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Introducao

Microssatélites ou SSRs (Simple sequence repeat) sdo sequéncias formadas
pela repeticdo em série de nucleotideos dispostos em arranjos contendo entre um e
seis pares de bases (Morgante & Olivieri, 1993). As regides de DNA repetitivo estdo
mais propensas a ocorréncia de lagco ou estruturas conhecidas como hairpins, pois,
nestes trechos, durante a acdo de replicacdo, a DNA polimerase sofre um
escorregao (slippage), provocando insercdo ou delecdo de pares de bases e
promovendo dessa forma, um aumento ou redug¢do no tamanho da sequéncia de
repeticdo (Lyer et al. 2000). Estes locos podem ser encontrados em sequéncias
génicas (CDS, 5-UTR, 3-UTR e introns) e intergénicas, podendo conduzir a um
ganho ou perda de fung&o dos genes (Li et al. 2004). Esta classe de marcadores é
poderosa em diversas aplicagbes da genética e melhoramento, devido a sua
reprodutibilidade, natureza multi-alélica, caracteristica co-dominante e abundancia
gendmica, proporcionando aos geneticistas e melhoristas uma estratégia para ligar
variacdes do gendtipo as variacdes fenotipicas (Varshney et al. 2005). Os primeiros
protocolos para o isolamento microssatélites demandavam intenso trabalho de
laboratério, entretanto, com o acumulo de informacBes geradas por iniUmeras
iniciativas de sequenciamento de genomas no mundo inteiro, a utlizacdo da
bioinformética facilitou a obtencdo de novos microssatélites (Maia et al. 2008). Nos
primeiros trabalhos com identificacdo in silico de microssatélites foram utilizados os
pacotes FASTA e BLAST, seguidos pelos programas SPUTNICK,
REPEATMASKER, TRF-Tandem Repeat Find e TROLL. Posteriormente foram
desenvolvidos em linguagem Perl os scripts MISA e SSRIT (Maia et al. 2008). A
utilizacdo destes programas geralmente necessita da conexdo com outros
programas para o desenho de primers, e, numa terceira etapa, a conexao com o e-
PCR (Schuler 1997), para verificar a redundancia dos primers. Os procedimentos
gue integram as etapas e os varios programas sdo denominados de pipeline e, em
muitas ocasides, 0 uso dessas rotinas sdo pouco acessiveis para biélogos pouco
experientes em computacao (Maia et al. 2008).



O presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma ferramenta
computacional em bioinformética que integre as funcdes de localizacdo e
caracterizacdo de microssatélites, desenho de primers especificos para cada loco
identificado, simulacdo da reacdo de PCR, amplificando da lista de primers
desenhados contra diferentes arquivos fasta, alinhamento global entre os amplicons
gerados no PCR virtual e céalculo do score e identidade do alinhamento global dos
amplicons.

METODOLOGIA
Busca por SSRs
O moédulo foi escrito em linguagem Perl e consiste na geracdo de uma matriz, que, a
partir da combinatoria entre A, T, C e G, cria todos 0s possiveis arranjos compostos
entre 1 e 10 nucleotideos. O algoritmo utilizado foi uma adaptagdo do algoritmo
aplicado nos scripts MISA (Thiel et al. 2003) e SSRIT (Temnykh et al. 2001).
Desenho de Primers
Um algoritmo escrito em linguagem Delphi®, conecta o programa Primer3

(Rozen & Skaletsky, 2000), responsavel pelo desenho dos primers e os resultados
sao gravados em um banco de dados FireBird, onde s&o gravadas as identificacdes
de cada loco microssatélite, as sequiéncias dos primers foward e reverse e o trecho
do DNA contido entre o conjunto de primers (amplicon origem).
Virtual-PCR

O modulo para simular a reacdo de PCR (Polymerase chain reaction) foi escrito
em Delphi®. O algoritmo utiliza dados do moédulo anterior (locus microssatélite,
primer foward, primer reverse e amplicom origem), seguido pela busca de contigs
contendo sitios de ligacdo dos primers foward e reverse. Quando sao encontrados
sitios de ancoragem o trecho de DNA abrangendo desde a posi¢cdo de inicio do
primer foward até a posicéo terminal do primer reverse € copiada para uma variavel
chamada amplicon homélogo.
Alinhamento global

