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1.INTRODUCAO

Embora grande parte da informagdo contida no genoma de bovinos
taurinos (Bos taurus) ja esteja disponivel devido ao seu sequenciamento (ELSIK
et al.,, 2009), a necessidade de conhecimento adicional sobre sua notacéo,
fungbes e interagfes, direciona o rumo das investigacdes através de uma vasta
rede de cooperacdo entre instituicdes de ensino e pesquisa, publicas e privadas
(REESE etal., 2010).

A exposicao em diversos meios de comunicacdo sobre a chamada
pesquisa genémica trouxe uma nova expectativa ao setor agropecuario. Algumas
tecnologias ja fazem parte de seu contexto, como testes de paternidade,
identificacdo de origem, diagnésticos de doencas hereditarias, entre outros. No
entanto, interesse especial € atribuido a aplicacdo desses conhecimentos no
melhoramento genético (MATUKUMALLI et al., 2009), principalmente para
caracteristicas de dificil mensuracdo, como qualidade e maciez de carne
(JOHNSTON; GRASER, 2010).

Marcadores moleculares derivados de regides expressas tém sido
descritos como funcionais por se encontrarem em porgdes funcionais do genoma.
Sua capacidade de ligar variacdes genéticas a fenotipicas tem despertado grande
interesse para o melhoramento genético (VARSHNEY et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi identificar loci microssatélites, marcadores
funcionais, sobre regifes expressas do genoma de bovinos taurinos e estimar sua
diversidade genética entre racas.

2. MATERIAL E METODOS

Um pipeline utilizando duas linguagens de programacao (PASCAL e PERL)
e integrado a um banco de dados (MySQL) foi desenvolvido para organizar
1.559.473 etiquetas de sequéncias expressas (EST) referentes a n racas de
bovinos taurinos (Bos taurus). A partir do portal EBI SRS Server/EMBL importou-
se toda a informacdo necesséaria para cada acesso. Ao final, a sistematizacéo
dos dados permitiu que fossem gerados trés arquivos fasta contendo 9.387, 8.971
e 1.270 ESTs pertencentes as racas Angus, Noruegués vermelho e Simmental,
respectivamente.
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Para eliminar a redundancia de cada arquivo, foi utilizado o programa
PHRAR (EWING; GREEN, 2000). Posteriormente, o aplicativo SSRLocator (MAIA
et al,, 2008) buscou loci microssatélites com no minimo seis repeticdes para
dimeros, quatro para trimeros e trés para tetrameros, pentameros e hexameros,
compreendendo microssatélites classe | e Il. O programa também classifica como
loci imperfeitos aqueles interrompidos por no maximo seis pares de bases, loci
perfeitos quando o intervalo entre trechos repetitivos for superior a cem pares de
bases, e loci compostos caso as distancias ndo ultrapassam esse limite.

Conjuntos de primers foram desenhados pela respectiva funcdo do
programa SSRLocator. J& a opcdo PCR virtual, simulou um PCR sobre
sequéncias ndo redundantes do repositério Unigene/NCBI para a espécie Bos
taurus (43.489 contigs). Por fim, apenas os amplicons contendo identidade entre
90 e 100% (até 10% diferencas) foram considerados polimérficos.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Dentre as 411 sequéncias microssatélies identificadas no arquivo Angus,
tetrameros foram prevalentes com 32,6% das observacdes, seguidos pelos
trimeros (31,9%), dimeros (23,1%), pentameros (10,2%) e hexameros (2,2%). J&
no Noruegués vermelho, das 621 regides repetitivas, 32,9% eram tetrameros, no
entanto dimeros foram mais frequentes que trimeros (25,0% e 21,7%,
respectivamente), seguidos pelos pentameros (18,5%) e hexameros (1,9%).
Simmental apresentou um conjunto menor (32), porém com proporc¢des distintas
de cada tipo de repeticdo, sendo: dimeros 25,0%, trimeros 15,6%, tetrametros
46,9%, pentameros 12,5% e nenhum hexamero.

Apenas 78,3% dos 576 loci microssatélites identificados no Noruegués
vermelho permitiram o desenho de primers. Ja os 383 trechos localizados em
Angus tiveram um rendimento de 74,7%. O baixo nimero de loci descritos para
Simmental se deve a menor representacdo de suas sequéncias no conjunto total,
porém, ainda assim, uma grande propor¢ao de primers foi gerada (64,5%).

O Unigene separa sequéncias transcritas (incluindo ESTs) do GenBank em
um conjunto ndo redundante de agrupamentos, cada um dos quais representando
um potencial locus génico (SAYERS et al., 2010). Ao utilizar tal fonte de dados,
um numero muito reduzido de primers conseguiu localizar as regides de interesse
(Tabela 2), e outro ainda menor demonstrou polimorfismo. A superior qualidade
da informacdo contida no Unigene, em funcdo do maior nimero de sequéncias
alinhadas, explica tais perdas. Contudo, 41 loci distintos foram capazes de
demonstrar a existéncia de variagdo genética dentro de duas das racas
investigadas (Angus e Simmental). Ao mesmo tempo, a comparagdo com esse
banco de dados sugere que os mesmo possam ser também informativos entre
racas, uma vez que tal repositorio ndo utiliza esse critério nos alinhamentos
(SAYERS et al., 2010).
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Tabela 1 - Descricdo de loci microssatélites identificados sobre regibes
expressas’ do genoma de bovinos taurinos e do conjunto de pares de primers
desenhados.

Angus Noruegués Vermelho Simmental

loci identificados 383 576 31
Perfeitos 367 (95,8%) 538 (93,4%) 30 (96,77%)
Imperfeitos 0 0 0
Compostos 16 (4,2%) 38 (6,6%) 1 (3,23%)
por 2 10 (62,5%) 33 (86,8%) 1 (100%)

por 3 2 (12,5%) 4 (10,5%) 0

por 4 2 (12,5%) 0 0

por 5 2 (12,5%) 1 (2,6%) 0
Pares de primers 286 451 20

'Dados ndo redundantes de etiquetas de sequéncias expressas (EST) obtidos a pelo programa
PHRAP.

Tabela 2 - Estimacédo in silico da diversidade genética de loci microssatélites
identificados sobre regides expressas® do genoma de bovinos taurinos.

Raca Re-amplificados? Polimérficos®
ANgus 119 (41,6%) 37 (12.9%)
Noruegués Vermelho 11 (2,4%) 0

Simental 7 (35,0%) 4 (20,0%)

'Dados nado redundantes de etiquetas de sequéncias expressas (EST) obtidos pelo programa
PHRAP. “Numero de pares de primers desenhados para loci identificados em arquivos néo
redundantes de raca e que amplificaram sobre o arquivo Bos taurus/UniGene/NCBI apoés PCR
virtual. ®loci que produziram amplicons com identidade entre 90 e 100%.

4. CONCLUSOES

Grande numero de loci microssatélites foi identificado sobre regides
expressas do genoma de bovinos taurinos, contudo apenas poucos foram
capazes de demonstrar a existéncia de diversidade genética entre ragas.
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