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1. INTRODUCAO

O azevém (Lolium multiflorum Lam.) trata-se de uma planta rdstica, vigorosa e
agressiva, que perfilha em abundéancia, razéo pela qual é uma das forrageiras mais
cultivadas no Rio Grande do Sul, no inverno e na primavera, tanto para corte como
para pastejo (PUPO, 1979). O azevém anual apresenta desenvolvimento inicial
lento, entretanto, até o fim da primavera, supera as demais espécies em quantidade
de forragem produzida. A ressemeadura natural contribui para que a espécie seja a
mais difundida no Sul do Brasil. Produz alimento de elevado teor de proteina e de
facil digestdo, sendo aparentemente muito palatavel aos ruminantes. Na regido da
Campanha do Rio Grande do Sul, faz parte da mais tradicional consociacdo de
pastagens cultivadas, ou seja, azevém / trevo branco / cornichdo (FONTANELI et al,
1991). A espécie Lolium temulentum L., embora n&o possua importancia econémica
e agricola, pode constituir uma fonte importante no estudo genético de forrageiras
como o azevém.

Microssatélites ou SSRs (Single Sequence Repeats) sdo sequéncias de
nucleotideos que se repetem em série, sendo tradicionalmente definidos como
arranjos formados pela combinacdo de 2 a 6 bases (MORGANTE & OLIVIERI,
1993). Estas sequéncias podem ser encontradas abundantemente em genomas de
procariotos e eucariotos, em regides codificadoras (exons transcritos e traduzidos),
UTRs (exons transcritos e nao traduzidos) ou ainda, em regides de introns
(sequiéncias nao transcritas). Historicamente, microssatélites tém sido utilizados para
ajudar na classificacéo e identificacdo de diferentes espécies (LAWSON & ZHANG,
2006).

Atualmente, varias iniciativas utilizam cDNA para o sequienciamento de RNAs
gue, posteriormente, sdo depositados em bancos de dados conhecidos como ESTs
(Expressed Sequence Tags)(VARSHNEY et al. 2002), os quais possibilitam a
obtencdo de marcadores moleculares microssatélites a partir de regides expressas
do genoma.

A obtencdo de novos marcadores moleculares da classe dos microssatélites €,
geralmente, uma tarefa demorada e de custos elevados, especialmente quando feita
em laboratério a partir de protocolos convencionais. Assim, o uso da bioinformatica
para andlise de bancos de dados que disponibilizam trechos de regides
sequenciadas no DNA das espécies de interesse, em busca de regides de DNA



repetitivo, pode fornecer novos marcadores moleculares para o estudo de espécies
de interesse (VARSHNEY et al., 2005).

Este estudo objetivou verificar a ocorréncia de microssatélites passiveis de
serem utilizados como marcadores moleculares, através de buscas em bancos de
dados, para as espécies L. multiflorum e L. temulentum.

2. MATERIAL E METODOS

A partir do website do TIGR (www.tigr.org) foram localizadas ESTs referentes
ao genoma das espécies L. multiflorum e L. temulentum as quais foram depositadas
em arquivos no padrdao Fasta em computadores do Centro de Gendmica e
Fitomelhoramento (CGF/FAEM/UFPel) e, posteriormente, analisados utilizando o
programa computacional SSRLocator (MAIA et al.,, 2008) para localizacdo dos
microssatélites. O programa foi configurado para localizar microssatélites Classe | (=
20 pb) e Classe Il (212 e < 20) (TEMNYKH et al., 2001), nos motivos compreendidos
entre dimeros e hexameros, com niumero minimo de seis repeticdes para dimeros,
quatro para trimeros, trés para tetrameros e pentameros e dois para hexameros.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultados da busca no banco de dados foram obtidos o numero de
sequéncias por espécie conforme mostrado na Tabela 1. Ainda na mesma tabela, é
indicada a porcentagem de seqUéncias de microssatélites encontradas para as
Classes | e Il de cada espécie depositada no banco de dados.

A ocorréncia total de microssatélites para a espécie L. multifiorum foi de 2311
locos e para a espécie L. temulentum foi de 1900 locos, incluindo as Classes | e Il.

Na Tabela 2, estédo indicados os valores percentuais da ocorréncia de cada um
dos motivos de repeticdo em relagdo ao total para cada uma das Classes. Foram
detectados 45 microssatélites Classe | e 2266 microssatélites Classe Il para a
espécie L. multiflorum e para a espécie L. temulentum, 40 microssatélites Classe | e
1860 microssatélites Classe Il. Analisando essa tabela, as principais diferencas
encontradas, referentes as porcentagens de repeti¢cdes, quando analisadas Classes
| e Il, foram o maior percentual encontrado dos locos hexameros (67,75% para L.
multiflorum e 68,82% para L. temulentum) e quando analisados somente locos
Classe | a predominancia das ocorréncias foi entre dimeros (26,67% para L.
multiflorum e 22,5% para L. temulentum) e trimeros (39,33% para L. multiflorum e
40% para L. temulentum)). Essa abundancia de hexameros ocorreu devido ao
namero minimo de apenas duas repeticdes consideradas para estes locos.

Apesar da Classe | gerar um numero bastante inferior de microssatélites em
relacdo a Classe Il, o uso dessa classe como marcadores moleculares € mais
interessante pelo fato desses microssatélites apresentarem maior polimorfismo e
ainda, a probabilidade de ocorréncia de mutacdes nessas sequéncias € muito maior
(TEMNYKH et al., 2001).

Tabela 1. Numero de seqiiéncias e porcentagem de seqiéncias de duas espécies do
género Lolium, analisadas para ocorréncia de microssatélites nas Classes | e Il.
CGF/FAEM/UFPel, Pelotas, 2008.

Espécie Numero de Seqiiéncias (ESTSs) Classe % de Seqiiéncias de SSR

Lolium multiflorum Lam. 5713 I 1,95




1l 98,05
I 2,11
Lolium temulentum L. 5717 1l 97,89

Tabela 2. Porcentagem de diferentes motivos de microssatélites Classes | e Il em duas
espécies analisadas do género Lolium. CGF/FAEM/UFPel, Pelotas, 2008.

% Motivos/Repeticdes
DI TRI  TETRA PENTA HEXA TOTAL
I 26,67 33,33 11,11 11,11 17,78 45

Espécie Classe

Lolium multiflorum Lam.

Il 1,72 21,09 7,68 1,76 67,75 2266
Lolium temulentum L ! 22,5 40 15 12,5 10 40
Il 2,07 20,3 7,36 1,45 68,82 1860

4.CONCLUSAO

O numero de locos microssatélites detectados € de grande valia do ponto de
vista da obtencdo de marcadores moleculares, pois, as quantidades de 45 e 40
locos microssatélites encontrados para L. multifforum e L. temulentum,
respectivamente, constituem uma fonte util de marcadores para varias estratégias de
estudos genéticos.
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