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Resumo

Entre as plantas cultivadas com base genética estreita, encontra-se o amendoim da
espécie Arachis hypogaea L. (Leguminosae). Esta espécie ¢ um alotetraploide,
provavelmente oriunda por domesticagdo da espécie também tetrapldide A. monticola e

esta por sua vez do cruzamento entre duas espécies silvestres distintas do género Arachis.

O maior interesse pela prospeccdo, resgate e caracterizagao de germoplasma das
espécies do género Arachis reside em seu potencial de fornecimento de genes uteis para o
melhoramento do 4. hypogaea, bem como na preservagdo da variabilidade genética
populacional localizada em areas de risco de devastagdo. Marcadores microssatélites sao
ideais para aplicagdes no melhoramento de plantas por sua natureza co-dominante, alto

polimorfismo e conteudo informativo.

Neste trabalho foram isolados microssatélites através de metodologias de
enriquecimento de bibliotecas gendémicas para seqii€ncias repetitivas contendo
dinucleotideos TC. As colonias da biblioteca foram seqiienciadas aleatoriamente nao
ocorrendo sele¢ao por hibridizagdo ou PCR-ancorado. A partir de uma biblioteca gendmica
enriquecida foram seqiienciados 598 clones. Essas seqiiéncias foram processadas com o
auxilio de um script Perl identificando ao total 144 seqliéncias com microssatélites, apos
analise de redundancia o numero de contigs abaixou para 138 e destes, apenas 77 (55%)
apresentaram condicdes de desenhar marcadores por apresentarem tamanho suficiente de
repeticao e suas posicdes na seqiiéncia serem adequadas para os desenhos dos pares de
primers flanqueadores. Todas os cromatogramas que continham as seqiiéncias repetidas
foram previamente analisados e visualizadas com o auxilio do programa interativo Staden,
cuja fun¢do foi a de organizar e verificar as sobreposi¢des de seqiiéncias, além de realizar a
inspecao e edicdo manual das seqiiéncias. Os pares de primers flanqueadores das regides
repetidas foram desenhados com o auxilio do programa Primer3. Todas as seqiliéncias
obtidas através do seqlienciamento foram analisadas posteriormente através do programa
Blast-X para se verificar homologia com seqii€éncias depositadas no banco de proteinas de
Arabidopsis thaliana. Entre as 576 seqliéncias analisadas, 42 apresentaram homologia com
algum gene, sendo destas, 13 oriundas de seqiiéncias com regides ricas em microssatélites.
Entre as seqiiéncias sem SSR foram encontradas homologias freqiientes com

retrotransposons, sugerindo abundancia destes elementos no genoma de 4. hypogaea.
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Abstract

Among the cultivated plants which have suffered a genetic "bottle-neck" is
included the peanut, or groundnut Arachis hypogaea L. (Leguminosae). This species is an
allotetraploid possibly derived from the wild species A. monticola which, in turn, is derived

from a cross between two distinct wild species of the genus Arachis.

The greatest interest in the search, conservation and characterisation of wild
species of Arachis resides in their potential to provide genes for the improvement of A.
hypogaea through breeding. Microsatellite markers are ideal markers to be used to aid in
this breeding process, because of their co-dominance, high polymorphism and high number

of alleles.

In this work, a genomic library enriched for TC repetitive sequences was
constructed and used to obtain microsatellite containing sequences. From this library were
sequenced 598 clones. The sequences were processed by the use of a Perl script to select
144 sequences with microsatellites. These 144 sequences represented 138 non-redundant
sequences. Of these, only 77 (55%) were suitable for primer design and these were
completed by further sequencing of the selected clones. Contigs were processed and edited
using the software "Staden". Primers were designed using the program "Primer 3". Finally
all 576 sequences obtained in the study (including sequences which did not contain
microsatellites) were analysed by Blast-X against Arabidopsis thaliana proteins. In total 42
significant homologies were found, 13 of these being from microsatellite containing
regions. Among the sequences without microsatellites significant homologies with
retrotransposons were frequent, suggesting a high frequency of these elements in the A.

hypogaea genome.
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1-INTRODUCAO

1.1 - Origem e Diversidade Genética em Plantas.

Embora as plantas com flores (Angiospermae) tenham sido originadas
provavelmente no periodo Jurdssico (145 a 206 milhdes de anos atrds), a maioria da
diversificacdo e dominancia destas na Terra tem sido atribuida ao periodo Cretaceo (90 a

140 milhdes de anos atras) (Crane et al., 1995).

Por volta de 10 mil anos atras, com a mudanca do homem nomade-cagador para a
sociedade agraria, surgiram as primeiras atividades agricolas, dando inicio as plantas
cultivadas, transi¢cdo hoje conhecida como Revolugdo Agricola (Flannery, 1973). Embora
sejam desconhecidas as etapas exatas de como as plantas foram domesticadas pelos
humanos, certamente as caracteristicas presentes nas sementes, como a germinagdo, € na
planta, como a altura e produtividade, teriam sido selecionadas pelos primeiros agricultores
(Harlan, 1987). A propagacdo seletiva de linhagens que continham tais caracteristicas
selecionadas resultou em uma progressiva restricdo da base genética na populagao

subseqiiente, conhecida como gargalo genético (genetic bottleneck)\ (Figura 1).
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Figura 1: Ilustracdo didatica demonstrando o gargalo genético gerado pela selecdo de caracteristicas,
favorecendo a diminuigdo da variedade alélica e conseqiiente perda da heterozigosidade.
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Na atualidade, a variacdo genética em plantas cultivadas tem sido continuamente
reduzida através da selecdo génica de individuos com altos rendimentos na colheita. A
reproducdo continua de tais linhagens seja por autofecundagdo, cruzamento entre
variedades modernas geneticamente relacionadas ou por apomixia geram conforme o
ilustrado na Figura 2, plantas mais produtivas, porém com uma menor variabilidade
alélica. Este procedimento pode levar a exclusdo de genes importantes existentes nos
ancestrais primitivos e em plantas silvestres, ameagando e diminuindo a base genética das

quais dependeriam as novas variantes.
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Figura 2. Aumento da producdo (Plantas/Acre X Anos) de soja nos Estados Unidos nos tultimos 30 anos
através do melhoramento genético.
Adaptado da fonte eletronica: National Agricultural Statistics Service (USDA).

1.2 - Caracterizacao e Historico do Género Arachis

Entre as plantas cultivadas base genética restrita, encontra-se o amendoim da
espécie Arachis hypogaea L. (Leguminosae). O género Arachis se distingue da maioria das
outras plantas devido ao florescimento sobre o terreno, mas com producdo de frutos abaixo
da superficie do solo. Esta caracteristica particular de frutificacdo ¢ devido a presenga do
gindforo (mais comumente conhecido como “peg”) que apds a fertilizagdo da flor, inicia
um alongamento em dire¢@o ao solo (geotropismo positivo), transpondo-o (Zamski & Ziv,

1976). O peg entdo cessa o elongamento iniciando o desenvolvimento geocarpico (vagem)
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na sua extremidade, resultando na formacdo da semente popularmente conhecida por
amendoim. Suas flores sao hermafroditas e geralmente apresentam autopolinizagao (Godoy

et al., 1989) (Figura 3).
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Figura 3. Ilustragcdo da anatomia da planta do amendoim.
Adaptado da fonte eletronica Enchanted Learning.

O género Arachis ¢ composto por cerca de 80 espécies, todas nativas da América
do Sul (Valls & Simpson, 1994). Krapovickas & Gregory (1994) dividiram o género em
nove secc¢oes, baseando-se em suas caracteristicas morfologicas, capacidade de cruzamento

e fertilidade dos hibridos (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo Biologica.

Reino Ordem Familia Género Seccoes

Arachis
Caulorrhizae
Erectoides
Plantae Tracheophyta Angiospermae Fabaceae Leguminosae Arachis Extranervosae
(Spermatophytina) (Dicotyledoneae) (Papilionidae) Heteranthae
Procumbentes
Rhizomatosae

Trierectoiedes

Triseminatae
Adaptado de Krapovickas & Gregory, 1994; Fernandez & Gregory, 1994.
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Dentre os paises do Cone Sul e Andinos, ha um relevante destaque para o Brasil,
pais que retne todas as sec¢des e a maior parte das espécies. Adicionalmente, cinco das
seccOes avangam sobre o Paraguai e apenas duas alcangam a Bolivia, a Argentina e o
Uruguai. Do conjunto de secgdes apresentadas, Arachis € a que apresenta as caracteristicas

mais recentes ou derivadas, sendo composta de 27 espécies (Valls & Simpson, 1997).

1.3 - Citogenética e Genoma do Género Arachis.

De acordo com os aspectos citologicos e genéticos, grupos genomicos tém sido
propostos para o género Arachis. Em geral os cromossomos apresentam-se bastante
semelhantes entre si, com exce¢do de dois pares que podem ser perfeitamente
diferenciados: (i) um par pequeno com denominacdo “A” e (ii) um par com constri¢do
secundaria com denominacao “SAT” - (satélite) (Husted, 1936). Nos cromossomos “SAT”,
um dos bragos ¢ dividido formando um segmento proximal e outro distal (satélite) em

relagdo ao centromero (Figura 4).

braco 1 brago 2
1 segmento proximal

centromero <—-— ( >
I

—> segmento distal

constri¢dao secundaria

Figura 4. Morfologia do cromossomo SAT.
Adaptado de Fernandez & Krapovickas, 1994.

A presenga ou auséncia do cromossomo “A” e a presenga de diferentes tipos de

cromossomo SAT caracterizam os diferentes genomas (Fernandez & Krapovickas, 1994).

Com base no tamanho relativo do satélite e a posi¢ao do centromero, os pares SAT
podem ser classificados em dez tipos (Tabela 2). Todas as espécies estudadas possuem um
par de cromossomos SAT, exceto um acesso de A. valida onde se encontram dois pares de

cromossomos SAT.
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Tabela 2. Diferencia¢des do cromossomo SAT e a variag@o do tipo em cada secgdo do género Arachis.

Tipo SAT Descriciao Seccdes

1 [JH] 0 satélite ¢ menor que o brago 1, mas é maior que o Extranervosae.
segmento proximal.

2 [ _J{] O satélite ¢ menor que o brago 1 e muito maior que o Caulorrhizae;Heteranthae;Erecioides;
segmento proximal (0,2um). Extranervosae; Trierectoides

3 [J{] O satélite ¢ mais ou menos igual ao tamanho do brago 1 Eyectoide; Extranervosae Arachis;
mais o segmento proximal (0,2pm). Caulorrhizae; Rhizomatosae.

4 |:||1—|:| Semelhante ao tipo 3 , tanto na forma como no tamanho,
porém o brago 1 apresenta em profase e em prometafase

N ; i Erectoide
uma coloragdo menos intensa que o satélite.
5 [JH_] O satélite tem mais ou menos o mesmo tamanho do brago .
1 mais o segmento proximal e este é menor que o brago 1. Arachis
6 O satélite ¢ maior que o braco 1 e este ¢ maior que o
Dl:H:l q ¢ q Arachis

segmento proximal.

7 |:||:|—D|:| O satélite terminal mais o intercalar possuem quase o
mesmo tamanho do brago lcom o segmento proximal. Arachis
Este cromossomo apresenta constrigdes secundarias, uma
entre o segmento proximal e o satélite intercalar e outra
entre o intercalar e o satélite terminal.

8 DD—D O satélite é a metade em tamanho do brago 1. O brago 1 é Arachis
maior que o segmento proximal.

9 |:||:|—E| O satélite ¢ pgntiforme e seu t,almagho ¢ menor que o
segmento proximal. O braco 1 é maior que o segmento

. Arachis, Procumbentes
proximal.

10 |:||:|—u O satélite é puntiforme, porém menor que o tipo anterior.
O brago 1 ¢ mais ou menos igual em tamanho ao

segmento proximal.
Adaptado de Fernandez & Krapovickas, 1994.

Heteranthae

A maioria das espécies pertencentes ao género Arachis ¢ diploide (2n=2x=20), e
somente quatro sdo tetraploides (2n=4x=40), duas pertencentes a seccao Arachis, entre elas

o amendoim cultivado (Arachis hypogaea), e duas a seccdo Rhizomatosae.

1.3.1 - Citogenética e Genoma da Seccao Arachis.

Dados oriundos dos estudos citogenéticos e reprodutivos da seccdo Arachis
revelaram a presenca de trés genomas distintos denominados “A”, “B” e “D” (Stalker,

1991).



DISSERTACAO DE MESTRADO LELIA C. T. LEOT
Introdugdo

O genoma “A” estd relacionado a presenca de um par de cromossomos “A”
(Husted, 1933; Husted, 1936). Este par diferencia-se dos demais cromossomos devido a
sua condensacdo na pro-metafase, bem como por possuir a metade, em comprimento, do
maior cromossomo presente no interior do mesmo nucleo. O genoma “B” ¢ caracterizado
pela auséncia do par de cromossomos “A”, enquanto o genoma “D” estd relacionado a

presenca de seis pares de cromossomos subtelocéntricos (Stalker, 1991).

A maioria das espécies da seccdo Arachis apresenta o genoma “A”, enquanto que
A. batizocoi, A. ipaénsis, A. magna, A. valida, A. benensis e A. hoehnei possuem genoma

“B” e somente 4. glandulifera o genoma “D”.

As espécies tetrapldides apresentam simultaneamente dois genomas. Uma dessas
espécies, como ja citada, € a A. hypogaea, que retine dois genomas (A e B) ocorrentes em
espécies diploides distintas da seccdo Arachis (Fernandez & Krapovickas, 1994). Os
resultados apresentados por Singh (1994) sugerem que por domesticagdo, 4. hypogaea
(AABB) teria sido originada da espécie A. monticola (AABB) e esta pelo cruzamento entre
duas espécies silvestre da sec¢do Arachis, uma com o genoma “A”, e a outra de genoma

“B” (Gregory & Gregory, 1976; Gregory & Gregory, 1979).

Por sua vez, Kirti e colaboradores (1982) estudaram o parecamento cromossomico
de hibridos F1 (P = A. monticola x A. hypogaea) e relataram, pelo alto potencial de
recombinagdo e fertilidade dos polens, que as espécies parentais sdo altamente
relacionadas, podendo até mesmo, segundo os autores, a espécie 4. monticola ser descrita
como A. hypogaea var. monticola. Segundo Wynne & Coffelt (1982), as caracteristicas de
heranga qualitativa em A. hypogaea parecem ser controladas por locos duplicados, o que

suporta a hipotese de que esta ¢ uma espécie alotetraploide.

Embora vérias espécies tenham sido propostas como progenitores de A. monticola,
diversos trabalhos foram realizados na tentativa de identificar os provaveis doadores dos
genomas A e B em Arachis hypogaea, cujos dados baseados em evidéncias citogenéticas,
aliadas ou ndo a dados moleculares e de cruzamentos interespecificos, sugerem que A.
duranensis teria sido a espécie doadora do genoma "A" (Ferndndez & Krapovickas, 1994;
Kockert et al., 1991; Kockert et al., 1996; Singh, 1986) e A. batizocoi estaria relacionada
ao genoma B (Cai et al., 1987; Smartt ef al., 1978; Singh, 1986).
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1.4 - Arachis hypogaea

O primeiro registro do amendoim foi descrito na literatura no inicio do século XVI
por Linnaeus em 1753, como Arachis (do grego “arachos’ significando erva daninha) e

hypogaea (aposento subterraneo) (Figura 5 A a C).

Figura 5. Ilustragdes da espécie Arachis hypogaea: (A) Fotografia da base da planta. (B) Detalhe da
florescéncia. (C) Desenho feito por Linnaeus em 1753 em uma de suas viagens aos paises tropicais.

Adaptado das fontes eletronicas: A e B) Clarke Brunt's Home Page- Peanut (Arachis hypogaea); C) Missouri Botanical Garden Library.

As suposicdes sobre a possivel origem africana ou asiatica foram descartadas
através de numerosos estudos. Um desses estudos esta relacionado a registros de achados
arqueologicos em 1875 em tumbas pré-colombianas situadas nas proximidades de Ancon e
Pachamac, na regido da costa arida do Peru, datados por volta de 3.900-3.750 anos atras
(Hammons, 1994). Nos tltimos 25 anos, a analise de diversas cole¢des de germoplasma de
amendoins silvestres e cultivados obtidos do Noroeste e Nordeste da Argentina, Paraguai,
Brasil, Bolivia, Uruguai, Peru ¢ Equador confirmaram definitivamente a origem sul-

americana desta espécie (Gregory & Gregory, 1976; INTA, 1986).

Embora A. hypogaea seja de longe a espécie que produz a semente mais cultivada e

economicamente a mais importante do género (Knauft & Ozias-Akins, 1995; Freire et al.,
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1996; Freire, 1997), outras espécies também sao utilizadas como fonte de alimentagdo em
pequenas comunidades, por exemplo, indigenas (Stalker & Simpson, 1995). Observa-se
ainda que outras espécies sdo largamente empregadas na cobertura de solos, nos controles
da erosdo e propagacgao de ervas daninhas ou como plantas forrageiras servindo de fonte de
proteinas para a alimentagcdo animal (Otero, 1941; Kerridge & Hardy, 1994) (Figura 6A a
6D).

Figura 6. Forma de utilizagdo das plantas pertencentes a sec¢do Arachis. A e C) A espécie Arachis pintoi
sendo usada como cobertura vegetal de solo contra a erosdo; B) Planta forrageira utilizada como fonte
protéica na alimentagdo animal e D) Amendoim in natura (vagem c/ sementes), destinado a alimentagdo
humana.

Adaptado das fontes eletronicas: A e C) DeFrank; B) S. G. Reynolds; C) <http://pas.byu.edu/AgHrt100/peanut.htm>.

Hoje o cultivo do amendoim estad difundido nas areas tropicais e subtropicais. Os
maiores paises produtores sdo a India, China, USA, Africa do Sul e Central/Oeste e o
Brasil (Figura 7). Os principais estados brasileiros produtores de amendoim sdo
respectivamente S3o Paulo, Rio Grande do Sul e Parand (Ministério da Agricultura e do

Abastecimento, 2000).
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B Regido ddetigem Regido de cultivo atual

Figura 7. Mapa mundial indicando as regides de origem e cultivo da espécie A. hypogaea na atualidade.
Adaptado da fonte eletronica:<http://www.mpiz-koeln.mpg.de/pr/garten/schau/Arachishypogaeal/Peanut.html>

1.5 - Pragas e Doencas

Devido ao estreitamento da base genética do amendoim domesticado e a perda de
genes importantes, principalmente aqueles ligados a resisténcia contra doengas, tém-se
aumentado as preocupagdes por parte dos pesquisadores em relacdo a fungos, insetos e a
patogenos presentes no solo. Em escala global, as doencas foliares causadas pelos fungos
sdo consideradas como limitantes para a cultura, devido aos seus variados graus de
severidade: Cercospora arachidicola (mancha castanha) (Figura 8 A); Cercosporidium
personatum (mancha preta); Phoma arachidicola (mancha barrenta); Puccinia arachidis
(ferrugem); Sphaceloma arachidis (verrugose) (Godoy et al., 1997). Dentre os insetos, 0s
pulgdes (Homoptera) (Figura 8 B) e as lagartas (Lepidoptera) sdo os que lideram a lista de
pragas. Com relagdo aos nematodides, estes sdo responsaveis por sérias perdas nas regioes
basais da planta (Figura 8 C) (Isleib ef al., 1994). Juntas, estas pragas podem causar perdas
superiores a 70% da colheita no cultivado (Subrahmanyam ef al., 1985a). Embora nao seja
diretamente a causa para a diminui¢do da produ¢do no campo, as sementes infectadas por
Aspergillus flavus (Figura 8 D) e A. parasiticus sdo comuns na maioria das regides
produtoras de amendoim, aumentando os custos de processamento pos-colheita além da
obrigatoriedade dos testes de detec¢dao de aflatoxinas (Santos et al., 2001). A utilizagdo

indiscriminada de inseticidas, nematicidas e fungicidas pelos agricultores t€m aumentado o

10
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custo de produgdo agricola. Adicionalmente, face ao aumento da severidade das doencas,
tem-se evidenciado uma diminui¢do da eficacia destes agentes agroquimicos no controle

de pragas, principalmente daquelas relacionadas a patdégenos do solo (Sholar et al., 1995).

Figura 8. Tipos de pragas que comumente atacam o amendoim. A) Folha de A. hypogaea apresentando uma
doenga foliar causada pelo fungo Cercospora arachidicola. B) Mosca-branca do prateamento da folha (ordem
Homoptera; Bemisia argentifolii) atacando a folha do amendoim. C) Vagens de amendoim atacadas pelo

nematoide da espécie Meloidogyne arenaria e D) Semente de amendoim infectada por Aspergillus flavus.
(A) Adaptado: Nancy Paiva; (B e C) Adaptado: Jim Castner, University of Florida e (D) Adaptado: B. Horn em Compendium of Peanut
Diseases, 2" ed.

O maior interesse pela prospeccdo, resgate e caracterizagdo de germoplasma das
espécies da sec¢do Arachis reside em seu potencial de fornecimento de genes Uteis para o
melhoramento do amendoim cultivado (Stalker & Moss, 1987; Stalker, 1992),
principalmente no que diz respeito a resisténcia a doengas, em que a base genética de A.
hypogaea ¢ muito estreita (Subrahmanyam et al, 1985a). A caracterizagdo do
germoplasma obtido ao longo de coletas vem trazendo perspectivas interessantes, como a
descoberta de novas fontes de resisténcia a doencas (Subrahmanyam et al., 1985b); a rica
qualidade da proteina encontrada nas sementes de algumas espécies; plantas com ciclo
extremamente curto e alta resisténcia ao estresse hidrico, que sdo de grande utilidade para
adaptacdo de variedades cultivadas do amendoim em areas com maior caréncia de chuvas,

como na Africa Ocidental e no Nordeste Brasileiro (Tabela 3).

11
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Tabela 3. Caracteristicas agrondmicas, industriais e fitossanitarias encontradas em algumas espécies
silvestres de Arachis.

Espécies Caracteristicas

A. chacoense Resisténcia 4 cercosporiose, imunidade a ferrugem, trips a

afideos.

A. cardenasii Resisténcia a Cercosporidium personata e a ferrugem.

A. duranensis Resisténcia a ferrugem.

A: correntina Imunidade a ferrugem.

A. sternosperma Resisténcia a cercosporiose.

A. batizocoi Resisténcia a cercosporiose, trips, jassideos e afideos.

A. villosa Imunidade a ferrugem, sistema radicular profundo; maior
regeneracdo na poda e numero de sementes; alto contetdo de
0leo na semente; e resisténcia a seca.

A. monticola Resisténcia a ferrugem e a cercosporiose.

A. pusilla Resisténcia a ferrugem, cercosporiose ¢ a virose do tomate.

A. villosulicarpa Florescimento abundante e formagao de 4-6 peg/axila foliar.

A. glabrata Sistema radicular profundo e resisténcia a cercosporiose,

ferrugem e trips; alto conteido de proteinas, sais minerais e 6leo

na semente.

A. hagenbeckii Foliolo pouco denso e resisténcia a seca, alto contetido de

proteina, sais minerais ¢ 6leo na semente.
A. marginata Alto conteudo de proteinas, sais minerais e 6leo nas sementes.

A. prostrata Resisténcia a seca.

A. diogoi Alto conteudo de sais minerais, proteina e 6leo.

Adaptado: Murty et al., 1981; Bajaj, 1984.

A espécies da secdo Arachis tém sido avaliadas para caracteristicas como
porcentagem de 6leos e acidos graxos, capacidade de fixacao de nitrogénio e pelo potencial
de forrageamento (Knauft & Ozias-Akins, 1995; Freire et al, 1996; Freire, 1997). Como
algumas espécies sdo caracterizadas por apresentarem resisténcias multiplas a
determinadas doengas, elas tém como maior potencial agrondmico e de grande impacto
econdmico a possibilidade de aumentar a resisténcia do amendoim cultivado (4. hypogaea)

(Stalker, 1992).
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1.6 - Marcadores Moleculares para Analise Genética

A composi¢cdo genética atual das diversas culturas de plantas ¢ o resultado da
domesticagdo e melhoramento a que estas foram submetidas durante os séculos. O
melhoramento executado pelo homem primitivo resultava da simples procura e propagacao

de plantas com fendtipos mais adequados para as suas necessidades.

ApoOs a redescoberta da lei de Mendel em 1900, o melhoramento de plantas, antes
considerado como uma arte primitiva, passou a ser controlado por pesquisadores que,
baseados na lei da segregacdo mendeliana, passaram a produzir progénies segregantes
provenientes de linhagens combinadas por hibridizacdo. As décadas seguintes foram
marcadas por descobertas importantes, ampliando cada vez mais os conhecimentos da

genética (Tabela 4).

Tabela 4. Fatos importantes que marcaram as décadas de 1910 a 1980.

Data Fatos
1910 Descoberta da heterose; Fagos sdo descobertos.
1920 Desenvolvimento dos métodos classicos de melhoramento.
1930 Descoberta da mutagénese.
1940 Grandes avangos na genética quantitativa.
1950 Watson e Crick revelam a estrutura tridimensional do DNA; Os estudos na area

Fisiologia avancaram; Técnicas de cultivo de células sdo desenvolvidas.

1960 Utilizagdo de marcadores bioquimicos; RNA mensageiro foi descoberto.

1970 Enzimas de restri¢do sdo identificadas; Hibridizagdo de colonias e Southern blotting
foram desenvolvidos para detectar seqiiéncias de DNA especificas; Os primeiros
anticorpos monoclonais foram produzidos; Genes de levedura sdo expressos em
bactérias.

1980 O desenvolvimento da biologia molecular; A técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) foi desenvolvida; A primeira transformagio de plantas por Agrobacterium
(plasmideos Ti) foi realizada; O primeiro cromossoma artificial foi sintetizado; Os
primeiros marcadores moleculares para doengas hereditarias foram encontrados. A
técnica de DNA fingerprinting foi desenvolvida. O projeto de seqiienciamento
genoma humano foi aprovado.

1990 O primeiro tratamento de terapia gé€nica foi realizado; O primeiro cancer de mama
foi descoberto; Cientistas relatam a clonagem de carneiros, usando DNA de um
carneiro adulto.

2000 Cientistas do Estado de Sao Paulo revelam o codigo genético da primeira bactéria
fitopatogénica, a Xylella fastidiosa; Obtencdo do arroz geneticamente modificado

que produz beta-caroteno, precursor da vitamina A.
Adaptado: Borém, 1998;
Fonte eletronica: Entendendo a biotecnologia, 2000.
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Novas ferramentas sdo necessdrias para assegurar que o crescimento da
produtividade siga o mesmo ritmo do crescimento populacional. O surgimento de técnicas
usando marcadores moleculares ajudou acelerar os métodos convencionais de
melhoramento, como selecdo assistida por marcadores € o mapeamento genético,
diminuindo o tempo de liberagdo de materiais, o tamanho da populagdo analisada e os

custos para avaliagcdo (Borém, 1998).

Os marcadores sdo definidos como elementos capazes de prever, mapear e
caracterizar um fenoétipo. Inicialmente, até meados da década de 60, os estudos genéticos
eram realizados utilizando-se marcadores morfoldgicos de facil identificacdo no organismo
e geralmente regidos por um unico gene. Apesar dos marcadores morfologicos terem
contribuido significativamente para o estabelecimento dos principios tedricos do
mapeamento genético e das andlises de ligacdo génica (Knapp, 1991), o pequeno niimero
de marcadores morfologicos diferentes em uma mesma linhagem diminui a probabilidade
de se encontrar associagdes significativas entre esses marcadores e caracteres de
importancia para programas econdmicos ou para estudos tedricos (Borém, 1998). Além
disso, esses marcadores freqiientemente sdo afetados pela agdo génica de dominincia,

efeito ambiental, pleiotropia e epistasia (Paterson et al., 1991).

O primeiro grande passo para resolver estes problemas foi o desenvolvimento de
marcadores isoenzimaticos, que sdo baseados na analise do produto da expressdo de genes
(Moss, 1982). Eles revelaram-se como uma nova fonte de marcadores genéticos com
inimeras vantagens sobre os marcadores morfologicos como co-dominancia,
insensibilidade a pleiotropia e a epistasia (Paterson et al., 1991). Desde a sua resolugdo
pelos métodos histoquimicos, as isoenzimas tém sido extremamente importantes para as
investigacdes sobre variacdo intra-especifica, genética de populagdes, evolugdo e
mapeamento genético. Em plantas, as isoenzimas tém sido utilizadas principalmente em
genética de populagdes, evolugdo, e caracterizagdo de germoplasma (Gottlieb, 1981;

Tanksley & Orton, 1983; Soltis & Soltis, 1989; Pasteur et al., 1988; Hillis et al., 1996).

No entanto, ainda se trata de um modo indireto de se estudar os genes. As técnicas

de biologia molecular foram aprimorando-se ¢ o DNA passou a ser o ponto focal no
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desenvolvimento de novos marcadores (Borém, 1998). Os distintos tipos de marcadores
moleculares hoje disponiveis diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar
variabilidade no DNA, pelo polimorfismo molecular, expressdo genética, distribui¢do no

genoma, custo de implementagao e operagdo (Griftiths et al., 2000).

