produzindo uma populacdo F, segregante dipl6ide com um total de 93 individuos. As duas
espécies possuem genoma AA, sendo que A. stenosperma € resistente aos nematdides das
galhas Meloidogyne arenaria raga 2 e M. javanica (LEAL-BERTIOLI et al., 2000) e aos
fungos de mancha foliar Cercospora arachidicola e Cercosporidium personatum (PROITE et
al., 2002).

2.2 Extracao de DNA total

Amostras de DNA total de A. stenosperma e A. duranensis, do hibrido F; (K7988 x
V10309) e de 93 individuos F, foram extraidos de folhas jovens utilizando o protocolo de
extracdo de DNA baseado em CTAB publicado por Doyle e Doyle (1991), com algumas
modificacbes. 200 mg de tecido vegetal foram macerados utilizando as beads com o auxilio
de 700 pL de tampédo 2x CTAB e 2 uL de 2-mercaptoetanol em cada tubo de microcentrifuga
de 2 ml. As amostras foram incubadas a 60°C por 60 minutos. Em seguida foram adicionados
a cada amostra 700 uL de cloroférmio-acool isoamilico (24:1), e misturados até formar uma
emulsdo. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos e a fase aquosa foi
transferida para dois tubos novos de 1,5 ml. Foram adicionados 900 uL de tamp&o de
precipitacdo 1X CTAB e agitados lentamente. As amostras foram centrifugadas a 13.200 rpm
por 1,5 minutos. O sobrenadante foi descartado. O precipitado dos dois tubos foi
ressuspendido com 300 pL de 1,2 NaCl e transferido para um unico tubo de 2 ml, totalizando
um volume de 600 uL. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos e o

sobrenadante foi transferido para um novo tubo. O DNA foi precipitado com 1 ml de etanol
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100% e misturado gentilmente. As amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 13.200 rpm
e 0 sobrenadante foi descartado. O DNA foi lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70% e
centrifugado a 13.200 rpm por 1,5 minutos. O DNA foi seco durante 12 horas a temperatura
ambiente. O DNA foi ressuspendido em 100 pL de TE com 0,01 mg/ml RNAse (1 mg/ml) e
incubado por 37°C por 60 minutos.

As amostras foram quantificadas em gel de agarose a 1,5% utilizando diferentes
quantidades de DNA do Fago lambda (DNA Massladder- Invitrogem). As amostras de DNA

foram ent&o diluidas a5 ng/ uL e mantidas a -20°C até a realizac&o dos experimentos.

2.3. Selecao de sequéncias EST s para o desenvolvimento de mar cador es molecular es

Vinte e sete seqiiéncias do banco de EST de Arachis' que apresentam homologia com
genes de interesse foram selecionadas para o desenvolvimento de marcadores moleculares
(Tabela 1.1). Destas, apenas 15 continham dominios do tipo NBS de Arabidopsis, dez
apresentaram alta similaridade com genes envolvidos em estresses hiéticos 0s quais sa0
expressos mediante a inoculagdo do fungo Cercosporidium personatum; um elemento
expresso em resposta a desidratacéo (dehydration responsive element), e outro homologo a
glutationa-S-transferase (PROITE et a., 2007, NOBILE et al., 2008) (Tabela 1.1). Os primers
foram desenvolvidos a partir das seqiiéncias previamente publicadas (PROITE et al., 2007,
NOBILE et al., 2008) utilizando o software Primer3? (Tabela 1.2) (ROZEN; SKALETSKY,
2000), para o desenvolvimento de marcadores molecul ares nessas regides de interesse.

2.4. Amplificacdo dos ESTs por PCR

Inicialmente os EST foram amplificados a partir dos parentais da populacéo de
mapeamento AA, A. duranensis (acesso K7988) e A. stenosperma (acesso V10309). A reacéo

de polimerase em cadeia (PCR- “Polymerase chain reaction”) para os locos individuais foi
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Tabela 1.1 - Seqiiéncias de ESTs de Arachis utilizadas para o desenvolvimento de marcadores.

Regibes EST Genbank Homologia Blastx E-value
AHBGSI1001A06 EL 966965 disease resistance family 6E-26
AHBGSI1001D05 EL 966988 glutathione S-transferase 9E-47
AHBGSI1001D05 EL 966988 glutathione S-transferase 9E-47
AHBGSI1002B03 EL 966749 putative resistance gene analogue 6E-50
AHBGSI1002C10 EL 966762 expressed protein 1E-07
AHBGSI1002C11 EL 966763 lipoxygenase, 2E-78
AHBGSI1002D05 EL 966766 phe ammonialyase 2E-37
AHBGSI1004D05 EL 966851 allene oxide synthase (AOS) 6E-67
AHBGSI1009D07-12 EL 966577 serine/threonine/tyrosine kinase e-101
AHBGST1002C10 - catalase [Vigna radiata] 2E-09
ASIRM11B11 EHO044444 protein kinase 1E-73
AS1IRM11G07 EH044499 MEK map kinase kinsae 5E-49
AS1IRM15H01 EH044875 F-box family protein (FBL15) 4E-97
ASIRM20G10 EH045428 resistance protein LM6 2E-15
ASIRNOx727 EH044973 dehydration-induced protein (ERD15) 5E-27
ASIRN11G08 EHO046707 MAP kinase 3 e-130
AS1RN20C10 EH042215 auxin-responsive family 1E-30
AS1IRN20D02 EH042219 protein kinase family 6E-95
AS1RN25D07 EH042682 lectin protein kinase family 3E-37
ASIRN32E12 EH043276 disease resistance protein 6E-07
ASIRN33D02 EH043336 expressed protein 5E-73
ASIRN36B01 EH043571 octi cosapeptide/Phox/Bem1p (PB1) 4E-22
ASIRN36E06 EH043608 disease resistance protein 2E-20
ASIRN39A08 EH043651 disease resistance protein 9E-13
ASIRN7G02 EH044037 protein kinase family 1E-35
AS2RM8B10 EH047622 resistance protein MG13 3E-47
AS2RM9B08 EH047713 somatic embryogenesi s receptor kinase 2E-40

Fonte: National Center for Biotechnology Information (NCBI).

realizada na Eppendorf MasterCycle utilizando um programa “touchdown”: 12 minutos a
95°C, seguidos inicialmente de 11 ciclos de 15 segundos a 95°C, 15 segundos a 62°C
(reduzindo 1°C por ciclo), 30 segundos a 72°C, seguido de 35 ciclos de 15 segundos a 95°C,
15 segundos a 52°C, 30 segundos a 72°C, e uma extensdo final de 10 minutos a 72°C. Em um
volume final de 12 pl, foram utilizados 5,0 ng de DNA; 1x tampé&o de PCR; 1,5 mM de
MgCly; 1 ng/uL de BSA purificado (New England Biolabs, MA, EUA), 0,2 mM de cada
iniciador direto e reverso, 0,25mM de dNTPs; 0,4U de Tag platinum DNA-polimerase
(Invitrogen). Quando necess&rio alguns parametros foram alterados, como a concentragéo
final dos primers e atemperatura de anelamento.

Apo6s a amplificacdo, foram aplicados 3 uL da reacdo de amplificacdo e 2 uL de
tampdo de amostra em gel de agarose 1,0% corado com Brometo de Etidio na concentracdo

de 0,10 ugmL™ e visualizado sob luz UV, para verificar a presenca de bandas e possiveis
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Tamanho do
. Tm fragmento
EST Primer Direto (5' - 3') Primer Reverso (5' - 3') (°C)  amplificado
AHBGSI1001A06 TCTGGGATGTGACCACTGA TCATCCTCTTTGTTGATCCTG 57,72 479
AHBGSI1001D05 TTGAAGAGCCTCGTGTGTTT GGCCAAGTTCATAGATGACAA 58,5 272301
AHBGSI1001D05 AACAAGAACACGTCAACACCA GCGGCATGGAAATCTGTT 59,1 684
AHBGSI1002B03 GATTGCAGTTTTGTTTACAGG GCAAAGGCGATGTTATTTC 55,07 460
AHBGSI1002C10 ATAACATCACTCGGCTGCT AGCTTTCAATCTCAACACAAT 54,1 507
AHBGSI1002C11 GTCCAAAATTCACTGCTGCAT TGGGTTTTCACAGAGCAAGC 60,13 501
AHBGSI1002D05 CCATTACTGCTTCTGGCGATC AAATTCTGGATTCCCCTGCA 61,71 336
AHBGSI1004D05 CCGAGGTACAAATCCACCATC AGGCTCGTGTCTTTGGGATC 61,5 473
AHBGSI1009D07-12  GGAAACTTCATCCCATCG CTCGTGGTTTCGCTGTG 56,3 225
AHBGST1002C10 GGCAGGTACATGTGTAACTCCTCT CGGTGCAAAAGAACGGTATC 60,5 603
ASIRM11B11 GACATGGAATTTGCTGTTGAAG TGGTGCTAAGTAGCCAAGAGTG 59.5 402
ASIRM11G07 GGTGAGCATTTTGGAGTTCTAC TTAATCCCATATTGTCATCCAAA 57.8 406
ASIRM15H01 GGTCTCACTTGAGCTGAAAGGT CAGACTGACACAGGGTTCCATA 59.9 410
AS1IRM20G10 AGCGAGAAGCTCAGAATAGGTG GAACTCAAAAGCATGCATAAACA 59.3 413
ASIRNOx727 GGGCGTCAACTTGTCTGT ATAGAAGCCCCCTTCAACC 58 1600
ASIRN11G08 TCTTCGTGGGCTGAAGTACATA AGCATATTGAGGAAGTTGTCGG 50.7 403
ASIRN20C10 CATCTCTAAGCCGCCTCAAC TTTGTTGTTCTTCACCTTGACC 52 310
ASIRN20D02 GATGGAACAGTGGTTGCAGTAA AGTCATGCCGGAGTCACTATCT 60.1 650 e 680
ASIRN25D07 TAGAAGGAGTGCCAGGAACAAT TAAAGCTTCCAAGATCCACAGC 60.1 411
ASIRN32E12 ACTATGGAGGTGGAAGGTTGTG CAGAATGGTCAATATGGGGAAC 60.2 453
ASIRN33D02 TGTTTATTCCTCATCAACCAACAT CGTTCGCAAAAGGATTAGTCTC 59.6 407
ASIRN36B01 TTTCAGTTTCATGGAGATCGAC GGAAGTGAATCCGGTAAGAGTG 50.1 466
ASIRN36E06 CAAGGTAGCAACATCAAGCAAC CCTCCACAGATGGAACACATT 59.8 453
ASIRN39A08 CCTGCAAAGATTGGAGATAACC CTCAGATTTGACAGCCATTCAG 50.8 423
ASIRN7G02 GAGAAGAGCCATACGCTGATTT CTAAATGCCTGATAGCCCCTAA 59.6 406
AS2RM8B10 TCCTTCTAAGCTCTCATGGGTC GCCAGTGCCTCCTCATAAATAC 50.8 406
AS2RM9B08 ATCTATCGGGTACACTGGTTCC ATCATTTATCCCAAGCATGGAC 59.2 488

