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1. INTRODUCAO

SSRs (Simple sequence repeats) ou Microssatélites sdo sequéncias de
DNA repetidas em tandem formada pelo arranjo de nucleotideos através da
combinacdo de 1-6 pares de base. Esses marcadores sao utilizados na analise de
variagbes genéticas, por serem consistentes, robustos e abundantes na maioria
dos genomas eucariotos, inseridos dentro de sequencias expressas ou em
sequencias nao codificantes (TOTH et al, 2000). Como resultado, os SSRs
tornaram-se 0s marcadores genéticos mais utilizados para o melhoramento
vegetal, avaliacdo de diversidade genética, construcdo de mapas genéticos,
mapeamento de genes, selecdo assistida por marcadores (MAS) e no
mapeamento comparativo (GONZALO et al., 2005).

Em muitas plantas, bancos de dados EST (Expressed Sequence Tags)
tornaram-se uma rica fonte in silico para identificacdo de SSRs, apresentando
uma baixa relacdo custo-beneficio em espécies que possuem bancos de ESTs
(VARSHNEY et al. 2005). Apesar das vantagens aparentes, o uso de marcadores
SSR em plantas ornamentais tem sido lento devido a quantidade escassa de
marcadores microssatélites, relatadas até o momento (GONG; DENG, 2010).

Uma das ferramentas que se pode utilizar para identificar sequencias
SSR é pela analise de ESTs via anotacdo, que trata do registro do significado
biolégico de cada sequencia descoberta. Além de conter informacdes sobre
observacgdes feitas no organismo vivo e com base nas referencias de publicagdes,
sendo que as anotacdes sobre os dados genbémicos podem ser feitas
fundamentadas em uma ontologia (BELOZE et al., 2007).

A ontologia mais utilizada para a tarefa de anotagdo genomica é a GO
(Gene Ontology), resultado de um consorcio criado para desenvolver e utilizar
ontologias que déem suporte a anotacdes de genes e seus produtos, em uma
ampla variedade de organismos de forma biologicamente significativa. A GO
fornece uma linguagem sistematica que possibilita descricdes consistentes dentro
de trés dominios bioldégicos chave: componente celular, processo biolégico e
funcdo molecular (THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2008).

No presente trabalho, o GO foi utilizado para identificar fungbes das
sequencias EST-SSR de copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica), com o objetivo
de caracterizar tais sequencias para posterior uso em desenho de primers para
andlise de diversidade genética desta espécie e outras relacionadas.
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2. MATERIAL E METODOS

Neste estudo as sequéncias ESTs de Zantedeschia aethiopica, obtidas a
partir do banco de dados publico NCBI, foram analisadas e utilizado o software
CAP3 para a retirada da redundancia (HUANG; MADAN, 1999). Essas
sequéncias foram analisadas no software SSRLocator (MAIA et al., 2008) para a
busca de loci SSR. Os valores minimos para o BLAST e-value e porcentagem de
similaridade dos resultados, foram e*° e 80%, respectivamente.

Posteriormente realizou-se a anotacdo funcional através do software
Blast2GO (ALTSCHUL et al., 1990) com a finalidade de classificagdo ontolégica
destas sequéncias em: funcdo molecular (descreve as atividades cataliticas ou
ligacdo a nivel molecular), componente celular (descreve locais, ao nivel de sub-
estruturas celulares e complexos macromoleculares) e processos bioldgicos
(descreve os objetivos bioldgicos realizados por um ou mais conjuntos ordenados
de fungdes moleculares).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram encontradas 4.394 sequéncias ESTs de Z. aethiopia no banco de
dados do NCBI e apds submetidas ao programa CAP3, foram eliminados 51,50%
da redundancia destas. Cinquenta e quatro sequencias apresentaram SSR,
quando analisadas no software SSRLocator. A caracterizacdo ontolégica foi
verificada em 23 sequencias ESTs, pois apresentaram e-value menor que e e
similaridade maior que 80%. Dentre estas 23 sequencias, 86,95% apresentaram
fungdo conhecida.

Os resultados da anotacdo foram agrupados em processos bioldgicos,
componentes celulares e funcdo molecular (Figura 1).
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Figura 1. Classificacdo ontolégica de sequencias unigenicas de EST-SSR de Copo-de-leite:
A- Processos biol6gicos, B- Componentes celulares, C- Fun¢cdo molecular.
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Com relacédo aos processos biolégicos, foram encontrados 93 GO terms em
6 categorias. Na categoria 2 (Figura 1A), a maior parte dos transcritos estdo
relacionados com processos celulares (36%), seguido de processos metabdlicos
(32%), localizacédo (16%) e processo de desenvolvimento, resposta a estimulos,
processo multicelular e reproducao (4%). Em relagdo aos componentes celulares,
foram encontrados 87 GO terms em 8 categorias, para a categoria 2 (Figura 1B),
42% foram encontrados na célula, 35% na organela, 21% no complexo
macromolecular e 2% no lumen. Para a funcdo molecular, foram encontrados 37
Go terms em 7 categorias, para a categoria 2 (Figura 1C), 55% estéao
relacionados a ligacado (DNA e RNA), 20% com a atividade estrutural da molécula,
20% com a catdlise e 5% relacionadas com o transporte.

Algumas sequéncias foram classificadas em mais de uma categoria, assim, a
soma das sequencias nas categorias excedeu o nuimero total de 23 e também
foram encontradas mais de uma funcéo para a mesma sequéncia, devido a isso o
numero total de fungdes dentro das categorias também excedeu o numero total
de 23.

Os melhores hits para as buscas BLASTX foram principalmente para Vitis
vinifera (39%), Glycine max (13%) e Ricinus communis (9%) e outras (33%),
conforme apresentado na Figura 2. Estas similaridades podem estar atribuidas ao
fato de que estas espécies ja possuem um grande banco de dados de ESTs,
porém néo reflete sua proximidade filogenética, conforme verificado por MOCCIA
et al. (2009). Por outro lado, se faz necessario testar a transferabilidade dos
marcadores nestas espécies para saber realmente se ndo ha parentesco
filogenético.

Figura 2. Espécies relacionadas as sequencias EST-SSR de copo-de-leite.

A ontologia génica de EST-SSRs pode ser Util para a sele¢do de sequéncias
com caracteristicas conhecidas para subsequente desenho de primers, 0s quais
podem ser validados como marcadores moleculares para a caracterizacao
genética de variedades desta espécie, bem como para outras espécies
relacionadas, com a finalidade de auxiliar na selecdo de genétipos contrastantes
para uso em cruzamentos controlados, visando obter novos materiais com
caracteristicas diferenciadas.
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4. CONCLUSOES

As sequéncias EST-SSRs de Copo-de-leite utilizadas no presente estudo
possibilitou a identificacdo de homologia com outras espécies e a anotacao
funcional das mesmas pela analise de ontologia.
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