Inicialmente, a utilizacdo de enzimas de restricdo no estudo direto do DNA
permitiu a andlise ¢ a comparagao do comprimento de fragmentos gerados pela clivagem
do material genético através da deteccdo por hibridiza¢do da seqiiéncia clonada (Griffiths
et al., 2000). As variagdes nos nucleotideos do DNA devido a mutagao, delegdo, insercao e
inversdo, podem ser detectadas se ocorrerem num sitio de corte das enzimas de restri¢do,
gerando fragmentos de diferentes tamanhos, portanto polimoérficos (Lander ef al., 1989). A
técnica que se baseia nestes fragmentos ¢ denominada de RFLP (Restriction Fragment
Length Polimorphism - polimorfismo de restricdo de DNA) e foi desenvolvida por Botstein
e colaboradores (1980). A grande vantagem dos marcadores RFLPs ¢ a sua ampla
distribuicao no genoma, permitido uma cobertura adequada e proporcionando a construcao
de densos mapas genéticos de ligacdo, que possibilitam a realizacdo de andlises genéticas e
moleculares e véarias aplicacdes no melhoramento de plantas, como clonagem de genes e
mapeamento de QTLs (Quantitative trait loci- locos controladores de caracteristicas
quantitativas), além de ter expressdao co-dominante (Nodari et al., 1993). Entretanto o
elevado custo, instalagdes apropriadas ao manuseio e descarte de material radioativo e o
tempo necessario na geracao destes marcadores restringem drasticamente seu uso de forma

freqliente (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Com os avangos nos estudos sobre o genoma dos organismos, surgiram marcadores
baseados nas seqiiéncias repetitivas do DNA. Jeffreys e colaboradores (1985) mostraram
que muitos RFLPs eram causados por minissatélites ou VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats, Wyman & White, 1980), que sdo regides dispersas no genoma que
contém um numero varidvel de seqiiéncias repetidas com tamanhos intermedidrios entre
0,5 a 30 Kb e enfileiradas em tandem de DNA com comprimento variavel entre 10 a 100
pb, altamente variaveis (Armour et al., 1999). O processo de deteccdo de VNTR ¢ bastante
semelhante ao RFLP, contudo o polimorfismo depende da freqiiéncia de pequenas regides

repetitivas entre os sitios de restricdo no genoma (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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A vantagem deste tipo de marcador ¢ a grande quantidade de informagao que pode
ser obtida em um unico teste, devido o cruzamento de informagdes produzidas
simultaneamente pelo RFLP com as sondas VNTR, gerando um complexo padrdo de
bandas abrangendo todos os locos hipervaridveis do genoma concomitantemente (Armour
et al., 1999). Outra vantagem desta técnica ¢ a possibilidade de utilizacdo de uma mesma
sonda para deteccao de locos hipervariaveis em uma larga variedade de espécies (Ferreira
& Grattapaglia, 1998). Em contrapartida, devido a complexidade do perfil gerado de
bandas, nem todos os alelos correspondentes a cada loco podem ser identificados.
Adicionalmente, por ser uma técnica baseada em RFLP, compartilham as mesmas
limitagdes (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Uso destes marcadores estd concentrado no
melhoramento de plantas para a identifica¢do de variedades, cultivares e clones, na andlise
de diversidade genética e determinacdo de paternidade (Dallas, 1988; Nybom & Hall,
1991; Rogstad et al., 1988; Broun et al., 1992).

Mais recentemente, o advento de técnicas baseadas em PCR (Polymerase Chain
Reaction - Reagcdo em Cadeia pela Polimerase) apresentou uma nova op¢do ao uso de
marcadores moleculares. Esta técnica (PCR) foi concebida em 1983 por Kary Mullis
(Prémio Nobel em 1993), publicada em 1987, sendo utilizada de forma rotineira em
diversas areas da biologia, tanto em pesquisa basica como na aplicada a partir de 1988

(Saiki et al., 1988).

PCR ¢ uma técnica baseada na sintese enzimatica “in vitro” de milhdes de copias de
um fragmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase. O processo
inicia-se com a hibridacdo e extensdo enzimatica de um par de iniciadores (primers) que

delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificagdo.

Com a PCR e as novas técnicas de genética molecular, os marcadores moleculares
de DNA (marcadores genéticos baseados na variabilidade de DNA) t€m contribuido como
ferramenta para incrementar a eficiéncia do melhoramento de plantas, por meio de
metodologias como caracterizagdo de germoplasma, sele¢do assistida e mapeamento

genético (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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Na década de 80, surgiu um novo tipo de marcador molecular denominado de
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA; DNA Polimoérfico Amplificado ao Acaso,
Welsh & McClelland, 1990; Williams et al., 1990). O RAPD utiliza como iniciadores
oligonucleotideos curtos, comumente com 10 nucleotideos, de seqiiéncia nucleotidica
arbitraria. A reacdo de amplificacdo procede em condi¢cdes de baixa estringéncia,
permitindo que ocorra o pareamento entre os iniciadores € 0 DNA-alvo, mesmo que ndo
haja complementaridade total entre as duas seqiiéncias. Os produtos resultantes da
amplificacdo podem ser visualizados como bandas em géis de agarose ou poliacrilamida.
Diferencas ao nivel de DNA sdo inferidas pela presenga ou auséncia de um determinado
fragmento amplificado que produzem um padrdo de bandas especifico conhecido como
impressao digital gendmica (DNA fingerprint). Os fingerprints permitem distinguir
diferentes espécies e até mesmo populacdes distintas da mesma espécie. As principais
vantagens deste marcador estdo na simplicidade e rapidez na obten¢do dos resultados, além
da minima quantidade de DNA necessaria para a analise genotipica de um individuo.
Sendo o0 RAPD um marcador com caracteristica dominante, sua principal limitacdo esta
justamente no baixo conteudo informativo por loco (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Em 1993, os dois pesquisadores Zabeau e Vos, desenvolveram e divulgaram outro
marcador molecular denominado AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism -
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados). Esta técnica combina os
alvos para estudo do polimorfismo pelos marcadores RFLP e RAPD: a distribui¢ao
aleatdria de sitios de restricdo entre genomas e a amplificagcdo aleatéria de fragmentos
empregando-se primers de seqiiéncias arbitrarias. A caracteristica fundamental desta
técnica € a capacidade de revelar simultaneamente muitas regides diferentes distribuidas
aleatoriamente ao longo do genoma (Mueller & Wolfenbarger, 1999). A analise de AFLP ¢
baseada na amplificacdo seletiva via PCR de um subconjunto de fragmentos genomicos
gerados apos digestdo com uma enzima de corte raro combinada com uma enzima de corte
freqiiente. A principal vantagem desta tecnologia ¢ o grande nimero de fragmentos que sao
gerados simultaneamente, aumentando o poder de detec¢do de variabilidade genética. Por
esta razao, ela tem sido utilizada principalmente no estudo da diversidade genética entre
individuos (Muluvi et al., 1999; Loh et al., 2000) e na constru¢ao de mapas genéticos e

mapeamento de genes de interesse em diferentes espécies (Virk et al, 1998; Hartl et al.,
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1999). A desvantagem ¢ que estes marcadores por ndao serem dirigidos a uma regiao
particular do genoma sao inespecificos, revelando o polimorfismo presente em dezenas de
locos concomitantemente. Os dados revelados t€ém natureza bindria (auséncia ou presenca).
Portanto, marcadores AFLP sdao marcadores dominantes ¢ com baixo conteudo de

informagdo genética por loco.

Uma outra técnica também utilizada como marcador molecular baseia-se nas
seqiiéncias repetidas em tandem presentes nos genomas dos seres vivos, sendo denominada

de marcadores microssatélites.

1.6.1 - Marcadores Microssatélites

Os cientistas descobriram o DNA satélite em 1960, quando centrifugavam o DNA
em um gradiente de densidade, verificando que ele apresentava-se em duas ou mais
camadas: uma banda principal contendo genes e bandas secunddrias, que foram chamadas
de bandas satélites. As bandas satélites mostraram-se como sendo constituidas de

seqliéncias de DNA repetidas e muito longas (Griffiths ez al., 2000).

Em 1985, Alec Jeffreys da Universidade de Leicester encontrou regides menores
contendo seqiiéncias de DNA repetitivo, as quais chamou de minissatélites, que consistiam

de repeti¢des de 15 ou mais pares de bases.

No fim dos anos 80, os microssatélites, também chamados de SSR (Simple
Sequence Repeats — Repeticdes de Seqiiencias Simples), foram isolados e descritos
simultaneamente por trés grupos de cientistas, como pequenas seqiiéncias com 1 a 6
nucleotideos repetidas em tandem (Litt & Luty, 1989; Weber & May, 1989; Tautz, 1989)
(Figura 9).

CACGTGCGTCTTCTCTC TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCA AGATGTGT GC

TR

Figura 9. Microssatélite com repeti¢cdes em tandem de dinucleotideos CT/GA.
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Os microssatélites tém sido detectados dentro dos genomas de todos os organismos
até agora analisados (Hancock, 1999), principalmente no interior de regides nao
codificantes do genoma. Pode também ser encontrado numa taxa menor em seqiiéncias de
regides promotoras codificantes, como a regido promotora do gene Drosophila Ubx
(Biggin & Tjian, 1988), sitios de ligacdo para varias proteinas regulatorias (Lue et al.,
1989; Csink & Henikoff, 1998), como por exemplo, ligacdo de poly (GA)-poly(GT)-
proteina em fibroblastos humanos (Aharoni ef al., 1993). Morgante e colaboradores (2002)
citaram que com exce¢do dos trinucleotideos, todos os tipos de microssatélites sdo
significativamente menos freqlientes em seqiiéncias preditas como codificantes de
proteinas quando comparadas com a fracdo ndo codificante. Neste estudo, os autores
analisaram 25.762 seqiiéncias em cinco espécies de plantas (Arabidopsis thaliana, arroz,

soja, milho e trigo).

Em genomas de eucariotos estas seqiliéncias sdo muito mais freqiientes e melhor
distribuidas ao acaso no genoma. Apresentam tamanhos mais variantes, formando locos
genéticos muito mais polimérficos (Hamada et al., 1992). Nos procariotos as quantidades
de seqiiéncias repetidas em tandem sdo muito baixas (Hancock, 1995; Field & Wills,

1998).

A maioria dos microssatélites (48-67%) encontrados em muitas espécies estudadas
sdo dinucleotideos (Wang ef al., 1994; Schug et al., 1998). No genoma humano, dentre
todas as seqiiéncias repetitivas em tandem (mono a hexanucleotideos), o poly A/T ¢ o mais
comum (Beckmann & Weber, 1992; Stallings 1992; Téth et al., 2000; Wren et al., 2000).
Das repeti¢des dinucleotideos, a mais freqiiente ¢ AC/TG, que ocorre duas vezes mais que
repeti¢des do tipo AT/TA e trés vezes mais que repeticoes AG/TC (Beckmann & Weber,
1992). Em plantas, repeticdes AT/TA e GA/CT sao mais comuns do que repeticdes CA/GT
(Stallings, 1992; Lagercrantz et al., 1993). Por outro lado as repeti¢des do tipo CA/GT sao
as mais comuns em Drosophila melanogaster (Schug et al., 1998). Os procariotos t€ém
poucos microssatélites quando comparados com o genoma de eucariotos € possuem
repeti¢cdes do tipo poly A/T em sua maioria, seguidas das repeti¢des AT/TA (Belkun et al.,
1998; Gur-Arie et al., 2000).
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Os microssatélites sao utilizados como marcadores moleculares devido ao alto nivel
de polimorfismo encontrado em seus locos (Litt & Luty, 1989; Weber & May, 1989;
Tautz, 1989), o que proporciona sua utilizacdo em diversos tipos de estudos populacionais,
permitindo analisar desde individuos até espécies proximamente relacionadas (Brown et
al., 1996). E isto ¢ possivel devido ao fato que as regides flanqueadoras complementares
aos primers sdo freqlientemente conservadas dentro da mesma espécie ou entre espécies de
géneros correlatos, ainda que as regides microssatélites estejam sujeitas a alta taxas de
muta¢do (Hopkins et al., 1999).

O “deslizamento” da DNA polimerase durante a replicagdo do DNA ¢ tido como a
principal causa da variacdo no niimero de repeti¢des nesses locos, como foi demonstrado in
vitro por Sclétterer ¢ Tautz (1992), caracterizando a alta taxa de mutagdo (107 a 10°
eventos por locos por geragao) destas regides repetidas quando comparadas com as regides
codificantes. Alguns destes erros sdo corrigidos pela atividade das exonucleases que
revisam e reparam o DNA, mas outros escapam de serem corrigidos, tornando-se
mutagdes, por exemplo, as repeticdes CTG/CAG ou CGG/CCG podem formar estruturas
secundarias denominadas de hairpin, impedindo o reparo do DNA em leveduras (Moore et
al., 1999). Os diferentes nimeros de repeticdes caracterizam os diferentes alelos que
podem ser detectados em gel de eletroforese utilizando-se poliacrilamida ou agarose

especial de alta resolucao (Figura 10).

Fn‘a replicada +1 n

Fita Molde

Fita Molde

repetigoes
TCC | microssatélites

Fita de DNA

Figura 10. Modelo do processo de mutacdo do loco microssatélite. Na figura, o DNA ¢ representado pela
linha azul, repeti¢des microssatélites sdo os blocos azuis claros e as setas indicam a replicacdo do DNA da

fita molde.
Adaptado: Eisen, J.1999
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Marcadores microssatélites sdao tipicamente de natureza co-dominante, possuem
alto polimorfismo genético, riqueza de alelos por loco, alta heterozigosidade e o mais
elevado conteudo informativo dentre os marcadores moleculares. Adicionalmente, cada
loco de microssatélite pode ser amplificado por PCR e analisado individualmente ou por
multiplex onde varios locos podem ser amplificados e analisados de uma s6 vez em
sistemas semi-automatizados ou automatizados, caracteristicas estas altamente desejadas

em um marcador molecular (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores microssatélites sao mais simples de usar do que os marcadores
RFLPs ¢ diferentemente destes, requerem pouca quantidade (nanogramas) e qualidade de
DNA. Possuem ainda a vantagem de serem trocados entre pesquisadores ou centros de
pesquisa, pois cada loco ¢ definido por um par de seqiiéncias de primer, mantendo o
mesmo resultado, independente de onde o pesquisador esteja trabalhando. Ensaios com
microssatélites sdo mais robustos do que RAPDs, e mais transferiveis do que AFLPs.
Quando comparados com os outros marcadores, RFLP; RAPD e AFLP, os microssatélites
apresentaram o mais alto contetido informativo, revelando a média minima de 0,60 de
heterozigosidade dos locos das espécies estudadas (Powell et al. 1996a; Powell et al.
1996b). A grande limitagdo do uso em larga escala de marcadores microssatélites é a
obtengdo dos primers especificos, pois requer trabalho intenso no desenvolvimento e o

custo inicial € elevado (Rafalski & Tingey, 1993; Brown ef al, 1996).

Os marcadores microssatélites podem ser usados para toda e qualquer populacio
segregante, em estudos de ligacdo e mapeamento genético, principalmente quando co-
utilizados com AFLPs, produzindo mapas genéticos muito detalhados (Wenburg et al.,
1996; Stephenson et al., 1998). O marcador microssatélite devido a habilidade de revelar
alta diversidade de alelos por loco ¢ usado em genotipagem de individuos (Cregan et al.,
1994). Devido a natureza co-dominante estes marcadores podem ser usados em estudos de
parentesco e¢ de protecdo e identificacdo de variedades de plantas em bancos de

germoplasma (Lopes et al., 1999; Diwan & Cregan, 1997; Marklund et al., 1994).

Os cinco tipos de marcadores citados anteriormente (Isoenzimas, RFLP, RAPD,
AFLP e SSR) sdo os mais utilizados atualmente no estudo do genoma de plantas, animais e
humanos. Para facilitar a diferenciacdo desses marcadores, a Tabela 5 traz uma breve

analise comparativa entre eles. Entretanto, na literatura existem outros marcadores, que
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muitas vezes apresentam apenas uma pequena modificagdo em relagdo a alguns desses ja

comentados (Tabela 6).

Tabela 5. Analise comparativa entre os marcadores moleculares.

Atributos Isoenzimas RFLPs RAPDs AFLPs Microssatélites
Nivel de Polimorfismo Baixo baixo-alto baixo-alto muito alto  muito alto
Estabilidade ambiental moderada alta alta alta alta
Numero de locos Moderado<50 alto alto alto alto
Expressdo genética co-dominante co-dominante dominante dominante  co-dominante
Numero de alelos por loco 2-5 multialélico 2 2 multialélico
Distribuigdo no genoma regides de varias a0 acaso a0 acaso ao acaso
copia tnica

Acessibilidade tecnologica ~ Muito alta média muito alta média muito baixa
Aplicabilidade rapido, lento,custo rapido, rapido, lento, custo alto
melhoramento custo baixo médio custo baixo  custo baixo

Identificacdo de genodtipos  Baixa alta muito alta muito alta  muito alta
Avaliagao de germoplasma  Média alta alta muito alta  alta
Mapeamento genético Baixa alta alta alta muito alta
Mapeamento Qe Baixa média muito alta ~ muito alta ~ média

regides especificas

Mapeamento comparativo ~ Baixa muito alta baixa baixa alta

Genética de Autdogamas Baixa média alta muito alta ~ muito alta
Genética de Alogamas Média média alta muito alta  muito alta
Analise Filogenética Média muito alta média Alta Média

Adaptado de Gepts, 1993; Ferreira & Grattapaglia, 1995.
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Tabela 6. Descricao sucinta dos demais marcadores existentes na literatura.

TIPO DESCRICAO
AP-PCR Semelhante ao RAPD, constitui-se por amplificagdes ao acaso utilizando primer com 20
Arbi Pri PCR bases, empregando-se temperaturas de anelamento inferiores 8 TM exigida pelo primer.
rourary frimer Caracteristica Dominante, deteccdo em gel de agarose (Welsh & McClelland, 1990).
CAPS Constitui-se da digestdo com enzimas de restricdo de fragmentos polimorficos
Cleaved Amplified amplificados com um primer especifico. Funggo: revelar o polimorfismo presente nos

Polymorphic Sequence

sitios de restri¢do do fragmento. Co-dominante ¢ detec¢do em gel de agarose ou prata.
(Konieczny & Ausubel, 1993).

DAF Mesmo principio que o RAPD, utilizando primer mais curtos (entre 5 a 10 bases). Os
DNA Amplified perfis eletroferéticos dos produtos amplificados sdo extremamente complexos,
Fingerprinting apresentando um grande nimero de bandas. (Caetano-Andlles et al., 1991).
DGGE Visa a deteccdo de fragmentos com polimorfismo na seqiiéncia de bases, apos eletroforese
Differential Gradient em gel de acrilamida contendo um gradiente do produto desnaturante.
Gel Electrophoresis (Myers et al., 1987)
IMA Amplificagdo do DNA gendmico com primers cuja seqiiéncia de bases ¢ constituida de um
Inter Microsatellite motivo repetitivo (geralmente dinucleotideos) seguido de 2 a 6 bases definidas ao acaso.
. ; (Zietkiewicz et al., 1994). Este marcador também ¢ conhecido por Inter-SSR PCR; ISA ou

Amplification IRA.

Fragmento de DNA genomico amplificado por PCR com primers especificos (14 a 20
SCAR . ~ . . . o

. bases). Estes primers sdo definidos apos o conhecimento da seqiiéncia de bases do
Sequence Characterized f Esta técni - i do isol A ido d L d
lified Reeion ragmento. Esta técnica originou-se a partir do isolamento seguido de seqiienciamento de

Amplifie g fragmentos amplificados por RAPD (Paran & Michelmore, 1993).

Analise da conformagao de fragmentos especificamente amplificados, desnaturados e
SSCP migrados em gel de acrilamida. As fitas simples assumirdo uma conformacgao estrutural

. diferente conforma a seqiiéncia de bases que elas apresentam, a qual modificara a

Single Strand

Conformation Profile

STS
Site Tagged Sequence

mobilidade eletroforética da mesma. Através da comparagdo da migracdo da fitas simples
de um mesmo fragmento amplificados em diferentes individuos, ¢ possivel determinar
aqueles que apresentam polimorfismo na seqiiéncia de bases (Orita et al., 1989).

Corresponde a qualquer seqiiéncia gendmica amplificada com primers especificos. (Olso
et al., 1989).

Adaptado: Souza, 2001

1.7 - Aplicacdes de Marcadores no Melhoramento de Plantas.

Os marcadores moleculares facilitam a realizacdo de estudos de genética,

taxonomia e evolug¢do de plantas proporcionando um substancial avango no conhecimento
cientifico. As principais implicacdes deste avanco no conhecimento se refletem no poder,
precisdo e rapidez na manipulacdo da variabilidade genética. De um modo geral, diversas
aplicacdes de marcadores microssatélites em melhoramento genético podem ser
distribuidas em aplicagdes cujos resultados apresentam expectativas de curto, médio e

longo prazo.
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As aplicagdes de curto prazo envolvem, basicamente, a identificacdo e
discriminacado de genotipos. Nas aplicagdes analiticas de médio-longo prazo, os
marcadores permitem quantificar a variabilidade genética existente ao nivel de seqiiéncia
de DNA e correlacioné-la com a expressdo fenotipica em procedimento de mapeamento
genético de QTLs (Tabela 7).

Tabela 7. Principais aplicagdes de metodologias baseadas em marcadores microssatélites no melhoramento
de plantas.

Melhoramento Cléssico

e Aplicacoes de curto prazo:
e Identificagdo de origem parental.
o Identificagdo e protegdo de variedades
e Monitoramento de fecundagdo cruzada e autofecundag¢do em plantas
e Avaliagdo de germoplasma e populagdes de melhoramento.

e Aplicacées de médio a longo prazo.
e  Construcdo de mapas genéticos.
e  Mapeamento genético de QTL (Quantitative Trait Loci).
e Introgressdo de caracteristicas via cruzamento assistido por marcadores

microssatélites.
e  Selecdo durante o desenvolvimento de linhagens enddégamas.
e Selecdo indireta para caracteristicas de dificil avaliagdo
e  Selecdo precoce em culturas perenes
Adaptado: Beckmann, 1991 e Ferreira & Grattapaglia, 1998.

No melhoramento de plantas, o desenvolvimento de mapas genéticos ¢ considerado
uma das aplicagdes de maior impacto, pois possibilita a cobertura completa de genomas; a
decomposicdo de caracteristicas genéticas complexas nos seus componentes Mendelianos
(padroes de distor¢des de segregacdo Mendeliana de segmentos cromossomicos, presenca
de inversoes, translocagdes e duplicagdes de segmentos de DNA); a localizagao das regides
que controlam caracteres de importancia; e a quantificacdo do efeito destas regides na

caracteristica.

Os marcadores microssatélites também sdo utilizados na sele¢do assistida em
programas de retrocuzamento, permitindo com isso a reducao do tempo necessario para a
transferéncia de um gene de interesse de um genotipo doador, com menor adaptagdo, para
um gendtipo elite e adaptado. Tanksley e colaboradores (1989) afirmam que o uso de
marcadores moleculares para acessar e transferir genes de germoplasma exotico para
variedades cultivadas podera vir a ser a contribui¢do mais significativa desta tecnologia no

melhoramento de plantas.
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Uma outra aplicagdo para estes marcadores ¢ a selecdo assistida, que permite
precocemente a selecao indireta de individuos portadores de genes de interesses fortemente
ligados a estes marcadores, possibilita ainda a selecdo de alelos com efeitos positivos
provenientes dos dois ou mais progenitores envolvidos na geracdao da populagdo segregante

(Lande & Thompson, 1990).
1.8 - Marcadores Moleculares em Arachis hypogaea.

O amendoim ¢ uma das poucas espécies que apresentam baixa variabilidade
genética quando detectados por marcadores moleculares como RFLPs, Isoenzimas e
RAPDs (Stalker & Mozingo, 2001). Somente poucos marcadores moleculares tém sido

identificados e ligados a genes de resisténcia (Garcia et al., 1996; Burow et al., 1996).

He e Prakash (1997) foram os primeiros pesquisadores que descreveram as
aplicacdes da tecnologia do AFLP em amendoins. Eles usaram 28 pares de primers para
gerar 111 marcadores AFLP em A. hypogaea. Embora um consideravel nimero de
marcadores AFLP tem sido identificado, substancialmente mais marcadores de DNA sdo
necessarios para saturar o mapa de ligacdo do amendoim e iniciar os estudos genéticos
desta planta (He & Prakash, 1997). Mila e Stalker (dados ndo publicados) relataram que
embora a técnica AFLP tenha se mostrado bastante polimoérfica para a grande maioria das

espécies de plantas estudadas, em amendoins a mesma variagao nao foi detectada.

Os microssatélites sdo descritos como mais variaveis do que RFLPs ou RAPDs, e
tem sido largamente utilizados em estudos de genoma de plantas (Tanaka et al, 1999).
Hopkins e colaboradores (1999) relataram seis microssatélites polimorficos em A.
hypogaea com o numero de alelos por loco variando entre 5 a 14. Em trabalho recente, He
e colaboradores (2003) utilizando a metodologia de biblioteca gendmica enriquecida para
trés diferentes dinucleotideos, AT, GT e GA, além das enzimas de restricao Hindlll e Msel
para a fragmentacdo do DNA gendmico total, isolaram e desenharam pares de primers para
56 diferentes microssatélites, sendo que 19 mostraram-se polimorficos dentro dos
gendtipos estudados. Embora os microssatélites estejam presentes no amendoim, estas
repeticdes ndo tem sido totalmente identificadas, desenvolvidas ou utilizadas, e as
informagdes detalhadas com relagdo a abundancia de microssatélites ainda permanecem

em branco (Hopkins et al. 1999; Stalker & Mozingo, 2001).
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O desenvolvimento de marcadores SSRs envolve o conhecimento das seqiiéncias
unicas adjacentes a regido contendo as repetigdes em tandem, para que seja possivel
designar um loco especifico. A identificacdo de novos locos SSR pode ser iniciada com a
procura de seqiiéncias conhecidas em bancos de dados publicos (GenBank) ou através da
identificacdo de clones que contenham locos microssatélites gerados a partir de bibliotecas
gendmicas. Brown e colaboradores (1996) confrontaram as trés metodologias utilizadas
para a identificagdo de marcadores SSR em plantas: (i) bancos de dados publicos, (ii)
amplificacdo com primers de espécies relacionadas e (iii) sele¢do por biblioteca gendmica.
O banco de dados foi avaliado como o de menor custo em termos de tempo e recursos para

obtenc¢ao de novos locos microssatélites, mas apresenta uma fonte limitada de dados.

Com relagdo a transferibilidade de primers SSR entre espécies relacionadas ¢ dificil
de predizer. A distdncia taxondmica das espécies de interesse € a conservagdo das
respectivas seqiiéncias flanqueadoras sdo determinantes para amplificar uma determinada
regido (Brown et al., 1996). Além disso, as condi¢des de reacdo precisam ser otimizadas e
os produtos seqiienciados ou hibridizados com sondas especificas para verificar quanto a
presenga da regido de seqiiéncia repetida (Westman & Kresovich, 1998). A selecdo a partir
de uma biblioteca genémica, apesar do esfor¢o e do custo inicial, pode ser a melhor opgao

para o isolamento de novos locos microssatélites (Maguire, 2001).

A busca ao acaso por regides repetidas oriundas de uma biblioteca gendmica total
sem enriquecimento, provou ser um método ineficiente quando comparadas bibliotecas
enriquecidas ou com outras técnicas de selecdo (Brown et al., 1996). Aproximadamente
apenas 0,2% dos clones de biblioteca hibridizaram com uma sonda de microssatélite. Apos
o seqlienciamento, 70% dos clones seqiienciados ndo puderam ser utilizados para desenhar
0s primers por apresentarem problemas especificos, tais como: auséncia de microssatélites
devido a ocorréncia de hibridizagdo inespecifica; falta de espago para o desenho dos
primers nas regioes flanqueadoras; ou apresentavam regides com poucas repeti¢des. Dos
30% restantes selecionados, 65% deles ndo apresentaram produtos polimorficos na espécie

da planta usada no teste.
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1.9 - A Bioinformatica como Ferramenta.

A bioinformatica ¢ ainda considerada uma recente subdivisao da biotecnologia e
representa o ‘“‘casamento” da biotecnologia com a informdatica. De modo simples, a
bioinformatica consiste no depdsito e andlise de seqiliéncias genéticas em bancos de dados
e conseqiiente manipulacdo e andlise destas seqiiéncias com a utilizacdo de softwares

especificos (Baxevanis, 2001).

A primeira base de dados de biologia molecular parece ter surgido por volta de
1960, quando Dayhoff e colaboradores construiram um catalogo contendo todas as
seqiiéncias de proteinas conhecidas até a data. Essas seqiiéncias foram publicadas num

livro chamado “Atlas of Protein Sequences and Structure”, de 1965 (Baxevanis, 2001).

Com o advento do seqiienciamento do DNA e, principalmente, a partir da década
de 1990, do seqiienciamento em larga escala, como os projetos genomas, foi necessaria a
construcdo de bancos de dados mais robustos para abrigar a explosdo no numero de
seqiiéncias obtidas pelos pesquisadores (Bairoch & Apweiler, 2002). O estabelecimento de
bancos de dados publicos possibilitou que os cientistas tenham acesso a informagado
proveniente de outros laboratdérios e que troquem e compartilhem seqiiéncias genéticas
(Wheeller et al., 2002). Todos os dias novas seqiliéncias sao depositadas no banco de dados
pubicos do NCBI (National Center for Biotechnology Information), o chamado GenBank
(Figura 11).

Dessa forma foi criada uma instituicdo com colaboracao internacional para montar
um banco de dados primarios de seqiiéncias de nucleotideos chamada de INSDC
(International Nucleotide Sequence Database Colaboration). Essa instituigdo contém o
NCBI, o EMBL (European Molecular Biology Laboratory) e o DDJB (DNA Data Bank of
Japan) (Tateno et al., 2002). Cada um desses centros possibilita a submissao individual de
seqiiéncias de DNA e trocam informagdes entre si diariamente, sendo que todos os trés
possuem informagdes atualizadas de todas as seqiiéncias disponiveis para os pesquisadores

(Stoesser et al., 2002).
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Figura 11. Crescimento exponencial do numero de seqiiéncias contidas no GenBank ao longo das duas
ultimas décadas.
Adaptado da fonte eletronica: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Genbank/genbankstats.html>

Softwares para andlises de seqiiéncias primarias foram desenvolvidos para
solucionar problemas comuns ocasionados pela incorreta leitura dos dados gerados pelos
equipamentos utilizado nos seqiienciamentos durante a geragcdo de dados. Este processo de
analise de dados ¢ chamado base calling, que consiste na interpretagdo dos dados brutos
associados as bases A, C, G, T, em cada posi¢do, ¢ a designacdo de uma pontuacao
correspondente & qualidade, de forma a refletir uma probabilidade estatistica que indica se
a base call esta correta. As pontuacgdes resultantes da andlise fornecem de maneira segura a
possibilidade de monitorar a qualidade dos dados brutos e de detectar a sobreposi¢ao entre
as seqiiéncias lidas (Gibas & JambecK, 2001; Green, 2001). Em adi¢do a este processo,
existem outros programas que inspecionam e conferem um valor numérico qualitativo apos
0 base call, o mais conhecido ¢ o programa Phred (Ewing ef al., 1998) com exce¢do dos

trinucleotideos

1.9.1 - Processamento de Cromatogramas de Seqiiéncias Definitivas.