* Em negrito os marcadores selecionados para o teste com os métodos de genotipagem de SNP
Fonte: Adaptado de PROITE et al., 2007, NOBILE et a., 2008.

polimérfismos de tamanho. Em seguida, 5 puL dareacéo de PCR foram misturadas com 2.5uL

de Tamp&o Formamida, desnaturados a 95°C por 5 minutos e separados em gel de

poliacrilamida a 4% por 1,5h a 60W, e depois corado com nitrato de parta (CRESTE et al.,
2001; SAMBROOK; RUSSELL, 2001). As regides de EST que néo foram polimorficas entre

0s parentais foram selecionadas para 0 seqienciamento.

2.5. Sequenciamento e identificacdo dos SNPs entre A. stenosperma V10309 e A.

duranensis K 7988.

As regifes de EST amplificadas que ndo apresentaram polimorfismo de tamanho entre

os parentais foram sequenciadas a fim de detectar polimorfismo em uma Unica base (SNP). O
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sequenciamento foi feito diretamente do produto de PCR utilizando 1 puL de produto de PCR,
1 uL de 3,2 mM primer, 2 uL de BigDye Terminator sequencing kit (Applied Biosystems,
CA, USA), e 6 uL H0. O sequenciamento das regides foi realizado no ABI Prism® 377
(Applied Biosystems). As seqliéncias foram processadas utilizando a ferramenta Staden
Package (EWING; GREEN, 1998; STADEN et a., 2003). Os SNPs foram detectados pela
opcao “detectar SNP” no Staden Package e pela inspecdo visual, comparando as sequéncias
dos dois parentais alinhadas. Algumas amostras foram re-seqiienciadas para confirmar os
SNPs.

2.6. Compar acgao entre os dois métodos de genotipagem de SNP

Dois métodos de genotipagem de SNP foram testados inicidmente para o
desenvolvimento de marcadores SNPs. O primeiro foi “Tetra-primer ARMS-PCR” (“tetra-
primer amplification refractory mutation system-polymerase chain reaction”) (YE et a.,
2001), e o segundo foi extensdo de uma Unica base utilizando o sistema comercia ABI
PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit (Applied Biosystems) e eletroforese por capilaridade em
sequienciadores automaticos ABI3100, conhecida como miniseqienciamento (MURPHY et
al., 2003; SYVANEN et al.; 1999). Para a avaliagdo da eficiéncia desses métodos cinco ESTs
foram escolhidas para 0 desenvolvimento dos marcadores. Ambas as técnicas produzem

marcadores codominates e s3o baseados em PCR.

2.6.1 Desenvolvimento de marcadores SNP utilizando o méodo “Tetra Primer ARMS-

PCR”

Foram desenhados pares de primers utilizando a seqgiéncia alélica e o SNP
identificado como descrito por Ye et a. (2001) (Figura 1.1). Os primers foram desenhados
utilizando o programa “Tetra-primer ARMS-PCR”® (YE et al., 2001). Os grupos com os dois
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primers internos e os dois externos foram testados para verificar uma possivel formacéo de
grampos e auto-complementaridade entre eles, utilizando o programa Autodimer
(VALLONE; BUTLER, 2004)

Esse método foi testado nos parentais da populagdo de mapeamento AA e naF1. Uma
pré-amplificagdo individua dos locos foi feita com os primers das cinco regides de EST
(Tabela 1.1), utilizando o protocolo do item “Amplificacdo das regides ESTs por PCR” desse
capitulo, e em seguida 1 uL dessa reacdo diluida 1:10 foi utilizada para uma segunda PCR na
qual foram utilizados 10 pmol dos primers internos e 1 pmol dos primers externos, 1x
Tampéo PCR; 1,5 mM MgCl2; 0,1 mM BSA, 0,25 mM dNTPs; 0,4 U de Tag Platinum DNA-
polimerase (Invitrogen). O volume final foi ajustado para 12 uL com agua Milli-Q
autoclavada. O ciclo térmico foi realizado na Eppendorf MasterCycler com o seguinte
programa: 2 minutos a 95°C; seguido por 35 ciclos de 15 segundos a 95°C, 20 segundos a
temperatura especifica para cada primer (Tabela 1.2), 30 segundos a 72°C, e uma extensado
final de 5 minutos a 72°C. Cinco pL das amostras amplificadas foram entéo aplicadas em gel
de agarose a 3% corado com Brometo de Etidio na concentracdo de 0,10 pgm L™? e
visualizado sob luz UV, para verificar a presenca de polimorfismos de tamanho. Para uma
resolucdo maior, 5 uL das reagOes foram misturadas com 2.5 uL de Tampdo Formamida,
desnaturados a 95°C por 5 minutos e separados em gel de poliacrilamida a 5% por 1,5h a
60W, e depois corado com Nitrato de Parta (CRESTE et al., 2001; SAMBROOK; RUSSELL,
2001). As bandas foram entdo analisadas para verificar a presenca de polimorfismo de

tamanho gerada por esse método.

2.6.2 Desenvolvimento de marcadores SNP com o método extensio de Unica base utilizando

o sistema comercial ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit (Applied Biosystems)

Os primers para a extensdo de Unica base utilizando o sistema comercial ABI
PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit (Applied Biosystems) foram desenhados para gerar
primers SNPs Os primers foram desenhados usando o programa Primo SNP 3:4%. O sitio do

SNP, na sequéncia de DNA consenso entre os parentais, foi substituido pelo cddigo
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degenerado dos nucleotideos da IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
IUPAC) e a sequéncia foi transferida para o programa para ser processada. Os parametros
foram gjustados para que a temperatura de anelamento (Tm) girasse em torno de 50°C e a
porcentagem de GC acima de 40%. A adicdo de polinucleotideos ndo homdlogos (AGACT),
na extremidade 5’ de cada primer foi necesséria para gustar o tamanho dos produtos para a
reacdo de extensdo de base Unica. Essa cauda variou o tamanho dos primers entre 25 a 48
bases para serem processadas em multiplex.

Para garantir o0 sucesso do grupo de genotipagem em multiplex, a possivel formacéo
de grampos e auto complementaridade dos primers SNPs foram virtualmente testados com o
programa Autodimer (VALLONE; BUTLER, 2004). Esse método também foi inicialmente
testado nos parentais da populacéo de mapeamento AA e naF1.

Uma pré-amplificacdo individual dos locos foi feita utilizando os primers das regides
de EST (Tabela 1.1), de acordo com o protocolo descrito no topico “2.4 Amplificacdo das
regibes ESTs por PCR” desse capitulo. 1 uL de cada loco individual amplificado foi
misturada em um anico tubo Eppendorf de 0,2 ml.

Da mistura de PCR, 3ul foram enzimaticamente purificadas para eliminar dNTPs e
primers que restaram da pré-amplificacéo adicionando 0.4 U Exonuclease | (10U/ul), 1.0 U
SAP (shrimp akaline phosphatase) (1U/ul) e incubando a 37°C por 90 minutos. Para inativar
as enzimas as reages foram incubadas a 80°C por 20 minutos.

A reagd0 de minisequenciamento foi realizada em um volume final de 5,0 pL
contendo 1,0 uL da solucéo SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix (Applied Biosystems),
1 uL da mistura de PCR purificada com EXO | e SAP diluida 1:10, 0,4 uL dos primers SNP
em multiplex contendo 0.133 uM de cada primer, e o volume final foi gustado com H,0
Milli-Q autoclavados. A reacdo de amplificagdo de Unica base foi feita da seguinte forma: 2
minutos a uma temperatura de 96°C, seguido por 30 ciclos de: 20 segundos a 96°C, 20
segundos a 55°C (reducéo de 0,5°C por ciclo), 30 segundos a 60°C, seguida por 15 ciclos de
15 segundos a 96°C, 20 segundos a 40°C, 30 segundos a 60°C, sem uma extensdo final.

O produto gerado foi entdo enzimaticamente purificado, a fim de degradar ddNTP
fluorescentes ndo incorporados a reacdo, adicionando 0.5 U SAP (1 U/ul) para cada reacéo,
seguida por incubac&o a 37°C durante 60 minutos e, em seguida, 75°C durante 15 min.

As amostras foram preparadas para a eletroforese, adicionando 1 ulL de produto
purificado com SAP em 8.9 uL de Hi-Di Formamida (Applied Biosystems), e 0.10 uL de
tamanho interno padrédo GeneScan™-120 LIZ™ gize standard. As amostras foram

desnaturadas por 5 minutos a 95°C. A eletroforese foi processada no seqlienciador automaético
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da Applied Biosystems 3130xI Genetic Analyzer, utilizando o polimero POP-6™, com tempo
de injegdo de 800 segundos. Os eletroferogramas foram analisados com o Software
GeneMapper ® Versdo 4.0 (Applied Biosystems).

Os marcadores SNPs que mostram polimorfismo codominante entre os parentais,
visivel no hibrido, foram entdo amplificados nos 93 individuos da populagcdo de mapeamento
AA.

2.7 Melhoria na genotipagem do sistema comercial ABI PRISM® SNaPshot™ M ultiplex

Kit (Applied Biosystems) e genotipagem de mais mar cador es SNPs.

