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1. INTRODUCAO

Genes em DNA mitocondrial apresentam padréo de heranca uniparental, em
geral de origem materna. Mutagbes em seus cromossomos podem ser propagadas
por deriva genética aleatOria e segregacao citoplasmatica, causando alteracbes em
fendtipos (Griffiths et al., 2008). Diferentes argumentos embasam sua contribuicdo
sobre a variacao fenotipica, dentre eles: fungcdo central no metabolismo energético,
multiplas coOpias por células, pode codificar até 10% dos produtos génicos
expressados na mitocondria, e maior taxa de mutacdo que o DNA nuclear (revisado
por Gibson, Freeman & Boettcher, 1997).

Comumente, estudos sobre variagbes em DNA mitocondrial utilizam longas
sequéncias que englobam a regiao de deslocamento da algca de replicagéo (D-loop),
e 0s promotores de transcricdo para cada fita (PL e PH1), ambos encontrados na
regido controle (Mannen et al., 1998; Mannen et al., 2003; Mannen et al., 2004). Até
0 momento, ndo estao disponiveis pesquisas empregando repeticdes microssatélites
nessa mesma fonte de informagéo genética.

Marcadores microssatélites, também chamados SSR (Simple sequence
Repeat) ou STR (Short Tandem Repeat), sdo reconhecidos pelo alto polimorfismo,
especificidade (Tautz, 1993), suscetiveis a amplificagdo por PCR multiplex, e
permitirem a genotipagem em gel de fluorescéncia semi-automatizado (Jakabova et
al., 2002).



A relacao entre a variacdo no DNA mitocondrial e caracteristicas de producéo
e reproducao é largamente discutida (Gibson, Freeman & Boettcher, 1997; Mannen
et al., 1998; Mannen et al., 2003; Mannen et al., 2004; Ribeiro et al., 2009).

O objetivo deste estudo foi identificar loci microssatélites passiveis de
utilizacdo em estudos de diversidade genética entre diferentes populacdes bovinas.

2. MATERIAL E METODOS

A fim de permitir a identificacdo in silico de loci polimorficos, as sequéncias
completas do DNA mitocondrial de duas subespécies do género Bos (Bos taurus
taurus e Bos taurus indicus) e suas respectivas notacdes foram obtidas no website
do National Center for Biotechnology Information/NCBI (N° Acesso: NC_006853 e
AY126697, respectivamente), em agosto de 2009.

Os trechos repetitivos foram caracterizados pelo aplicativo SSRLocator (Maia
et al., 2008), configurado para localizar sequéncias com ao menos 12 nucleotideos
(nt) de comprimento (mondémeros com 12 repeticdes, dimeros com 6 repeticdes,
trimeros com 4 repeticdes, tetrameros com 3 repeticdes, pentamero com 3
repeticdes, e hexadmeros com 2 repeti¢cdes). Fragmentos interrompidos por até 5
bases foram tratados como SSRs imperfeitos, e acima deste limiar como loci
distintos (SSRs compostos). J& aqueles distantes acima 100nt sdo referenciados
como SSRs perfeitos (Varshney et al., 2002). Os resultados foram exportados para
arquivos em formato texto simples ASCII (.txt) e planilhas (.xIs) para posterior
comparacao e interpretacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os loci microssatélites identificados, com suas
respectivas posicoes e notacdes no DNA mitocondrial de ambas as subespécies.

Tabela 1 — Descricdo de loci microssatélite (=12nt) identificados no DNA
mitocondrial de duas subespécies bovinas (Bos taurus taurus e Bos taurus indicus).
Identid.  Motivo Inicio Fim Notacdo Identid. Motivo Inicio Fim Notacédo
Bta_mt01 (C)12 352 363 D-loop Bin_mt01l (C)14 353 366 D-loop
Bta_mt02 (AAAATA)2 783 794  s-rRNA Bin_mt02 (AAAATA)2 787 798  s-rRNA
Bta_mt03 (TAAGTC)2 2130 2141 I-rRNA Bin_mt03 (TAAGTC)2 2133 2144 I-rRNA
Bta_mt04 (AAACTT)2 3054 3065 tRNA-Leu Bin_mt04 (AAACTT)2 3057 3068 tRNA-Leu
Bta_mt05 (ATAAAA)2 5196 5207 ND2 Bin_mt06 (ATAAAA)2 5199 5210 ND2
Bta_mt06 (CCTC)3 5998 6009 COX1
Bta_mt07 (TAC)4 6264 6275 COX1 Bin_mt07 (TAC)4 6267 6278 COX1
Bta_mt08 (ATTAAT)2 8496 8507 ATPS8
Bta_mt09 (TTATAC)2 10554 10565 ND4 Bin_mt08 (TTATAC)2 10557 10568 ND4
Bta_mtl0 (CTAATA)2 10751 10762 ND4 Bin_mt09 (CTAATA)2 10754 10765 ND4
Bta_mtll (CAAACT)2 11517 11528 ND4 Bin_mtl0 (CAAACT)2 11520 11531 ND4
Bta_mtl2 (CTCACT)2 12123 12134 ND5 Bin_mtll (CTCACT)2 12126 12137 ND5
Bta_mtl3 (ACTGAC)2 12302 12313 ND5 Bin_mtl2 (ACTGAC)2 12305 12316 ND5
Bta_mtl4 (TAACCC)2 14342 14353 ND6 Bin_mt13 (TAACCC)2 14345 14356 ND6
Bta_mtl5 (CTAGCC)2 15387 15398 CYTB Bin_mtl4 (CTAGCC)2 15390 15401 CYTB
Bin_mt05 (CCACTA)2 4936 4947 ND2