A verificacdo das seqiiéncias ¢ uma das etapas fundamentais no processamento de
dados, pois neste momento sdo verificados nao sé redundancia das seqiiéncias depositadas,

como também as corretas sobreposicoes, facilitando a etapa de edicao de nucleotideos
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duvidosos seja devido a ma qualidade por contaminantes ou por erros de amplificagdo na
PCR. As sobreposigdes auxiliam ndo somente na visualizagdo como facilitam a
compreensdo das seqiiéncias, principalmente quando se ha necessidade de ressequencia-las

varias vezes em ambos os sentidos (forward e reverse).

Existem vérios programas disponiveis que comparam as seqiiéncias entre si de
forma a encontrar quais delas sdo idénticas ou contém regides parecidas o suficiente para
que sejam reunidas em uma so. As seqiliéncias que foram sobrepostas pelo programa, ou
seja, tiveram similaridade entre si, recebem o nome de contigs, e a seqiiéncia resultante
destas sobreposicdes ¢ chamada de consensus. Os varios programas disponiveis
desempenham fungdes similares, os mais populares sao o Phrap (Green, 1999), o GAP —
(Genome Assembly Program) (Bonfield et al., 1995) e o CAP3 (Sequence Assembly
Program) (Huang & Madan, 1999). Estes programas sdo dotados de padrdes de seguranca
calculados de forma a fornecer critérios objetivos para a subseqiiente finalizacdo de

seqliéncias (Green, 2001).

Virios pacotes de softwares existem hoje disponiveis no mercado da bioinformética
para os pesquisadores, disponibilizando dentro deles ndo somente os programas de
processamento de dados eg. Phrap e CAP3, mas outros com fungdes distintas e de similar
importancia. Estes pacotes apresentam quase todas as mesmas fungdes, diferenciando na
presenca ou auséncia de alguns programas especificos, na interface com o usuario ou no
preco do produto; Sequencher'™ (Genes Codes Corporation), Consed (freeware) e Staden

Package (freeware) sdo exemplos de alguns dos produtos disponiveis.

1.9.2 - Software Staden Package

Com a finalidade de reunir em um Unico pacote varios programas interativos,
Staden e colaboradores desenvolveram o software denominado Staden. O foco principal
deste programa foi o de melhorar o processamento de dados de projetos em larga
escala,como os genomas, adicionando em um Unico pacote, componentes de analise

avancadas e interativas como: Pregap 4; Gap 4, Prefinish e Spin.
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O pregap 4 tem como fungao processar os dados “cru” do seqiienciamentos antes de
serem analisados pelo gap 4. A seqiiéncias passam por varios mdodulos, como a analise de
qualidade; identificacdo de regides contaminantes de vetor; cortes de vetores (cloning
vector clipping), e conversao de formatos de dados (frace format conversion). O pregap 4
prové uma interface que permite montar e configurar cada modulo individualmente,

processando-os todos juntos automaticamente ao final do programa (Figura 12)

A interface gap 4 tem como fungdes principais a de gerar contigs, realizar a
inspegdo visual e editar as seqiiéncias de bases duvidosas (Figura 13 A a D). Modulos
especificos como assembly independently (permite a sobreposicdo de seqiiéncias novas
com as ja existentes no banco de dados, porém sem uni-las), find internal join (compara
todos os contigs que estdo presentes na base de dados e as provaveis sobreposigdes siao
visualizados em um gréfico, onde serd permitindo juntar, editar os contigs redundantes ou
rejeitd-los) (Figura 14 A a D), tags (permite acrescentar comentarios e cores especificas a
determinadas bases ou a toda uma seqiiéncia), Disassemble Readings and Break Contig
(erros de sobreposicdes podem ser corrigidos através da retirada do contig do banco de
dados ou da regido de leitura) entre outros, fazem parte desta interface que podem auxiliar

de uma forma mais rapida a completar o projeto do seqlienciamento.

= Pregap4 version 1.3

File Modules Information source  Options  Help
Files to Process b Configure Modules \ Textual Output \ul
| General Configuration ok s’ Savs these parameters ‘
[x] Phred ok
Get entry names from trace files
[x] Estimate Base Accuracies ok * Ma
[x] Trace Format Conversion ok £ Ves
[x] Initialise Experimemt Files -
[#] Augment Experiment Files ok
[x] Ouality Clip ok
[x] SequencingVector Clip ok
[x] Cross_match edit
[x] Screen For Unclipped Vector ok
[x] Cloning Vector Clip edit 2
Run Help on module

Figura 12. Pregap 4, interativo e configuravel. Programas como Phred (analise de qualidade) e Cross-Match
(identifica regides contaminantes de vetor) trabalham na mesma interface.
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Figura 13. (A) Janela principal do gap4, contem informagdes sobre as seqiiéncias depositadas, por exemplo, os
numeros de contigs, templates e vetores. No topo estdo organizados varios icones que quando abertos mostram
os varios modulos de trabalho. (B) — Contig selector ¢ um dos varios modulos interativos existentes dentro do
gap4, permitindo uma rapida visualizac¢ao de todos os contigs existentes no banco de dados, além de mostrar as
posicdes tags com cores especificas. (C) — O contig editor, para edigdo das seqiiéncias e (D) Eletroferograma
das seqiiéncias apresentadas no contig editor. 31
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Figura 14. (A) Esta interface permite verificar a redundincia das seqiiéncias depositadas através do
cruzamento dos dados. O resultado ¢ exposto em forma de grafico (X;Y), sendo as seqiiéncias consideradas
homologas (total ou parcial) representadas por um trago diagonal. (B) Emite informagdes sobre a provavel
homologia selecionada em (A). (C) Sobreposi¢do das seqiiéncias consideradas homoélogas. (D) Verificagdo
dos cromatogramas das seqiiéncias.
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O Software Staden Package por ser gratuito pode ser adquirido diretamente do site.
O uso inicial do programa requer alguns conhecimentos basicos na area de bioinformaética,
principalmente porque ele ndo ¢ auto-instrutivo. O pacote completo, além de ter os
programas ja citados, apresenta um manual do usuério, além de um curso passo-a passo
para o mdédulo Gap4 usando como referéncia seqiiéncias pré-definidas adquiridas ao baixar

o programa da internet.
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2 - Justificativa

Este trabalho ¢ parte de um projeto geral de busca de genes de resisténcia e
producdo de um mapa genético em Arachis, que envolve a Universidade catdlica de
Brasilia (UCB); Embrapa recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN); Instituto de
Botanica Del Nordeste (Argentina); John Innes Centre (Inglaterra); Universidade de
Aarhus (Dinamarca) e Unesp-Botucatu. Para deste trabalho foi proposto o
desenvolvimento de marcadores microssatélites a partir de uma biblioteca gendmica
enriquecida para o dinucleotideos AG/TC do genoma de Arachis hypogaea, espécie
cultivada caracterizada por sua susceptibilidade a uma grande variedade de pragas e
doengas. Apds a conclusdo de todas as etapas do trabalho, os primers marcadores
microssatélites contribuirdo para o desenvolvimento de um mapa genético informativo,

onde genes de interesse poderdo ser identificados e mapeados.

O trabalho Desenvolvimento de Marcadores Microssatélites (SSR) em Arachis
hypogaea foi financiado pela Universidade catdlica de Brasilia, Comunidade Européia e

por uma parceria entre a Embrapa e o Banco Mundial (Prodetab).
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3 - Objetivo

> O presente trabalho visa o desenvolvimento de marcadores microssatélites a partir
de bibliotecas gendmicas enriquecidas para dinucleotideos AG/TC em Arachis

hypogaea para futuro mapeamento genético desta espécie.
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4 - Materiais

4.1 - Produtos Quimicos, Enzimas e Kits.

Produtos Fornecedor
Agar Merck, Darmstadt (Germany)
Agarose Gibco BRL, Gaithersburg (USA)

Alcool Isoamilico

Ampicilina

Azul de Bromofenol

Biotina 16ddUTP

Brometo de Etidio

BSA V (Bovine Serum Albumin Fraction V)
B-Mercaptoethanol

Contas Magnéticas - Dynabeads”Streptavidin
Cloroformio

CTAB

DNA-Oligonucleotideos

dNTPs

DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit

EDTA
Enzimas de Restricdo:
Mse 1
Sau 3AI
Tsp 509 1
Ethanol
Extrato de levedura
Ficoll Tp 400
Glicerol
IPTG
Isopropanol

kit de hibridizagdo—RPN 3540/RPN 3541

Genes Images Randon Primer Labelling Module

Merck, Darmstadt (Germany)
USB, Ohio (USA)

Gibco BRL, Gaithersburg (USA)
Gibco BRL, Gaithersburg (USA)
USB, Ohio (USA)

Sigma

Merck, Darmstadt (Germany)
Dynal, Oslo, Norway

Merck, Darmstadt (Germany)
USB, Ohio (USA)

Gibco BRL, Gaithersburg (USA)
USB, Ohio (USA)

Amersham Pharmacia Biotech (UK)

USB, Ohio (USA)

Amersham Pharmacia Biotech (UK)
Amersham Pharmacia Biotech (UK)
New England, Biolabs

Merck, Darmstadt (Germany)
Merck, Darmstadt (Germany)
Gibco BRL, Gaithersburg (USA)
Gibco BRL, Gaithersburg (USA)
USB, Ohio (USA)

Merck, Darmstadt (Germany)

Amersham Pharmacia Biotech
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Fonte / Referéncia

kit de detec¢ao-RPN 3510/RPN 3511
Genes Images CDP-Star Detection

Meio LB
Membrana de nailon -Hybond N*
Padrao para gel de eletroforese:

1 Kb Plus

100 bp Ladder

DNA Fago A

Papel filtro
Proteinase K
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick Spin PCR Purification Kit
RNAse
SDS
T4-DNA-Ligase
Tag-DNA-Polymerase
Terminal Transferase—TdT
Tetraciclina
Tris
Tryptona
TWEEN" 20
X-Gal

Xileno Cianol

Amersham Pharmacia Biotech

USB, Ohio (USA)
USB, Ohio (USA)

USB, Ohio (USA)

Gibco BRL, Gaithersburg (USA
Invitrogen

Watman™ 3MM

USB, Ohio (USA)

QIAGEN, Chatsworth (USA)
QIAGEN, Chatsworth (USA)

USB, Ohio (USA)

Gibco BRL, Gaithersburg (USA)
Amersham Pharmacia Biotech (UK)
Gibco BRL, Gaithersburg (USA)
Amersham Pharmacia Biotech (UK)
USB, Ohio (USA)

USB, Ohio (USA)

Q-Biogene

USB, Ohio (USA)

USB, Ohio (USA)

Gibco BRL, Gaithersburg (USA)
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4.2 - Plasmidio, Oligonucleotideos e Bactérias.

4.2.1 - Vetor de Clonagem

Plasmidio Tamanho Qualidades Fornecedor
pGEM®-T 3.000 pb Cloning PCR Produts, Amp", Promega (USA)
T7/SP6/M13 promoters

-+ O vetor pGEM-T ¢ a forma commercial do pGem5zfm cortado com EcoRV, com
single Ts adicionado no 3’ends. (Figura 15)

Xmn | 19m
- Nag |
Scal 1875 — % og92
/ ‘\\( 17
M ori N 1 1 start
b Apa | 14
Aat | 20
Sph | 26
, BstZ | 31
PGEM®-T lacZ Ncol 37
Vector T 1 Sac | 46
(3000bp)

Spe | 55
Natl 62
BsiZ | 62
Pstl 73
Sall 75
Nde | g2
. Sac | 94
orl BstX | (103
Nsi | 112
126

T sps

Figura 15. Representagdo do vetor de clonagem. pGEM-T. Ori = origem de replicacdo; Lac Z = a-peptideo -
regido codificadora da enzima B-galoctosidade; T7 e SP6 = promotores da RNA polymerase que flanqueiam
uma regido multipla de clonagem; T = local de inser¢do da molécula de DNA exdgena; f1 ori = regido fl
fago; Amp'= gene que confere resisténcia a ampicilina.

Adapatado:Manual técnico- pGEM-T e pGEM-T Easy vector systems- Promega.

4.2.2 - Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos foram sintetizados pela Invitrogen (USA). As seqiiéncias de
oligonucleotideos utilizadas nos protocolos de Constru¢do de Biblioteca Gendmica
Enriquecida —SSR e Selecdo e Seqiienciamento dos Clones Positivos - SSR estdo descritas

na tabela 8.
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Tabela 8. Seqiiéncias de oligonucleotideos usados nos protocolos de construgdo e seqiienciamento de
bibliotecas gendmicas.

Oligonucleotideos Mer Seqiiéncias

SA Sau 21 5" CAGCCT AGA GCCGAATTCACC 3

LA Sau 25 5" pGAT CGG TGA ATT CGG CTC TAGGCT G ¥’
AG3 26 5 AGA GAG AGA GAG AGA GAG AGA GAG AG ¥’

T7 promoter/primer 23  5° TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GA3*
Sp6 promoter/primer 24 5> CAT ACG ATT TAG GTG ACA CTA TAG 3’

4.2.3 - Isolado Bacteriano

Escherichia coli

Linhagem
XL1-Blue supE44 hsdR17 rec A1 end A1 gyrA46 thi relA1  (Stratagene, UK)
lac [F" proAB™ lac? lacZ AM15 Tnl10 (tet")]

4.2.3.1 - Meios de Cultura

e Meio Luria Bertani (LB) -Tabela 9

Tabela 9. Composi¢do do meio LB para crescimento de bactéria.

Componentes Concentracdes
Triptona 1,0 %
Extrato de levedura 0,5 %
NaCl 1.0 %

Fonte: Miller, 1972.

O pH do meio foi ajustado para 7,5 com 0,1N NaOH e autoclavado por 20 minutos
a 121°C. Para o meio solido, foi acrescentado 1,8% agar (p/v) ao meio LB liquido antes da

autoclavagem.
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e Meio SOC e Meio SOB — Tabela 10

Tabela 10. Composi¢do do meio SOC para crescimento de bactéria.

Componentes Concentragoes
Triptona 2,0%

Extrato de levedura 0,5 %

NaCl 10,0 mM
KCl 2,5 mM
MgCl2 10,0 mM
MgSO4 10,0 mM
Glicose 20.0 mM

Fonte: Hanahan, 1983.

Os trés primeiros componentes foram dissolvidos e o pH ajustado para 7.0 . O meio
foi autoclavado durante 20 minutos a 121°C, e no momento de sua utilizacdo, foram
adicionadas a ele as demais solu¢des previamente filtradas.

O meio SOB ¢ idéntico ao meio SOC, exceto pela auséncia da glicose em sua

composi¢ao.
e Meio Terrific (TB) — Tabela 11

Tabela 11. Composi¢do do meio TB para crescimento de bactéria.

Componentes Concentracdes
Triptona 1,2%
Extrato de levedura 2,4%
Glicerol 0,4%
KH2PO4 0, 17 mM
KoHPO4 0,17 mM

Fonte: Tartof & Hobbs, 1987

Os trés primeiros componentes foram dissolvidos e autoclavados durante 20

minutos a 121°C, sendo as demais solugdes filtradas adicionadas no momento do uso.
4.2.3.2- Antibiotico- Meio LB e LB-agar.

Ampicilina 10,0 pgmL™
Tetraciclina 12,5 pgmL™

Os antibidticos foram adicionados ao meio apos ser autoclavado e resfriado entre

55 e 60°C (Sambrook et. al., 2001).
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4.3 - Condigoes de Cultivo para Bactéria.

4.3.1 - E. coli XL1-Blue.

As bactérias foram cultivadas em meio liquido SOB (2.3.2), para a etapa de
preparacdo de bactérias eletrocompetentes (2.3.3.2), contendo o antibidtico tetraciclina,
com incubagdo a 37°C sob agitacdo constante de 250 rpm por 16 horas.

Para o crescimento bacteriano, as estirpes de E. coli foram cultivadas em meio LB
liquido ou s6lido, contendo ampicilina a 37°C com ou sem agita¢do respectivamente, por

cerca de 16 horas.

4.4 - Solucoes
¢ 2X CTAB

2,0% CTAB; 1,4M NaCl; 20mM EDTA; 100mM Tris-Cl pH 8,0; 1,0% PVP
¢ Proteinase-K

2,0% Proteinase K
e Tampao de Extracdo de DNA - 2X CTAB

0,2% B-mercaptoetanol; 0,05% Proteinase-K em 2X CTAB.
¢ 2M NaCl

11,69% NaCl
e Tampao TE, pH 8.0

10mM Tris-HCI, 1mM EDTA
e Solucdo de ressuspensdao do DNA (3.1)

Tampio TE, pH 8.0 com 10ugmL" de RNAse
¢ 10X TBE

10,8% Tris Base; 5,5% Acido Bérico; 0,01M EDTA pH 8.0
e Tampao de carregamento 6X

0,25% Azul de Bromofenol, 0,25% Xileno Cianol, 30% Ficoll Tp 400
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e SM EDTA pH 8.0
18,61% EDTA , ajustar pH
e Tampao NET (2.4.3.1)
0,15M NaCl; 0,1mM EDTA; 20mM Tris-CI pH 8.0
e Tampao HS-NET (2.4.3.1)
IM NaCl, 0,1mM EDTA, 20mM Tris-CL pH 8.0
e B&W
10mM Tris-Cl pH 7.5; ImM EDTA, 2mM NaCl
¢ 20X SSPE
3M NacCl; 0,2M NaH,P04.H,0; 0,02M EDTA; ajustar pH 7.4
¢ Solugao Desnaturante
0,5M NaOH; 1,5M NaCl
¢ Solugao Neutralizante
0,5M Tris-Cl pH 8.0; 1,5M NaCl
¢ 20X SSC
3M NaCl; 0,3M Citrato de Sodio; ajustar pH 7.0
¢ Solucao de Hibridizacao

5X SSC; 0,1% SDS; 5% Dextran Sulfato; 1:20 liquid Blocking (Kit de
Hibridizagdo, provido por Genes Images Random Primer Labeling Module,

Amersham Pharmacia)
¢ Solucdo de Lavagem 1
1X SSC; 0,1% SDS
¢ Solucdo de Lavagem 2

0,5X SSC; 0,1% SDS
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e Tampao A

100mM Tris-Cl; 300mM NaCl; 1:10 liguid blocking (Kit de Detecgao, provido por

Genes Images CDP-Star Detection Module, Amersham Pharmacia)
¢ Solucao de Lavagem 3

0,3% Tween™20 em Tampdo A
e GET

0,92% glicose (filtrada); 10 mM EDTA pH 8.0; 26 mM Tris-Cl pH 7.4
e Solucao 2 (Extragao do DNA plasmidial)

0,2M NaOH; 1% SDS
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5 - Metodologia

5.1 - Extracgao e Quantificagio do DNA Genomico Total de Arachis hypogaea.

Para a extragdo do DNA total, foi utilizado tecido foliar A. hypogaea do banco de
germoplasma da Embrapa-Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). A extracao
foi feita de acordo com o protocolo de Doyle & Doyle (1987), utilizando 75 mg de amostra
por tubo (1,5 mL) para a extragdo do DNA gendmico total. Para o rompimento das paredes
e membranas celulares do tecido, foi utilizado o nitrogénio liquido e um bastao de vidro
pontiagudo. Ao tecido macerado foram adicionados 700 pL de Tampao de Extracdo de
DNA previamente aquecido a 65°C. Apds a completa ressuspensdo das amostras na
solucdo, iniciou-se a etapa da incubagdo por 1 hora a 65°C em banho-maria, com leve
agitacdo a cada 10 minutos. As amostras foram entdo levadas para a capela de exaustio
para a retirada da fase organica das amostras. Dois sucessivos processos de extracao
organica foram realizados com a adi¢ao de 600 puL de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico
24:1). Os tubos foram agitados durante 5 minutos e centrifugados a de 12.000 rpm por 10
minutos. Em seguida, os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos. Os acidos
nucléicos foram precipitados com a adigao de 500 uL de isopropanol absoluto e incubado a
-20°C por 1 hora. Os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 8 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado duas vezes com etanol 70% (+1 mL) por 5
minutos, descartando-se o sobrenadante. Em seguida foram adicionados 500 pL de 2 M
NaCl e incubados a 65°C por 1 hora. Ap6s a completa ressuspensao do pellet, os tubos
foram gentilmente agitados e incubados a 4°C por 45 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 2.000 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes foram transferidos para
novos tubos. Foram acrescentados ao sobrenadante 350 pl. de isopropanol absoluto,
precipitando o DNA novamente. Os tubos foram incubados a -20°C por 1 hora e
centrifugados a 12.000 rpm por 8 minutos. Foram feitas duas lavagens com etanol 70% por
10 minutos e uma lavagem com etanol absoluto (gelado) por 3 minutos. Apds o descarte
dos sobrenadantes, os pellets foram colocados para secar no fluxo laminar por duas horas e

entdo ressuspensos em 30 pL de solugcdo de ressuspensdo do DNA. A quantificacdo do
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DNA extraido foi feita em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (2.4.3) sendo

utilizado o DNA de fago lambda de concentragdao conhecida como padrao de comparagao.

5.2 - Sele¢ao da Enzima para Digestao Total do DNA Genémico.

Para a selecdo da enzima de restricao, 250 ng de DNA foram digeridas por 12 horas
com trés enzimas diferentes: Mse I, Sau 3Al e Tsp 509 1, de acordo com o protocolo de
cada fabricante. Os fragmentos da digestao foram visualizados por eletroforese em gel de

agarose 1,0 % corado com brometo de etidio (1,5 pg.mL™).

Para a digestdo total, foram utilizados 30 pg de DNA genomico; 7 unidades da
enzima Sau 3Al e 1X buffer H (10 mM Tris-HCI pH 7.5; 7 mM MgCl, e 100 mM NaCl),

sendo em seguida a solugdo incubada por 12 horas a 37°C.

5.3 - Gel de Agarose para Eletroforese Horizontal.

A visualizacdo dos fragmentos de DNA foram feitos em eletroforese com gel de

agarose (1 e 1,5%).

Tabela 12. Composi¢do do gel de agarose para eletroforese horizontal.

Componentes Concentracdes
Agarose 1% ou 1,5%
TBE 1X
Brometo de etidio 1,5pg.mL"

Foi adicionado a agarose (1% ou 1,5%) em 1X TBE e fundidos em microondas.
Deixou-se esfriar até¢ aproximadamente 60°C, adicionando-se em seguida o brometo de
etidio. Foi vertido ainda quente em uma cuba de mini-gel (Gibco BRL, Gaithersburg,
USA) com o pente posicionado e deixado solidificar por aproximadamente 20 minutos, a
temperatura ambiente. ApoOs este periodo, as amostras de DNA com tampdo de
carregamento foram aplicados. Foi aplicado no mesmo gel um marcador de peso molecular
(1 Kb Plus - ou 100 ng A fago), em seguida foi feito o DNA migrar por eletroforese. O

DNA foi visualizado com trans-iluminador com luz ultravioleta/366 nm.
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5.3.1 - Elui¢ao dos Fragmentos de DNA em Gel de Agarose.

O DNA digerido foi aplicado no gel de agarose 1,5%, para que os fragmentos entre
200 a 950 pb fossem recuperados em uma membrana de nitrocelulose (DEAE—Celulose
NA-45) previamente cortada (5,0 cm x 1,0 cm) e hidratada: 1* etapa foi a de submersdo da
membrana ja cortada em uma solu¢do 10 mM EDTA, pH 7.6 por 10 minutos e em seguida,
em uma solucao 0,5 M EDTA por mais 10 minutos. Na 2% etapa, a membrana foi lavada
oito vezes com HyOyiqest €stéril e estocada até o momento do seu uso em HyOp;gest €Stéril a
4°C. Apo6s estes procedimentos, a eletroforese foi iniciada nas seguintes condigdes:
amperagem 50 mA e voltagem 70 KV. Ap6s 25 minutos, a corrida foi interrompida e o gel
rapidamente visualizado no trans-iluminador. Um corte no gel na amplitude dos
fragmentos desejados (200 e 950 pb) foi feito com uma ldmina de bisturi, a membrana
hidratada foi ajustada no corte do gel e a eletroforese reiniciada. Apos 30 minutos de
eletroforese, verificou-se que os fragmentos desejados haviam sido absorvidos pela

membrana, iniciando a etapa de eluicdo do DNA.

A membrana foi retirada do gel e lavada com o tampao NET, sendo em seguida
cortada em pedagos pequenos e acondicionada em um tubo (1,5mL). Foi adicionado ao
tubo 500uL de tampao HS-NET, sendo entdo incubado a 65°C por 1 hora. Em seguida, a
solucdo foi recuperada em um novo tubo (1,5 mL) e adicionado 1,5 mL de etanol absoluto
para precipitar o DNA a -20°C por 12 horas. O tubo foi centrifugado a 12.000 rpm por 15
minutos, o sobrenadante descartado e o pellet lavado com etanol 70% e em seguida
deixado secar por 30 minutos no fluxo laminar. O pellet foi ressuspenso em 30uL de dgua

e em seguida quantificado (Figura 16).
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Figura 16. Captura e eluigdo do DNA, clivado por enzimas de restri¢do, em membrana de nitrocelulose.

5.4 - Construcao de Biblioteca Gendomica Enriquecida/ Ligacao aos Adaptadores.

A biblioteca gendémica foi construida seguindo os protocolos de Rafalski et al.

(1996); Taramino & Tingey, (1996); White & Powell, (1997); Brondani et al, (1998).

Dos 30 pg do DNA digeridos aplicados no gel de agarose, cerca de 16,6% (5ug)
continham o tamanho dos fragmentos desejados (200 a 950 pb) e foram recuperados pela
membrana. Estes fragmentos foram entdo precipitados com a adicdo de 50uL de 3 M
acetato de sédio e 950 pL de etanol absoluto para cada 500 pL. de amostra, em seguida
lavados com etanol 70% e ressuspensos 50 pL. de HyOpigest. Os fragmentos foram ligados
com T4 DNA ligase (12°C, 16 horas) aos adaptadores (previamente preparados: 80 uL SA
Sau-500 uM; 80 uL LA Sau-500 uM; 40 uL TE; 0,1 M NacCl, aquecidos por 15 minutos a
65°C, resfriados por 2 horas em temperatura ambiente e estocados a 4°C.) com
extremidades coesivas (CATG) as geradas pela enzima Sau 3Al (os adaptadores

consistiam de SA Sau 21 mer: 5’-CAG CCT AGA GCC GAA TTC ACC 3’ e LA Sau 25
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mer: 5’-pGAT CGG TGA ATT CGG CTC TAG GCT G 3’). Na reagdo de marcagdo da
sonda de oligonucleotideos (AG);3 com biotina 16ddUTP, foi utilizado 200 uM de sonda;
1X de Tampao Terminal Transferase (20 mM Tris-Acetato, 50 mM acetato de potassio pH
7.9); 96 unidades de Terminal Transferase-TdT (24 U],LL'I); 2 pL de biotina 16ddUTP; 28
L de HyOpigest estéril em 40 uL de volume total. A reacdo foi incubada a 37°C por 30
minutos, posteriormente neutralizada com 4 pL de 0,5 M EDTA, e precipitada com etanol
absoluto por 16 horas a -20°C. A reacdo foi entdo centrifugada por 30 minutos a 12.000
rpm, lavada uma vez com etanol 70% e ressuspensa em 30 pL de HyOpjgest. Os 200 uM de
sonda biotinilizada (AGj3) da reacdo, foram ligados a 1 mg de contas magnéticas
(magnetic beads)/streptavidina em 400 pL de 2X B&W a temperatura ambiente, sob
agitacdo por 1 hora. O excesso de sonda foi removido pela lavagem com 400 puL de 1 X
B&W e 400 pL de 5X SSPE com 0,1% SDS. O DNA ligado foi hibridizado ao complexo
sonda-conta magnéticas a 65°C por 90 minutos, com volume total de 300 pL (150 puL de
10X SSPE; 0,2% SDS e 150 uL DNA/Adaptador-desnaturado previamente a 95°C), como
controle positivo da hibridizagao, foi utilizada uma dilui¢do de 1:1000 do DNA/adaptador
a 65°C por 90 minutos. As contas magnéticas foram sedimentadas por aplicagdo de um
campo magnético e lavadas duas vezes por 5 minutos em 2X SSPE; 0,1% SDS a
temperatura ambiente, uma vez por 15 minutos em 2 X SSPE; 0,1% SDS a 65°C. As contas
magnéticas foram ressuspensas em 200 pL de H,Opigest estéril, todas as 5 solucdes de
lavagens das contas magnéticas apds a hibridiza¢do foram guardadas para verificagdo do

controle de enriquecimento via PCR (Figura 17).
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Sitio de digestdo Sau 3A1 Sm@l Say 3AI
TCCTATATTCGATCCAT(}CGTCTCTCTCTCTGTCGATCA(JTTA(JTC(JTA(JTTGATCTCTA()C(JTA
AGGATATAAGCTAGGTACGCAGAGAGAGAGAGAGCTAGTCAATCAGCATCAACTAGAGATCGCAT

SA Sau 21 mer: 5’-CAGCCTAGAGCCGAATTCACC 3°
LA Sau 25 mer: 5’-pGATCJGTGAATTCGGCTCTAGGCTG 3”

Digestdo do DNA gendémico

com a
ATC TCCTATATTCTATT' ATCACGTTCTCTCTCTCTA [GATCAGATTCTCTCTCTCTA] + .
AGGATATAAGATAA CTAG TGCAAGAGAGAGAGTCTAG] TCTAAGAGAGAGAGTCTAG)

Ligacdo do DNA clivado '
aos adaptadores

SELiGATCCTCCTATATTCTATT T IGATCCTCCTATATTCTATT [GATQ|
TAGIGAGGATATAAGATAA CTAGHiz=t TAGIGAGGATATAAGATAA CTAG

LS IGATC ACGTTCTCTCTCTCTA [GATCIg® o™

TAG|TGCAAGAGAGAGAGT CTAGE iz I

DNA foi desnaturado * %@_( AG)
a 95°C por 10 minutos \

TIESiGATC ACGTTCTCTCTCTCTA [GATC) %‘
EHES = %@_( AG) Contas Magnéticas

TA CTAGEES] C Streptavidina

EfE=[6ATC ACGTICTCICTCTCTAGATORES >+%_©_(AG) O Biotina
— TAGERERY (AG) Sonda (AG)

[EZEZiGATC ACGTTCTCTCTCTCTA |GATC / - %—@—(AG) %_C
O-0)

CTAGITGCAAGAGAGAGAGT CTAGHg E=]

Adaptadores
(SAU 3AD

J T
Hibridizagdo com o complexo
CTAGIGAGGATATAAGATAA CTAGES 2 %C.\\ sonda/biotina e contas
e A CGTTCTCTCTCTCTA Z magnéticas/streptavidina.
[EZEEi[GATCCTCCTATATTCTATT [GATCIZNGT 7 g .- p
%C\ [EEEGATC TGCAAGAGAGAGAGTIORTARG | N, ananaad EIEEIGATC TGCAAGAGAGAGAGT [GATCRRGS |
(o] EFICTAGIGAGGATATAAGATAA CTAGEG Eat E:_:;UGATC CTCCTATATTCTATT [CATCIZ g™
Recuperagdo dos Primer
fragmentos hibridizados

com o ima.