Para as outras regibes EST, monomorficos em tamanho, foram desenvolvidos
marcadores SNP com o método extensdo de uma Unica base, utilizando o sistema comercial
ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit (Applied Biosystems), inicialmente testado nesse
capitulo. Algumas modificagdes foram feitas para melhorar o sistema de genotipagem.

Para diminuir os custos, dois outros grupos de genotipagem foram desenvolvidos para
serem processados em multiplex. Cada grupo foi desenvolvido para conter oito marcadores
SNP. A cauda de polinucleotideos ndo homdlogos (dGACT), na extremidade 5’ de cada
primer variou o tamanho dos primers entre 25 a 40 pares de bases, com diferenca de 5pbs
entre eles. Para evitar a possivel formagdo de grampos e auto complementaridade durante a
genotipagem em multiplex os primers SNPs foram virtualmente testados com o programa
Autodimer (VALLONE; BUTLER, 2004).

Os marcadores SNP foram otimizados inicialmente nos parentais da populacéo de
mapeamento AA e na F1. Uma pré-amplificagdo dos locos foi feita utilizando os primers de
EST (Tabela 1.2). Para agilizar a genotipagem e diminuir gastos, alguns primers de EST
foram amplificados em multiplex utilizando o kit de PCR em multiplex da QIAGEN®
(QIAGEN® Multiplex PCR Kit). As PCRs foram realizadas em volumes de 5 pL, contendo
2,5 uL de 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, 0,5 uL de 5x solucéo-Q, 0,2 mM de cada
primer, 5ng de DNA genémico e o volume final foi gjustado com H,O RNAse Free. Os outros
primers foram amplificados individualmente, de acordo com o protocolo descrito no topico
“2.4 Amplificagdo das regides ESTs por PCR” desse capitulo. 2 uL das amplificagdes,

referentes a cada grupo de genotipagem, foram misturados em um Unico tubo Eppendorf de
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0,2 ml. Dessas misturas de EST amplificados, 3 uL foram enzimaticamente purificadas para
eliminar dNTPs e primers que restaram da pré-amplificacdo, adicionando 0.4 U Exonuclease |
(10U/uL), 1.0 U SAP (shrimp akaline phosphatase) (1U/uL) e incubando a 37°C por 90
minutos. Parainativar as enzimas as reacdes foram incubadas a 80°C por 20 minutos.

A reacdo de miniseqlenciamento utilizando o sistema comercia ABI PRISM®
SNaPshot™ Multiplex Kit (Applied Biosystems) foi 0 mesmo descrito no topico “2.6.2
Desenvolvimento de marcadores SNP com o método extensdo de Unica base utilizando o
sistema comercial ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit (Applied Biosystems)”.

Os marcadores SNPs que mostram polimorfismo codominante entre os parentais
foram entdo amplificados nos 93 individuos da populacdo de mapeamento AA, com 0 mesmo
protocolo de extensdo de Unica base. Algumas amostras foram re-processadas quando
necessario, modificando determinados parametros, como quantidade de primer SNP e a néo
diluicdo do mix do produto de PCR purificado com EXO | e SAP.

2.8 Mapeamento

Os marcadores polimorficos foram analisados na populacdo F, de mapeamento,
constituida de 93 individuos. O teste de qui-quadrado (X?) foi utilizado para testar a hipétese
nula de segregacdo 1:2:1 de todos os marcadores. As andlises de ligagdo foram feitas usando o
programa Mapmaker, versdo 2.0 (LANDER et al., 1987), essencialmente como descritas por
Moretzsohn et al. (2005). Uma matriz com a genotipagem dos 24 marcadores polimorficos foi
inserida na matriz contendo os demais 623 marcadores polimorficos, genotipados
anteriormente (JOSE, 2006; MORETZSOHN et a, 2006). Um LOD escore minimo de 3.0 e
uma fragdo de recombinagdo méxima (0) de 0,35 foram utilizados como parémetros para
estabel ecimento dos grupos de ligacéo usando a fungdo “group”. O comando “try” foi usado
para determinar a posicdo exata dos novos marcadores dentro de cada grupo. As fracbes de
recombinacao foram convertidas em distancias de mapa, centimorgans (cM), usando a funcéo

de mapeamento de Kosambi, que leva em consideracdo a interferéncia (1).
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3. RESULTADOS

3.1. Deteccao de polimorfismo entre os parentais da populacdo de mapeamento AA nas

regibes ESTs

Baixos niveis de polimorfismos de tamanho para os ESTs testados foram detectados
entre A. stenosperma V10309 e A. duranensis K7988. Dos 27 pares de primers desenhados
para amplificar as sequéncias de EST apenas dois ESTs, o AHBGSI1001DO05 I1 e
ASIRN20D02, foram polimorficos em tamanho entre os parentais da populacdo de
mapeamento visivel em gel de poliacrilamida 4%. Os 27 pares de primers para a amplificacéo
das regides EST estéo descritos na Tabela 1.2.

3.2. Identificacdo dos SNPs entre A. stenosperma V10309 e A. duranensis K 7988

Foram identificados SNPs entre A. stenosperma V10309 e A. duranensis K7988 em
todos os 25 ESTs sequenciados. Em média 1 SNP era identificado a cada 210 pares de bases,
variando de 1 SNP a cada 38 pbs até 1 SNP a cada 694 pbs. Cinco regides EST foram
selecionadas para desenvolver os marcadores SNPs utilizando os métodos “Tetra-Primer
ARMS-PCR” e extensdo de Unica base. Os outros 20 ESTs foram selecionados para

desenvolver os marcadores SNPs utilizando o método extensdo de Unica base.

3.3. Comparacdo entre os dois métodos de genotipagem

Os cinco ESTs selecionados para a comparacdo entre os dois métodos de genotipagem
de SNP foram AS1IRM11B11, AsIRNOx727, ASIRN36B01, ASIRN36E06 e ASIRN7G02.
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3.3.1 Desenvolvimento de marcadores SNPs utilizando o méodo “Tetra Primer ARMS —

PCR”

Os grupos com 0s primers internos e os externos de cada marcador SNP desenvolvido estdo

descritos na Tabela 1.3. Cada conjunto com os quatro primers dos marcadores SNPs estavam

Tabela 1.3 - Primers para ESTs selecionados utilizando o método “Tetra-Primer ARMS-PCR”.

Regido EST

K 7988/
V/10309*

Sequencia dos primer inter nos e externos
(5—>3)*

Temperaturade
Anelamento

Tamanho esperado do
fragmento (pbs)

ASIRM11B11

ASIRN7G02

ASIRN36B01

ASIRN36E06

ASIRNOx727

AlG

AlC

GIA

CIT

T/IC

Primer inteno direto (G aelo) 57.3°C
GCTGAAGGTCAGGAACGATTAATTITG

Primer inteno reverso (A aelo)
TAGGCTCAAATTCGGCATGTAGTCAGAT

Primer externo direto
AAGTTGAGATATTGGCAAGGGTTCGA

Primer externo reverso
CCAATCAAGAAGGCTTTCAGCTGAGT

Primer inteno direto (A alelo) 62°C
AAAGGTCAAGCCCAACAGCAGCAACA

Primer inteno reverso (C alelo)
GCACTTGGCTCTGCAAGGAAGAGGATG

Primer externo direto
GTTCCGGAATCTTGCGATTCAAAATGGA

Primer externo reverso
ATGCCTGATAGCCCCTAACAGCCTTGGT

Primer inteno direto (G alelo) 60.5°C
TTGACCGTAGAATTGACTTCACAGCCCTG

Primer inteno reverso (A aelo)
CAAAGAGGCTGGAGATTTCGGCACCT

Primer externo direto
GAGATCGACCGAGCAAAGTTCCTCTGC

Primer externo reverso
TTGATCGAACATGAGCATCATGTTGTGG

Primer inteno direto (T alelo) 55.3°C
GAGTGACTGCACAAGTTTAATGAGTGTT

Primer inteno reverso (C aelo)
TGAAGATATACCGAATACAGTGATGTIGG

Primer externo direto
GTTTTTTCTAATTGTGCAACAGTGTCTG

Primer externo reverso
ATTGAAGAAATGGAATGGTAACCTAAGC

Primer inteno direto (T alelo) 56.2°C
TTGGAAACTAAAGGATTTTGGTCCCTT

Primer inteno reverso (G aelo)
TGTGGATCCTTTGAATTCAAAGAAGG

Primer externo direto
AATTGAGAATTTCGTTTTTCCTTTTTGG

Primer externo reverso
TCAGATCTCAGATCAAAATTCAAAACCA

G aelo: 103 pb

A delo: 113 pb

primers externos: 161pb

A aelo: 200 pb

Caelo: 181 pb

primers externos. 328 pb

Galelo: 177 pb

A delo: 160 pb

primers externos; 282 pb

T delo: 203 pb

Calelo: 247 pb

primers externos: 394 pb

T delo: 174 pb

Caelo: 195 pb

primers externos: 316 pb

a- SNP entre A. duranensis (acesso K7988) e A. stenosperma (acesso V10309).
* - Negrito — liga especificamente ao SNP; Itadlico e sublinhado - mau pareamento
Fonte: A Autora



livres de grampos ou auto-complementaridade.

Dos cinco marcadores SNPs testados, nenhum apresentou perfil de banda esperado
pelo método quando visualizando em gel de agarose 3%. Entretanto, quando visualizados em
gel de poliacrilamida a 5% os marcadores ASIRM11B11 e ASIRN36B01 apresentaram perfil
de bandas codominantes, esperado pelo método (Figura 1.3A). Ja os marcadores ASIRN7G02
e ASIRNOx727 apresentaram perfil de banda dominante, sendo A. stenosperma dominante
sobre A. duranensis (Figura 1.3B). O marcador AS1RN36EO06 apresentou perfil monomorfico

entre os parentais e aF1 (Figura 1.3C).