Para o alinhamento global entre o amplicon de origem e o amplicon homadlogo foi
utilizado o algoritmo descrito por Needleman & Wunsch (1970) e Smith & Waterman
(1981). Ainda, no mesmo modulo, é efetuado o célculo da identidade entre os
amplicons alinhados, conforme descrito por Waterman (1994) e Vingron & Waterman
(1994).
Validacédo - Sequéncias para analise

Foram utilizadas 28.469 sequéncias completas de cDNA (full length-cDNA) de
arroz (Oryza sativa ssp.-cv. Nipponbare), sequenciados pelo The Rice Full-Length
cDNA Consortium, ndo redundantes e mapeados nos bancos de dados derivados do
sequenciamento das subespécies japonica (japonica draft genome, BAC/PAC clones
- IRGSP) e indica (indica draft genome) (Kikush et al. 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados revelaram que, das 28.469 sequéncias de cDNA
analisadas, 3.899 apresentaram a ocorréncia de microssatélites, o que corresponde
a 13.60% das sequéncias. Na Tabela 1 € mostrado o total de ocorréncias para cada
um dos motivos analisados (monbémeros, decameros, trimeros, tetrameros,
pentameros, hexameros, heptameros, hexameros, nonameros e decameros) e a
porcentagem correspondente para cada grupo. Os resultados para desenho de
primers mostrados na Tabela 2 indicam que dos 3.899 locos microssatélites
localizados, somente 3.399 dessas regides possibilitaram o desenho de primers.



Tabela 1. Total de ocorréncias e porcentagem de microssatélites, distribuidos para
cada um dos motivos analisados (Maia et al. 2008).

N-mer Mono Di Tri  Tetra Penta Hexa Hepta Octa Nona Deca Total
Ocorréncias 124 596 1994 251 426 390 82 6 25 5 3,899
% 3.18 1529 51.14 6.44 1093 10.00 2.10 0.5 0.64 0.13 -

Tabela 2. Distribuicdo do numero de cDNAs, niumero de microssatélites e primers
localizados (Maia et al. 2008).

Descricdo Total
N°SSRs 1 2 3 4 5 6 -
N°Primers 1 2 3 4 5 6 -

N°cDNAs 2.813 242 29 1 1 1 3,087

Total Primers 2.813 484 87 4 5 6 3,399
% 82,76 14,24 2,56 0,12 0,15 0,18 -

Simulacao da Virtual-PCR - Andlise da redundéanciad e primers

Na simulacdo do PCR virtual um total de 4.744 fragmentos foram
amplificados, dos quais, 3.399 amplicons foram gerados nas regides de origem dos
primers e 1.345 amplicons foram gerados em outras regides diferentes, onde estes
conjuntos de primers encontraram sitios de ligacao, gerando amplicons rundantes.

CONCLUSAO

Foi desenvolvido com sucesso um programa denominado SSRLocate, por
meio do qual foi possivel a sistematizacado dos algoritmos conectando as etapas de
1) localizagdo dos microssatélites, 2) desenho de primers, 3) simulagdo da PCR
entre a lista de primers derivados dos loci microssatélites e as sequéncias contidas
nos outros arquivos fasta, 4) obtencdo dos diversos relatérios com os tipos e
frequéncias de cada um dos motivos identificados, lista de primers desenhados com
todas as informacdes padrdes, relatérios sobre a PCR, alinhamento global entre as
sequéncias e redundancias de primers e amplicons.
Finalmente, sugerimos o uso desta ferramenta como uma nova estratégia no
contexto da mineracao (data mining) de primers derivados de locos microssatélites,
sejam eles oriundos de sequéncias genbmicas ou de regides expressas
(ESTs/cDNAs). Apontamos ainda, uma segunda estratégia para a utilizacdo deste
programa, onde ele poderé ser utilizado na localizagcdo de primers-microssatélites no
banco de sequiéncias de uma espécie e prever a transferibilidade destes através da
simulagdo da PCR (Virtual-PCR) contra bancos de outras espécies, fornecendo
resultados da transposicdo de marcadores, ancorando conjuntos de primers em
regibes ortologas (amplicons homologos com identidade igual a 100) ou regides
paralogas (amplicons homoélogos com diferentes niveis consideraveis de identidade).
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