; mmm com o primer dos adaptadorm

ACGTTCTCTCTCTCT CTAG-_::;;Z-J
TE2i GATCTGCAAGAGAGAGAGAGATCGGT

Figura 17. Protocolo de enriquecimento da biblioteca genOmica. A primeira linha representa o DNA
gendmico contendo muitos sitios de clivagem da enzima Sau 3Al. GATC e CTAG representam as
extremidades coesivas geradas pela enzima Sau 3AI no DNA gendmico. As repeti¢des (TC/AG), presentes
nas seqiiéncias sdo representagdes de microssatélites.

5.4.1 - Controle de Enriquecimento da Biblioteca Gendomica por PCR.

O controle de enriquecimento da sonda (AG);3; via PCR foi feito com 7 aliquotas
diferentes: 1-DNA controle (1:1000); 2-Solucao de hibridiza¢do; 3-Solucao da 1? lavagem:;
4-Solucao de 2? lavagem; 5-Solugdo da 3% lavagem; 6-Solugdo da 4% lavagem e 7-Solugdo

com as contas magnéticas. Para a reagdo de PCR foi utilizado 1X Tampao de PCR (10 mM
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Tris-Cl pH 8,3; 5 mM KCl); 2,5 mM MgCl,. 10 uM primer S4 Sau (adaptador, primer
complementar ao sitio alvo da enzima de restri¢ao Sau 3AI); 2 mM dNTP; 1,0 unidade da
enzima Taq polimerase ¢ 2 pL do DNA em 25 pL de reagdo final. A amplificacdo dos
fragmentos por PCR foi realizada utilizando o seguinte programa: 95°C por 3 minutos,
94°C por 2 minutos, 25 ciclos com etapas de desnaturagdo (45 segundos a 94°C), ligagao
(45 segundos a 56°C) e extensao (2 minutos a 72°C); e uma etapa final de extensao de 7
minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 2% corado

com brometo de etidio.
5.4.2 - Analise da hibridizacio do DNA/Sonda pela Técnica Southern Blot.

A recuperacdo preferencial dos fragmentos contendo regides SSR foi confirmada
por Southern Blot. A técnica iniciou-se com a eletroforese da reagdo de PCR das 7
aliquotas descritas no item anterior em gel de agarose 2% (2.4.4) sendo desnaturado
(solugdo desnaturante) por 30 minutos e neutralizado (solucao neutralizante) por mais 30
minutos e em seguida lavado com agua destilada. A montagem do Southern transfer
iniciou-se com a colocacdo do gel sobre o papel filtro embebido com a solugao 10X SSPE,
sobre este uma membrana de ndilon e em cima da membrana vérias camadas de papel
filtro, para que por capilaridade ocorresse transferéncia dos fragmentos de DNA presentes
no gel para a membrana (Sambrook et al., 2001). Ap6és 16 horas de transferéncia, os
fragmentos de DNA foram fixados a membrana por luz ultravioleta, utilizando o aparelho
cross-linker. Na etapa seguinte, 0 DNA fixado a membrana foi hibridizado com a solugdo
de hibridizagio contendo 2 ng.uL™" da sonda de oligonucleotideos (AG), marcada com
biotina a 60°C por 16 horas. Apo6s a hibridizagdo foram feitas 2 lavagens (solu¢dao de
lavagem “1” a 60° C por 15 minutos e solugdo de lavagem “2” a 60° C por 15 minutos)
para remog¢ao de moléculas de sondas ligadas inespecificamente a membrana e ao DNA. A
detec¢do da sonda marcada hibridizada com a seqiiéncia de interesse no DNA iniciou-se
com a incubagdo da membrana no tampao “A” por 1 hora em temperatura ambiente com
suave agitacdo. Em seguida, iniciou-se a incuba¢do com uma solu¢do contendo 4 pL
anticorpo anti-florescein AP (kit de deteccao), 20 pL tampao A e 0,10 g BSA V (Albumina
de Soro Bovino, fragdo V) por 1 hora em temperatura ambiente e com suave agitacao.
Apos este periodo, a membrana foi lavada 3 vezes por 10 minutos com a solugdo de

lavagem “3” em temperatura ambiente com suave agitacdo sendo por fim, o excesso de
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tampao drenado da membrana. O reagente de deteccao foi entdo colocado sobre a
membrana (30 pL.cm™), deixando-o agir por 5 minutos. O excesso da solucio foi retirado
e a membrana ainda ligeiramente Umida foi envolvida com o plastico Saran Wrap e
exposta ao filme de raios-X por 1 hora. Apds esse periodo, o filme de raios-X foi revelado
(solugdo de revelacdo, Kodak) gerando uma auto-radiografia que mostrou o pareamento
(especifico) DNA-Sonda (AG),, confirmando a presenca de microssatélites dinucleotideos

(TOn.
5.5 - Sele¢ao de Clones Positivos para SSR.
5.5.1 - Ligacao do Inserto ao Plasmidio.

Apos a confirmacao da presenca de SSR, o DNA ligado as contas magnéticas foi
amplificado em 25 aliquotas por PCR utilizando-se 1X de Tampao de PCR (10 mM Tris-
HCI pH 8.3; 5 mM KCl); 2,5 mM MgCl,; 10 uM primer SA Sau; 2 mM dNTP; 1,0
unidade da enzima Taq polimerase e 2 L. do DNA em 25 pL de reagao final por aliquota.
A PCR foi realizada utilizando o seguinte programa: 95°C por 3 minutos, 94°C por 2
minutos; 25 ciclos com etapas de desnaturacdo (45 segundos a 94°C), ligacdo (45 segundos
a 56°C) e extensdo (2 minutos a 72°C); etapa de final extensdo por 7 minutos a 72°C. O
produto amplificado foi purificado utilizando-se o QIAquick PCR Purification (Qiagen®)
e quantificado em gel de agarose 2% corado em brometo de etidio sendo utilizado um

DNA de concentracdo conhecida como padrao de comparagao.

Na ligacdo do inserto ao plasmidio pGEM-t, foi utilizado 15 ng de DNA gendmico
enriquecido para microssatélites; 50 ng de plasmidio; 1X Rapid Ligation Buffer-T4 DNA
ligase; 3,0 unidades de T4 ligase para 10 uL de volume final, a reagao foi incubada por 16
horas a 4°C. Ap0s a incubagdo, a reacdo foi precipitada com a adi¢do de HyOpjgest € estéril,
10 uL de 7,5 M de acetado de aménio e 60 pl. de etanol absoluto, a solugdo foi
centrifugada a 14.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante descartado. Em seguida a

ligacdo foi entdo lavada com etanol 70% e ressuspensa em 5 pL. de HyOpjgest €stéril.
5.5.2 - Preparacio de Bactérias Eletrocompetentes.

Uma unica colonia de E.coli—-XL1Blue foi pré-inoculada em 4 mL de meio SOB e

sob agitagdo constante de 250 rpm, por 16 horas, a 37°C. Apds o periodo de crescimento,
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os 4 mL (pré-indculo) de cultura foram inoculados em 400 mL de meio SOB e deixados
crescer a 37°C e 250 rpm até atingir O.D.¢oo = 0.2 — 0.25. Em seguida, as células
bacterianas passaram por 5 sucessivas lavagens com glicerol 10% gelado estéril, e em
seguida centrifugados a 5000 rpm, por 20 minutos a 4°C. Por fim, o pellet foi ressuspenso
em 500 pL de glicerol 10% gelado e estéril, sendo entdo dividido em aliquotas de 40 uL
por tubo (1,5 mL),congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e estocadas a -80°C até
a hora do uso. A eficiéncia das células eletrocompetentes foi testada usando o protocolo
descrito na etapa de transformacgdo (2.4.6.2), sendo usado como controle um vetor

plasmidial conhecido e fechado.

5.5.3 - Transformaciao por Eletroporaciao (Chassy and Flickinger, 1987; Chassy et al.
1988; Dower et al., 1988).

Para a ctapa de transformacio foi adicionado 1 pL (15ng.uL™) de ligagdo
precipitada e 40 uL de células para eletroporagdo Escherichia coli (2.3.3.2) (eficiéncia de
3,2.107 células em 40 pL de 10% glicerol) em uma cuveta de eletroporagio previamente
resfriada no gelo. O eletroporador Gene Pulser® (Biorad) foi ajustado as seguintes
condicdes: capacitancia - 25 pF; resisténcia - 200 Q e 800 Q; voltagem - 1,80 KV.
Imediatamente ap6s a eletroporacdo, foi adicionado 1 mL de meio SOC na cuveta,
tranferindo cuidadosamente todo o preparado para um novo tubo (1,5 mL), incubando-o a
37°C, durante 1 hora. Em seguida, o preparado foi centrifugado a 5.000 rpm por 3 minutos,
tendo 800 pL do meio descartado. As células foram novamente ressuspensas nos 200 pL
de meio restante no tubo e plaqueadas em duas placas de petri com 20 mL meio LB-agar
suplementado com 100 mgL"' de ampicilina, 10 pL de 0,1M IPTG (isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside) e 40 pL de 2% X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

galactopyranoside) e incubadas durante 16 horas a 37°C.

5.5.4 - Selecao das Colonias - Branco/Azul

Apbs as 16 horas de incubagdo, observou-se a presenga de colonias brancas e azuis,
sendo as coldnias brancas, oriundas da auséncia de degradagdo do substrato cromogénico,
selecionadas e novamente replicadas para uma nova placa mapeada com numeragao,

contendo meio LB-agar com ampicilina, IPTG e X-Gal e incubadas a 37°C por 16 horas.
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5.5.5 - Clonagem e Isolamento do DNA Plasmidial por Lise Alcalina.

O procedimento utilizado para a clonagem e isolamento do DNA plasmidial foi
inteiramente realizado em placa de 96 pocos. As etapas deste procedimento incluiram o
crescimento bacteriano em meio de cultura liquido Terrific, lise alcalina e purificagdo com

sistema de filtragem Millipore em placas de 96 pogos mediante centrifugacao.

As coldnias que permaneceram brancas na segunda sele¢ao foram replicadas para
uma nova placa de petri, mapeada com o formato de placa 96 pocos contendo meio LB
(agar e ampicilina), e incubadas a 37°C por 15 horas. Depois de crescidas, as bactérias
foram inoculadas na placa tipo deep well (microplaca) com um unico toque do replicador
(com 96 dentes) em 1,5 mL de meio de cultura Terrific, acrescido de ampicilina, que ¢
seletivo para o plasmidio pGEM-T, e incubada por cerca de 16 horas a 37 °C sob gitagao
constante a 250 rpm (Figura 18).

Bactérias replicadas em
formato de placa de
2* Selegdio com 96 pogos. 2345678910111
IPTG e X-GA
1
Inoculo
7|’755!?/ ; = | =2 Replicador (carimbo)
{ :’ | 74 | 4 74 L)
eio liquido Terrific
Placa deep well com ampicilina

Figura 18. Etapa 1 - Selegdo de colonias transformadas e o replique em placa de petri mapeado com o
formato de placa de 96 pocos. Etapa 2- Inoculo das 96 colonias transformadas com o auxilio de um
replicador (carimbo) em uma placa tipo Deep Well contendo meio liquido e ampicilina.

Apobs o crescimento bacteriano, a microplaca foi centrifugada por 6 minutos a 4000
rpm, para sedimentar as células. O sobrenadante foi descartado e a microplaca invertida em

papel absorvente por 2 minutos, ¢ em seguida acrescentados 240uL de GET por poco na

placa, a qual foi selada, agitada por 2 minutos para homogeneizacdo das solugdes e
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centrifugada por 9 minutos, a 4000 rpm. O sobrenadante foi descartado, sendo a
microplaca invertida em papel absorvente por 2 minutos. Foram acrescentados mais 80 pL

de GET por pocgo, e em seguida a microplaca foi agitada pra homogeneizar a solugdes.

A suspensdo foi transferida para outra microplaca de 250 pL de polipropileno de
fundo redondo (tipo Elisa) ja contendo 2,5 pL de 10mgmL™ de RNAse por pogo. A cada
poco foram adicionados 80 pL da solugdo 2. Com um adesivo novo a microplaca foi selada
e invertida 30 vezes para homogeneizar as solug¢des, sendo em seguida incubada por 10
minutos em temperatura ambiente e centrifugada por alguns segundos para retirar toda a
suspensdo do adesivo. Foram adicionados a suspensao mais 80 uL. de 3M KOAc por pogo
da microplaca, que foi selada e homogeneizada 30 vezes por inversdo. A microplaca ficou
incubada em temperatura ambiente por 10 minutos e depois foi centrifugada até 4000 rpm.
Sem o adesivo, a microplaca foi incubada a 90°C por 30 minutos. Com a utilizagdo de um
novo adesivo a microplaca foi selada e resfriada em gelo por 10 minutos e centrifugada a

20°C por 6 minutos a 4000 rpm.

Com o auxilio de ligas elasticas, uma placa Millipore (MAGV N22) foi fixada no
topo de outra microplaca de fundo “V” de 250 pL de polipropileno. Todo o volume
contido na microplaca de fundo redondo foi transferido para a placa Millipore. O aparato
foi centrifugado a 20°C a 4000 rpm por 6 minutos. A placa Millipore foi removida e ao
filtrado resultante na placa fundo “V” acrescentados 100 pL de isopropanol. Com um novo
adesivo a placa foi selada e o material homogeneizado por inversao (30 vezes). A placa foi
centrifugada a 20°C, a 4000 rpm por 45 minutos. Descartou-se o sobrenadante invertendo a
placa, e aos pocos, foram adicionados 200 pL de etanol 70% gelado. Centrifugou-se a
placa a 20°C, a 4000 rpm por 5 minutos e ao final o sobrenadante foi descartado. Em
seguida, a microplaca foi colocada no fluxo laminar por duas horas com a finalidade de
secar o0 DNA plasmidial. O DNA foi ressuspenso em 50 pL de H,O destilada e
autoclavada, permanecendo por 12 horas a temperatura ambiente e em seguida armazenado
a-20°C.

A quantificacdo do DNA plasmidial foi feita em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio, sendo utilizado o DNA de fago lambda de concentragdo conhecida

como padrdo de comparacao.
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5.6 - Seqiienciamento dos Clones Positivos para SSR.

As reacdes de seqlienciamento foram feitas utilizando o Kit de seqiienciamento
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing para ABI 377, seguindo as seguintes
concentragdes para a amplificacdo dos fragmentos por PCR: 0,3uM de primers
complementares as seqiiéncias dos vetores (promotores T7 ou SP6); 150 ng de DNA; e
2uL de Sequencing reagent premix (marcagao fluorescente do Kit de seqlienciamento) em
10 puL de reacdo final por amostra. As amplificacdes foram feitas utilizando um
termociclador nas seguintes condi¢des: 30 ciclos com etapa de desnaturacdo (96°C por 20
segundos); ligacao (50°C por 15 segundos) e de extensdo (60°C por 60 segundos). Os
produtos das amplificagdes foram purificados seguindo o protocolo do Kit de

seqiienciamento e seqiienciados na plataforma ABI 377 da Applied Biosystems.

5.7 - Construcio dos Primers-SSR

As seqiliéncias foram selecionadas e analisadas por programas especificos. O
primeiro programa utilizado neste projeto, Sort chromats for microsats (Script Perl)
desenvolvido pelo Prof. Dr. David Bertioli, tinha o propoésito de identificar e selecionar os
cromatogramas com seqiiéncias repetidas em tandem (com 1 a 5 nucleotideos), salvando-
os em uma nova pasta denominadas HITS. Para as seqiiéncias onde os SSRs ndo foram
encontrados ou ocorreu alguma falha de seqiienciamento, o programa automaticamente

enviou os cromatogramas destas seqiiéncias uma outra pasta denominada NO-HITS.

O segundo passo foi o de identificar na pasta HITS as qualidades das amostras
seqiienciadas e analisar os microssatélites presentes. Esta verificagdo foi feita com o
auxilio do programa Phred, que qualifica a amostra fornecendo um valor de confianga para
cada base identificada pelo seqiienciador automatizado, e em seguida pelo programa
Staden Package (Staden, 1996, http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/pubseq) que executou o
corte do vetor presente em cada seqiiéncia analisada pelo Phred, além da verificacdo das
sobreposi¢des dos cromatogramas, realizando alinhamentos quando necessarios, e

montando os contigs para a construgdo das seqliéncias consensus.
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O proximo programa utilizado foi o Primer 3 (Rozen & Skaletsky, 1996,
http://www-genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html), cuja fungdo foi
desenhar os pares de primers complementares as seqiiéncias de DNA que flanquearam os
microssatélites presentes na amostra. Foram especificados alguns pardmetros para o

desenho dos pares de primes no programa Primer 3 (Tabela 13).

Tabela 13. Parametros especificos selecionados para os desenhos dos primers SSR no programa Primer 3.

Classe Parametro

Tamanho do Primer minimo:17mer Otimo:20mer maximo:25mer
Temperatura de Ligagdo minimo:57°C 6timo:60°C  méximo:63°C
Quantidade de GC no Primer minimo:30% maximo:70%
Tamanho do Produto minimo:100 pb maximo:300 pb

Fonte: McCouch et al., 1997
Por ultimo foi realizada uma busca de similaridade das seqiiéncias presentes tanto
na pasta No-Hits como na pasta Hits contra as proteinas putativas de Arabidopsis thaliana,

feito a partir do programa Blastx (http://www.ncbi.hlm.nhi.gov).
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6 - Resultados e Discussao

Neste trabalho, a metodologia utilizada foi o da construg¢ao da biblioteca genomica
enriquecida para a repeticdo do dinucleotideo AG/TC. Esta opg¢ao foi a escolhida devido a
procura de seqiiéncias conhecidas no banco de dados publico ter sido ineficiente. Com
relacdo a utilizagdo de pares de primers entre espécies relacionadas, ndo foi abordada, uma
vez que poucos sao os primers disponiveis € em sua maioria sao para seqiiéncias repetidas
de trinucleotideos, que sdo menos polimoérficos e informativos do que as repeticdes de
dinucleotideos (Cho et al., 2000). Porém, em estudos recentes de polimorfismo utilizando
primers flanqueadores de regides com repeti¢des de trinucleotideos e dinucleotideos em 4.
hypogaea desenvolvidos pelo MSc. Marcio Moretsohn (comunicagao pessoal), observou-
se que dos 38 pares de primers para repeticdes de trinucleotideos, 36 % eram polimorficos,

e dos 29 pares de primers para repeticdes dinucleotideos, 45 % eram polimorficos.

Uma busca em bancos de dados publicos de DNA revelou que a mais freqiiente
repeticdo de dinucleotideo no genoma de plantas ¢ o AT (Morgante & Olivieri, 1993).
Porém, repeticdes AG foram as escolhidas na constru¢do da biblioteca gendomica
enriquecida em A4. hypogaea, pois apesar de apresentarem a segunda maior freqiiéncia de
dinucleotideos nos genomas de plantas até agora estudados (Stallings, 1992; Lagercrantz et
al., 1993), ndo sdao autocomplementares como as repeticoes AT, viabilizando o processo da
selecdo, principalmente nas analises por hibridizagdo. Adicionalmente, as repeticdes AG
também foram as selecionadas por serem mais comumente utilizadas, juntamente com as
repeticdes AC, na construcdo de mapas genéticos em plantas (Smith er al, 1997;

Stepherson ef al., 1998).
6.1 - Obtencao e Isolamento de SSRs

O amendoim, em face de sua grande produgdo de carboidrato, pode apresentar
grande quantidade de polissacarideos no DNA extraido (Ahmed & Young, 1982), sendo
necessario antes de iniciar a extragdo a realizagdo de alguns testes para verificar a

qualidade do DNA da amostra a ser trabalhada.
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O resultado do teste de extracao de DNA considerou o tecido foliar novo o melhor
dentre todas as amostras extraidas de A. hypogaea (raiz, caule, folha e flor), pois
apresentou menor viscosidade do que as demais amostras, por exemplo, impurezas ou

polissacarideos (Figura 19).

Figura 19. Eletroforeses em gel de agarose 1% corados com brometo de etidio. A) Teste de qualidade de
DNA em Arachis hypogaea para 4 tecidos diferentes: pogos: 1 e 2 - fago A 100ng e 200ng; 3-caule; 4-raiz, 5-
flor e 6-folha. B) Quantificagdo do DNA genomico total extraido do tecido foliar de individuos da espécie
Arachis hypogaea ; Fago A 100ng e 200 ng.

Extragdes de DNA gendmico feitos com kit de extragdo DNeasy” (Plant Mini Kit,
Qiagen), ndo demonstraram maior eficiéncia na elimina¢do dos polissacarideos, embora
tenha apresentado rendimento superior a 33% de DNA extraido em relacdo ao método de
extragdo CTAB — Doyle & Doyle (1997) (dados ndo apresentados). O Kit ndo foi
empregado como método padrdo de extragcdo de DNA neste projeto devido ao alto custo de

sua utilizagdo quando comparado ao método CTAB.

A digestao de A. hypogaea com as trés diferentes enzimas de restricdo (Mse 1, Sau
3Al e Tsp 509 I) revelou que a enzima Sau 3Al foi a que produziu o perfil de clivagem do
DNA mais adequado para a construcdo da biblioteca gendmica. Dois fatores foram
decisivos na escolha desta enzima. O primeiro fator foi a compatibilidade da enzima Sau
3AI com os adaptadores ja existentes no laboratdrio, barateando o custo do projeto. O
segundo fator considerado foi o tamanho médio dos fragmentos gerados com a clivagem
do DNA por esta enzima, sendo a média 6tima em torno do comprimento de 500pb. O
intuito foi de obter uma larga e variada propor¢do do genoma de A. hypogaea com
fragmentos entre 200 e 950 pb, além desta variacdo de tamanho ser satisfatoria para o

seqiienciamento inteiro do inserto (Figura 20).
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Figura 20: Eluicdo do DNA no gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

A biblioteca gendémica foi enriquecida com a sonda (AG),, pois repeticdes de
dinucleotideos TC/AG sdo comuns em genomas de plantas (Stallings, 1992; Lagercrantz et
al., 1993). Apds a confirmacdo da presenca de microssatélites na etapa da construgdo da
biblioteca gendmica com a técnica Southern Blotting (Figura 21), o DNA amplificado foi
quantificado, ligado ao plasmideo pGEM-T, transformado e entdo plaqueado em placas de

petri.

Figura 21. A) Resultado, via eletroforese, da amplificacdo dos fragmentos da PCR controle de
enriquecimento (TC/AG). B) Analise por Southern blotting do filme de raios-X do gel representado
em “A”. A sonda marcada utilizada foi a (TC),5.Pogos: 1- Controle positivo DNA (1:1000); 2- Solu¢ao de
hibridizacdo; 3- Solucdo 1? lavagem; 4- Sol. 2% lav. ; 5-Sol. 3% lav. ; 6- Sol lav. Final e 7- Solucao final (DNA
hibridizado).
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A confirmagdo da inser¢do dos fragmentos de DNA genomico de Arachis no
interior das bactérias foi feita por duas etapas distintas: A primeira foi baseada na presenca
do gene de resisténcia a ampicilina do plasmideo pGEM-T, cuja fungdo foi degradar o
antibidtico presente no meio solido, preservando a bactéria. E a segunda etapa, baseou-se

na selecdo pela coloragdo branco-azul (IPTG/X-Gal) das colonias de bactérias.

Das colonias resistentes ao antibidtico presente na placa de petri, 74% eram brancas
e 26% eram coldnias azuis. Uma nova sele¢do ¢om IPTG e X-gal foi realizada nas coldnias
selecionadas como brancas e o resultado obtido foi de 93 % de colonias brancas contra 7 %

de falsos positivos da sele¢do anterior.

As coldnias que permaneceram brancas foram replicadas para uma nova placa no
formato de placa de 96 pogos (tipo placa de PCR): Cada nova placa continha 96 coldnias
brancas, dispostas em 12 colunas (numeradas de 01 a 12) por 8 fileiras (classificadas de A
a H). Estas placas foram codificadas respeitando alguns critérios, como por exemplo:
AhITCI1AO1 - onde respectivamente Ah = Arachis hypogaea; 1 = nimero da biblioteca;
TC = tipo de repeticao selecionada; 1 = nimero da placa; A0l = posi¢do da amostra de

SSR na placa.
6.2 - Obtencio das Seqiiéncias.

O seqiienciamento foi feito utilizando a quantidade média de 200 ng de DNA
plasmideal por amostra, ndo sendo observado qualquer diferenca na qualidade da
seqiiéncia quando colocado concentragdes entre 100 e 400 ng de DNA plasmideal. As
leituras obtidas continham uma certa quantidade de seqiiéncias contaminantes do vetor e
algumas delas apresentavam ma qualidade, provavelmente devido a alguma contaminagao
do DNA plasmideal da amostra com o de outra ou mesmo com o DNA bacteriano durante
o processo de lise alcalina em placa. Porém ndo se pode descartar a hipotese de
compressoes, que compreendem a presenca de bases complementares na extremidade final
do fragmento amplificado provocando a formagdao de um hairpin (alga em grampo),
alterando o resultado final do seqiienciamento. As compressdes sdo mais comuns em

seqiiéncias ricas em GC (Watson et al., 1987).

Ao todo foram seqiienciadas seis placas contendo cada uma 96 amostras da

biblioteca Ahl no seqilienciador ABI 377, gerando 576 seqiiéncias, sendo algumas
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posteriormente resseqlienciadas para confirmacdo de dados. De todos os 576
cromatogramas analisados no programa seletor de SSR- (Sort Chromats for Microsats-
Script Perl), em 144 existiam provaveis microssatélites, sendo estes enviados
automaticamente para a pasta HITS. Os demais 432 cromatogramas foram depositados na

pasta NO-HITS, pois ndo continham SSR ou apresentavam ma qualidade de informacgao

(Figura 22).
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Seqiiéncias sem SSK bl 0w gl A”n.&l
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Figura 22. Ilustragdo representando o programa Sort Chromats for Microsats para selecdo de SSR
desenvolvido pelo Dr. David Bertioli.

6.3 - Teste Comparativo com Hibridizacio e PCR Ancorado.

No intuito de comparar a eficiéncia da metodologia utilizada, a placa de numero 4
(Ah1TC4), escolhida aleatoriamente entre as seis ja seqlienciadas, foi submetida ao teste de
selecdo de clones positivos para SSR por hibridizacdo, sendo também analisada pela
metodologia de PCR ancorado (Anexo 1). E importante salientar que de todas as amostras
da placa (Ah1TC4) que foram seqiienciadas, apenas trés ndo funcionaram, sendo

excluidas-as do teste comparativo.
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No resultado da seleg@o por hibridizagdo, dos 93 clones presentes na placa Ah1TC4
(trés nao funcionaram), 54 hibridizaram com a sonda (AG),, como mostrado na auto-
radiografia da figura 23. Porém quando os dados foram confrontados com o cromatograma
das amostras anteriormente seqiienciadas, revelou-se que 48,15% das amostras eram falsos

positivos; 51,85% eram positivos verdadeiros; e 1 amostra era falso negativo.

AY1 2

3 .4 5 ¢% 5. 900N

r
. XIS
®

B 1123456/ 7]8]9] 101112

Positivos
verdadeiros
Falsos
positivos

Falso
negativo
Amostras
sem SSR
Amostras
Falhas

=il licli=Hell-- 13

Figura 23. (A) Auto-radiografia dos clones da placa Ah1TC4 que hibridizaram com a sonda (AG),.
(B) Tlustragdo comparativa dos dados obtidos, confrontando o resultado do seqiienciamento das amostras
com a hibridizac¢do da sonda (mostrada em “A”).

A inexatidao do resultado pode ter sido gerada por uma hibridizacao inespecifica da
sonda (AG) em partes da seqiiéncia ricas nos nucleotideos C ou T. A contamina¢do entre
os proprios clones foi descartada devido a auséncia da etapa inicial de crescimento
bacteriano sobre a membrana, como prevé os protocolos de hibridiza¢do (Sambrook et al.,

2001). Esta etapa foi alterada devido a dificuldade de se trabalhar com a membrana sem
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que os clones bacterianos contaminassem-se entre si. Para a obtencdo dos resultados, foi
adicionado na etapa inicial 0,5 pL do DNA plasmideal de cada amostra diretamente sobre
a membrana, efetuando em seguida o uso do crosslinker, evitando com isso a
contaminagdo entre os clones, melhorando significativamente a qualidade dos resultados

obtidos.

No PCR ancorado o resultado ndo foi conclusivo, pois muitas amostras revelaram
problemas com amplifica¢des inespecificas, bem como falhas no processo da PCR, nao

gerando bandas (Figura 24 A e B).

Ah1ITC

A01 - HO1

A02 - H02

A03 - HO3

A04 - HO4

-

-
=
=
i
=
=

1

1

1

AO05 - HOS

1

A06 - HO6

Figura 24 (A)- Perfil dos produtos de PCR oriundos do DNA gendmico da placa Ah1TC4 entre os pogos
A01 e HO6. O marcador de peso molecular utilizado foi o 1Kb plus. Nesta eletroforese podem-se observar
falhas de amplificagcdes em muitas amostras, como por exemplo, os pocos referentes as amostras A0S e B0O5S
(circulo azul). Em outros casos, na sua maioria, ocorreram amplificagdes inespecificas, comprometendo a
analise do comprimento do fragmento amplificado, amostra A02 (circulo vermelho).
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A08 - HO8
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R I

A11-H1
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Figura 24 (B). Perfil dos produtos de PCR oriundos do DNA gendmico da placa Ah1TC4 entre os pogos
A07 e H12. O marcador de peso molecular utilizado foi o 1Kb plus. Amostras que ndo apresentaram SSR
quando seqiienciadas, também foram amplificadas erroneamente, por exemplo, amostra A0S (circulo verde).