A B C
ASIRM11B11 ASIRN36B01 ASIRN7G02 AsIRNOx727 ASIRN36E06
V F1 K V Fl1 K V F1 K V F1 K V Fl1 K
113pb ! 105m 3@
Pl
i — 177pb  200pb - — ¢ -
1030b 160pb 174
— P 181pb 203pb
—— —— D S > D Sl h — (_p

G/IG
G/A
AlA
AlA
AlG
G/IG
clic
C/C
A/A
CcIC
ciC
TIT
CcIT
CIT
CIT

Figura 1.3 — Perfil das bandas obtida pelo método “tetra-primer ARMS PCR” amplificadas nos parentais da
populacdo de mapeamento AA, V (A. stenosperma -V10309) e K (A. duranensis - K7988) e na F; (V10309 x
K7988) utilizando de gel poliacrilamida a 5%.

Fonte: A Autora

3.3.2. Desenvolvimento de marcadores SNP com o método extensdo de Unica base
utilizando o sistema comercial ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit (Applied

Biosystems)

Os cinco primers desenhados para esse método estdo descritos no grupo de
genotipagem 1 da Tabela 1.4. Nenhuns dos primers desenvolvidos apresentaram auto-
complementaridade e formagdo de grampos. Os cinco marcadores apresentaram a cor da
florescéncia e o tamanho dos fragmentos como esperados pelo método. O eletroferograma

com os alel os esta mostrado na Figura 1.4.
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Tabela 1.4 — Marcadores desenvolvidos utilizando o método extensao de Unica base com o sistema comercial
ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex.

Diregéo
do Tamanho do K 7988/
Regido EST? Primer Snapshot (5°-3)° Primer  primer (pb) V10308°
Grupol
ASIRM11B11 gactgacGTTCGGCATGTAGTCATA Reverso 25 TIC
ASIRN33D02 gactgactgacGGCTCTGGCTGCCC Reverso 25 AIG
ASIRM11G07 gactgactgactgactgaATCGCGCACATCAAGCT Reverso 35 GIC
ASIRN39A08 gactgactgactgactgaAACACCGCTGATTACCA Reverso 35 AIT
ASIRN7G02 gactgactgactgactgactgal TTGGCAGTGATCTTGGT Reverso 40 CIT
ASIRN36B01 gactgactgactgactgactgacTCCACAACATGATGCTC Direto 40 G/A
ASIRN36E06 gactgactgactgactgactgactgacCCGAATACAGTGATGGG Reverso 44 G/A
AS1IRN25D07 gactgactgactgactgactgactgaAGTTCCTGTTCCTCATGT Direto 44 TIC
ASIRNOx727 gactgactgactgactgactgactgactgact CGGCATACAGATCGGG Reverso 48 TIG
Grupo 2
AHBGSI|1002C11 gactgactCAGTCACCCAAGTTTCA Direto 25 G/A
ASIRN32E12 gactgacGGAGTTAGAGGAGATTGT Reverso 25 TIC
AS2RM8B10 gactgactgact CTATCTCTACAAAGCTCT Reverso 30 CIT
AHBGSI1002D05 gactgactgactgacACTAGACCCCACGGC Reverso 30 AIG
AHBGSI1004D05 gactgactgactgact CAGTTCCATTCAAACTACA Direto 35 AlC
AHBGSI|1002C10 gactgactgactgactgaCCTGAGGAAGCTGAAGT Direto 35 GIT
AHBGST1002C10 gactgactgactgactgactgATTCAGTCAACAGAGAAAA Reverso 40 AIT
AHBGSI|1002B03 gactgactgactgactgactgaGGTTGGACCTCCAAAAAT Direto 40 CIG
Grupo 3
ASIRM20G10 gactgact TTACCGGTCTATTTCCG Direto 25 TIC
AS1IRN20C10 gactgactGAGAGAAAGACAGAGGA Direto 25 G/A
AS1IRN11G08 gactgactgactACTATGCAAAGATTCAGC Reverso 30 AIG
AS2RM9B08 gactgactgact CAAATTTCCAAGCTCGTC Reverso 30 TIC
AHBGSI1001D05 gactgactgactgactgacCACACGAGGCTCTTCA Reverso 35 AIG
ASIRM15H01 gactgactgactgactgacGGAGACCACGTAAACC Reverso 35 TIC
AHBGSI1009D07 12 gactgactgactgactgactATTTGACATTGAAAGGTATA Reverso 40 CIT
AHBGSI1001A06 gactgactgactgactgact TAAATGAGTTAGTTGAGTGA Direto 40 AIG

a - trés grupos de genotipagem em multiplex; Negrito - marcadores testados inicialmente
b - maitsculo - seqiiéncia homdloga ao EST; mindsculo - polinucleotideos ndo homdlogos (AGACT)n

c- K7988/ V10308 - Alelos esperados entre A. duranensis (acesso K7988) e A. stenosperma (acesso V10309).
Fonte: A Autora
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Figura 1.4 - Eletroferograma dos alelos do grupo de genctipagem 1, incluindo os cinco marcadores SNP
estendidos em uma Gnica base com reagd SNaPshot™ em multiplex. Abaixo dos picos indica os aelos, o
tamanho do fragmento e o marcador referente a cada pico. A —Eletroferograma dos alelos do parental A.
duranensis — K7988. B — Eletroferograma dos aelos do Hibrido F; (A. duranensis - K7988 x A. stenosperma -
VV10309). C - Eletroferograma dos alel os do parental A. stenosperma -V 10309.

Fonte: A Autora

3.4. Genotipagem dos SNPs utilizando o sisstema comercial ABI PRISM® SNaPshot™

Multiplex Kit (Applied Biosystems).

Os 25 primers desenvolvidos, e seus respectivos grupos de genotipagem em multiplex,
estdo descrito na Tabela 1.4. Nao foi identificado nenhum grampo ou auto-
complementaridade entre eles. O grupo de genotipagem 1 contém além dos cinco marcadores
j& desenvolvidos anteriormente mais outros quatro marcadores, totalizando nove marcadores

no grupo 1.
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Devido a baixa eficiéncia dos primers ESTs amplificarem em multiplex, apenas cinco
regides foram amplificadas utilizando o kit de PCR em multiplex da QIAGEN®, os ESTs
AS2RM8B10, AHBGSI1002D05 e AHBGSI1004D05, que amplificaram em triplex, e os
ESTs AS1IRN32E12 e AHBGSI1002C11, que amplificaram em duplex. Esses cinco ESTs sdo
especificos do grupo de genotipagem 2 (Tabela 1.4).

Dos 20 marcadores SNP desenvolvidos, 17 apresentaram o perfil codominante de
fluorescéncia esperada pelo método. Um marcador, o ASIRN39A08, apresentou picos no
eletroferograma monomorfico (alelo AA) entre os parentais do mapeamento e a F1. Dois, 0s
AS2RM9B08 e ASIRM15H01, ndo puderam ser genotipados por problemas na pré-
amplificacdo dessas regifes. Vérias estratégias foram utilizadas para que a amplificacdo
ocorre-se, como alterar as temperaturas no ciclo térmico, aterar concentracfes e trocar os
reagentes, mas sem sucesso. Os 17 marcadores SNP foram genotipados nos 93 individuos da
populacéo de mapeamento AA. A atura dos picos e o tamanho dos fragmentos do grupo de
genotipagem 2 estdo mostrados na Figura 1.5.

A
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Figura 1.5 - Eletroferograma dos aelos do grupo de genotipagem 2. Abaixo dos picos indica os aelos, o
tamanho do fragmento e o marcador referente a cada pico. A —Eletroferograma dos alelos do parental A.
duranensis — K7988. B — Eletroferograma dos aelos do Hibrido F; (A. duranensis - K7988 x A. stenosperma -
V10309). C - Eletroferograma dos alel os do parental A. stenosperma -V 10309

Fonte: A Autora
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3.5 Mapeamento

Os 24 marcadores, dois polimorficos em tamanho e 22 polimorficos em uma Unica
base, foram genotipados na populagdo de mapeamento AA e analisados juntamente com 0s
outros marcadores ja mapeados nessa popul agdo. Utilizando um LOD escore minimo de 3.0 e
uma fragdo de recombinacdo méxima de 0.35, 17 marcadores (70,8%), dos 24, mapearam em
9 grupos de ligacdo, dos 10 grupos existentes (Figura 1.6). Dos 24 marcadores polimorficos,
12 (50%) desviaram das proporcoes 1:2:1 esperadas (p<0.05), sendo gque dois apresentaram
um excesso de alelos de A. duranensis (progenitor feminino); cinco, de aelos de A.
stenosperma (progenitor masculino) e cinco, um excesso de heterozigotos. Desses 12
marcadores distorcidos, oito mapearam, sendo um marcador ligado no grupo A1l
(ASIRN7G02), um no grupo A9 (AS1IRN36B01), um no grupo A8 (AHBGST1002C10), dois
no grupo A5 (AS2RM8B10 e AHBGSI1002C10) e trés no grupo A4 (AHBGSI1001D05,
AHBGS|1001D05 11 e AHBGSI1002B03). Nove marcadores ndo distorcidos mapearam nos
grupos de ligagdo A2, A3, A5, A6, A7, A8, A9 (Figura 1.6). Sete marcadores permanecem
ndo ligados. Os marcadores mapeados e seus respectivos grupos de ligacdo estdo descritos na
tabela 1.8.
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Tabela 1.8 — Grupos de ligagdo a qual os marcadores foram mapeados e suas respectivas homol ogias.

