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Distribuicao de microssatelites no genoma de
leguminosas mediante hibridizacao in situ fluorescente
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Os microssatélites consistem em unidades de repetigdo (1 a 5pb) distribuidas em tandem, que podem estar
dispersas ao longo dos genomas ou associadas a regides heterocromaticas. Tais caracteristicas tém permitido sua
utilizagdo na construgdo de mapas cromossdémicos mediante hibridizagéo in situ fluorescente (FISH), auxiliando
no entendimento da organizacdo gendmica entre espécies proximamente relacionadas. O presente trabalho
caracterizou a distribuicdo de oligonucleotideos sintéticos (AG),, (AAG),, (ACC),, (CTC), e (TGA), em Phaseolus
vulgaris, P lunatus, Vigna unguiculata, V. radiata e Glycine max, identificando marcas cromoss6micas para a
comparacédo destas leguminosas. Laminas foram hibridizadas com sondas de oligonucleotideos e rehibridizadas
com DNAr 58S e 45S, provenientes de Lotus japonicus e Arabidopsis thaliana, respectivamente. Em soja, esta anélise
estendeu-se a uma investigagdo gendmica, a partir de sequéncias disponibilizadas no banco de dados SoyBase
(http://www.soybase.org/), usando o programa BLASTN com os seguintes pardmetros: formato de saida de
alinhamentos sem lacunas, matriz de comparagéo blossumé62, valor W padréo, e-value 0.1 ou menor e filtro de
baixa complexidade desligado. Os oligonucleotideos [(AAG),] . [(AAC)] , [(AG) ] .. [(CTC),], e [(TGA)] , foram
utilizados como sondas, adotando como ponto de corte valores de identidade de pareamento inferiores a 77%,
objetivando caracterizar niimero, tamanho e localizacéo destas unidades de repeti¢ées no genoma. A FISH com
oligonucleotideos evidenciaram marcagdes pericentroméricas e proximais, embora um padrdo de distribuigéo
disperso tenha prevalecido ao longo dos cromossomos das espécies analisadas, com excegdo de (AG), em
soja que ndo revelou marcagdes visiveis. O oligonucleotideo (AAG), revelou uma marcagio pericentromérica
evidente em P [unatus, tratando-se de um marcador cromossdmico para tal espécie. Na hibridizacdo com
(ACC), notou-se a presenca de seis marcacdes fortes em V. unguiculata, estando uma delas localizada no par
cromossodmico 10, portador do sitio de DNAr 45S. O microssatélite (TGA), revelou uma marcacdo bem evidente
no cromossomo 10 de P [unatus, identificado pela presenca de DNAr 5S. Algumas divergéncias observadas no
padréo de distribuigdo e na intensidade dos sinais entre os genomas das espécies confirmam a hipétese de que
as sequéncias de DNA repetitivo apresentam uma composigdo heterogénea. Na analise gendmica de soja, foram
observados 92, 84, 83, 142 e 103 sitios de repeticdes para os oligonucleotideos (AG),, (AAG),, (ACC),, (CTC), e
(TGA),, respectivamente, de tamanhos varidveis entre 30 a 454 pb, localizados, principalmente, em regides de
alta a moderada densidade génica, por vezes associados a genes e elementos transponiveis. Considerando o
pequeno tamanho, fica evidente que estas sequéncias ndo correspondem aos sitios observados pela FISH, uma
vez que esta técnica evidencia apenas sequéncias com comprimentos acima de 1-3kb. Sugere-se que as marcacoes
localizadas por FISH estejam associadas a regides de heterocromatina e que sejam constituintes dos mais de
1.000 scaffolds existentes no sequenciamento da soja, ndo sendo, por essa razdo, detectadas pela andlise in silico.
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