A hipétese de contaminagdo dos reagentes ou placa foi descartada apos testa-los
com controles negativos e positivos para outras reagdes. O provavel motivo para a
inexatiddo das amplificacdes pode ser uma ligacdo inespecifica do primers com uma outra
regido que contenha uma ou varias seqiiéncias ricas em nucleotideos A, G, C ou T,
podendo estes estar sozinhos ou combinados entre si (Zietkiewicz et al, 1994; Fisher et al.,

1996).
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Para fim de resultado comparativo baseado nos dados apresentados obtivemos a
seguintes conclusdes: (i) Foi verificado que a técnica do PCR ancorado nao foi um bom
indicador para selecdo destes especificos clones contendo regides repetidas em tandem,
uma vez que apresentou dados duvidosos em quase todas as amostras se tornado ineficaz
para o screening, porém ¢ necessario salientar que a metodologia do PCR ancorado ¢
amplamente aceita e adotada em varios trabalhos cientificos. Outra desvantagem apurada
foi o trabalho na elaboracao, pois para cada clone dos 96 existentes na placa, foram feitos 5
combinagdes distintas de primers para a amplificagdo via PCR, totalizando ao final 6
placas com 480 amostras (Figura 25); (ii)) Com relacdo a técnica de hibridizacdo, o
resultado obtido demonstrou um erro de quase 50% dos clones considerados como
positivos. A desvantagem desta técnica estd basicamente no trabalho intensivo, pois requer
ndo s6 atengdo e cuidado no manuseio com as colonias, como também exige
preferencialmente ambiente esterilizado, evitando contaminagdes; (iii) O seqiienciamento
direto, sem nenhuma pré-selecao para SSRs, foi a técnica que demonstrou o resultado mais
rapido e verdadeiro dentre todas as comparagdes. Sua principal vantagem estd na eficiéncia
de se poder trabalhar com as 96 amostras quase todas ao mesmo tempo, pois a utilizagao
de pipetas multicanais e a precipitagdo das amostras feitas em placa reduzem o tempo € o
trabalho na execugdo do servico. A tabela 14 tem por finalidade comparar as trés técnicas

levando em consideracdo os custos para a realizagdao de cada uma delas.

1 2 34 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
[— [— [—
1 AMAAAAA
' SP6 mmm Vetor
—— DNA do inserto
T7 TC|»
2 - .‘.‘m“- __E| ......... — 3 SSR (AG)
AG
MWW SSR (TC)
|
4 gl MM [ — i A 5 I:l Primers
<1d] <=

Figura 25. Tlustragdo mostrando a seleg¢@o de clones que contém SSR por PCR-ancorado: Para cada clone sao
feitas 5 reagdes de PCR: (1) — par de primers que amplifica o vetor inteiro; (2 a 5) — um par que amplifica do
inicio do vetor até o SSR. Os clones 1 e 2 possuem SSR devido as amplificacdes do pogos 2e 3 ou4d e 5; o

clone 3 nio tem SSR.
Adaptado:Buso et al., 2000.
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Tabela 14. Comparacdo dos custos pelas trés principais técnicas (Hibridizacdo; PCR ancorado e
Seqiienciamento Direto) na deteccdo de SSR da placa Ah1TC4 contendo 96 clones. (Ao total foram
desenhados 25 pares de primers para esta placa)*.

Principais produtos e Prego por Prego por Placa/ Total por Custo final do seqiienciamento ~ Custo por
TECNICAS reagentes utilizados Produto 96 amostras  placa (valor das amostras em relagdo par de primers
(Us) (Us) minimo) aos dados reais obtidos nos desenhado
(U$) testes comparativos. ¢ (01/*25).
ibridizacao
Kit de Hibridizacio. 300,00 10,00 80,00 délares.
RPN-3540 p/ 30 (incluiu a hibridizagdo e o
reagoes. 27.00 seqlienciamento das 55 amostras ~ U$ 3,20
> selecionadas como clones
Kit de Detec¢io 340,00 17,00 positivos na etapa de
RPN- 3510 p/ 2500 hibridiza¢do).
2
cm
307,00 délares
Taq polymerase 161,00 161,00 (Incluiu a PCR de 480
PCR d (250 U) 215.00 amostras mais o
-ancorado . . 4 seqiienciamento das 96
Primers (trés pares) 54,00 54,00 amostras. Os dados da PCR- US 12.28
(T7 e SP6; 18,00 X 3 = >
Anchor 1 ’2 4 ancorado nio foram
nchor 1 e 2;

conclusivos, impossibilitando

Anchor 3 ¢ 4). a selegdo dos provaveis clones

positivos).
Kit Seqiienciamento: .
Seqiienciamento D\?Enamic ET 420,00 91,43 91,43 91,43 dolares.
terminator.p/100 (2 pL/ amostra) (Seqiienciamento de 96 US 3,65
amostras)

reagdes (4pL/amostra)

Fonte eletronica: Amersham Pharmacia Biotech (pregos via Internet/2003).

6.4 - Analise e Agrupamento das Seqiiéncias para Montagem dos Contigs

Os cromatogramas com microssatélites da pasta HITS foram submetidos ao
software interativo Staden, cuja funcdo foi organizar e verificar as sobreposi¢des de
seqiiéncias, além de realizar a inspecdo e edicdo manual delas (Staden, 1996). Este

software pode ser usado tanto no sistema operacional Windows como no Linux.

A primeira etapa de utilizagdo deste software foi feito pelo programa denominado
Pregap 4, que entre outras fungdes executou o controle de qualidade com o Phred, o corte
do vetor das seqii€éncias, identificacdo de microssatélites e compactagcdo dos arquivos dos
cromatogramas nos formatos ZTR (Dear & Staden, 1992). O Phred aplicou um valor de
confianga (confidence values) que definiu a probabilidade de que a base chamada (base
call) estivesse correta (Ewing & Green, 1998). Neste trabalho foi usado o parametro Phred
> 15, isto ¢, a probabilidade de erro em cada nucleotideo foi de 1 em 31,6. O corte de vetor

foi feito por varios modulos diferentes, conseguindo um resultado final com alta precisao.
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As seqiiéncias aprovadas pelo Pregap 4 foram enviadas e analisadas em uma segunda etapa
chamada Gap 4, cuja fung¢ao principal foi a formagao de contigs, que sdo sobreposi¢des de
cromatogramas. A formagdo dos contigs permitiu uma andlise rapida e clara das
seqiiéncias, facilitando a exclusdo de artefatos pela simples sobreposi¢cdo e comparagdo de
cromatogramas, gerando para cada contig, editado ou ndo, uma seqiiéncia consenso
(consensus). A seqliéncia consenso possui maior confiabilidade do que qualquer
cromatograma individual presente no contig. Por exemplo, dois cromatogramas
sobrepostos que possuem o valor de confiabilidade médio igual a 10 pode produzir uma

seqiiéncia consenso com valor de Phred igual a 20.

O software Staden ¢ um pacote de programas interativos para montagem de
sobreposigoes de seqiiéncias, podendo utilizar programas como o GAP4, Cap3 e o Phrap.
Para as sobreposicdes de seqiiéncias contendo regides microssatélites, o programa GAP4
foi o utilizado dentro do pacote Staden, pois diferentemente dos outros dois programas
citados, ele considera as regides de alta complexidade em detrimento das regides de baixa
complexidade, como os microssatélites. Antes de unir os provaveis cromatogramas iguais,
0 GAP4 realiza uma inspe¢ao de similaridade, priorizando as regides de alta complexidade
e subestimando as regides de baixa complexidade. Devido a esta peculiar inspe¢do, nao
ocorre sobreposicdo de cromatogramas baseados nas regides microssatélites, evitando
jungdes com dados errdneos. O Cap3 baseia-se apenas nos valores de confianga, ndo
importando se a regido apresenta alta ou baixa complexidade, podendo gerar falsos contigs
no resultado final. Parecido com o modo operante do GAP4, o Phrap considera
preferencialmente as regides de alta complexidade em detrimento das de baixa
complexidade, mas em nossa experiéncia juncdes inexatas ocorreram. Estes resultados
erroneos sao conseqiiéncias diretas das sobreposi¢cdes baseadas nas regides repetitivas, que
podem apresentar um alto valor de confiabilidade em relacdo aos das regides que

flaqueiam essas repetigoes.

6.5 - Desenhos dos Primers de SSR.

Dos 139 contigs criados na pasta HITS, apenas 79 apresentaram condi¢des de terem

os primers desenhados com o auxilio do programa Primer 3 (Anexo 2). Os demais foram
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excluidos por ndo possuirem tamanho suficiente de repeticdo; a posicao da seqiiéncia
simples repetitiva ser inadequada para o desenho dos pares de primers flanqueadores
devido a posicao do adaptador/vetor; repeticdes severamente imperfeitas ou ndo atendiam

aos parametros configurados no programa Primer 3 (Figura 26).

Regido Microssatélite Regido
Flanqueadora - 1 Flanqueadora -2

Microssatélite Regido
Flanqueadora - 2

Regido Microssatélite Reglao
Flanqueadora - 1 Flanqueadora-2

Figura 26. Desenhos de primers. 1) Amostra de DNA seqiienciado com regido flanqueadora do SSR
suficiente para desenhar primers forward e reverse. 2 e 3) Amostra de DNA seqiienciado com regido
flanqueadora do tamanho insuficiente para desenhar o primer forward ou reverse. Linha pontilhada azul =
fim do vetor/adaptador e inicio da seqiiéncia; linha pontilhada vermelha = fim da seqiiéncia e inicio do
adaptador/vetor; linha pontilhada preta = inicio ou fim da regido flanqueadora do SSR.

As seqiiéncias dos primers flanqueadores das regides de microssatélites foram
desenhadas com 17 a 22 nucleotideos de comprimento, contendo aproximadamente 50%
de GC, a temperatura média de ligagdo de 60°C e com o tamanho ideal da amplificagdo
entre 100-250 pb (McCouch et al., 1997).

Os microssatélites podem ser classificados como perfeitos, imperfeitos ou
compostos (Weber, 1990). A maioria dos fragmentos seqlienciados (62,20%) continha

repeti¢des perfeitas, 20,73 % repeticdes imperfeitas e 17,07% repeticdes compostas
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(Tabela 15). A predominancia de repeti¢cdes perfeitas também foi encontrada em arroz

(Chen et al, 1997) e em eucalipto (Brondani ef al, 1998).

Tabela 15. Caracterizacdo dos novos marcadores SSR desenvolvidos para analise gendmica de amendoim.

Marcador Repeticao Tipo
Ah1TCOAO1 (AG)a9 PERFEITO
Ah1TC1A01 (TC)y6 PERFEITO
AhITC1A02 (TC);ss PERFEITO
AhITC1A08 (GA)30 PERFEITO
AhITCI1BO01 (CA)(TC)11(CA)s100-122(TC)9140-190 (TC)y, IMPERFEITO
Ah1TC1B02 (CT)ys PERFEITO
Ah1TC1DO1 (AG)y4 PERFEITO
AhITC1DO02 (TC)s; PERFEITO
AhITC1D12 (TC) 14 PERFEITO
AhITCI1EO1 (CA)4 (GA)y COMPOSTO
Ah1TCI1EO5 (TC)30 PERFEITO
AhITCI1E06 (TC)y3 PERFEITO
Ah1TC1G04 (CTT)4(CT)s3 COMPOSTO
Ah1TC1HO04 (A)14 58-344 (TC);9 383-577 (CTT)s PERFEITO
AhITC2A02 (TC)s, PERFEITO
Ah1TC2A11 (TC)5(GT)s COMPOSTO
AhITC2B01 (TC)13 PERFEITO
Ah1TC2BO05 (AG)a4 PERFEITO
Ah1TC2B09 (TC),y PERFEITO
Ah1TC2CO03 (TC)39 PERFEITO
Ah1TC2C07 (TC)y3 PERFEITO
AhITC2Cl11 (TC)a4 PERFEITO
Ah1TC2C12 (CA)7(TC)3 COMPOSTO
Ah1TC2D06 (AG)s (A); (T)s (AG)s (A)s 59-181(GA)s, COMPOSTO E PERFEITO
Ah1TC2DO08 (TC)x PERFEITO
Ah1TC2EO05 (TC)y6 PERFEITO
AhITC2El11 (TTA) PERFEITO
Ah1TC2G05 (GA)35 PERFEITO
AhITC3A10 (CT); GAGTA (CT),s IMPERFEITO
Ah1TC3B04 (TC)a4 PERFEITO
Ah1TC3B05 (AG) PERFEITO
Ah1TC3D04 (TC)34 PERFEITO
Ah1TC3E02 (CT)26(CA)7(CG);CTCGTG(CA)s IMPERFEITO
Ah1TC3EQ03 (A3 PERFEITO
Ah1TC3EO05 (GA),5(GT)3 COMPOSTO
Ah1TC3GO01 (TC)14(T)sAAC(CT),GC(CT);5 IMPERFEITO
Ah1TC3GO03 (TCO)yo PERFEITO
Ah1TC3G05 (CTT)s6 PERFEITO
Ah1TC3HO1 (CT)3(T) 14 COMPOSTO
Ah1TC3HO02 (CT)sGTGCTCTT(CG)»(CT)s IMPERFEITO
Ah1TC3H04 (Ao PERFEITO
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Marcador Repeticio Tipo
GA),; 282-377 (TTC), 390-398

Ah1TC3HO07 ( (T)Zé)z (TO)s (C( A)3G)T4 (CA), PERFEITO E IMPERFEITO
Ah1TC4A02 (GA)» PERFEITO
Ah1TC4BO01 (TC)s, PERFEITO
Ah1TC4B02 (TC),y PERFEITO
Ah1TC4B07 (A)oG(A)4G(A)sTAGCG(A)y4 IMPERFEITO
Ah1TC4CO08 (AC)5(TC)3154-197 (GA)s COMPOSTO
AhITC4Cl11 (CT)ss PERFEITO
Ah1TC4D02 (TC)y; PERFEITO
Ah1TC4D09 (CA)(CCA),(CT) 5 COMPOSTO
AhITC4D12 (G)s(AG)sTAGTGA(GT); IMPERFEITO
Ah1TC4E08 (TC)ys PERFEITO
Ah1TC4EQ09 (TC)y, PERFEITO
Ah1TC4E10 (T),C(T)4C(T)sC(T),C(T)1,A(CT);5 COMPOSTO
Ah1TC4F01 (C)4A(C)o COMPOSTO
Ah1TC4F02 ()14 PERFEITO
Ah1TC4F04 (CT),7(CA), COMPOSTO
Ah1TC4F08 (TC)30 PERFEITO
AhITC4F10 (TTC)33 PERFEITO
Ah1TC4F12 (CT)ys PERFEITO
Ah1TC4GO02 (CT)yy PERFEITO
Ah1TC4GO05 (CT)34 PERFEITO
Ah1TC4G06 (CT)14(GA), COMPOSTO
Ah1TC4G10 (GA),,GCGT(GA)(GT(GA), IMPERFEITO
AhITC4H02 1(6?1)gg@ﬁkiﬁﬁﬁéﬁg&; IMPERFEITO
Ah1TC4HO07 (CT)33(A)AT)4G(T)o(G)1o IMPERFEITO
Ah1TC4H11 (A)o(TC)3(T)4G(T)4CG(A) 6 IMPERFEITO
AhITC5A06 (CT)ys PERFEITO
Ah1TCS5A07 (GA),TAT(GA)g IMPERFEITO
AhITC5B06 (TG)2(A)sTG(TA)3(TG)2(A)sTGTT(A)5(TA) 10 IMPERFEITO
AhITC5C05 (A”TT(g%%Bgﬁﬁf‘ggg&fgkﬁo 347 | IMPERFEITO E COMPOSTO
Ah1TC5DO01 (CT)yo PERFEITO
Ah1TC5D06 (GA), PERFEITO
AhITC5HI11 (TC)sCATT(A);(CA)s IMPERFEITO
Ah1TC6CO7 (A3 PERFEITO
Ah1TC6EO1 (CT)y4 PERFEITO
Ah1TC6G09 (CT)yo PERFEITO
Ah1TC6HO03 (AG)x, PERFEITO

Dos 79 pares de primers desenhados, estima-se que 35 deles sejam polimorficos

para a principal populacdo de mapeamento (derivado de A. stenosperma x A duranensis)

do projeto do qual estes primers fazem parte. Estes valores de polimorfismo foram
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baseados nos estudos de polimorfismo realizados pelo MSc. Marcio Moretsohn
(comunicacdo pessoal) que demonstraram que 44,8% dos pares de primers para
dinucleotideos testados eram polimérficos. Em outro estudo recente, Guohao e
colaboradores (2003) descobriram polimorfismo em 19 dos 56 pares de primers
microssatélites desenhados, em variedades de A. hypogaea, obtendo a média de 4,25 alelos

por loco.

Para um estudo mais detalhado sobre a espécie A. hypogaea e o desenvolvimento
futuro de um mapa genético, duas outras bibliotecas foram desenvolvidas, porém ainda nao
seqiienciadas: uma enriquecida para o dinucleotideo (AC), ¢ a segunda sem nenhum
enriquecimento. Para aumentar ainda mais a eficiéncia do nimero de microssatélites
encontrados no genoma total e diminuir a redundancia, Chen e colaboradores (1997)
sugerem a utilizagdo de outras enzimas de restricdo para a construgdo de novas bibliotecas

genOmicas, tornando esta classe de marcadores uma fonte quase inesgotavel.
6.6 - Analise de Similaridade

Todas as amostras seqiienciadas, pertencentes tanto a pasta HITS como a NO HITS,
apos a montagem pelo programas GAP4 e Cap3 respectivamente, tiveram suas seqiiéncias
consenso submetidas ao programa Blast-X para busca de similaridade contra um banco de
dados de proteinas de Arabidopsis thaliana (Anexo 3). Uma seqiiéncia foi classificada
como homologa se ele obtivesse o nivel de significAncia E value (E) < 10, Seqiiéncias
com miltiplas homologias e com (E)<10® foram classificadas baseadas no melhor score de
homologia dentro da banco de dados. Entre as 138 seqiiéncias da pasta HITS submetidas a
analise, 13 foram significantes quanto a similaridade com genes putativos e 125 nao
apresentaram similaridade alguma. Quanto as seqiiéncias consensos da pasta NO HITS,
das 340 seqiiéncias, 29 foram significativas para algum gene e 311 seqiiéncias ndo

apresentaram similaridade (Figura 27).

As seqiiéncias pertencentes tanto a HITS como a NO HITS que apresentaram
homologia com algum gene de A. thaliana. Em grande propor¢do a NO HITS
representaram retrotransposons, enquanto que os pertencentes a pasta HITS eram em
grande parte homologos de seqiiéncias putative proteins (Tabela 16 e 17). Um total de 436

seqliéncias de ambas as pastas ndo apresentaram homologia com nenhum gene.
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Seis Placas com 576
colonias seqiienciadas
Sort Chromats
for Microsats
No-Hits Hits
432 144
Pregap4
(qualidade)
366 144
Gap4 77 - Marcadores
Assembly SSR
340 138 Primer 3
340 Templates 366 Templates
Tamanho Médio das Seq. - 220 pb Tamanho Médio das Seq. — 341 pb
Tamanho Médio das Seq. - pb Tamanho Médio das Seq. — 275,4 pb
apos Corte Vetor e Qualidade apos Corte Vetor e Qualidade
Meédia de Sobreposi¢des — 1,32 seqiiéncias Média de Sobreposi¢des — 1,95 seqiiéncias
Blast-X (Arabidopsis thaliana)
E value (E) < 10-5
311 seqiiéncias 29 seqiiéncias 125 seqiiéncias 13 seqiiéncias
sem Similaridade com Similaridade sem Similaridade || com Similaridade

Figura 27. Fluxograma das etapas de analise computacional das seqiiéncias de 4. hypogaea no projeto.

Tabela 16. Resultado do Blast-X das seqiiéncias presentes na Pasta NO-HITS para busca de similaridade
contra um banco de dados local de gene de Arabidopsis thaliana.

Homologias das seqiiéncias de A. hypogaea sem SSR Freqiiéncia encontrada

(E)<10°®
retroelement 20
hypothetical protein 4
topoisomerase I1 1
disease resistance protein, putative 1
Serine/threonine phosphatase PP7, putative 1
vhosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase isolog 1
putative auxin-induced protein 1
Homologias de genes encontrados 29
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Tabela 17. Resultado do Blast-X das seqiiéncias presentes na Pasta HITS para busca de similaridade contra
um banco de dados local de gene de Arabidopsis thaliana.

Freqiiéncia encontrada

Homologias das seqiiéncias de 4. hypogaea com SSR (E)<10"

putative protein

retroelement

alpha subunit of F-actin capping protein
ATP dependent copper transporter
auxin-independent growth promoter, putative
serine/threonine kinase, putative

Tic22, putative

Homologias de genes encontrados 13

— e = = = N N

O seqiienciamento do genoma do organismo modelo A. thaliana oferece
oportunidade de integracdo de informacdo sobre as diversas espécies de plantas. A
existéncia de homologia entre genes de A thaliana e gene de diferentes espécies indica
conservagdo de fun¢do, o que permite inferir sobre as fungdes de genes de outras espécies,

como em A. hypogaea (Osterlund et al., 2002).

Os microssatélites em geral sdo encontrados preferencialmente dentro de regides
nao codificantes do genoma, mas podem ser encontrados também em regides codificantes
(Tautz et al., 1986; Hancock, 1995). Morgante e colaboradores (2002) em estudos
comparativos de microssatélites entre amostras do genoma e amostras transcritas (ESTs-
Expressed Sequence Tags), verificaram que entre os dinucleotideos presentes em EST, as
repeticdes do tipo TC/AG foram encontradas em maior quantidade . Isto sugere a
similaridade encontrada nas 13 seqiiéncias ricas em repeticoes TC/AG de 4. hypogaea com
os genes de A. thaliana pelo Blast-X. O resultado da homologia das seqiiéncias sem
microssatélites (NO HITS) indica talvez uma abundancia de retrotransposons no genoma
de A. hypogaea. Kumar & Bennetzen (1999) citam a alta abundancia de retrotransposons
no genoma de plantas e em milho estes elementos constituem em quase 50% do seu
genoma (San Miguel ef al., 1996). Os elementos transponiveis ocasionalmente deslocam-
se ou reorganizam as seqliéncias vizinhas de DNA do genoma. Eles freqlientemente
causam delecdes e adi¢des de seqiiéncias de nucleotideos adjacentes. E provavel que esses
elementos sejam responsaveis por muitas mudancas evolutivas no genoma e sejam

importantes na evolugdo das espécies (Alberts ef al., 1997).
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7 - Conclusoes

Os resultados comprovaram a existéncia de regides ricas em repeti¢des TC/AG em
Arachis hypogaea, possibilitando o desenvolvimento de mais marcadores microssatélites

para esta planta cultivada.

O auxilio da informatica tanto na busca e qualidade bem como na interpretacdo dos
resultados gerados de microssatélites, facilitou o desenvolvimento dos primers desenhados,

influenciando diretamente na qualidade e velocidade final produzida.

A analise de similaridade de regides do cruzamento de dados com outras espécies,
em particular com o genoma de Arabidopsis thaliana, permitiu verificar a homologia de
algumas regides do genoma de 4. hypogaea com genes ja identificados em A. thaliana. O
resultado da homologia indicou que aproximadamente 10% do SSRs do tipo TC/AG
encontraram-se em regides génicas e indicou também a abundancia de retrotransposons no

genoma de 4. hypogaea.
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8 - Perspectivas Futuras

A 1identificagdo de polimorfismo para os primers desenhados e a procura de mais
regides repetidas tanto na biblioteca enriquecida (TC) como para as outras duas ja
desenvolvidas, porém ainda ndo seqilienciadas, possibilitardo a constru¢do de um mapa
genético informativo, onde genes de interesse (heranga qualitativa ou quantitativa) poderao
ser identificados ¢ mapeados. Os microssatélites também terdo aplicagdes em analises da
diversidade genética entre individuos bem como na selecdo assistida, através de

retrocruzamentos.
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1 - Protocolo de PCR —Ancorado

Cada placa de PCR comportou 16 clones, que foram amplificados com uma
combinagdo de 4 primers diferentes dando um total de 80 amostras. A placa Ah1TC4 era
composta de 96 clones gerando ao final da etapa 480 amostras. Os primers utilizados
foram o T7; SP6; Primer Repeticdo AG e Primer Repeticdo CT, que quando combinados
dois a dois entre si, originaram 5 deferentes combinagdes, cada uma com concentracao de

SuM.(Figura 28 e Tabela 18)

345 B - B
Clone 1 Clone 9 .
Clone 2 Clone 10
Clone 3 Clone 11 Formato da Placa
Clone 4 Clone 12 >~  dePCR
Clone 5 Clone 13
Clone 6 Clone 14
Clone 7 Clone 15
Clone 8 Clone 16

Primer T7 e SP6

Pirmer T7 e Primer Repeticdo AG
Primer SP6 ¢ Primer Repeticdo CT
Pirmer T7 e Primer Repeticdo CT

. | Primer SP6 e Primer Repeti¢do AG
Figura 28 . Formato da aplicacdo dos clones e das respectivas combinagdes dos primer na placa de PCR.

Tabela 18. Master Mix (quantidade de reagentes necessarias para uma placa de PCR- ancorado.)

Reagentes Quantidade
H,O 750 uL
Tampao 10X 135 pLL
Taq. polymerase 5,5 ulL
MgCl, 25mM 27 uL
dNTP 2mM) 135 uL
Total 1053 puL

O master mix foi dividido em 5 aliquotas diferentes, cada uma com 210,6 pL, sendo
em seguida acrescentado 5,5 pL de cada combinagdo de primer em uma aliquota diferente.
Em cada poco da placa de PCR foi acrescentado 10 pL. do master mix com o primer
especifico mais 2pL de DNA de cada clone. As amplificagdes foram feitas utilizando um

termocilador nas seguintes condigdes: desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos; 30

93



DISSERTACAO DE MESTRADO LELIA C. T. LEOT

Anexo 1

ciclos com etapa de desnaturacao (94°C por 1 minuto); ligagdo (58°C por 1 minuto) e de

extensao (72°C por 1 minuto); extensao final de 72°C por 7 minutos.

As amplificacdes foram visualizadas em gel de agarose 1,5% corado com brometo

de etidio (1,5 pg.mL™).
2 - Protocolo de Hibridizacao Membrana.

A membrana de nailon foi cortada no mesmo comprimento da placa de PCR, sobre
ela foi colocado 0,5 uL. do DNA plasmidial de cada clone pertencente a placa Ah1TC4. A
disposi¢ao de cada clones na membrana permaneceu a mesma da placa da biblioteca. Apos
alguns minutos, os DNAs plasmidiais dos clones foram fixados na membrana com luz
ultravioleta pelo aparelho cross-linker. As etapas seguintes s3o as mesmas que estdao
descritas no item 4.4.2 — Andlise da hibridizagdo do DNA/Sonda pela Técnica Southen
Blot da parte de Metodologia desta dissertacao.

94



DISSERTACAO DE MESTRADO LELIA C. T. LEOI
Anexo 2
PRIMER NOTES

Development of microsatellite markers in peanut (4rachis hypogaea L.).
Lélia C. T. Leoi, David J. Bertioli

Po6s Graduacdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia, Universidade Catolica de Brasilia.

Abstract. Microssatellites are widely used as genetic markers because they are co-
dominant, multiallelic, easily scored and highly polymorphic. A major drawback of
microsatellite markers is the time and cost required to characterize them. We have isolated
and sequenced 107 microsatellite-containing clones from one small insert library of
Arachis hypogaea enriched for (AG/TC) repeats. Primer pairs were designed for 79

microsatellite loci.

Key Words: Simple sequence repeats (SSR) - Microsatellite - Molecular Markers -

Enrichment - Arachis hypogaea

Peanut is widely used as an oilseed crop around the world and as a direct source of
human food. Several species of peanut have been cultivated for their edible seeds, but only
Arachis hypogaea L. has been domesticated and widely distributed, mainly in countries as
China, USA and India that are the biggest producers in the world. In spite of the existence
of substantial diversity among cultivated peanut genotypes for various morphological,
physiological and agronomic traits, very little DNA variation had been detected by using
protein or DNA-based markers (Kochert et al, 1991; Halward, et al., 1991; Paik-Ro et al.,
1992; Stalker et al., 1994). Isozyme analyses of cultivated peanut have shown little
variation (Grieshammer and Wynne 1990), analyses of seed storage proteins have shown
that variation exists among species of section Arachis (Singh et al. 1991a; Bianchi-Hall et
al. 1993, 1994), but proteins are not useful for descriptions at the species level. Restriction
fragment length polymorphisms (RFLP) represented the first marker system that has a
sufficiently large number of polymorphisms that could be used to create linkage maps and
to implement indirect selection strategies. In 4. hypogaea, little molecular variation has
been detected by using RFLP technologies (Kochert et al. 1991). Hopkins and
collaborators (1999) reported six polymorphic SSRs in 4. hypogaea with the number of
fragments amplified per SSR ranging from 2 to 14. Few microstellites have been identified
in peanut and detailed information about their abundance and distribution in the genome

are not available.

Microsatellites or simple sequence repeats (SSR) are tandemly repeated motifs of

one to six bases found in every organism investigated so far (Tautz & Rens, 1984; Weber
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& May, 1989; Weber, 1990). They are present in both coding and non-conding regions
although they are found more frequently within non-coding regions. The functional
significance of such sequences is still unknown although when found in exons in the
human genome, they are sometimes associated with diseases (Ross, 1995). Microsatellites
show higher levels of polymorphism than other genetic markers (Rafalski ez al., 1996). The
origin of such polymorphism is still under debate though it appears most likely to be due to
slippage events during DNA replication (Schlétterer & Tautz, 1992). The high informative
content due to high polymorphism, co-dominance and rapid analysis by PCR make
microsatellites well poised for exploitation in plant breeding applications such as linkage
analysis, agronomic trait selection, germplasm assessment, varietal identification, as well
as population genetic applications in both natural and breeding populations (Brown et al,

1996; Maguire et al, 2000).