Grupo de
ligacdo Mapa
Mar cadores AA* Homologias
1 ASIRN7G02 Al protein kinase family protein similar t...
2 ASIRN32E12 A2 Disease resistance protein
3 ASIRN20C10 A2 auxin-responsive family
4 ASIRN11G08 A3 MAP kinase 3 [Pisum sativum]
5 AHBGS|1001D05 A4 glutathione S-transferase
6 AHBGSI|1002B03 A4 putative resistance gene analogue
7 AHBGSI|1001D05 A4 glutathione S-transferase
8 ASIRN25D07 A5 lectin protein kinase
9 AS2RM8B10 A5 resistance protein MG13
10 AHBGSI|1002C10 A5 expressed protein
11 ASIRNOXx727 A6 dehydration-induced protein (ERD15)
12 AHBGSI|1001A06 A7 disease resistance family
13 AHBGS|1002D05 A7 phe ammonialyase
14 AHBGSI|1004D05 A8 dlene oxide synthase (AQS)
15 AHBGST1002C10 A8 catalase [Vignaradiatal
16 ASIRN36B01 A9 octicosapeptide/Phox/Bem1p (PB1)
17 AHBGSI1002C11 A9 lipoxygenase
18 ASIRM11B11 - protein kinase
19 ASIRM11G07 - MEK map kinase kinsae
20 AS1IRM20G10 - resistance protein LM6
21 AS1IRN20D02 - protein kinase family
22 AS1IRN33D02 - expressed protein
23 AS1IRN36E06 - disease resistance protein
24 AHBGSI1009D07 12 - serine/threonine/tyrosine kinase
25 ASIRM15H01 ndo genotipado F-box family protein (FBL15)
26 ASIRN39A08 ndo genotipado disease resistance protein
27 AS2RM9B08 nado genotipado somatic embryogenesis receptor kinase

*(-)- Marcadores genotipados e ndo mapeados; “ndo genotipado” - Marcadores desenvolvidos e ndo genotipados.
Fonte: Adaptado de National Center for Biotechnology Information (NCBI)

4. DISCUSSAO

Genes candidatos apresentam fregientemente niveis baixos de polimorfismo por
serem relativamente conservados e, na maioria das vezes, dificeis de mapear utilizando
marcadores baseados em polimorfismo de tamanho. Como esperado, baixos niveis de
polimorfismo de tamanho foram identificados nos ESTs analisados, apenas dois dos 27 ESTs
amplificados foram polimorficos em tamanho. Em contrate, todos os ESTs sequenciados
apresentaram polimorfismos em uma unica base (SNPs).

A dta densidade e estabilidade mutacional dos SNPs fazem deles marcadores em

DNA particularmente Gteis para populagdes genéticas e para 0 mapeamento de genes
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candidatos a resisténcia a doencas (BROOKES, 1999; DOUABIN-GICQUEL et a., 2001). O
uso de SNPs em combinacdo com uma populacdo altamente polimorfica, tal como a
populacéo do genoma do AA pode possibilitar 0 mapeamento de quase todas as sequiéncias de
interesse.

Técnicas como CAPs e dCAPs, na qua utilizan enzimas de restricdes na
genotipagem, foram usadas para mapear SNP em espécies de Arachis. Entretanto, o uso de
enzimas de restricdo torna o método oneroso e demorado. Visando técnicas baseadas em PCR,
dois métodos de genotipagem de SNPS foram testados nesse trabalho, 0 método “Tetra-
Primer ARMS-PCR” com andlise em €eletroforese em gel e 0 método extensdo de Unica base
(SBE -Single Base Primer Extension) com andlise em eletroforese por capilaridade

A fim de comparar os dois métodos, foram selecionados cinco ESTs para
realizar os testes. Dos cinco marcadores SNPs desenvolvidos pelo método “Tetra-Primer
ARMS-PCR”, nenhum apresentou perfil de banda esperado pelo método quando visualizando
em gel de agarose 3%. S6 foi possivel visualizar os perfis de bandas em gel de poliacrilamida
a 5%. Os marcadores ASIRM11B11 e ASIRN36B01 foram os Unicos a apresentar perfil de
bandas codominates (Figura 1.3A), como esperado pelo método (Figura 1.1). Ja os
marcadores ASIRN7G02 e ASIRNOx727 apresentaram perfil de banda dominante, sendo A.
stenosperma dominante sobre A. duranensis (Figura 1.3B). O marcador AS1RN36E06
apresentou perfil monomorfico entre os parentais e a F1 (Figura 1.3C). Todos os esforgos para
otimizar o método foram feitos, mas sem sucesso. Consequentemente, o0 rendimento dos
marcadores funcionais foi baixo (40%), com baixa eficiéncia, j4 que apenas dois dos cinco
apresentaram os resultados esperados.

O método extensdo de Unica base, por outro lado, mostrou-se mais eficiente e mais
rapido em comparacdo ao outro método. Todos os cinco marcadores SNPs desenvolvidos
apresentaram os resultados esperados, onde, a altura, coloracéo da florescéncia e tamanho dos
fragmentos proporcionou a identificacdo dos alelos com precisdo (Figuras 1.4). Foi possivel
observar sua segregacdo, validar os SNPs e genotipalos com facilidade. Além disso, os
marcadores foram processados em multiplex, o que agilizou e reduziu o nimero de reactes de
genoti pagens necessarias.

Os marcadores SNPs desenvolvidos pelo método “Tetra-Primer ARMS PCR” que
apresentaram perfil de bandas dominantes nos ESTs AsSIRNOx727 e AS1IRN36P2B01 e
monomorficos no EST AS1IRN36P2E06, foram validados e genotipados utilizando o método

extensdo de Unica base.
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O método extensdo de Unica base apresentou maior capacidade de producdo,
desenvolvimento de analise simples e com resultados, na maioria das vezes, precisos e
confiavel's, comparado com o método “Tetra-Primer ARMS PCR”. Assim, a genotipagem dos
outros ESTsfoi realizada utilizando o método extensdo de Unica base.

Para facilitar a genotipagem e baratear o processo, os ESTs foram separados em trés
grupos de genotipagem, grupos 1, 2 e 3 (Tabela 1.2), sendo que o grupo 1 inclui os cinco
marcadores testados inicialmente. Os 17 marcadores SNP que apresentaram perfil
codominante de fluorescéncia foram genotipados na populacéo de mapeamento. A altura dos
picos e o tamanho dos fragmentos estdo mostrados na Figura 5. O marcador monomorfico
ASIRN39A08 e os marcadores AS2RM9B08 e ASIRM15HO01 que n&o puderam ser
genotipados por problemas na pré-amplificacdo foram descartados. Apesar das vérias
tentativas para que a amplificacdo ocorresse ndo foi possivel genotipar esses marcadores na
popul acéo.

Assim, dos 27 ESTs selecionados para o desenvolvimento de marcadores, 24 foram
genotipados na populagéo de mapeamento, sendo que, dois foram polimorficos em tamanho e
22 foram genotipados utilizando marcadores SNP, desenvolvidos pelo método extensdo de
unica base. Dos 24, 17 marcadores (70,8%) mapearam em 9 grupos de ligacéo (Figura 1.6),
dos 10 grupos existentes. E sabido que genes analogos a resisténcia a doenca (RGAs) em
Arabidopsis ocorre freqlientemente em conjunto (MICHELMORE; MEYERS, 1998). Como
esperado, alguns marcadores mapearam proximos a genes analogos a resisténcia, como o
marcador AS1IRN25D07, que mapeou proximo a dois outros genes analogos a resisténcia no
final do grupo de ligagdo A5 (MORETZSOHN et al., 2005), e o marcador ASIRN32E12 que
mapeou proximo a outros RGAs posicionados no grupo de ligacdo A2. Os marcadores
AHBGSI1002B03, AHBGSI1001D05 e AHBGSI1001D05 |1, identificados em estudos de
resposta a expressao génica a Cercosporidium personatum foram mapeados proximos a uma
regido de QTL pararesisténcia a essa doenca (NOBILE et al., 2008) na extremidade superior
do grupo de ligagdo A4 (Figura 1.6). Essa regido concentra uma quantidade significativa de
marcadores génicos anal 0gos a resisténcia.

Estas observaces, embora limitadas no numero, indicam potencial elevado do
mapeamento de genes candidatos, utilizando marcadores SNP. A integracdo desses
marcadores mol eculares no mapa facilitara aidentificagdo dos genes envolvidos naresisténcia
e futuramente a clonagem dos mesmos. Os ESTs e RGAs que forem mapeados nas regides
onde os QTLs séo encontrados podem ser considerados fortes candidatos a genes envolvidos

nas caracteristicas em estudo e tém sido uma excelente alternativa para a clonagem posicional
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(ZHENG et al., 2003, FLANDEZ-GALVEZ et a. 2003). Assim, 0 mapeamento de genes
candidatos selecionados em Arachis pode ser feito de uma maneira rapida e eficiente usando
extensdo de Unica base. O uso desta metodologia em combinacdo com uma populacdo de
referéncia atamente polimorfica significa que é possivel mapear regides de interesse

conservadas no genoma.
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CAPITULO Il — ALINHAMENTO DOS MAPAS GENETICOS AA E BB DE Arachis.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de mapas de ligacdo é fundamental para estudos genéticos e de
plantas. No entanto, € dificil obter mapas de ligagBes Uteis para 0 amendoim cultivado, que
apresenta baixos niveis de polimorfismo (HOPKINS et a., 1999). Uma dternativa é a
utilizagdo de espécies silvestres de Arachis. As espécies silvestres sdo importantes fontes de
recursos genéticos, pois mostram altos niveis de variabilidade genética. Engquanto o
amendoim cultivado é tetrapl6ide com genoma AABB, a maioria das espécies silvestres
taxonomicamente préximas do amendoim é dipl6ide com genomas do tipo AA ou BB. Assim,
um mapa do cultivado seria equivalente a dois mapas de silvestre, respectivamente com
genomas AA e BB. Em 2005 foi publicado o primeiro mapa de ligacdo baseado em
marcadores microssatélites para o0 genoma AA de Arachis, baseado em um cruzamento de A.
duranensis e A. stenosperma (MORETZSOHN et a., 2005), sendo A. duranensis 0 mais
provavel doador do genoma AA para amendoim cultivado. O mapa de ligagdo de genoma BB
baseado em microssatélites também foi desenvolvido (BARBOSA, 2005) através do
cruzamento entre duas espécies diplGides silvestres, A. ipaénsis e A. magna, ambos com
genoma BB, sendo A. ipaénsis 0 mais provavel doador do genoma BB do amendoim
cultivado. Como os genomas sdo evol utivamente relacionados, € esperado que a sintenia entre
0S mapas sgja conservada, sendo possivel, assim, transferir informagdes entre eles,
acrescentando dados importantes aos dois mapas.

