\

CONGRESSO
BRASILEIRO DE

ol ANALISE IN SILICO PARA IDENTIFICACAO DE MINISSATELITES PARA A
_—— CULTURA DA MANDIOCA ( Manihot esculenta Crantz)

Catia Dias do Carmd e Eder Jorge de Oliveird

! Estudante de Recursos Genéticos Vegetaidrigersidade Federal do Recdncavo da Bahigmbrapa
Mandioca e Fruticultura44380-000, Cruz das Almas, BA. E-mail: inrict@galtom.br

2 Pesquisador dembrapa Mandioca e Fruticulturaaixa Postal 007, 44380-000, Cruz das Almas, BA. E
mail: eder.oliveira@embrapa.br

Introducéo

O melhoramento genético pode ser auxiliado poafeentas moleculares tornando-o mais preciso,
rapido e contornando problemas inerentes a seleg@tipica. O uso de marcadores moleculares permite
entre outros, eliminar gendtipos redundantes edpassociados a uma caracteristica, selecionatigeso
gue a expressam. Com o sequenciamento da mantMac#pt esculent&Lrantz) (PROCHNIK et al., 2012)
aliado ao uso de ferramentas da bioinformética gsigel o desenvolvimento de novas ferramentas
moleculares ainda limitadas para essa cultura.

Sequéncias repetitivas de DNA sdo abundantes nangexos eucariotos presentes em regides de
heterocromatina com raros exemplos em regides @iec de regulacdo. Os minissatélites sdo seqeéncia
de 6 a 100 nucleotideos cujo polimorfismo é baseadodiferencas em nimero de sequéncias repetitivas
Atualmente com o sequenciamento de vérias espéeigdantas, a exemplo da mandioca, é possivel a
mineracdo de sequéncias com repeticdes minissatéitdesenho de iniciadores e sua utilizacdo @R P
trazendo maior praticidade a técnica.

Os minissatélites possuem vantagens similares do®gsatélites como seu carater multialélico,
codominancia e alto polimorfismo, adicionado a fmkdade de revelacdo em gel de agarose. Sao
amplamente utilizados em estudos do genoma humaketeccdo de locus impermutaveis e ndo ha relatos
de uso na cultura da mandioca. Desta forma, o iebjeteste trabalho foi a identificacdo regides

minissatélites via mineracdo de dados no genonmaathelioca.

Material e Métodos

Um total de 12.977 sequéncias foram obtidas vigefwrd®hytozome (GOODSTEIN et al., 2012)
(http://www.phytozome.net) em formato FASTA e asatias pelo programa Tandem Repeats Finder — TRF
(BENSON, 1999). Como critérios para selecdo dosssatélites foram utilizados a presenca de no nainim

seis e maximo 100 bases no motivo do minissat@kti®, menos seis repeticdes de cada motivo.

Resultados e Discussao

Foram localizados 9.893 locus de minissatélitegtriduidos em 3.198caffolds o que corresponde
a 24,6% de sequéncias contendo minissatélites. mbmt®, as dificuldades inerentes na montagem de

sequéncias repetitivas, fazem com que muitas seaotadas com uma marcacdo de nucleotideo



desconhecido (N). Desta forma, o preenchimentadgaps apos o completo sequenciamento da mandioca
podera revelar novos locus minissatélites. Tralsatetacionados & mineracdo de microssatélitesiamrger

ao sequenciamento do genoma da mandioca iderificar889 microssatélites encontradas em 35.992 EST
(Expressed Sequence Tpg&OU et al., 2011) e 836 microssatélites em 1IB.EBTs (RAJI et al, 2009).
Segundo Morgante et al (2002), repeticbes micrébigst sdo mais abundantes em ESTs do que em DNA
gendmico, 0 que evidéncia a importancia da utifivagestas repeticbes como marcadores de DNA. Assim,
estudos posteriores mais detalhados nas sequéntgdisadas no presente trabalho poderdo identificar
marcadores gene-alvo de minissatélites.

No geral, motivos minissatélites de maiores tamargém raros em mandioca. Foram encontrados
motivos com uma alta variacdo de tamanho (6pb p9com maior abundancia entre motivos menores
(Figura 1). Minissatélites com motivos variandoGd a 10pb representaram 43,16% do total. Em outros
trabalhos de mineracao de microssatélites, foirshda maior abundancia de motivos de menor tamanho,
exemplo de dinucleotideos (RAJI et al., 2009)rautrieotideos (ZOU et al., 2011).
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Figura 1: Numero de sequéncias com minissatéliteRiacéo do tamanho dos motivos.

O mesmo padréo pode ser observado para o numedpides dos motivos minissatélites (Figura 2),
onde 92,18% sao repetidas de 5 a 10 vezes no genomanineracdo de microssatélites realizadas @or R
et al. (2009) e Zou et al. (2011).
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Figura 2: Numero de sequéncias com minissatéliteiacdo do nimero de repeticdes.



Os dados revelaram que néo héa correlagédo entreambe do motivo minissatélite e a quantidade de
repeticdes (Figura 3). Evidéncias na origem detiges discutidas por Wolff et al. (1989) apontam o
crossing-overdesigual, as delegbes/inser¢des de unidades dape#i osplicing da polimerase como
responsaveis pelo surgimento de novos locus mtéigea. Assim, ndo ha indicio que o tamanho davoot

influencie nos processos de geracéo de minisestéitplicando a inexisténcia de correlagéo.
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Figura 3: Correlacao entre o0 niumero de cépias azoltamanho do motivo (vermelho) minissatélite.

Sequéncias minissatélites encontrados neste tmladldlerdo ser utilizadas na estimativa da
diversidade e parfingerprint em variedades de mandioca com ampla coberturadonga. Além disso, a
mineracdo de sequéncias génicas minissatélitegrdpagvelar marcadores para identificagdo de QTLs

(Quantitative Trait Logi e mapeamento genético.

Conclusodes

A mineracdo de dados se mostra eficiente na detedgdocus minissatélites em mandioca em
diferentesscaffolds o que certamente sera util no melhoramento dadimeen por permitir a deteccéo de

polimorfismos com maior cobertura genémica.
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