There are a number of ways to obtain microsatellite markers. Approaches for the
isolation of new microsatellite loci are generally based on searching known sequences in
public databases, or the identification of clones containing microsatellite loci by screening
genomic libraries (Brown et al., 1996, Billotte ef al., 2001). Enrichment can be realized by
hybridizing SSR-containing fragments with biotin-labeled probes that are captured by
magnetic beads coated with streptavidin. This methodology can increase the efficiency in

obtaining of microsatellites from 50% to 90% (Powell ef al., 1996; Edward et al., 1996).

The objective of this study was to identify microsatellites from the cultivated
peanut genome; these microsatellites will be used for mapping and characterization of the

Arachis genome.

Genomic DNA from A. hypogaea leaf was isolated using a CTAB extraction
protocol (Doyle & Doyle). Approximately 30ug of DNA was digested with Sau 3Al
(Gibco) and size selected (200 — 950 pb) by 1,5% agarose gel electrophoresis.
Microsatellite enriched genomic library was carried out following previously developed
and optimized protocols (Rafalski ez al. 1996, Taramino & Tingey, 1996; White & Powell,
1997 e Brondani et al, 1998). Size selected fragments were ligated to adaptors
(SA Sau 21 mer: 5’-CAGCCTAGAGCCGAATTCACC 3’ and LA Sau 25 mer: 5°-
pGATCGGTGAATTCGGCTCTAGGCTG 3°) and hybridized with 5’biotinylated,
3’aminated (AG);; oligonucleotides bound to streptavidin-coated magnetic beads

(Dynabeads®Streptavidin, Dynal). The hybridization was followed by several washing
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steps in 2xSSPE (0.3M NaCl, 20mM NaH,PO4H,0, 2mM EDTA, pH 7.4) and the
enriched DNA was then eluted in water. DNA fragments were polymerase chain reaction
(PCR) amplified, using adaptor SA Sau as a primer, and ligated into pGEMT vector
(Promega). The ligation was performed overnight at 4°C. Fifteen ng of the ligation was
transformed into 40uL Escherichia coli XL.1-blue competent cells following Sambrook et
al. (2001). A total of 576 positives colonies were screened based on the method blue/white
(IPTG and X-Gal). They were sequenced on an Applied Biosystems 377 sequencer using
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech) with T7
and SP6 primers. One hundred and thirty and nine positive clones had had simple
sequence repeats and seventy seven were adequate for design of primers (Table 1). Primer
pairs complementary to sequences flanking the repeat element were designed using the

Primer 3 software http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi. All

primers were designed for 60°C annealing temperature and a total amplicon size between

100 and 300 bp to simplify multiplex PCR and rapid gel separation.

Of the 77 clones sequenced, 58,44% (45 clones) contained simple or compound
microsatellites with 12 or more repeats. The size distributions of all 45 clones which
contain repeats are sown up in figure 1. The average clone contained 26 repeats units. The
size distribution is not necessarily indicative of the size of all genomic TC repeats because
of the selection imposed by the hybridization procedure. The distribution in repeat length
was comparable to those isolated in similar study of Copaifera langsdorffii (Leguminosae)

(Ciampi et al, 1999).

TC/AG microsatellite size distribution

18
16
14
12
10

Total #
oo

B

o N

11 =15 16 — 20 21 =25 26 — 30 31 =135
Repeat length

Figure 1. Distribution of microsatellite loci developed by the hybrid capture method. The loci were
grouped by repeat length. The average repeat length was 26 bp.
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Table 1. Primer names, repeat motifs and type.

LELIA C. T. LEOI

Primer Motif Type Primer Motif Type
AhI1TC0AO1 (AG)y PERFECT ARITC3HO7 | (GA)s 282377 (TTC),390-398 | PERFECT E
AhITC1AO01 (TC)ss PERFECT (TG)ATC)5(CA;GT(CA), IMPERFECT
AhITC1A02 (TC)ss PERFECT AhITC4A02 (GA)e PERFECT
AhITC1A08 (GA)so PERFECT Ah1TC4B01 (TC)s PERFECT

CA)(TC);1(CA)9100-122
AthClBOl ( (%é)g]il()l_(l 90)2TC)2] IMPERFECT AthC4B02 (TC)N PERFECT
AhITCIB02 (CT)s PERFECT Ah1TC4B07 (’});%(ég&()’”ﬁ IMPERFECT
24
AhITCIDOL (AG) PERFECT Ah1TC4C08 (AC)5(TC);154-197 (GA)s COMPOUND
AhITC1D02 (TC)s, PERFECT
AhITC4C11 (CT)ss PERFECT
AhITCIDI2 (TO)s PERFECT
AhITC1EO] (CA); (GA)» COMPOUND AhITC4D02 (T PERFECT
ALITCIEOS T PERFECT Ah1TC4D09 (CA)(CCA)(CT)ys COMPOUND
AhITC4DI12 | (G)s(AG)sTAGTGA(GT); IMPERFECT
AhITCIE06 (IO PERFECT Ah1TC4E08 (TC)as PERFECT
AhITC1G04 (CTD(CT)xs COMPOUND ALITCAEDS o ERFECT
(A)14 58-344 (TC) 5 2
AhITC1HO4 385,577 (CTT), PERFECT G BT,
AhITC2A02 (TO)m PERFECT AhITC4E10 C(T)LACT)s COMPOUND
AhITC2A11 (TC),5(GT)s COMPOUND AhI1TCA4FO01 (C)AC), COMPOUND
Ah1TC2BO01 (TO)13 PERFECT Ah1TCA4F02 O PERFECT
Ah1TC2B05 (AG) PERFECT AhITC4F04 (CT)»(CA), COMPOUND
AhITC2B09 (TC), PERFECT AhITCA4F08 (TC)so PERFECT
AhI1TC2C03 (TC)s PERFECT AhITC4F10 (TTC)33 PERFECT
AhITC2C07 (TC)xs PERFECT AhITCA4F12 (CT)ss PERFECT
AhITC2C11 (TC)s PERFECT Ah1TC4G02 (CT)sy PERFECT
AhITC2C12 (CA)A(TO); COMPOUND AhITC4G05 (CT)ss PERFECT
ARITC2D06 (AG)s (A)s (T)4 (AG)s COMPOUND Ah1TC4G06 (CT)14(GA), COMPOUND
(A)s 59-181(GA), E PERFECT (GA)»GCGT(GA)q
Ah1TC2DO08 (TC)as PERFECT AhITC4G10 GT(GA), IMPERFECT
Ah1TC2E05 (TC)a PERFECT (CT)12(A)«T)sCA(C),
AhITC2EI11 (TTA), PERFECT Ah1TC4H02 (T)C(CT)s164-185 IMPERFECT
Ah1TC2G05 (GA)ss PERFECT (CDAACAT(TC),A(TC),
AhITC3A10 (CT); GAGTA (CT)s IMPERFECT AhITC4HO7 (CT)s3(A)(T)G(Mo(G)1o IMPERFECT
Ah1TC3B04 (TC)a4 PERFECT AhITC4HIT | (A)(TO)(TWG(T]CG(A)is IMPERFECT
AhITC3B05 (AG)s PERFECT ARITCSA06 €Dy PERFECT
AhITC3D04 (TC)s4 PERFECT AhITC5A07 (GA)1TAT(GA) IMPERFECT
CT)(CA)7(CG):;CT
stz | %ﬁéﬁ&ﬁ MPERFECT ||| Anrtesnos | C@icimitan, | IMPERFECT
13 A);TTG(T);C(T
ARITC3E05 (GA)(GT); COMPOUND ARITCSC0S e, IMPERFECT
TC)14(T)sAAC(CT), 280-347 (A)4(GA
ARITC3GO01 O e IMPERFECT sl (o COMPOUND
AhITC3G03 (TCC)yq PERFECT AhITC5D01 (CT)o PERFECT
AhITC3G05 (CTT)y6 PERFECT Ah1TC5D06 (GA) PERFECT
AhITC3HO1 (CT)(T COMPOUND AhITC5H11 (TC)sCATT(A)y(CA)s IMPERFECT
ARITC3HO02 (CT),sGTGCTCTT IMPERFECT Ah1TC6CO07 (A)3 PERFECT
(CG(CT)s AhI1TC6EO] (CT)as PERFECT
Ah1TC3HO04 (Ao PERFECT ARITC6GO9 D PERFECT
AhITCG6HO3 (AG)n PERFECT
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PRIMER NOTES

The results provided by the present study highlight a simple and reliable way in
obtaining microsatellite markers from the cultivated peanut. A significance of the results is
that development of microsatellite markers is important not only for peanut researchers but
also for peanut industry as the paucity of DNA markers in cultivated peanut has so far

precluded detailed genetic research on this crop.

99



DISSERTACAO DE MESTRADO LELIA C. T. LEOI
Anexo 2
PRIMER NOTES

Reference:
BILLOTTE, N.; RISTERUCCI, A.M.; BARCELOS, E.; NOYER, J.L.; AMBLARD, P.; BAURENS, F.C.

2001. Development, characterization, and across-taxa utility of oil palm (Elaeis guineensis Jacq.)
microsatellite markers. Genome, 44:413-425

BROWN, S.M.; SZEWC-MCFADDEN, A.K.; KRESOVICH, S. 1996. Development and application of
simple sequence repeat (SSR) loci for plant genome analysis In: Methods of genome analysis in
plants (Edited by: Jauhar PP) CRC Press, Inc. Boca Raton New York London Tokyo, 147-159.

CIAMPI, A.; BRONDANI, R.; GRATTAPAGLIA, D. 1999. Otimizagdo de sistemas fluorescentes de
genotipagem multiloco e desenvolvimento de primeres microssatélites para Copaifera langsdorffii
(Copaiba) — leguminosae-Caesalpinoideae. Boletim de Pesquisa n® 15. Embrapa- Brasilia — DF.

EDWARDS, K.J.; BARKER, JH.A.; DALY, A.; JONES, C.; KARP, A. 1996. Microsatellite libraries
enriched for several microsatellite sequences in plants. Biotechniques, 20:758-760

HOPKINS, M.S.; CASA, AM.; WANG, T.; MITCHELL, S.E.; DEAN, R.E.; KOCHERT, G.D;
KRESOVICH, S. 1999. Discovery and characterization of polymorphic simple sequence repeats
(SSRs) in cultivated peanut (Arachis hypogaea L) Crop Sci, 39:1243-1247

MAGUIRE, T.L.; EDWARDS, K.J.; SAENGER, P.; HENRY, R. 2000. Characterisation and analysis of
microsatellite loci in a mangrove species Avicennia marina (Forsk.) Vierh. (Avicenniaceae).
Theoretical and Applied Genetics. 101:279-285.

POWELL, W.; MACHRAY, G.C.; PROVAN, J. 1996. Polymorphism revealed by simple sequence repeats.
Trends in Plant Science 1:215-222.

RAFALSKI, J.A.; VOGEL, J.M.; MORGANTE, M.; POWELL, W.; ANDRE, C.; TINGEY, S.V. 1996.
Generating new DNA markers in plants./n Non-mammalian genomic analysis: A practical guide.

Edited by B. Birren and E. Lai. Academic Press, New York.

ROSS, C.A. 1995. When more is less: pathogenesis of glutamine repeat neurodegenerative diseases. Neuron,
15:1033-1041.

SCHLOTTERER, C.; TAUTZ, D. 1992. Slippage synthesis of simple sequence DNA. Nucleic Acids
Research, 20:211-215.

WEBER, J.L.; MAY, P.E. 1989. Abundant class of human DNA polymorphism witch can be typed using
the polymerase chain reaction. Am. J. Hum. Genet., 44:273-283.Weber, J.L. (1990) Informativeness
of human (dC-dA)n (dG-dT)n polymorphisms.Genomics 7, 524-530.

100



DISSERTACAO DE MESTRADO LELIA C. T. LEOT

Anexo 3

Anexo 3

Primers SSR

KEYS (in order of precedence):
* Kk Kk Kk Kk Kk target

>>>>>> left primer

<<<<<< right primer

Ah1TC1A01

OLIGO start len tm gcs any 3' seq
LEFT PRIMER 147 20 60.03 50.00 4.00 2.00
TCAACGCGACACAAGAAGTC

RIGHT PRIMER 362 20 59.94 45.00 6.00 0.00
GTCGGTAAATCCGACGAAAA

SEQUENCE SIZE: 396
INCLUDED REGION SIZE: 396
PRODUCT SIZE: 216

Ah1TC1A02

OLIGO start len tm gcs any 3' seq
LEFT PRIMER 113 20 59.53 40.00 8.00 3.00
GCAATTTGCACATTATCCGA

RIGHT PRIMER 367 22 60.15 40.91 4.00 1.00

CATGTTCGGTTTCAAGTCTCAA
SEQUENCE SIZE: 370
INCLUDED REGION SIZE: 370
PRODUCT SIZE: 255

Ah1TC1B01

OLIGO start len tm gcs any 3' seq
LEFT PRIMER 18 20 60.00 50.00 2.00 2.00
CACAAACACATCAACCTCCG

RIGHT PRIMER 307 20 59.88 60.00 2.00 0.00
AGGAGCAGAGAGCAGAGTGG

SEQUENCE SIZE: 315
INCLUDED REGION SIZE: 315
PRODUCT SIZE: 290

Ah1TC1B01- 1

OLIGO start len tm gcs any 3' seq
LEFT PRIMER 18 20 60.00 50.00 2.00 2.00
CACAAACACATCAACCTCCG

RIGHT PRIMER 171 20 60.73 45.00 5.00 3.00
GGTTGAAAACCCGATTCACA

SEQUENCE SIZE: 315
INCLUDED REGION SIZE: 315
PRODUCT SIZE: 154
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Ah1TC1B01-2

OLIGO start len
LEFT PRIMER 1ol 20
GGTTTTCAACCCAGCAGGTA
RIGHT PRIMER 307 20
AGGAGCAGAGAGCAGAGTGG

SEQUENCE SIZE: 315
INCLUDED REGION SIZE: 315
PRODUCT SIZE: 147

AhTCI1T1D12

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 68 20
CCCTTTCATTCTCCCTTTCC

RIGHT PRIMER 236 21

TTCTCCTGCACTAGGTTTCCA
SEQUENCE SIZE: 315
INCLUDED REGION SIZE: 315
PRODUCT SIZE: 169

Ah1TC1EO05

OLIGO start len
LEFT PRIMER 402 20
GAAGGATAAGCAATCGTCCA

RIGHT PRIMER 628 20
GGATGGGATTGAACATTTGG

SEQUENCE SIZE: 778
INCLUDED REGION SIZE: 778
PRODUCT SIZE: 227

Ah1TC1E06

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 253 20
ACCGTTACGAACGCTTTGTC

RIGHT PRIMER 393 20
TCCCTCTCATACGACACCCT

SEQUENCE SIZE: 403
INCLUDED REGION SIZE: 403
PRODUCT SIZE: 141

Ah1ITC1HO04

OLIGO start len
LEFT PRIMER 23 22
AAAATAACGTCGTTTTGGATTC
RIGHT PRIMER 177 20
AAAGGAGAGGCTGATGACGA

SEQUENCE SIZE: 691
INCLUDED REGION SIZE: 691
PRODUCT SIZE: 155

59.

59.

59.

59.

57.

59.

60.

59.

57

59.

tm
97

88

tm
87

86

tm
76

99

tm
18

53

tm

.28

95

gc%
50.00

60.00

gcs
50.00

47.62

gcs
45.00

45.00

gc%
50.00

55.00

gcs
31.82

50.00

any
5.00

any
2.00

any
3.00

any
6.00

any
8.00

3 \l

.00

.00

3 |l

.00

.00

3 \l

.00

.00

3 \l

.00

.00

3 |l

.00

.00

seq

seq

seq

seq

seq
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Ah1TC1HO04 (2)

OLIGO start len
LEFT PRIMER 243 20
TGCTTACGAATGACGCAAAA
RIGHT PRIMER 511 20
AGTGCAGTGCCATCTTGTTG

SEQUENCE SIZE: 691
INCLUDED REGION SIZE: 691
PRODUCT SIZE: 269

Ah1TC1H04

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 526 21
CTGTGCACCTTCTCACTCTCA

RIGHT PRIMER 685 20
AGTTGGAGTTCCCGAAGGTT

SEQUENCE SIZE: 691
INCLUDED REGION SIZE: 691
PRODUCT SIZE: 160

Ah1TC2B09

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 40 20
GCCCATATCAAGCTCCAAAA

RIGHT PRIMER 240 20
TAGCCAGCGAAGGACTCAAT

SEQUENCE SIZE: 318
INCLUDED REGION SIZE: 318
PRODUCT SIZE: 201

Ah1TC2C11

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 174 20
TCCTAATGCACTTGTGACGC

RIGHT PRIMER 327 21

GAACCTGGAATTTTTGCATGA
SEQUENCE SIZE: 369
INCLUDED REGION SIZE: 369
PRODUCT SIZE: 154

Ah1TC2C12

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 40 24
GGAGTTTTGAGTTTTGAGTTTTGA
RIGHT PRIMER 230 18
CCCGCTATTCCCCAAAAT

SEQUENCE SIZE: 245
INCLUDED REGION SIZE: 245
PRODUCT SIZE: 191

60

59.

59.

59.

60.

59.

59.

59.

58.

59.

tm

.39

90

tm

19

97

tm
04

98

tm
87

93

tm
89

72

gcs
40.00

50.00

52.38

50.00

gcs
45.00

50.00

gc%
50.00

38.10

gcs
33.33

50.00

any
3.00

any

any
4.00

any
4.00

any
1.00

3 \l

.00

.00

.00

.00

3 )

.00

.00

3 \l

.00

.00

3 |l

.00

.00

seq

seq

seq

seq

seq
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AhITC2E11

OLIGO start len
LEFT PRIMER 116 20
AAACTTGGACGTTGGCTTTG

RIGHT PRIMER 309 20
CAGGTTCGGGTTCACACTTT

SEQUENCE SIZE: 436
INCLUDED REGION SIZE: 436
PRODUCT SIZE: 194

Ah1TC3B04

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 21 20
GAAGAAGAAGTCACTGCGGC

RIGHT PRIMER 261 25

AAGCTAGTTTCTGATTAAAGCACCA
SEQUENCE SIZE: 288
INCLUDED REGION SIZE: 288
PRODUCT SIZE: 241

Ah1TC3E03

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 40 20
TAAGAAGCCGAATTCAACCG

RIGHT PRIMER 277 22

TCGTAGTGTGCAAGGTTTAGGA
SEQUENCE SIZE: 303
INCLUDED REGION SIZE: 303
PRODUCT SIZE: 238

Ah1TC3G05

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 1 20
GATCCCAAGTCTCCAGAGGA

RIGHT PRIMER 134 20
AACAACAAGGAGGCAGAGGA

SEQUENCE SIZE: 287
INCLUDED REGION SIZE: 287
PRODUCT SIZE: 134

Ah1TC3HO01

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 48 20
CTAGGATGGGTGACCTCCTG

RIGHT PRIMER 230 20
TAACACTATCCGCGAAGCCT

SEQUENCE SIZE: 239
INCLUDED REGION SIZE: 239
PRODUCT SIZE: 183

60.

60.

60.

59.

60

59.

59.

59.

59.

59.

tm
15

01

tm
14

88

tm

.20

81

tm
18

84

tm
52

87

gcs
45.00

50.00

gcs
55.00

36.00

gc%
45.00

45.45

gcs
55.00

50.00

gcs
60.00

50.00

any
4.00

any
5.00

any
6.00

any
4.00

any
5.00

3 |l

.00

.00

3 |l

.00

.00

3 \l

.00

.00

3 |l

.00

.00

3 |l

.00

.00

seq

seq

seq

seq

seq
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Ah1TC4F04

OLIGO start len
LEFT PRIMER 3 20
TCCCCACTACCTCGACTCTC

RIGHT PRIMER 106 20
GGTATTTGGGGAAGGGTGTT

SEQUENCE SIZE: 645
INCLUDED REGION SIZE: 645
PRODUCT SIZE: 104

Ah1TC4F12

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 1 20
GATCTTTCCGCCATTTTCTC

RIGHT PRIMER 220 20
GGTGAATGACAGATGCTCCA

SEQUENCE SIZE: 350
INCLUDED REGION SIZE: 350
PRODUCT SIZE: 220

Ah1TC4G02

OLIGO start len
LEFT PRIMER 1 20
GATCCAACTGTGAATTGGGC

RIGHT PRIMER 151 20
CACACCAGCAACAAGGAATC

SEQUENCE SIZE: 175
INCLUDED REGION SIZE: 175
PRODUCT SIZE: 151

Ah1TC4G06

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 35 20
ATTTCACATTCCCTAGCCCC

RIGHT PRIMER 273 22

CATCGACTGACTTGAAAAATGG
SEQUENCE SIZE: 292
INCLUDED REGION SIZE: 292
PRODUCT SIZE: 239

Ah1TC4H11

OLIGO start len
LEFT PRIMER 54 20
TTTGGACAACTGACGGTTCA

RIGHT PRIMER 250 20
CCAGGCTTCTCATGCTTCAT

SEQUENCE SIZE: 347
INCLUDED REGION SIZE: 347
PRODUCT SIZE: 197

59.

59.

58.

59.

60

59.

60.

59.

60.

60

tm
25

92

tm
72

64

tm

.33

14

tm
15

61

tm
13

.36

gc%
60.00

50.00

gcs
45.00

50.00

gcs
50.00

50.00

gc%
50.00

40.91

gcs
45.00

50.00

any
4.00

any
4.00

any
5.00

any
4.00

any
5.00

3 \l

.00

.00

3 )

.00

.00

3 \l

.00

.00

3 \l

.00

.00

3 |l

.00

.00

seq

seq

seq

seq

seq
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Ah1TC5DO01

OLIGO start len
LEFT PRIMER 20 20
CATTGACCACTCACATCCGT

RIGHT PRIMER 145 20
GATGGGAGTGTGTATTCGGC

SEQUENCE SIZE: 198
INCLUDED REGION SIZE: 198
PRODUCT SIZE: 126

Ah1TC6CO07

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 26 21
TCCAACCACAAAGAATTGTCC

RIGHT PRIMER 95 25

GACATTACTTACCCATTCAATTCAT
SEQUENCE SIZE: 189
INCLUDED REGION SIZE: 189
PRODUCT SIZE: 70

Ah1TC6EO01

OLIGO start len
LEFT PRIMER 34 20
CTCCCTCGCTTCCTCTTTCT

RIGHT PRIMER 204 20
ACGCATTAACCACACACCAA

SEQUENCE SIZE: 208
INCLUDED REGION SIZE: 208
PRODUCT SIZE: 171

Ah1ITC1E06

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 253 20
ACCGTTACGAACGCTTTGTC

RIGHT PRIMER 393 20
TCCCTCTCATACGACACCCT

SEQUENCE SIZE: 403
INCLUDED REGION SIZE: 403
PRODUCT SIZE: 141

Ah1TC1G04

OLIGO start len
LEFT PRIMER 16 20
TGCTGTGAGAGAAATGGCAG

RIGHT PRIMER 289 20
GCGCATTCTTCGATTAAAGG

SEQUENCE SIZE: 321
INCLUDED REGION SIZE: 321
PRODUCT SIZE: 274

59.

60

59.

57

60.

59.

60.

59.

60.

59.

tm
39

.35
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82

.54
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09

89
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gc%
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32.00
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55.00

45.00

gc%
50.00

55.00
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45.00
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Ah1TC1D12

OLIGO start len
LEFT PRIMER 49 20
GCCAAAATTCTCAGTGCCTC

RIGHT PRIMER 154 20
AGTGAGAAGCGAACCCAAAA

SEQUENCE SIZE: 315
INCLUDED REGION SIZE: 315
PRODUCT SIZE: 106

Ah1TC2D08

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 58 19
ATGTGGGGAGGTCGGTAAC

RIGHT PRIMER 357 20
TCACAGGTTTTGTGTGCTCG

SEQUENCE SIZE: 439
INCLUDED REGION SIZE: 439
PRODUCT SIZE: 300

Ah1TC2E05

OLIGO start len
LEFT PRIMER 96 20
GAATTTATAAGGCGTGGCGA

RIGHT PRIMER 195 20
CCATCCCTTCTTCCTTCACA

SEQUENCE SIZE: 220
INCLUDED REGION SIZE: 220
PRODUCT SIZE: 100

Ah1TC2CO03

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 60 20
AGACGTGAGTGCTTGGTTCA

RIGHT PRIMER 272 20
CAGCCTAGAGCCGAATTCAC

SEQUENCE SIZE: 323
INCLUDED REGION SIZE: 323
PRODUCT SIZE: 213

Ah1TC2C07

OLIGO start len
LEFT PRIMER 32 20
CACCACACTCCCAAGGTTTT

RIGHT PRIMER 196 20
TCAAGAACGGCTCCAGAGTT

SEQUENCE SIZE: 282
INCLUDED REGION SIZE: 282
PRODUCT SIZE: 165

Ah1TC1DO02

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 1 20
GATCCAAAATCTCGCCTTGA

RIGHT PRIMER 264 20
GCTGCTCTGCACAACAAGAA

SEQUENCE SIZE: 273
INCLUDED REGION SIZE: 273
PRODUCT SIZE: 264
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Ah1TC3H02

OLIGO start len
LEFT PRIMER 4 20
CTCTCCGCCATCCATGTAAT

RIGHT PRIMER 288 20
ATGGTGAGCTCGACGCTAGT

SEQUENCE SIZE: 456
INCLUDED REGION SIZE: 456
PRODUCT SIZE: 285

Ah1TC3A12= Ah1TC2B09

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 40 20
GCCCATATCAAGCTCCAAAA
RIGHT PRIMER 240 20
TAGCCAGCGAAGGACTCAAT

SEQUENCE SIZE: 466
INCLUDED REGION SIZE: 466
PRODUCT SIZE: 201

Ah1TC3GO03

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 10 20
ATCTGCAGCCTCAAGCTGAT

RIGHT PRIMER 242 20
GCCGGTATGAGAGATTGGAG

SEQUENCE SIZE: 454
INCLUDED REGION SIZE: 454
PRODUCT SIZE: 233

Ah1TC4D02

OLIGO start len
LEFT PRIMER 333 20
AAGTTGTTCCCGTTGCACTC

RIGHT PRIMER 444 23

AAAACACCATAAGGTGAATCAAA
SEQUENCE SIZE: 451
INCLUDED REGION SIZE: 451
PRODUCT SIZE: 112

Ah1TC3D04

OLIGO start len
LEFT PRIMER 33 20
TTTCGTCATTTCAGCTCCTC

RIGHT PRIMER 183 21

TTCAGCCTAGAGCGGTATTCA
SEQUENCE SIZE: 190
INCLUDED REGION SIZE: 190
PRODUCT SIZE: 151
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4.00

any
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Ah1TC4E08

OLIGO start len
LEFT PRIMER 134 20
TCTCATCCACCCTCCTGACT

RIGHT PRIMER 344 20
GATGCGTGAGTGGTCATACG

SEQUENCE SIZE: 501
INCLUDED REGION SIZE: 501
PRODUCT SIZE: 211

Ah1TC4F01

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 40 20
GAACAACCGGGAGCAATTTA

RIGHT PRIMER 293 25

CGTCCAGTTCCTATAGAACCTATCA
SEQUENCE SIZE: 296
INCLUDED REGION SIZE: 296
PRODUCT SIZE: 254

Ah1TC4F08

OLIGO start len
LEFT PRIMER 46 20
TGCAATTCGACTTCTTGGTT

RIGHT PRIMER 205 22

TCATAAACACCGATTGACATTG
SEQUENCE SIZE: 207
INCLUDED REGION SIZE: 207
PRODUCT SIZE: 160

Ah1TC5H11

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 500 20
AAAAATCGGACCATGATTGG

RIGHT PRIMER 658 20
TCTTCTCCTCCCTCACTCCA

SEQUENCE SIZE: 690
INCLUDED REGION SIZE: 690
PRODUCT SIZE: 159

Ah1TC1DO02

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 1 20
GATCCAAAATCTCGCCTTGA

RIGHT PRIMER 264 20
GCTGCTCTGCACAACAAGAA

SEQUENCE SIZE: 274
INCLUDED REGION SIZE: 274
PRODUCT SIZE: 264

Ah1TC1EO01

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 11 20
CAGCAAAGAGTCGTCAGTCG

RIGHT PRIMER 228 23

GAAAGTTCACTTGAGCAAATTCA
SEQUENCE SIZE: 287
INCLUDED REGION SIZE: 287
PRODUCT SIZE: 218
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Sas2= Ah1TC0A01

OLIGO start len
LEFT PRIMER 52 20
CAGCTCATTTTTCACCTCCA
RIGHT PRIMER 347 20
CCATAACCCCAAAAATGCAG

SEQUENCE SIZE: 408
INCLUDED REGION SIZE: 408
PRODUCT SIZE: 296

Ah1TC2B01

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 18 20
TTGCAGAAAAGGCAGAGACA

RIGHT PRIMER 171 24

GAAAGAAGCTAAGAAGGACCCATA
SEQUENCE SIZE: 220
INCLUDED REGION SIZE: 220
PRODUCT SIZE: 154

Ah1TC1DO01

OLIGO start len
LEFT PRIMER 31 20
TGCCAATCTCCTCTTCAACC

RIGHT PRIMER 232 20
TCAGGCAAGGGTTCCTACTG

SEQUENCE SIZE: 312
INCLUDED REGION SIZE: 312
PRODUCT SIZE: 202

AhTC3B05

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 271 20
GGAGAAAACGCATTGGAACT

RIGHT PRIMER 530 20
TTTGTCCCGTTGGGAATAGT

SEQUENCE SIZE: 539
INCLUDED REGION SIZE: 539
PRODUCT SIZE: 260

AhTC3G01

OLIGO start len
LEFT PRIMER 134 20
GACGGTAATCGTGCCCTAAA

RIGHT PRIMER 381 20
TGCAGTAGTGGCAGCAGAAC

SEQUENCE SIZE: 455
INCLUDED REGION SIZE: 455
PRODUCT SIZE: 248

58.

60.