Marcadores em geral tém alta transferibilidade dentro do género Arachis. Pontos de
comparagdo ja existem entre os dois mapas, entretanto, algumas regides permanecem ainda
sem correspondéncias. O mapa AA apresenta especialmente um conjunto de marcadores
ancoras ou marcadores génicos de copia unica transferiveis entre leguminosas, conhecidos
como marcadores leg, Esses marcadores fazem ancora com a espécie Lotus japonicus, espécie
modelo de leguminosa. Os marcadores leg foram desenhados de forma que os primers se
ligavam a regifes de seqliéncias conservadas que flanqueiam introns em genes de cOpia Unica
em leguminosas (FREDSLUND et a., 2006). Como os primers ligam as regifes conservadas
eles acoplam em diversas leguminosas, sendo cultivadas ou plantas model os. Como 0s genes sao
de Unica copia as posi¢des dos marcadores sGo comparaveis entre os mapas, fornecendo pontos
“ancoras” de comparacdo. Neste trabalho, foram escolhidos marcadores leg com posicoes

estratégicas no mapa AA para a transferéncia para o mapa BB. Visando, assim, preencher as
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regides de mapa ainda sem correspondéncias e saturar regies com sintenia aparentemente
fragmentada.

2. MATERIAISE METODOS

2.1 Populacdo de mapeamento BB

A populacéo de mapeamento BB foi obtida através do cruzamento entre duas espécies
silvestres dipldides de genoma BB, A. ipaénsis acesso K30076, utilizada com parental
feminino, e A. magna acesso K30097, utilizada como parental masculino. A planta hibrida F1
dipléide geradafoi auto-fecundada produzindo uma populacdo F, segregante dipl6ide com um
total de 93 individuos. A populagéo F2 foi cultivada na estufa do Departamento de Genética,
IBB, UNESP-Botucatu, SP (BARBOSA, 2005).

2.2 Extracao de DNA total

Amostras de DNA total de A. ipaénsis e A. magna, do hibrido F; (K30076 x K30097)
e dos 93 individuos F, foram extraidos de folhas jovens seguindo os procedimentos descritos
por Grattapaglia; Sederoff (1994). As amostras foram quantificadas em gel de agarose a 1,5%
utilizando diferentes padroes de DNA lambda. As amostras de DNA foram ent8o diluidas a5

ng/uL e a2,5ng/ul para o uso na bancada e mantidas a-20°C até a realizagdo do experimento.

2.3 Selecdo dos mar cador es ancor as para 0 mapeamento no genoma BB

Quinze marcadores ancoras para leguminosas (marcadores Legs) e um marcador
microssatélite foram selecionados estrategicamente para serem mapeados no mapa BB de
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Arachis (Tabela 2.1). Os marcadores foram selecionados de acordo com suas posi¢des nos
grupos de ligacbes do mapa AA de Arachis, para a andlise de sintenia entre os mapas AA e

BB. Apenas um dos marcadores legs ndo esta mapeado no mapa A, o Legl82.

2.4 Amplificagdes por PCR dos marcadores Legs nos parentais da populacdo de

mapeamento BB.

As PCRs foram realizadas em volumes de 12 uL, contendo tampé&o de PCR 1X; 1,5
mM de MgCly; 1 ng/uL de BSA purificado (New England Biolabs, MA, EUA), 0,2 mM de
cada primer, 0,25mM de dNTPs; 0,4U de Taq platinum DNA-polimerase (Invitrogen) ou
0,8U de Taq DNA-polimerase (Phoneutria) e 5 ng de DNA genémico. As amplificacdes
foram realizadas em termocicladores Eppendorf MasterCycle ou PerkinElmer, utilizando
programa “touchdown”: 5 minutos a 95°C, seguidos inicialmente de 8 ciclos de 20 segundos a
95°C, 30 segundos a 55°C (reduzindo 1°C por ciclo), 30 segundos a 72°C, seguido de 35
ciclos de 20 segundos a 95°C, 30 segundos a 48°C, 30 segundos a 72°C, e uma extensdo final
de 10 minutos a 72°C. Para alguns marcadores Legs foi utilizado o programa: 5 minutos a
95°C, seguidos de 35 ciclos de 15 segundos a 95°C, 20 segundos a Tm °C (temperatura de
anelamento de cada par de primer - Tabela 2.1), 30 segundos a 72°C, e uma extensdo final de
10 minutos a 72°C. As temperaturas de anelamento foram otimizadas para cada par de primer,
visando a obtencdo da melhor resolucéo e maior especificidade dos produtos de PCR. Apés a
amplificagdo, foram aplicados 3 puL da reacdo de amplificagdo e 2 uL de tampéo de amostra
em gel de agarose 1,0% corado com Brometo de Etidio na concentracdo de 0,10 ugm L™ e
visualizado sob luz UV, para verificar a presenca de bandas e possiveis polimorfismos de
tamanho. Para uma resolugdo maior, 5 uL das amplificagdes foram misturadas com 2.5 pL de
Tampéo Formamida, desnaturados a 95°C por 5 minutos e separados em gel de poliacrilamida
a 4% por 1,5h a 60W, e depois corado com Nitrato de Parta (CRESTE et a., 2001,
SAMBROOK; RUSSELL, 2001). As bandas foram analisadas para verificar a presencgas de

polimorfismo em tamanho entre os parentais, e entdo selecionadas para o seqlienciamento.



Tabela2.1 — Marcadores do tipo leg e SSR posicionados no mapa AA, selecionados para aligagdo com o mapa BB.

Posicdo no Tm Tamanho do
Marcador*  mapaAA Direto (5'-3") Reverso (5'-3") (°C) produto
1 GI919 Al GACGAGGATGAGGACGAGAG GCTACACGCTGAGTTGAGTGAG 58 350
2 LEG104 A2 ATGTGGTGAAGGAGAATTATTCTGTTCTTAGATTA ATCCACATCACAAGTTTGGATTG 52 225
3 LEG146 A2 AAATTGAATTTGTCACTTAGAATGTGTCTTGATAT TAAGACTAGTCTCAGCCTCTCAGGTTG 52 275
4 LEG208 A2 TTCGAGGGATAGGACGGTATTG TGGCAACATCTACATTAGAAATAG 48 220
5 LEGO050 A4 CTAAGTGTTGTCATTAAGAGTGAGG GAAGATTATGAAAGAAGATGATATTATAGCACCAG 58 800
6 LEG14MGm A4 GTCACACTCTTGTACATTTGCTTC GAGAGAAATCACAAGAAAGCATACC 56 480
7 LEG44 A4 CCCCATTGTYGATGATGTTCA GCAACTCTCTTGCATTGGAC 62 417
8 LEGO083 A5 GGATCTGGGAAKGTTGGAARATGGA TCCCAACCATGTYTCTCTGCAAAT 57 250
9 LEG175 A5 TGCTTTCCACTCATCACATGTTATTAC TCTTTATCCTTCAAAAACTTAAACTCCTAG 45 243
10 LEG36 A5 GCTAATATTGGACCAGAAACAAATGTG GAAACTCAAGGCAAAGAGGCCATG 54 850
11 LEG149 A7 TGCTGATGACATCGTGGTTG GCTGAACCATTTCAAGTATAAACAGG 56 250
12 LEG196 A7 TCCAAGCATAGAATCCTCAAATTCTG ATTGTGAAGGAGGGGCTCCGTG 58 198
13 LEG24MGm A7 TTCCGATACCTCGCCGCC CCCACTCCTTAAGTTCCTCC 54 393
14 LEG199 A9 AGTCTCGCACACACTCCATTCTC TGCGACACATGATCCATCATC 438 285
15 LEGIGM A9 CAGCCCTGTTCTTGCTTTGG CAGTGGCCATCAGATGTATCC 54 808
16 LEG182 - AATGTGTCCATAAATGTAGAAGG ATTATATTTACCGCAATTGGTACC 48 320

* Negrito - marcador SSR
Fonte: Adaptado de Bertioli et a., 2008 submetido..
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2.5 Sequenciamento e identificacao dos SNPs entre A. ipaénsis acesso K30076 e A. magna

acesso K 30097.

As regibes amplificadas, monomorficos em tamanho entre os parentais, foram
seguenciadas para detectar polimorfismo em uma Unica base (SNP). O sequienciamento foi
feito diretamente do produto da PCR utilizando 1 uL do produto de PCR, 1 pL de primer a
3,2 mM, 2 uL de “BigDye Terminator sequencing kit” (Applied Biosystems, CA, USA), e 6
uL HxO. O segienciamento das regides foi redlizado no ABI Prism® 377 (Applied
Biosystems).

As sequéncias foram processadas utilizando a ferramenta Staden Package com valores
de quaidade de Phred (EWING; GREEN, 1998; STADEN et a., 2003). Cada regido
amplificada foi separada num contig diferente, alinhando as sequiéncias dos dois parentais. Os
SNPs foram detectados pela opcdo “detectar SNP candidato” no Staden Package e pela
inspecao visual, comparando as sequéncias dos dois parentais alinhados. Algumas amostras
foram re-sequienciadas para confirmar os SNPs.

2.6 Desenvolvimento de marcadores SNP utilizando o método extensdo de Unica base

com o sistema comer cial ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit (Applied Biosystems)

Os primers foram desenhados usando o programa Primo SNP 3:4°,. O sitio do SNP, na
sequiéncia de DNA consenso entre os parentais, foi substituido pelo cédigo degenerado dos
nucleotideos da IUPAC (Uni&o Internacional de Quimica Pura e Aplicada — IUPAC) e a
seguénciafoi transferida para o programa para ser processada. Os parametros foram ajustados
para gue a temperatura de anelamento (Tm) girasse em torno de 50°C e a porcentagem de GC
acima de 40%. Os primers desenvolvidos foram separados em dois grupos de genotipagem
em multiplex. A adicéo de polinucleotideos ndo homaologos (AGACT), na extremidade 5° de
cada primer foi necessaria para gjustar o tamanho dos produtos em cada grupo. Essa cauda

variou o tamanho dos primers entre 25 a 40 bases para serem processadas em multiplex,
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utilizando o sistema comercial ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit (Applied
Biosystems).

Para garantir 0 sucesso da genotipagem dos grupos a possivel formacdo de grampos e
auto complementaridade de todos os primers SNPs foram virtualmente testados com o
programa Autodimer (VALLONE; BUTLER, 2004).

Pré-Amplificacdo

Uma pré-amplificagdo individual dos locos foi feita utilizando os marcadores Legs
(Tabela 2.1), de acordo com o protocolo descrito no topico “2.4 Amplificacdo por PCR dos
marcadores Legs nos parentais da populacdo de mapeamento BB” desse capitulo. Foi
misturado 1 uL de cadaloco individual amplificado, de acordo com o grupo de genotipagem,

em um unico tubo Eppendorf de 0,2 ml.