Bta: referéncia ao Bos taurus taurus; Bin: referéncia ao Bos taurus indicus; mt: referéncia ao DNA
mitocondrial; D-loop: regido da alca de deslocamento de replicacdo; s-rRNA: RNA ribossomal
pequeno; I-rRNA: RNA ribossomal grande; tRNA-Leu: RNA transportador para leucina; ND2: NADH
desidrogenase subunidade 2; ND4: NADH desidrogenase subunidade 4; ND5: NADH desidrogenase
subunidade 5; ND6: NADH desidrogenase subunidade 6; COX1: citocromo ¢ oxidase subunidade 1;
ATP8: ATP sintase FO subunidade 8; CYTB: citocromo B.

Um total de 15 loci microssatélites perfeitos foram identificados na subespécie
Bos taurus taurus. Dois deste ndo foram encontrados dentre os 14 loci identificados
em Bos taurus indicus, sendo um locus deste Ultimo grupo nao localizado em
taurinos. Somente um loci, (C),, ndo apresentou o0 mesmo namero de repeticdes em
ambas as subespécies. Ao conferir a sequéncia de nucleotideos dos loci ndo
compartilhados, entre os grupos taurino e indiano, observou-se que 0s mesmos néao
haviam sido identificados devido a mutacdes em repeticbes flanqueantes que os
descaracterizavam, como uma substituicdo de timina por citosina em Bin_mt05
(4037nt), e duas substituicdes de citosina por timina, uma em Bta_mt06 (6001nt) e
outra em Bta_mt08 (8506nt). Considerando que o DNA mitocondrial ndo apresenta
regibes intermediarias (introns), e que todas mutacdes identificadas estdo em
regides expressas (exons), as quais sao transcritas e codificadas, alteracées em
proteinas traduzidas podem ser esperadas (a posteriori).

Quanto a posicao relativa a notacdo no DNA mitocondrial, todos os loci
compartilhados estavam situados nos mesmos genes, embora existam diferencas
guanto a referencia inicial e final.

A identificacdo prévia de variacdo em sequéncias de nucleotideos, através de
uma abordagem in silico, permite que diferencas entre trechos de DNA anotados em
bancos de dados disponiveis sejam identificadas antes da afericdo em populacbes
sob estudo. Ao comparar sequéncias oriundas de grupos relacionados na evolugéo
(por espécie, género, entre outros) maximizam-se as chances de encontrar
marcadores informativos.

Diferentes trabalhos indicaram associagbes entre variagbes no DNA
mitocondrial e caracteristicas de qualidade de carcaca (Mannen et al., 1998; Mannen
et al., 2003), reprodutivas (Ribeiro et al., 2009), e origem mitocondrial (Mannen et al.,
2004; Ribeiro et al.,, 2009). Contudo, ndo sdo encontradas pesquisas utilizando
marcadores microssatélites em DNA mitocondrial.

A capacidade de automacao dos processos de genotipagem em sequenciador
automatico (Jakabova et al., 2002), aliada a sua confiabilidade (Jamieson & Taylor,
1997; Delmotte, Leterme & Simon, 2001), possibilitariam a utilizacdo de loci
microssatélites em estudos de diversidade em DNA mitocondrial, agilizando
resultados e possibilitando maior nUmero de representantes genotipados.

4. CONCLUSOES

Através da abordagem in silico, loci microssatélites passiveis de utilizagdo em
estudos de variabilidade e diversidade genética de populagbes bovinas foram
identificados. A observacdo prévia de polimorfismos entre duas subespécies do
género Bos proporciona maiores expectativas de resultados reais em estudos
posteriores.
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