59.

59.

60

60

59.

59.

59.

60

tm
85

18

tm
72

34

tm

.20

.25

tm
17

29

tm
96

.21

gc%
45.00

45.00

gcs
45.00

41.67

gcs
50.00

55.00

gc%
45.00

45.00

gcs
50.00

55.00

any
4.00

any
4.00

any
3.00

any
4.00

any
5.00

3 \l

.00

.00

3 |l

.00

.00

3 \l

.00

.00

3 \l

.00

.00

3 |l

.00

.00

seq

seq

seq

seq

seq
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AhT1C3HO07 (1)

OLIGO start len
LEFT PRIMER 98 20
CAATGGGAGGCAAATCAAGT
RIGHT PRIMER 344 20
GCCAAATGGTTCCTTCTCAA

SEQUENCE SIZE: 476
INCLUDED REGION SIZE: 476
PRODUCT SIZE: 247

AhTIC3HO07 (2)

OLIGO start len
LEFT PRIMER 156 20
TCATCGAACAAAACGTCGTC
RIGHT PRIMER 441 20
CGAATTCCTTTCTTGCCTTG

SEQUENCE SIZE: 476
INCLUDED REGION SIZE: 476
PRODUCT SIZE: 286

AhT1C3HO07 (3)

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 315 20
AGGGGGAGAATTGAGAAGGA

RIGHT PRIMER 441 20
CGAATTCCTTTCTTGCCTTG

SEQUENCE SIZE: 476
INCLUDED REGION SIZE: 476
PRODUCT SIZE: 127

Ah1TC4B01

OLIGO start len
LEFT PRIMER 8 21
GAGGCTCCAACATTGCTCTAA

RIGHT PRIMER 300 25

CTAGTAGGTTCTTGTGAGAGAGAGC
SEQUENCE SIZE: 303
INCLUDED REGION SIZE: 303
PRODUCT SIZE: 293

Ah1TC4B07

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 305 22
TGAAGCAAGAAAAAGCAGTGAA
RIGHT PRIMER 470 21

CCTTGCCTTTTGGTTTTAAGG
SEQUENCE SIZE: 485
INCLUDED REGION SIZE: 485
PRODUCT SIZE: 166

59.

60.

59.

59.

60.

59.

59.

57

60.

59.

tm
93

05

tm
70

82

tm
01

82

tm
47

.32

tm
17

98

gcs
45.00

45.00

gcs
45.00

45.00

gcs
50.00

45.00

gcs
47.62

48.00

gcs
36.36

42.86

any
3.00

any
5.00

any
4.00

any
5.00

any
3.00

3 |l

.00

.00

3 \l

.00

.00

3 )

.00

.00

3 \l

.00

.00

3 |l

.00

.00
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AhTC4T1G10

OLIGO start len
LEFT PRIMER 188 20
TTCGGTCATGTTTGTCCAGA

RIGHT PRIMER 398 20
CTCGAGTGCTCACCCTTCAT

SEQUENCE SIZE: 448
INCLUDED REGION SIZE: 448
PRODUCT SIZE: 211

Ah1TC5A07

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 188 20
GTTTGGTTCTCCCTCCTCCT

RIGHT PRIMER 333 20
AGCCTCTTCATTCCCCTCAT

SEQUENCE SIZE: 414
INCLUDED REGION SIZE: 414
PRODUCT SIZE: 146

Ah1TC5C05 (1)

OLIGO start len
LEFT PRIMER 165 20
GCTGAGAGAACAAGCCCAAC
RIGHT PRIMER 404 20
CCTTTAACACGTGCCCATCT

SEQUENCE SIZE: 512
INCLUDED REGION SIZE: 512
PRODUCT SIZE: 240

Ah1TCS5CO0S (2)

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 385 20
AGATGGGCACGTGTTAAAGG
RIGHT PRIMER 512 20
GTCCCAACCAAATCCAACAC

SEQUENCE SIZE: 512
INCLUDED REGION SIZE: 512
PRODUCT SIZE: 128

Ah1TC2B05= AhTC2G03

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 657 20
GGCGGGAAGAGCTTAAGAAG
RIGHT PRIMER 885 20
TTGCAATGGATCTCACCAAA

SEQUENCE SIZE: 915
INCLUDED REGION SIZE: 915
PRODUCT SIZE: 229

AhITC4HO02 (1)

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 69 20
ACCGCAAACTCATCCATCTC
RIGHT PRIMER 253 20
GATAGCGTCAGAGGCAGAGG

SEQUENCE SIZE: 808
INCLUDED REGION SIZE: 808
PRODUCT SIZE: 185

60.

60.

59.

60.

60.

59.

59.

60.

60.

60.

60.

60.

tm
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tm
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00

99

tm
99

07

tm
46
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tm
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gc%
45.00

55.00

gcs
55.00

50.00

gcs
55.00

50.00

gc%
50.00

50.00

gcs
55.00

40.00

gc%
50.00

60.00

any
4.00
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2.00
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3.00
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6.00

any
6.00

any
2.00

3 \l

.00

.00
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.00
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.00
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.00
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.00
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.00

.00
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Ah1TC1B02

OLIGO start len
LEFT PRIMER 71 20
AACATGCATGCAAATGGAAA

RIGHT PRIMER 296 21

GCCAAAGTCACTTGTTTGCTT
SEQUENCE SIZE: 306
INCLUDED REGION SIZE: 306
PRODUCT SIZE: 226

AhITC2A11

OLIGO start len
LEFT PRIMER 9 20
CAGCAGATTGACGGGTTAGC

RIGHT PRIMER 231 20
CAGCAAAGAGTCGTCAGTCG

SEQUENCE SIZE: 241
INCLUDED REGION SIZE: 241
PRODUCT SIZE: 223

h1TC4HO07

OLIGO start len
LEFT PRIMER 298 20
CCTCCGTTGCTCTTCTGAAC

RIGHT PRIMER 476 22

GATCAAGCACTTCAGACAATGG
SEQUENCE SIZE: 476
INCLUDED REGION SIZE: 476
PRODUCT SIZE: 179

Ah1TC5A06

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 93 20
TCGGTTTGGGAGACACTCTT

RIGHT PRIMER 263 20
TTGTAAGCAGACGCCACATC

SEQUENCE SIZE: 517
INCLUDED REGION SIZE: 517
PRODUCT SIZE: 171

Ah1TC4E09

OLIGO start len
LEFT PRIMER 105 20
CTTTCTTCCCCCTTGAACCT

RIGHT PRIMER 255 25

GATCAAGTGAAAATGTTAGTATAAG
SEQUENCE SIZE: 255
INCLUDED REGION SIZE: 255
PRODUCT SIZE: 151

Ah1TC6G09

OLIGO start len
LEFT PRIMER 90 21
GGAGGTTGCATGCATCATAGT

RIGHT PRIMER 222 23

TCATTGAACGTATTTGAAAGCTC
SEQUENCE SIZE: 224
INCLUDED REGION SIZE: 224
PRODUCT SIZE: 133

59.
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59.
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55.00
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gcs
50.00
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34.78
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Ah1TC5D06

OLIGO start len
LEFT PRIMER 18 24
GAAATTTTAGTTTTCAGCACAGCA
RIGHT PRIMER 194 23

TTTTCCCCTCTTAAATTTTCTCG
SEQUENCE SIZE: 194
INCLUDED REGION SIZE: 194
PRODUCT SIZE: 177

Ah1TC2D06

OLIGO start len
LEFT PRIMER 88 20
AGGGGGAGTCAAAGGAAAGA

RIGHT PRIMER 301 20
TCACGATCCCTTCTCCTTCA

SEQUENCE SIZE: 405
INCLUDED REGION SIZE: 405
PRODUCT SIZE: 214

Ah1TC2G05

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 52 20
GCCGAGCTAGTTTGATTTGG

RIGHT PRIMER 338 21

TTGGATTTGAATGGAGGAATG
SEQUENCE SIZE: 390
INCLUDED REGION SIZE: 390
PRODUCT SIZE: 287

Ah1TC3A10

OLIGO start len
LEFT PRIMER 32 20
GCATGGGGTAAATCTTCCAA

RIGHT PRIMER 244 20
ATGTGCCTATCAGGGGTTTG

SEQUENCE SIZE: 433
INCLUDED REGION SIZE: 433
PRODUCT SIZE: 213

Ah1TC3E(2

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 318 21
TGAAAGATAGGTTTCGGTGGA

RIGHT PRIMER 590 20
CAAACCGAAGGAGGAACTTG

SEQUENCE SIZE: 609
INCLUDED REGION SIZE: 609
PRODUCT SIZE: 273

Ah1TC3E05

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 103 20
CACCACTTGAGTTGGTGAGG

RIGHT PRIMER 397 20
CTTCTTCTTCTCCCGCAATG

SEQUENCE SIZE: 427
INCLUDED REGION SIZE: 427
PRODUCT SIZE: 295
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Ah1TC4F02

OLIGO start len
LEFT PRIMER 8 20
GCACTGCACCCCAATCTCTA

RIGHT PRIMER 178 20
GATGGGTGGTTTGGTGTCTC

EQUENCE SIZE: 230
INCLUDED REGION SIZE: 230
PRODUCT SIZE: 171

Ahl1TC1lA08

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 2 20
AAGGGGTTAAGGGCATGACT

RIGHT PRIMER 215 19
CCACAAATGGGTCGTCGAT

SEQUENCE SIZE: 228
INCLUDED REGION SIZE: 228
PRODUCT SIZE: 214

Ah1TC4E10

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 186 20
ACGTCATCTTCCCTCCTCCT

RIGHT PRIMER 485 20
CCATTTTCTCCTCGAACCAA

SEQUENCE SIZE: 527
INCLUDED REGION SIZE: 527
PRODUCT SIZE: 300

Ah1TC4C11

OLIGO start len
LEFT PRIMER 85 20
TCCTGACTGGGTCCTTTGTC

RIGHT PRIMER 348 20
CCAAAGGGGAGTACGAACAT

SEQUENCE SIZE: 487
INCLUDED REGION SIZE: 487
PRODUCT SIZE: 264

Ah1TC4D09

OLIGO start len
LEFT PRIMER 68 20
TTGTGCTCTGCTCTTGGTTG

RIGHT PRIMER 277 20
CTTGCTGGAGGAAACACACA

SEQUENCE SIZE: 487
INCLUDED REGION SIZE: 487
PRODUCT SIZE: 210

Ah1TC4F10

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 3 25
TCCAAGTACCTTCTTCTTCTTCTTC
RIGHT PRIMER 214 21

CGTTGAAGTCAATCCAGATCC
SEQUENCE SIZE: 442
INCLUDED REGION SIZE: 442
PRODUCT SIZE: 212
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55.00

55.00

gcs
50.00
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45.00

gcs
55.00
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Ah1TC4G05

OLIGO start len
LEFT PRIMER 34 20
AACCCACTACGGGACTACCC

RIGHT PRIMER 323 20
ACGACGTGGAGGAGAAGAGA

SEQUENCE SIZE: 352
INCLUDED REGION SIZE: 352
PRODUCT SIZE: 290

Ah1TC4A02= Ah1TC4HO01

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 43 20
ATTCAAATCGGAATGGCAAG
RIGHT PRIMER 319 20
GAGCAAAGGGCGAATCTATG

SEQUENCE SIZE: 363
INCLUDED REGION SIZE: 363
PRODUCT SIZE: 277

Ah1TC2A02

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 5 20
CTCCCTTGTGGGTATGTGGT

RIGHT PRIMER 201 20
GGCTCCCATTCATTCTCAAA

SEQUENCE SIZE: 287
INCLUDED REGION SIZE: 287
PRODUCT SIZE: 197

Ah1TC4C08 (1)

OLIGO start len
LEFT PRIMER 50 20
CTCCCAAAGCTTCTGAATGG
RIGHT PRIMER 260 20
TGGAGAATTGCCGATTTAGG

SEQUENCE SIZE: 520
INCLUDED REGION SIZE: 520
PRODUCT SIZE: 211

AhITC4C08 (2)

OLIGO start 1len
LEFT PRIMER 334 20
ACACTACCTTCAGCGCCAAC

RIGHT PRIMER 516 21

TCTGTGTGAATTTCGCCATTA
SEQUENCE SIZE: 520
INCLUDED REGION SIZE: 520
PRODUCT SIZE: 183

Ah1TC4D12

OLIGO start len
LEFT PRIMER 127 20
ATGGAGGAGAGGGAGAGAGG

RIGHT PRIMER 278 20
AAATCTTTCCCACCCAAACC

SEQUENCE SIZE: 306
INCLUDED REGION SIZE: 306
PRODUCT SIZE: 152
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Ah1TC6HO03

OLIGO start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 3 21 59.43 42.86 6.00 0.00
TCACAATCAGAGCTCCAACAA

RIGHT PRIMER 225 20 60.15 55.00 4.00 2.00
CAGGTTCACCAGGAACGAGT

SEQUENCE SIZE: 264
INCLUDED REGION SIZE: 264
PRODUCT SIZE: 223
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Anexo 4

Blastx- Sequéncias com Microssatélites

LELIA C. T. LEOI

This is a cleaned up blastx which only shows those results with significant hits the threshold of
significance used was 10-6.
This is a cleaned up version of a blast consensus_microsats.aa blastx, with non-hits and non significant
hits removed.

Total number of records inspected is 139
Number of non-hits is 37

Number of significant hits is 13

Number of non-significant hits is 89

Reference:
ALTSCHUL, S

.F.; MADDEN, T.; SCHAFFER, A.; ZHANG,
BLAST and PSI-BLAST:

25:3389-3402.

Ah1TC1A02

Sequences producing significant alignments:
Atlgl2930 unknown protein

>At1g12930

unknown protein

Length = 938

Score = 60.8 bits (146), Expect = 2e-10

J.; ZHANG, Z.; MILLER,

Identities = 25/35 (71%), Positives = 31/35 (88%)
Frame = +2
Query: 77 VHKCATILQQLAAICTLSERTTLKSILCWQTLHGW 181

AT4g07640 putative athila transposon protein

VHKC+TILQQLAAIC+L ERT+ K +LCW++LGW
Sbjct: 822 VHKCSTILQQLAAICSLCERTSWKGMLCWKSLQGW 856

Ah1TC2A09

Sequences producing significant alignments:

>AT4g07640 putative athila transposon protein

Length = 866

Score = 58.5 bits (140), Expect = 9e-10

Identities = 38/102 (37%), Positives = 57/102

Frame = -2

Query: 301

Sbjct: 437 PITVKNKEKVEVPPPYKPELPFPGRHKKALADKYRAMFAKNIKEVELRIPLVDALALIPD 496
Query: 124 YAKFLKELMTKKRSWRNEETVLLTEECSAIIQHK-LPQXLKD 2
KFLK+L+ +R + V+L+ CSAIIQ K +P+ L D
Sbjct: 497 SHKFLKDLIV-ERIQEVQGMVVLSHGCSAIIQKKIIPKKLSD 537
AthClDOl Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT4gl1980 putative protein 60 Te-14

>AT4g11980
Score = 60
Identities
Frame = -1
Query: 231
Sbjct: 164
Query: 52

Sbjct: 195

PSATKEKEKE-VLKPYTPRAPYPQRLMKSEKDGQFSRFLEIFKKLQINIPFAEAIEQMPL 125

P K KEK V PY P P+tP R K+ D

putative protein

Length = 310

.5 bits (145), Expect(2) = T7e-14
= 26/32 (81%), Positives = 29/32

QARVPTGRIILELPTGMLDDDKGDFIGTGVRE
Q RVPTG+I+LELP GMLDDDKGDFE+GT VRE
QVRVPTGKIVLELPAGMLDDDKGDEFVGTAVRE

QVEEEIGIKFKLEDMVD 2
+VEEEIGIK K EDMVD
EVEEEIGIKLKKEDMVD 211

+ F +

(90%)

136

195

(55%),

Score E
(bits) Value
61 2e-10
Score E
(bits) Value
59 9e-10
Gaps = 2/102 (1%

K++++ IP

+A+

.7

a new generation of protein database search programs.

+P

D. 1997. Gapped

Nucleic Acids Res.
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Ah1TC3A12

Sequences producing significant alignments:
AT4gl1260 putative protein

>AT4gl1260 putative protein
Length = 358

Score = 53.9 bits (128), Expect(3) = 4e-19
Identities = 22/37 (59%), Positives = 30/37 (80%)
Frame = +1

Query: 355 TACIKLEEYQTAKVALQTGASFAPDDSREFTKLVQDCD 46
TAC+KLEEY TAK AL+ GAS AP++ +F K++ +CD
Sbjct: 78 TACMKLEEYSTAKAALEKGASVAPNEPKFKKMIDECD 11

Score = 45.4 bits (106), Expect(3) = 4e-19
Identities = 22/29 (75%), Positives = 25/29 (85%)
Frame = +3

Query: 186 TEAVSDANKAIQLSPSLAKAYLRKGYAVL 272
TEAV DANKAI+L P+LAKAYLRKG A +
Sbjct: 53 TEAVVDANKAIELEPTLAKAYLRKGTACM 81

Score = 31.2 bits (69), Expect(3) = 4e-19
Identities = 13/22 (59%), Positives = 17/22 (77%)
Frame = +1
Query: 1 DPSNPLLYADRAQAHIKLQONET 66

DP+ +ADRAQA+IK+ NFT
Sbjct: 32 DPNCAAFFADRAQANIKIDNET 53

Ah1TC3HO7

Sequences producing significant alignments:
AT3g05520 alpha subunit of F-actin capping protein

>AT3g05520 alpha subunit of F-actin capping protein
Length = 308

Score = 58.5 bits (140), Expect(2) = 5e-19

Identities = 23/40 (57%), Positives = 36/40 (89%)

Frame = -2

Query: 196 DVKSILNDDVLFDEAASEAFPVYNKSHLICLPLPNRSGDV
D+K++L+D+ +++EAA EAFPVYNK+H+ICL +P+ +GDV

Sbjct: 40 DLKAVLSDEEVYNEAAMEAFPVYNKTHMICLEMPSGAGDV

Score = 52.0 bits (123), Expect(2) = 5e-19

Identities = 27/39 (69%), Positives = 30/39 (76%),

Frame = -1

Query: 398 MADEEEE---SELSDKQKVEIAKWFLLNSPPGEIQYVAK
MADEE+E +ELS QK EIAKWE LN+P GEI YVAK

Sbjct: 1 MADEEDELLETELSYDQKKEIAKWEFLNAPAGEINYVAK

Ah1TC4DO02

Sequences producing significant alignments:
AT3g23710 Tic22, putative

>AT3g23710 Tic22, putative
Length = 313
Score = 55.5 bits (132), Expect = 1e-08
Identities = 28/62 (45%), Positives = 46/62 (74%),
Frame = +2
Query: 179 VYALNNPWEEFLLIAGASTSKNISIFCENEDDAQALLCQV
VYAL+N EEF+L++G S+ K++ + E+DA+ LL ++
Sbjct: 124 VYALSNSNEEFVLVSGTSSGKSLGLLFCKEEDAETLLKEM
Query: 356 KV 361
KV
Sbjct: 184 KV 185

Score E
(bits) Value
54 4e-19
5
4
Score E
(bits) Value
59 5e-19
77
79

Gaps = 3/39 (7%)

291

39
Score E
(bits) Value
55 le-08

Gaps = 1/62 (1%)

FTVHPRLR-DSSKVVPVALN 355
++ PR+R + SKVV +AL+
KSMDPRMRKEGSKVVALALS 183

LELIA C. T. LEOI
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Ah1TC4E1O0 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Atlg30270 serine/threonine kinase, putative 90 8e-19

>At1g30270 serine/threonine kinase, putative
Length = 480

Score = 89.7 bits (221), Expect = 8e-19
Identities = 42/54 (77%), Positives = 49/54 (89%)
Frame = -3

Query: 162 ATNSGRTRVGKYELGRTLGEGNFAKVKFAKNTVTGDNVAIKILDKEKVLKHKMI 1
+++ GRTRVGKYELGRTLGEG FAKVKFA+N GDNVAIK++DKEKVLK+KMI
Sbjct: 20 SSSGGRTRVGKYELGRTLGEGTFAKVKFARNVENGDNVAIKVIDKEKVLKNKMI 73

AthC4H07 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT5g44790 ATP dependent copper transporter 67 4e-12

>AT5g44790 ATP dependent copper transporter
Length = 1001

Score = 67.0 bits (162), Expect = 4e-12
Identities = 46/84 (54%), Positives = 55/84 (64%), Gaps = 12/84 (14%)
Frame = +3

Query: 138 LEEVRRLLXSYDSRNGIDD------- GR----MRWIQVRVTGMSCAACSTSIESALYAVD 284
+EEV LL SY + DD GR +R IQV VTGM+CAACS S+E+AL V+
Sbjct: 24 MEEVG-LLDSYHNEANADDILTKIEEGRDVSGLRKIQVGVTGMTCAACSNSVEAALMNVN 82

Query: 285 SVITASVALL-NKADVVENPALVK 353
V  ASVALL N+ADVVF+P LVK
Sbjct: 83 GVFKASVALLONRADVVFDPNLVK 106

Score = 30.8 bits (68), Expect = 0.35
Identities = 17/47 (36%), Positives = 27/47 (57%), Gaps = 1/47 (2%)
Frame = +3

Query: 213 QVRVTGMSCAACSTSIESALYAVDSVITASVAL-LNKADVVENPALV 350
Q + GM+CAAC S+E L + V A VAL + +V ++P ++
Sbjct: 136 QFTIGGMTCAACVNSVEGILRDLPGVKRAVVALSTSLGEVEYDPNVI 182

AthC5C05 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT3g30300 auxin-independent growth promoter, putative 83 Te-17

>AT3g30300 auxin-independent growth promoter, putative
Length = 651

Score = 83.2 bits (204), Expect = 7e-17
Identities = 42/68 (61%), Positives = 52/68 (75%), Gaps = 6/68 (8%)
Frame = -2

Query: 232 MKGEVK--MKSKMKWVGLVGLVLSAFSIFTHFLLARFTEMGIAEYQSSVTIFSWRPIFD- 62
MKGE K +KS+MKW+GL+GLVLSAFS+ HFLLA FT+ I++Y VTIFSWRPIFD
Sbjct: 1 MKGEGKVFLKSRMKWIGLLGLVLSAFSLLVHFLLAGFTDDSISDYSIPVTIFSWRPIFDN 60

Query: 61 ---LQHSP 47
+H+P
Sbjct: 61 PRFARHTP 68
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Ah1TC5C10 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
At1g36560 hypothetical protein 96 le-20

>At1g36560 hypothetical protein

Length = 524

Score = 95.9 bits (237), Expect = le-20
Identities = 47/104 (45%), Positives = 71/104 (68%)
Frame = -3
Query: 338 KALCDLGLGINLMPLSVIEKMGIYGVQADKISLEMVDSSRKQAYGQVEDVLVKVEGLYTP 159
K LCDLG ++LMPLSV +++G + ISL + D S +Q +G +ED+ +K+ + P
Sbjct: 138 KCLCDLGASVSLMPLSVAKRLGEFNKYKYCNISLILADGSVRQPHGVLEDLPIKIGKVEVP 197
Query: 158 ADFIVLDTVKEEDESIILGRPFLATARAVIDVDRGELVLQLNKD 27
DFI+L+ +E + +ILGRPFLATA A+IDV +G++ L + KD
Sbjct: 198 TDFIILNMDEEPKDPLILGRPFLATAGAIIDVKQGKIDLNMGKD 241
Ah1TC5F05 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
At2gl0680 pseudogene 57 4e-13

>At2g10680 pseudogene

Score

Length = 929

= 57.4 bits (137), Expect(2) = 4e-13

Identities = 32/93 (34%), Positives = 55/93 (58%), Gaps = 1/93 (1%)

Frame
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:

Score

= -3

486 GVIEDMIVKVRPFAFPTDEFVVLDIEGHKSAFLILGRPFLVIGRTLIDVEKGEVTLKVNEE 307
G++ED+ V + PTDFVVL+++G LILGRPFL +IDV++G++ L + E+
634 GLLEDVPVMINGVEVPTDEFVVLEMDGESKDPLILGRPFLASVGAVIDVKQGKINLNLGED 693

306 -KFVLNAVKAVQHLDIPEECLSIDFIDSLVDEV 211
K + A++ I + ++ +D L +E+
694 VKMKFDIRDAMKKPTIEGQTFLVEEMDQLGNEL 726

= 33.9 bits (76), Expect(2) = 4e-13

Identities = 18/44 (40%), Positives = 28/44 (62%)

Frame
Query:

Sbijct:

= -2
616 TTDLGTNINLIPASLIKKLCLTNEVKPTRMYLQLADGSIKIPSG 485
+ DLG +++L+P S++KKL + KP + L LAD + K P G
592 LCDLGASVSLMPLSVVKKLGFVH-YKPCDLTLILADRTSKTPEFG 634

AthCSHll Score

Sequences producing significant alignments: (bits) Value

AT4gl6910 retrotransposon like protein 101 4e-22

>AT4gl6910 retrotransposon like protein

Score

Length = 687

= 101 bits (251), Expect = 4e-22

Identities = 48/105 (45%), Positives = 68/105 (64%)

Frame
Query:
Sbijct:
Query:

Sbict:

= 42

2 ILERIGPVAYRVALPPHLSNLHDVFHVSQLRKYTPDASHVLEPESVQLREDLTLPVAPVR 181
++ER+G VAY++ LPP L H+VFHVSQLRK + +E L+E++T+ PVR
562 VIERVGAVAYKLDLPPKLDAFHNVFHVSQLRKCLSEQEESMEDVPPGLKENMTVEAWPVR 621

182 IDDTSIKRLREKEVSLVKVAWNRGGVEEHTWELESKMRTDYPHLF 316
ID K R K + L+K+ WN GG EE+TWE E+KM+ ++P F
622 IMDQOMKKGTRGKSMDLLKILWNCGGREEYTWETETKMKANFPEWE 666
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Ah1TC6HO3 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
At1gl6920 hypothetical protein 105 3e-24

>At1gl6920 hypothetical protein
Length = 216

Score = 105 bits (263), Expect = 3e-24
Identities = 51/56 (91%), Positives = 54/56 (96%)
Frame = -2

Query: 263 IGDSGVGKSNLLSREFTRNEFNLESKSTIGVEFATKTLNIDSKVVKAQIWDTAGQER 96
IGDSGVGKSNLLSRFT+NEFNLESKSTIGVEFAT+TL +D KVVKAQIWDTAGQER
Sbjct: 19 IGDSGVGKSNLLSRFTKNEFNLESKSTIGVEFATRTLKVDGKVVKAQIWDTAGQER 74

Blastx- Sequéncias sem Microssatélites

05—6F— Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Atl1g20390 hypothetical protein 77 3e-15

>At1g20390 hypothetical protein
Length = 1791

Score = 77.4 bits (189), Expect = 3e-15
Identities = 44/135 (32%), Positives = 65/135 (47%), Gaps = 12/135 (8%)
Frame = +1

Query: 97 ADVLSKLATTRQAENTSALSQLILDKPSFEQDTILSITQV-—-————————-—— PDWRTPFL 240
AD L+ LA T ++ + +DKPS + + I DWR

Sbjct: 1326 ADALAALALTSDSDLRRIIPVESIDKPSIDSTDAVEIVNTIRSSNAPDPADPTDWRVEIR 1385

Query: 241 DYINTGTMPNDESNLPFFRRKASFYTVLGNTLYRRGHSRPLLKCISWEEAEDVMAETHEG 420
DY++ GT+P+D+ R KA+ YT++ L + +L C+ E ++M ETHEG

Sbjct: 1386 DYLSDGTLPSDKWTARRLRIKAAKYTLMKEHLLKVSAFGAMLNCLHGTEINEIMKETHEG 1445

Query: 421 VCGNHIGDRALAAKI 465
GNH G RALA K+
Sbjct: 1446 AAGNHSGGRALALKL 1460

11-12F- Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
At2g06320 putative retroelement pol polyprotein 144 3e-35

>At2g06320 putative retroelement pol polyprotein
Length = 466

Score = 144 bits (362), Expect = 3e-35
Identities = 72/110 (65%), Positives = 83/110 (75%), Gaps = 1/110 (0%)
Frame = -3

Query: 332 IHDLWGIDYMGPFPPSYTFKYILVAVEYVSKWVEAIATTTCDTNVVLQFLKKNIFTRFGV 153
I D+WGID+MGPFP SY KYILV V+YVSKWVEAIA+ T D VVL+ K IF RFGV
Sbjct: 167 IFDVWGIDFMGPFPSSYGNKYILVVVDYVSKWVEAIASPTNDAKVVLKLEFKTIIFPREGV 226