Purificacdo com Exo e Sap

Da mistura de PCR, 3ul foram enzimaticamente purificadas para eliminar dNTPs e
primers que restaram da pré-amplificagéo adicionando 0.4 U Exonuclease | (10U/ul), 1.0 U
SAP (shrimp akaline phosphatase) (1U/ul) e incubando a 37°C por 90 minutos. Para inativar

as enzimas as reagoes foram incubadas a 80°C por 20 minutos.

Reac&o de miniseguienciamento

A reacdo de minisequenciamento foi realizada em um volume final de 5,0 uL
contendo 1,0 pL da solucéo SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix (Applied Biosystems),
1 pL da mistura de PCR purificada com EXO | e SAP diluida 1:10, 0.332uM dos primers
SNP em multiplex desenvolvidos, e o volume fina foi gustado com H,O Milli-Q
autoclavados. A reacdo de amplificacdo de Unica base foi feita da seguinte forma: 2 minutos a
uma temperatura de 96°C, seguido por 30 ciclos de: 20 segundos a 96°C, 20 segundos a 55°C
(reducéo de 0,5°C por ciclo), 30 segundos a 60°C, seguida por 15 ciclos de 15 segundos a
96°C, 20 segundos a 40°C, 30 segundos a 60°C, sem uma extensdo final.
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Purificacdo com Sap

O produto gerado foi entdo enzimaticamente purificado, a fim de degradar ddNTP
fluorescentes ndo incorporados a reacdo, adicionando 0.5 U SAP (1 U/ul) para cada reacéo,
seguida por incubacéo a 37°C durante 60 minutos e, em seguida, 75°C durante 15 min.

Eletroforese por capilaridade

As amostras foram preparadas para a eletroforese, adicionando 1 ulL de produto
purificado com SAP em 8.9 uL de Hi-Di Formamida (Applied Biosystems), e 0.10 puL de
tamanho interno padrdo GeneScan™-120 LIZ™ gize standard. As amostras foram
desnaturadas por 5 minutos a 95°C. A eletroforese foi processada no seqlienciador automaético
da Applied Biosystems 3130xlI Genetic Analyzer, utilizando o polimero POP-6™, com tempo
de injecdo de 800 segundos. Os eetroferogramas foram analisados com o Software
GeneMapper ® Versdo 4.0 (Applied Biosystems).

Os marcadores SNPs que mostram polimorfismo codominante entre os parentais,
visivel no hibrido, foram entdo processados nos 93 individuos da populacéo de mapeamento
AA.

2.7 Mapeamento

Os marcadores SNPs desenvolvidos foram analisados na populacdo F, de
mapeamento, constituida de 93 individuos. O teste de qui-quadrado (X?) foi utilizado para
testar a hip6tese nula de segregacéo 1:2:1 nos marcadores. As analises de ligacédo foram feitas
usando o programa Mapmaker, versdo 2.0 (LANDER et a., 1987). Uma matriz com a
genotipagem dos marcadores polimorficos foi inserida na matriz contendo 169 marcadores
polimérficos ja genotipados (dados ndo publicados). Um LOD escore minimo de 3.0 e uma
fracdo de recombinacdo maxima (0) de 0,35 foram utilizados como pardmetros para
estabelecimento dos grupos de ligacdo contendo os novos marcadores, usando a funcéo
“group”. O comando “try” foi entdo usado para determinar a posicdo exata dos novos

marcadores dentro de cada grupo. As fragdes de recombinagdo foram convertidas em
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distancias de mapa, em centimorgans (cM), usando a funcéo de mapeamento de Kosambi, que
leva em consideragéo ainterferéncia (l).

3. RESULTADOS

3.1. Selecao dos mar cador es ancor as para 0 mapeamento no genoma BB

Os 16 marcadores escolhidos para estudo de sintenia entre os mapas AA e BB e seus
respectivos grupos de ligagbes no mapa AA estédo descritos na Tabela 2.1. Nao foram
escolhidos marcadores posicionados nos grupos de ligacbes A3 e A6, pois esses grupos ja
apresentam elevado nivel de sintenia com os grupos B3 e B6 do mapa BB, respectivamente.

Os marcadores do grupo de ligacdo A8 e A10 também ndo foram selecionados.

3.2. Identificacdo dos SNPs entre A. ipaénsis acesso K 30076 e A. magna acesso K 30097

Os 16 marcadores amplificados foram sequienciados, e na andlise do seglienciamento
foram identificados SNPs em todas as regides amplificadas. Em média 1 SNP eraidentificado
a cada 200 pares de bases, variando de 1 SNP a cada 42 pbs até 1 SNP a cada 627 pbs. Os 16
marcadores foram selecionados para desenvolver marcadores SNPs utilizando o método
extensdo de Unica base utilizando o sistema comercial ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex
Kit (Applied Biosystems).

3.3. Desenvolvimento de marcadores SNP com o méodo extensdo de Unica base
utilizando o sistema comercial ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit (Applied

Biosystems)
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Os 16 primers para SNPs desenvolvidos foram divididos em dois grupos de
genotipagem, e estdo descritos na Tabela 2.2. Nenhum dos primers desenvolvidos apresentou

auto-complementaridade e formagao de grampos entre 0s grupos de genotipagem.

Tabela 2.2 — Marcadores desenvolvidos utilizando o método extensao de Unica base com o sistema comercial
ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex.

Tamanho
Direcdodo  doprimer K 30076/
Mar cador 2 Snapshot primer (5-3))° Primer (pb) K 30097°
Grupo 1
LEG 83 gactgCAAAGATGTTCATATGAAAC Reverso 25 G/A
LEG 104 gactgact GCCTCTGAGGAAAACTC Direto 25 CIT
LEG 146 gactgactgactgACAAGCAGCAAGTTCTC Direto 30 CIT
LEG 50 gactgactgactgGGATTGAAGGGGAATTG Reverso 30 AIG
LEG14M-Gm gactgactgactgactgacGACCCTGTTGCAGGAA Direto 35 C/IA
LEG24M-Gm gactgactgactgactGATAGTTTGGATTGATAGT Reverso 35 TIG
LEG 196 gactgactgactgactgactgacTTCTACCCAAGTAGTTC Reverso 40 TI/C
LEG-1GM gactgactgactgactgactgacCAGACAATCACATTCTG Direto 40 AIG
Grupo 2
GI919 gactgactgaCGAATCGGCACGCGC Reverso 25 AIG
LEG208 gactgaTCTACTTGTTTCACTCAAA Direto 25 TIC
LEG149 gactgactgacCTTTCTTGTTAAGCCTCAT Direto 30 AIG
LEG175 gactgactgact CCCCCTTTTGGATTTTAG Reverso 30 CIT
LEG199 gactgactgactgactgGATGTGACCCTTTAATTG Direto 35 CIT
LEG36 gactgactgactgactgACAGCAGCATGTTAAAGT Reverso 35 G/A
LEG44 gactgactgactgactgactgCATAACACTCAAAAGAAGG Reverso 40 TIG
LEG182 gactgactgactgactgactgacCCAGTTTGTGAGTGCGAG Reverso 40 AIC

a- dois grupos de genotipagem em multiplex

b - maitsculo - seqliéncia homdloga ao marcador; minusculo - polinuclectideos ndo homdlogos (dAGACT)n
¢ - K30076/ K30097 - alelos esperados entre A. ipaénsis (acesso K30076) e A. magna (acesso K30097)
Fonte: A Autora

Os oito marcadores de cada grupo de genotipagem foram genotipados nos parentais e
na F1 em multiplex e os eetroferogramas com os alelos de cada marcador do grupo de
genotipagem 2 estd mostrado na Figura 2.1. Dos 16 marcadores desenvolvidos apenas 0
marcador Legl75 apresentou picos no eletroferograma monomérfico (alelo TT) entre os
parentais do mapeamento e a F1, e foi descartado. Os outros marcadores apresentaram a cor
da fluorescéncia e o tamanho dos fragmentos codominates como esperados pelo método. Dos
15 marcadores codominates, 11 (73,3%) foram genotipados nos 93 individuos da popul acéo
de mapeamento BB. Os marcadores Leg036, Leg044, Leg24MGm e o Leg050 ndo foram
genotipados por problemas de amplificacdo da populacéo de mapeamento BB.
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Figura 2.1- Eletroferograma dos alelos do grupo de genotipagem 2. Abaixo dos picos. aelos, tamanho e
marcador. A — Eletroferograma dos alelos do parental A. ipaénsis - K30076. B — Eletroferograma dos alelos da
F1 (A. ipaénsis - K30076 x A. magna - K30097). C - Eletroferograma dos alel os do parental A. magna (K30097).

Fonte: A Autora

3.4. M apeamento genético

Os 11 marcadores codominantes foram genotipados na populacéo de mapeamento BB

e analisados juntamente com 0s outros marcadores ja mapeados nessa populacdo. Utilizando

um LOD escore minimo de 3.0 e uma fragdo de recombinacdo maxima de 0.35, 10

marcadores mapearam em seis grupos de ligagéo (Figura 2.2), dos 10 grupos existentes (dados

ndo publicados).
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Figura 2.2 — Sintenia entre os mapas genéticos de Arachis de genoma AA e BB. Figuras em sequénciade A aH
nas péginas seguintes. Linha vermelha: ligagdo entre os mapas com os marcadores mapeados nesse capitulo.
Linhas pretas: marcadores microssatélites que fazem sintenia entre os mapas. Setas. marcadores RGAs
mapeados no capitulo 1 dessa dissertacdo. Em verde: regifes de QTL para resisténcia a mancha preta cauda pelo
fungo Cercosporidium personatum. A- comparacdo entre o grupo Al e B1.

Fonte: A Autora
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capitulo. Linhas pretas. marcadores microssatélites que fazem sintenia entre os mapas. Setas: marcadores RGAs
mapeados no capitulo 1 dessa dissertagdo. Em verde: regides de QTL pararesisténcia a mancha preta cauda pelo
fungo Cercosporidium personatum. B- comparacdo entre o grupo de ligagdo A2, B2 e B10.