Query: 152 PKGLISDGGSHFCNKQINSLLHKYGVTHKVATPYHPQTMGKL-TSNRELK 6
+ISDGG HF NK +LL K+GV HKVATPYHPQT G++ SNRE+K
Sbjct: 227 SWVVISDGGKHFINKVFENLLKKHGVKHKVATPYHPQTSGQVEISNREIK 276
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AhI1TC1S1A06 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Atlg37060 Athila retroelment ORF 1, putative 64 S5e-11
>At1lg37060 Athila retroelment ORF 1, putative
Length = 1734
Score = 63.5 bits (153), Expect = 5e-11
Identities = 36/101 (35%), Positives = 50/101 (48%), Gaps = 5/101 (4%)
Frame = -1
Query: 468 DHLSRIEPVAGASLPSTEISETFPDEQLFAIQEA-----— PWFADITNYKAVRFIPQEYSR 304
DHLSR+ I ++ P+EQL AIQ+ PW+AD NY P S
Sbjct: 1300 DHLSRMRIE----- DEVLIDDSMPEEQLMAIQQLNEKKLPWYADHVNYLVSGEEPPNLSS 1354
Query: 303 VQRKKLISDAKYYL*DEPYLFKRCADGMIRRCVPREEAQRI 181
++KK D ++ DEPYI+ C D+ RCV +E + I
Sbjct: 1355 YEKKKFFKDINHFYWDEPYLYTLCKDKIYRTCVSEDEIEGI 1395
AthClSlB04 Score
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT3g31340 Athila ORF 1, putative 122 2e-28
>AT3g31340 Athila ORF 1, putative
Length = 781
Score = 122 bits (305), Expect = 2e-28
Identities = 66/163 (40%), Positives = 96/163 (58%)
Frame = +2
Query: 47 LTEECSAVILKSFPEKLKDRGSFLIPCILKGNCTKTAFCDLGASINLIPASTIRKLGLTE 226
+ CSA+ + PEKL D GSF++PC + + + CDLGA +NL+P S ++LG+T
Sbjct: 516 MVSTCSAIPPATIPEKLGDPGSFVLPCRIGKSAFERCLCDLGAGVNLMPLSMSKRLGITN 575
Query: 227 EVKPTRIYLQLADDSTKYPSGVIEDMIVRVGPFAFPTDFVVQEMEEHKSATLILGRPFLA 406
KP+RI L LAD S ++P G+ E++ VRVG F PTDFVV E+++ L LGRPFL
Sbjct: 576 -FKPSRISLILADRSVRFPVGLAENVHVRVGDFYIPTDFVVLELDKEPHDPLTLGRPFLN 634
Query: 407 TRRYLIDVQ*GEITLRVDDDEFKLNAVKAMQHPDTSKDCMKVD 535
T +IDV+ I L++ D + + ++P VD
Sbjct: 635 TVGAIIDVRRSTINLQIGDFALEFDMKGTRKNPTIEGHAFSVD 677
AthClSlC04 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
At1lg37060 Athila retroelment ORF 1, putative 202 le-52
>At1lg37060 Athila retroelment ORF 1, putative
Length = 1734
Score = 202 bits (515), Expect = le-52
Identities = 94/173 (54%), Positives = 125/173 (71%)
Frame = +2
Query: 2 IISSALEPQEEKALIQVLRTHKTALGWSISDLKGISPARCTHKILLEGDAKPVVQRQRRL 181
I++ L + LTI L ++4+ A+G+S+ D+KGISP CTH+I LE ++ ++ QRRL
Sbjct: 848 IVNDELTADQVNLLITELMKYRKAIGYSLDDIKGISPTLCTHRIHLENESYSSIEPQRRL 907
Query: 182 NPAMKEVVQKEVTKLLEAGIIYPISDSPWVSPVQVVPKKGGMTVVHNEKNELVPTRTVTG 361
NP +KEVV+KE+ KLL+AG+IYPISDS WVSPV VPKKGGMTVV N K+EL+PTRT+TG
Sbjct: 908 NPNLKEVVKKEILKLLDAGVIYPISDSTWVSPVHCVPKKGGMTVVKNSKDELIPTRTITG 967

Query: 362 WRMCIDYRRLNTATRKDHLPSPLIDQMLHPLVPHASHCSLPAYPPYHHLALHP 520
RMCI+YR+LN A+RK+H P P ID ML L H +C L +4Y + + +HP
Sbjct: 968 HRMCIEYRKLNVASRKEHFPLPFIDHMLERLANHPYYCFLDSYSGFFQIPIHP 1020
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Ah1TC1S1CO07 Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
At2g12040 T10J7.2 209 le-54

>At2g12040 T10J7.2
Length = 976

Score = 209 bits (531), Expect = le-54
Identities = 99/149 (66%), Positives = 120/149 (80%)
Frame = -1

Query: 563 DQAKIEVIEKLPPPANVKAIRSFLGHAGFYRRFIKDFSKIAKPLSNLLAADTPEFVEDTEC 384
D+AKIEV+ L N+KA+RSFLGHAGFYRRFIKDFSKIA+PL++LL + F F EC
Sbjct: 156 DRAKIEVMTSLQALDNLKAVRSFLGHAGFYRRFIKDFSKIARPLTSLLCKEVKFEFTQEC 215

Query: 383 LQAFEMLKAKLVTAPVISTPDWTLPFELMCDASDHAIGAVLGQRHDKLLHVIYYASRVLN 204
AF+ +K L++AP++ PDW LPFE+MCDASD A+GAVLGQR DK LH IYYASR L+
Sbjct: 216 HDAFQQIKQALISAPIVQPPDWDLPFEVMCDASDFAVGAVLGQORKDKKLHAIYYASRTLD 275

Query: 203 DAQKNYTTTEKELLAVVYAIDKFRSYLVG 117
DA++NY TTEKE LAVV+A +KFRSYLVG
Sbjct: 276 DAKRNYATTEKEFLAVVFAFEKFRSYLVG 304

AthClSlC08 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT3g28340 unknown protein 58 le-09

>AT3g28340 unknown protein
Length = 364

Score = 58.2 bits (139), Expect = 1e-09

Identities = 38/118 (32%), Positives = 51/118 (43%)

Frame = +2

Query: 5 YMQKYDSYAPGASESPTIHKQKVDCSYERNNLKNRHVNQSAVHIATTLDLE*LIGSLAAV 184
+ +D + E+P ++ +DCS N + SAVHIA TLD L Gt+++AV

Sbjct: 30 FPDSFDDASSDLMEAPA-YQONGLDCSVLAKNRLLLACDPSAVHIAMTLDPAYLRGTVSAV 88

Query: 185 HSVVKHTSCPEXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXKVYVSNVRLVNALISPSI 358
HS++KHTSCPE Kvy V. LIS SI
Sbjct: 89 HSILKHTSCPENIFFHFIASGTSQGSLAKTLSSVEFPSLSFKVYTFEETTVKNLISSSI 146

AthClSlDll Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT4g08030 putative Athila-like protein 75 de-14

>AT4g08030 putative Athila-like protein
Length = 285

Score = 75.5 bits (184), Expect = 4e-14
Identities = 42/88 (47%), Positives = 56/88 (62%)
Frame = -2

Query: 439 SRVNFRPLSV*EKLGICGVQATRVSLEMVDSSRKQGYGQVEDVLVKVEGLYTPADFIVLD 260
S +N P V E+LG+ + TR++L VD S++ G +EDV VKV PADF+VLD
Sbjct: 15 SSINLMPKFVDERLGMTNYRPTRITLLFVDRSKRIPEGILEDVSVKVGNSLIPADFVVLD 74

Query: 259 TVKEEDESIILGRPFLATARAVIDVDRG 176
KE + +ILGR F+ATA A IDV +G
Sbjct: 75 YDKEPKDPLILGRAFIATAGARIDVKKG 102
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Ah1TC1S1GO06 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT3g23890 topoisomerase II 81 3e-16
>AT3g23890 topoisomerase II
Length = 1473
Score = 81.3 bits (199), Expect = 3e-16
Identities = 50/124 (40%), Positives = 68/124 (54%), Gaps = 3/124 (2%)
Frame = -1
Query: 598 HAIARYIYTELNPITRCLFHEDDDKLLEYLNEDGRSIEPSW*LIMLFGQSCLLFQQSDM 419
A ARYI+T+L+P+TR LF +DDD LL+YLNEDG+ IEP+W
Sbjct: 788 SASARYIFTKLSPVTRILFPKDDDLLLDYLNEDGQRIEPTW--———----—————————— 829
Query: 418 RTYSNSLFCQHRYIPIIPLVLVNGSEGY---WNRLDFLHSQL*S*GIIPI*RILTGEAM 248
Y+PIIP VLVNG+EG W+ F+ + + + R+L GE+M
Sbjct: 830 -——----—-———- YMPIIPTVLVNGAEGIGTGWS--TFIPNYNPREIVANVRRLLNGESM 874
Query: 247 LPMD 236
+PMD
Sbjct: 875 VPMD 878
Score = 36.6 bits (83), Expect = 0.010
Identities = 13/17 (76%), Positives = 16/17 (93%)
Frame = -2
Query: 333 IGTGWISYIPNYNPREL 283
IGTGW ++IPNYNPRE+
Sbjct: 845 IGTGWSTFIPNYNPREI 861
AthCZSlAOg Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT4g07640 putative athila transposon protein 59 le-09
>AT4g07640 putative athila transposon protein
Length = 866
Score = 58.5 bits (140), Expect = 1le-09
Identities = 38/102 (37%), Positives = 57/102 (55%), Gaps = 2/102 (1%)
Frame = -2
Query: 360 PSATKEKEKE-VLKPYTPRAPYPQRLMKSEKDGQFSRFLEIFKKLQINIPFAEAIEQMPL 184
P K KEK Vv PY P P+P R K+ D + F + K++++ IP +A+ +P
Sbjct: 437 PITVKNKEKVEVPPPYKPELPFPGRHKKALADKYRAMFAKNIKEVELRIPLVDALALIPD 496
Query: 183 YAKFLKELMTKKRSWRNEETVLLTEECSAIIQHK-LPQXLKD 61
KFLK+L+ +R + V+L+ CSAIIQ K +P+ L D
Sbjct: 497 SHKFLKDLIV-ERIQEVQGMVVLSHGCSAIIQKKIIPKKLSD 537
Ah1TC2S1D11 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
At2g07660 putative retroelement pol polyprotein 196 5e-51

>At2g07660 putative retroelement pol polyprotein

Length = 949
Score = 196 bits (498), Expect = 5e-51
Identities = 90/153 (58%), Positives = 120/153 (77%)
Frame = -1
Query: 462 FWGAFQEAFATQLSLSTAYHPQOMDGQSERTIQTLEDMLRACLLDQPESWDRYMPLVEFAY 283
FW AFQ+A T+++LSTAYHPQ DGQSERTIQTLEDMLRAC+LD +W++Y+ L+EFAY
Sbjct: 701 FWNAFQKALGTRVNLSTAYHPQTDGQSERTIQTLEDMLRACVLDWGGNWEKYLRLIEFAY 760
Query: 282 NKNYHASIGMAPYEALYGRKCQSPLCWYEVGEKSLTGPEMISETTEQIKKIRSRILVAQS 103
N ++ ASIGM+PYEALYGR C++PLCW VGE+ L GP ++ ETTE++K ++ ++ AQ
Sbjct: 761 NNSFQASIGMSPYEALYGRACRTPLCWTPVGERRLFGPTIVDETTERMKFLKIKLKEAQD 820
Query: 102 RQKSYADQMWKLLEFEEGEHVFMKVTLTTGIGR 4
ROKSYA++ K LEF+ G+ V++K G GR
Sbjct: 821 RQKSYANKRRKELEFQVGDLVYLKAMTYKGAGR 853
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Ah1TC3SE06 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT3gl4470 disease resistance protein, putative 70 3e-13

>AT3gl4470 disease resistance protein, putative
Length = 1054

Score = 70.5 bits (171), Expect = 3e-13
Identities = 39/95 (41%), Positives = 58/95 (61%), Gaps = 3/95 (3%)
Frame = -1

Query: 334 SLYIDDLLSMESRASKLKCVRVLSFRERDVL---PDSIGKLIHLRYLNLSRTDVKTLPES 164
S +D ++S E L +RVLS + PD + H R+L+LSRT+++ LP+S
Sbjct: 562 SCCLDOMVS-EKLLPTLTRLRVLSLSHYKIARLPPDFFKNISHARFLDLSRTELEKLPKS 620

Query: 163 LCNLENLQTLMLYACYKLSMLPNDMHKLVNVRHLD 59
LC ++NLQTL+L C L LP D+ L+N+R+LD
Sbjct: 621 LCYMYNLQTLLLSYCSSLKELPTDISNLINLRYLD 655

Score = 33.9 bits (76), Expect = 0.029
Identities = 17/40 (42%), Positives = 24/40 (59%)
Frame = -1

Query: 244 LPDSIGKLIHLRYLNLSRTDVKTLPESLCNLENLQTLMLY 125
LP I LI+4LRYL+L T ++ +P L +LQTL +
Sbjct: 641 LPTDISNLINLRYLDLIGTKLROQMPRRFGRLKSLQTLTTE 680

Ah1TC3SE1ll Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Atl1lg37060 Athila retroelment ORF 1, putative 170 4e-43

>At1g37060 Athila retroelment ORF 1, putative
Length = 1734

Score = 170 bits (431), Expect = 4e-43
Identities = 82/137 (59%), Positives = 108/137 (77%)
Frame = -2

Query: 587 IINSSLSQDQENELLQVLRRHKDAIGWTPADLKGISSAICIHKILLEDDAKPSIQSQRRL 408
I+N L+ DQ N L+ L +++ AIG++ D+KGIS +C H+I LE+++ SI+ QRRL
Sbjct: 848 IVNDELTADQVNLLITELMKYRKAIGYSLDDIKGISPTLCTHRIHLENESYSSIEPQRRL 907

Query: 407 NPIMKEVVQKEVMKLWQGGVIYPISDSPWVSPVHVVLKKGGITVVPNERNELIPTRTVTG 228
NP +KEVV+KE++KL GVIYPISDS WVSPVH V KKGG+TVV N ++ELIPTRT+TG
Sbjct: 908 NPNLKEVVKKEILKLLDAGVIYPISDSTWVSPVHCVPKKGGMTVVKNSKDELIPTRTITG 967

Query: 227 WRMCIDYRKLNEATRKD 177
RMCI+YRKLN A+RK+
Sbjct: 968 HRMCIEYRKLNVASRKE 984

AthC3SF11 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT3g45040 putative protein 83 2e-17

>AT3g45040 putative protein
Length = 598

Score = 83.2 bits (204), Expect = 2e-17

Identities = 38/56 (67%), Positives = 49/56 (86%)

Frame = -1

Query: 295 DPFKRLSLCIYWVGVICLSVLYVYDISKNSRFERILLRKYYHLLAVILMFVPALILQ 128
+P KRLSLCIYW+ +I +SV Y+IS++S+ ERILLRKYYHL+AVLMF+PAL+LQ

Sbjct: 336 EPLKRLSLCIYWILLIVVSVSRFYNISRSSKVERILLRKYYHLMAVLMFLPALVLQ 391
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Ah1TC3SG02 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT3g61330 copia-type polyprotein 156 3e-39

>AT3g61330 copia-type polyprotein
Length = 1352

Score = 156 bits (395), Expect = 3e-39
Identities = 77/128 (60%), Positives = 88/128 (68%)
Frame = -1

Query: 386 DHPHQLCEACLLGKHSRKSFPKQSKSRAIKPLQLIHADVCGPIKPLSLGKSAYFLLFIDD 207
+HP+Q+CE CLLGK + SFPK+S SRA KPL+LIH DVCGPIKP SLGKS YFLLFIDD
Sbjct: 496 NHPNQVCEGCLLGKQFKMSFPKESSSRAQKPLELIHTDVCGPIKPKSLGKSNYFLLFIDD 555
Query: 206 YSRXTWVYFLXXXXXXXXXXXXXXXXXXXEGSYEIKALRTDRGGEFTSNEFNMFCEDYGI 27
+SR TWVYFL E IK +R+DRGGEFTS EF +CED GI
Sbjct: 556 FSRKTWVYFLKEKSEVFEIFKKFKAHVEKESGLVIKTMRSDRGGEFTSKEFLKYCEDNGI 615
Query: 26 *RPLTIPR 3
R LT+PR
Sbjct: 616 RRQLTVPR 623

AthC4SA10 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Atl1lg37060 Athila retroelment ORF 1, putative 150 9e-38

>At1lg37060 Athila retroelment ORF 1, putative
Length = 1734

Score = 150 bits (380), Expect = 9e-38
Identities = 69/90 (76%), Positives = 76/90 (83%)
Frame = -1

Query: 272 P*DQEKIAFTCLSGVFAYRRMPFGLCNAPVTFQRCMLSIFSDIVEKFLEVFMDDESVYGD 93
P DQ K FTC G FAY+RMPFGLCNAP TFQRCM SIFSD++E+ +EVEFMDDEFSVYG
Sbjct: 1020 PNDQGKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPATFQRCMTSIFSDLIEEMVEVEFMDDEFSVYGS 1079

Query: 92 SFSSCLDHLAFVLKRCQETNLVLNWEKCHE 3
SFSSCL +L VLKRC+ETNLVLNWEKCHF
Sbjct: 1080 SFSSCLLNLCRVLKRCEETNLVLNWEKCHE 1109

AhlTC4SA06 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Atlg48120 serine/threonine phosphatase PP7, putative 74 2e-14

>At1g48120 serine/threonine phosphatase PP7, putative
Length = 1338

Score = 74.3 bits (181), Expect = 2e-14
Identities = 43/125 (34%), Positives = 65/125 (51%)
Frame = +3

Query: 30 LLSTFVER*RPETHIFHISWGEITITLQDVAYHLGLHTDGNSINGCTRDFQQFHGHPTWQ 209
L++ VER RPETH FH+ GEIT+TLQDV LGL DG ++ G T+ W
Sbjct: 84 LITALVERWRPETHTFHLPAGEITVTLQDVNILLGLRVDGPAVTGSTK---—---—-— YNWA 135

Query: 210 *VANSLSDKPPPQSEDRKSNFRLKMLWLRNKVAHIPPRADEATFR*YRICYLLMLIGTYL 389
+ L P + S+ + + WLR ++P DE T + + ++L L+ +L
Sbjct: 136 DLCEDLLGHRPGPKDLHGSH--VSLAWLRENFRNLPADPDEVTLKCHTRAFVLALMSGFL 193
Query: 390 FTDES 404
+ D+S
Sbjct: 194 YGDKS 198
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Ah1TC4SA09 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT3g31340 Athila ORF 1, putative 141 2e-34

>AT3g31340 Athila ORF 1, putative
Length = 781

Score = 141 bits (355), Expect = 2e-34
Identities = 68/156 (43%), Positives = 102/156 (64%)
Frame = -3

Query: 499 EMTKECSAILQRELPEKKDDPRSFYIPCTIGHITIEKSFCDLGASINLMPLSLMRKLQIS 320
EM CSAI +PEK DP SF +PC IG E+ CDLGA +NLMPLS+ ++L I+
Sbjct: 515 EMVSTCSAIPPATIPEKLGDPGSFVLPCRIGKSAFERCLCDLGAGVNLMPLSMSKRLGIT 574

Query: 319 ELKSTRIVLQOMADKSIKQALGVVENVLIKVGKFFLPADFVISDIEEDPNTPIILGRPFLA 140
K +RI L +AD+S++ +G+ ENV ++4VG F++P DFV+ +++++P+ P+ LGRPFL
Sbjct: 575 NFKPSRISLILADRSVRFPVGLAENVHVRVGDFYIPTDFVVLELDKEPHDPLTLGRPFLN 634

Query: 139 TGRALIDAEKE*LLLRVHNEHLAFHVFKTMHEPTQE 32
T A+ID + + L++ + L F + T PT E
Sbjct: 635 TVGAIIDVRRSTINLQIGDFALEFDMKGTRKNPTIE 670

AthC4SB03 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT4g07600 NO TITLE 166 3e-42

>AT4g07600 NO TITLE
Length = 630

Score = 166 bits (419), Expect = 3e-42
Identities = 74/104 (71%), Positives = 85/104 (81%)
Frame = +1

Query: 1 DOMLDRLSGKSHYCFLDGYTGYFQIHIAPEDQEKTTFTCPFGTYAYKRMPFGLCNVPATE 180
DOML+RL+ +YCFLDGY+G+FQI I P D EKTTFTCP+GT+AY+RMPFGLCN PATEF
Sbjct: 379 DOMLERLANHPYYCFLDGYSGFFQIPIHPNDHEKTTFTCPYGTFAYERMPFGLCNAPATF 438

Query: 181 QRCMMSLFSDFIEDCIEVFMDDFSVYGDSFILCLYGSSTVLTRC 312
QRCM S+FSD IE+ +EVFMDDFSVYG SF CL VLTRC
Sbjct: 439 QRCMTSIFSDIIEEMVEVFMDDFSVYGPSFSSCLLNLGRVLTRC 482

AthC4SB11 Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
At2g07730 putative non-LTR retroelement reverse transcriptase 122 le-30

>At2g07730 putative non-LTR retroelement reverse transcriptase
Length = 970

Score = 122 bits (306), Expect(2) = 1le-30
Identities = 61/130 (46%), Positives = 81/130 (61%)
Frame = -2

Query: 391 PASRRIYSGRGTPDNIIIAQEVLHFMKNTKSKKGTLAFKIDLEKAYDRVYWRFLAHTLKS 212
PA GR + DNI++ QE +H M+ K +KG + K+DLEKAYDR+ W FL TL +
Sbjct: 249 PAQANFIPGRLSIDNIVLVQEAVHSMRRKKGRKGWMLLKLDLEKAYDRIRWNFLQETLVA 308
Query: 211 FGFPISTINLIMNYVTASSLSILWNGSYLNGFTPSRGLRQ*DPMSPYLFVLCTEQLACFI 32
G + IM VT S+S+LWNG + F P+RGLRQ DP+SPYLFVLC E+L I
Sbjct: 309 TGLSEVWTHRIMAGVTDPSMSVLWNGGKTDSFVPARGLRQGDPLSPYLEFVLCLERLCHLI 368

Query: 31 SHQVNLALWD 2
+ ++ WD
Sbjct: 369 --EASVGTWD 376

Score = 27.3 bits (59), Expect(2) = 1le-30
Identities = 11/26 (42%), Positives = 18/26 (68%)
Frame = -3

Query: 447 IIRKVLGNRLRPHLAEIVGPLQGGFI 370
IT K++ NRL+ + +++GP Q FI
Sbjct: 230 IITKMIVNRLKKVILKLIGPAQANFI 255
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Ah1TC4SDO1 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT4gl6910 retrotransposon like protein 79 4e-17

>AT4gl6910 retrotransposon like protein
Length = 687

Score = 79.3 bits (194), Expect(2) = 4e-17
Identities = 39/101 (38%), Positives = 60/101 (58%)
Frame = -2

Query: 372 LGRWGMRVALTPHLSNLHDVFHVSQLQKYTPDASHVLEPESVQLREDLTLPVAPVIIDDT 193
+G ++ L P L H+VFHVSQL+K + +E L+E++T+ PV I D
Sbjct: 566 VGAVAYKLDLPPKLDAFHNVFHVSQLRKCLSEQEESMEDVPPGLKENMTVEAWPVRIMDQ 625
Query: 192 SIKRLRGKEVSLVKVAWSRGGVEEHTWELESEMRTDYPHLE 70
K RGK + L+K+ W+ GG EE+TWE E++M+ ++P F
Sbjct: 626 MKKGTRGKSMDLLKILWNCGGREEYTWETETKMKANFPEWE 666

Score = 24.3 bits (51), Expect(2) = 4e-17
Identities = 7/14 (50%), Positives = 12/14 (85%)
Frame = -1

Query: 397 GPFQILERIGPVGY 356
GP++++ER+G V Y
Sbjct: 558 GPYKVIERVGAVAY 571

AthC4SH06 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
At2g14400 putative retroelement pol polyprotein 143 2e-34

>At2gl4400 putative retroelement pol polyprotein
Length = 1466

Score = 143 bits (360), Expect = 2e-34
Identities = 68/128 (53%), Positives = 97/128 (75%)
Frame = -3

Query: 401 C*GVMPFGLKNAGATYQRLMNKVEFTDHIRKVMEVYVDDMLVKTQSEESLLSDLTQVEDTI 222
C VMPFGL+NAGATY RL+NK+F++H+ K MEVY+DDML+K+ +E + L + F +
Sbjct: 583 CYKVMPFGLRNAGATYPRLVNKMFSEHVGKTMEVYIDDMLIKSLKKEDHVKHLEECFAIL 642

Query: 221 RRHDM*LNPAKYTFAVEAEKFLGFMLTQRGIEANSDKCRAILNMKSPTCVKEVKQLNGRL 42
++ M LNPAK TF V + +FLG+++T+RGIEAN ++ A LNM SP KEV++L GR+
Sbjct: 643 NQYQOMKLNPAKCTFGVPSGEFLGYIVTKRGIEANPNQINAFLNMPSPKNFKEVQRLTGRI 702

Query: 41 AALSRFLA 18

AAL+RE++
Sbjct: 703 AALNRFIS 710
Ah1TC4SGO07 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
At1gl0900 phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase isolog 69 3e-13
At1lg60890 putative phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase 61 9e-11

>At1gl0900 phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase isolog
Length = 859

Score = 69.3 bits (168), Expect = 3e-13
Identities = 28/39 (71%), Positives = 32/39 (81%)
Frame = -1

Query: 274 YIGTWSKGLKDGKGTFYPTGSKQPSLKKWCSSLNSENNG 158
Y GTWS+GLKDGKG FYP G+KQPSLKKWC SL ++ G
Sbjct: 282 YYGTWSRGLKDGKGVEYPAGTKQPSLKKWCRSLEYDDTG 320

Score = 26.9 bits (58), Expect = 1.9
Identities = 8/18 (44%), Positives =
Frame = -1

14/18 (77%)

Query: 280 EFYIGTWSKGLKDGKGTFE 227
+ Y G W +GL+DG+G++
Sbjct: 211 DLYDGLWKEGLQDGRGSY 228

LELIA C. T. LEOI

129



DISSERTACAO DE MESTRADO

Anexo 4

Ah1TC4SG11 Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
At2gl2210 putative TNP2-like transposon protein 83 2e-17

>At2gl2210 putative TNP2-like transposon protein
Length = 889
Score = 83.2 bits (204), Expect = 2e-17
Identities = 45/105 (42%), Positives = 63/105 (59%)
Frame = -1
Query: 318 MTAAEKSMLFGVLKTTKLPDGSASNISRCVHLAERKMFGYKTHDAHFLLHYLLPIPIKSI 139
++ +EK L K PDG SNISR V L + K+ G K+HD H L+ LLP+ + +
Sbjct: 624 LSKSEKKTFCKRLFEFKGPDGYCSNISRGVSLEDCKIMGLKSHDYHVLMQQLLPVALMGL 683
Query: 138 LPDHVAIPLIRLSSFFRRICEKLITLEEIDRLESEIVETL*HLER 4
LP +IRL SFF +4C+++I +E I +E+EIVETL ER
Sbjct: 684 LPKGPRTAIIRLCSFENHLCQRVIDIEVISVMEAEIVETLCMFER 728

AthCSSGOl Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT4g03650 putative reverse transcriptase 120 2e-28

>AT4g03650 putative reverse transcriptase
Length = 839

Score = 120 bits (300), Expect = 2e-28
Identities = 54/91 (59%), Positives = 67/91 (73%)
Frame = +1

Query: 1 DPTKVEAVMDWKQPTTITEIRSFLGLAGYYRRFIKGFSQIALPMTKLTRKDTPEVWTPEC 180
DP K+EA+ DW +PT TEIRSFLGLAGYYRRFIKGF+ +A PMTKLT KD PEFVW+PEC
Sbjct: 627 DPEKIEAIRDWPRPTNATEIRSFLGLAGYYRRFIKGFASMAQPMTKLTGKDVPFVWSPEC 686

Query: 181 DDSFHTLNTQLTTATVEVLPDPHDPSEPHCD 273
++ F +L LT+ VvV LP+ +P + D
Sbjct: 687 EEGFVSLKEMLTSTPVLALPEHGEPYMVYTD 717

AthCSSGlo Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
Atl1g20390 hypothetical protein 56 4e-09

>At1g20390 hypothetical protein
Length = 1791

Score = 55.8 bits (133), Expect = 4e-09
Identities = 31/83 (37%), Positives = 44/83 (52%)
Frame = +2

Query: 2 INPLKCAFGMSVGNFLGEFVVHXXXXXXXXXXXXXXLALPAPKSKKAVQSFLGKVNYLRRFE 181
+NP KC FG++ G FLG+VV L LP+P++ + VOQ G++ L RF
Sbjct: 962 LNPTKCTFGVTSGEFLGYVVTKRGIEANPKQIRAILELPSPRNAREVORLTGRIAALNRE 1021

Query: 182 ISNLSDRTRVFAPLVTLKSDSQF 250
IS +D+ F L LK +QF
Sbjct: 1022 ISRSTDKCLPFYNL--LKRRAQF 1042
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Ah1TC6SEO09

Sequences producing significant alignments:

AT4g07660 putative athila transposon protein

Score E

(bits) Value
66 4e-12

>AT4g07660 putative athila transposon protein

Length = 724
Score = 65.9 bits
Identities = 29/44
Frame = +1

(159),
(65%),

Expect = 4e-12

Query: 1
DQEKTTFTCP G AY+ MPF LC+A

Sbijct: 472

Ahl1TC6SF11

Sequences producing significant alignments:
Atlg60750

>Atl1lg60750
Length = 330
Score = 86.7 bits (213),

Expect = 2e-18

Positives = 33/44

(74%)

DQEKTTFTCPSGVSAYRTMPFALCSALATFHRCMLSISSDMVPK 132
TF RCM SI SD++ K
DQEKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPTTFQRCMTSIFSDLIEK 515

Score E

(bits) Value
87 2e-18

Identities = 51/114 (44%), Positives = 59/114 (51%)

Frame = +1

Query: 1 DLYYQHQIDTKVPIEVTV*FEFSLIWXXXXXGY*NNENRDRL*TSEFSL**KVKYMYIL**L 180
DLYYQH+IDT +PIE+T+

Sbjct: 127 DLYYQHRIDTTLPIEITI——————————————————— - ——————————————— 144

Query: 181 DSFSFVIFINIGDLKKLVEEGKVKYIGLSDASASKIRKAHAVHPITAVQIEWSL 342

G+LKKLVEEGK+KYIGLS+ASAS IR+AHAVHPITAVQIEWSL

Sbjct: 145 ———-—--———- GELKKLVEEGKIKYIGLSEASASTIRRAHAVHPITAVQIEWSL 187

AthCGSHlZ Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value

At2g07660 putative retroelement pol polyprotein 168 4e-43

>At2g07660 putative retroelement pol polyprotein

Length = 949
Score = 168 bits (426), Expect = 4e-43
Identities = 76/108 (70%), Positives = 91/108 (83%)
Frame = +1
Query: 1 DPRFTSRFWGAFQKAFGTRLSLSTAYHPQTDGQSERTIQTLEDMLRACVLDQPASWDRYM 180
D RFTS+FW AFQKA GTR++LSTAYHPQTDGQSERTIQTLEDMLRACVLD +W++Y+
Sbjct: 694 DTRFTSKFWNAFQKALGTRVNLSTAYHPQTDGQSERTIQTLEDMLRACVLDWGGNWEKYL 753
Query: 181 PLVEFAYNNS*HASIGMAPYEALYGKKCQSPLCWYEPGEKGLLRPEMI 324
L+EFAYNNS ASIGM+PYEALYG+ C++PLCW GE+ L P ++
Sbjct: 754 RLIEFAYNNSFQASIGMSPYEALYGRACRTPLCWTPVGERRLFGPTIV 801
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