Fonte: A Autora
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Figura 2.2 — Continuagdo. Linhas pretas. marcadores microssatélites que fazem sintenia entre os mapas. Setas:
marcadores RGAs mapeados no capitulo 1 dessa dissertacdo. Em verde: regides de QTL para resisténcia a
mancha preta cauda pelo fungo Cercosporidium personatum. C- comparaggo entre o grupo de ligacdo A3 e B3.

Fonte: A Autora
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Figura 2.2 — Continuag&o. Linha vermelha: ligagdo entre os mapas com os marcadores mapeados nesse capitulo.
Linhas pretas: marcadores microssatélites que fazem sintenia entre os mapas. Setas. marcadores RGAs
mapeados no capitulo 1 dessa dissertagdo. Em verde: regifes de QTL pararesisténcia a mancha preta cauda pelo
fungo Cercosporidium personatum. D- comparagdo entre o grupo de ligacdo A4 e B4.

Fonte: A Autora
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Figura 2.2 — Continuag&o. Linha vermelha: ligagdo entre os mapas com os marcadores mapeados nesse capitul o.
Linhas pretas. marcadores microssatélites que fazem sintenia entre 0os mapas. Setas. marcadores RGAs
mapeados no capitulo 1 dessa dissertacdo. E- comparacdo entre o grupo de ligacdo A5 e B5.

Fonte: A Autora.
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Figura 2.2 — Continuagdo. Linhas pretas. marcadores microssatélites que fazem sintenia entre os mapas. Setas:
marcadores RGAs mapeados no capitulo 1 dessa dissertagdo. Em verde: regides de QTL pararesisténciaa
mancha preta cauda pelo fungo Cercosporidium personatum. F- comparagdo entre o grupo de ligagdo A6 e B6.
Fonte: A Autora.
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Figura 2.2 — Continuagdo. Linhas vermelhas: ligagdo entre os mapas com 0s marcadores mapeados nesse
capitulo. Linhas pretas. marcadores microssatélites que fazem sintenia entre os mapas. Setas. marcadores RGAs

mapeados no capitulo 1 dessa dissertacdo. G- comparacdo entre o grupo de ligacdo A8, B8, A7 e BY.

Fonte: A Autora
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Figura 2.2 — Continuag8o. Linha vermelha: ligagdo entre os mapas com os marcadores mapeados nesse capitulo.

Linhas pretas: marcadores microssatélites que fazem sintenia entre os mapas. Setas. marcadores RGAs

mapeados no capitulo 1 dessa dissertagdo. H- comparagdo entre o grupo de ligacdo A9 e B9.

Fonte: A Autora
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Trés marcadores (27,3%), Leg083, Legl4MGm e LeglGm, mostraram distor¢oes da
segregacéo 1:2:1 esperada (p<0,05), sendo que o marcador LeglGm apresentou a maior
distorcdo (p=0,3). Dos trés marcadores codominantes que desviaram da propor¢cdo 1:2:1
esperada, todos apresentaram excesso de heterozigotos. Os outros oito marcadores
apresentaram as segregacdo 1:2:1 esperadas (P<0,05), sendo que o marcador Gi919 teve os
mesmos valores esperados de segregacéo (p=0). Os marcadores mais distorcidos mapearam
nos grupos de ligacdo B4 (Legl4MGm) e B5 (Leg083). O grupo gue teve mais marcador
incorporado foi 0 B2, com trés marcadores (Legl104, Leg208 e Legl82), seguido do grupo de
ligagdo B7, com dois novos marcadores mapeados (Leg149 e Leg196). Os grupos de ligacéo
B1, B9 e B10 incorporaram, respectivamente, os marcadores GI919, Legl99 e, Legl46
(Figura 2.2). Nenhum marcador foi incorporado nos grupos de ligacéo B3, B6 e BS.

4. DISCUSSAO

Os 16 marcadores foram escolhidos de acordo com suas posicbes nos grupos de
ligaghes do mapa AA, com ressalva para o marcador Leg182, ndo mapeado no AA. Procurou-
se selecionar os marcadores posicionados 0 mais proximo das extremidades, quando possivel,
para verificar a sintenia entre os mapas.

Dos 16 marcadores selecionados, 11 marcadores codominantes (68,75%) foram
analisados na populagéo de mapeamento BB. Desses 11, apenas um ndo mapeou, o LeglGm.
Os outros marcadores mapearam em 7 grupos de ligagdo (Figura 2.2), dos 10 grupos
existentes (BARBOSA, 2005). Os dez marcadores SNPs mapeados no mapa BB formaram
nove pontos de ligacdo com o0 mapa AA. Somando com os 42 pontos de ligacéo ja existentes
entre marcadores microssatdlites, totalizou 51 pontos de ligacfes entre os mapas AA e BB
(Figura2.2).

Oito grupos de ligacéo do mapa BB apresentaram pontos de ligagéo ordenados com os
grupos de ligacdo AA e dois grupos apresentaram pontos de ligacéo cruzados (Figura 2.2). Os
grupos B1, B4, B5 e B9 fizeram correspondéncia com os respectivos grupos de ligagdo Al,
A4, A5 e A9 (Figuras 2.2 A, D, E, H). Os quatro apresentaram ligagbes com os marcadores
legs, sendo que o grupo B1 ligou com o Unico marcador microssatélites desenvolvido nesse

trabalho. As ligagGes conservaram-se ordenadas.
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Os grupos B2 e B10 tiveram afinidade com o grupo A2, com dez ligacfes, sendo seis
ligagbes com o grupo B2 e quatro ligagdes com o B10 (Figura 2.2B). O grupo B2 alinhou com
a parte superior do grupo A2 e o grupo B10 com a parte inferior. Os marcadores Leg208 e
Legl04 fizeram correspondéncia entre A2 e B2, com os marcadores ligados na extremidade
superior do grupo, e o marcador Leg146 fez correspondéncia com A2 e B10 na extremidade
inferior do grupo. Entre o grupo A2 e B10 é possivel observar uma possivel translocacéo
entre dois marcadores microssatélites, posicionados na extremidade do grupo B10.
Observando as ligacOes € possivel chegar a trés hipoteses, a primeira, € que, possivelmente a
ocorréncia dessa translocagao separou um grupo ancestral em dois outros grupos. A segunda
seria 0 inverso, dois grupos ancestrais fundiram para formar um Unico grupo de ligagdo. E a
terceira hipétese seria que os grupos B2 e B10 poderiam pertencer ao mesmo grupo de ligacéo
e ndo juntaram por falta de marcadores.

O grupo B3 e A3 possui a maior sintenia entre os mapas (Figura 2.2C). A ainidade
entre eles também é direta, com 11 marcadores microssatélites ligados em ordem sintenica.
N&o foi mapeado nenhum marcador Leg nessa regido, por ja ser um grupo bem definido. Os
grupos B8 e B7 apresentam afinidade com o grupo A8 (Figura 2.2G). Dois marcadores
microssatélites posicionados na extremidade superior do grupo A8 se ligam ao grupo B8, e
dois marcadores microssatélites posicionados na extremidade inferior do grupo A8 se ligam
ao grupo B7. O grupo B7, entretanto, apresenta mais trés outras ligagdes com o grupo A7,
tendo, portanto, afinidade divida entre A8 e A7. Dessas trés ligagOes, duas ligacdes sdo com
os marcadores Leg149 e Legl196. O grupo B6 também apresenta afinidade dividida com oito
marcadores microssatélites ligados ao grupo A6 e dois marcadores microssatélites ligados ao
grupo A10, localizados na extremidade final do grupo B6 (Figura 2.2F). Nas ligacOes entre 0s
grupos A6 e B6, € possivel visualizar uma translocacéo entre 4 marcadores na regido central
do grupo A6. A sintenia do grupo B6 também é bem definida. Nenhum marcador Leg
posicionou nesse grupo. LigacOes isoladas entre os grupos foram desconsideradas para a
andlise da sintenia.

Os 51 pontos de ligacdo presente entre os mapas tém demonstrado grande similaridade
na estrutura cromossdmica e na ordem génica entre os grupos dos mapas AA e BB. Essas
ligacOes permitem a transferéncia de informagdes genética do mapa AA para o BB, como por
exempl o, a transferéncia de informagdes das regides de QTL e de regifes andlogas a genes de
resisténcia, que ocorre frequentemente em conjunto (MICHELMORE; MEYERS, 1998). A

vantagem em utilizar os marcadores génicos de unica copia como os marcadores Legs, é que
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além da transferéncia de informacdes entre os mapas AA e BB é possivel também transferir

informagdes de outras leguminosas, e assim enriquecer ainda mais os mapas de Arachis.
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CONCLUSAO

O uso de variagBes em um Unico nucleotideo (SNP) em combinagdo com uma
populacdo de mapeamento altamente polimorfica como a de Arachis permite 0 mapeamento
de quase todas as seqiiéncias de DNA de interesse, como mostrado aqui para genes candidatos
aresisténcia a doencas e marcadores ancoras, para estudos de sintenia genémica.

Foram desenvolvidos e mapeados 17 marcadores SNP para genes candidatos, que
tenderam a mapear em agrupamentos. Alguns genes candidatos foram posicionados préximos
aregifes de QTL para resisténcia a mancha preta, ja identificada. Essa observacdo reforca a
utilidade do uso de genes candidatos para a identificacdo de regides genémicas que controlam
caracteristicas de interesse.

O mapeamento de marcadores de Unica cOpia para leguminosas (marcadores Leg) se
mostrou eficiente para visualizagdo da sintenia entre os dois genomas AA e BB de Arachis.
Os genomas mostraram alto grau de sintenia com rearranjos genémicos para somente dois

grupos de ligagéo.
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NUCLEOTIDE POLYMORPHISM MARKERS FOR CANDIDATE RESISTANCE GENES
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APENDICE B — ARTIGO PUBLICADO: DESENVOLVIMENTO E UTILIZACAO DE
VARIACOES EM UM UNICO NUCLEOTIDEO PARA O MAPEAMENTO DE
MARCADORES ANCORAS E DE GENES CANDIDATOS EM ARACHIS,
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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