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1. INTRODUCAO

Microssatélites ou SSRs (Single Sequence Repeats) foram descritos por
MORGANTE & OLIVIERI (1993) como sequéncias de DNA repetitivo constituidos
por nucleotideos que se repetem lado a lado (em série) e sdo encontrados em alta
frequéncia nos genomas de procariotos e eucariotos. Segundo VARSHNEY et al.
(2005), esta classe de marcadores € poderosa para variadas aplicacbes em genética
e melhoramento de plantas, devido a sua reprodutibilidade, natureza multi-alélica,
caracteristica co-dominante e abundancia em genomas. Sao utilizados para a
integracdo de mapas genéticos, posicionamento fisico para seqienciamento de
trechos em plantas melhoradas e podem prover para geneticistas e melhoristas uma
potente ferramenta para ligar variacdes genotipicas a variagcdes do fendtipo. No
passado, o uso dessa classe de marcador era limitado pela dificuldade e alto custo
na obtencdo dos primers a serem usados em reacdes de PCR para esses
protocolos. Atualmente com o acumulo de dados bioldgicos providos por iniciativas
de sequenciamento de genomas, a andlise desses dados possibilita a localizacdo
desses locos e o desenho de primers para serem utilizados como marcadores
moleculares em estudos genéticos ou na selecéo assistida.

Entre as espécies forrageiras de clima temperado, o azevém anual (Lolium
multiflorum Lam.), por suas caracteristicas de abundante produtividade de forragem,
alta palatabilidade, excelente rebrote, facil semeadura, grande resisténcia ao
pastejo, a excessos de umidade e suportando altas lotagbes (CARAMBULA, 1971) é
a espécie de maior utilizacdo no Rio Grande do Sul, assim como na maior parte das
regibes temperadas e subtropicais do mundo (MAIA, 1995). A espécie Lolium
temulentum L. embora ndo possua importancia econémica e agricola, pode constituir
uma fonte importante no estudo genético de forrageiras como o azevéem.

Atualmente, varias iniciativas utilizam cDNA para o sequienciamento de RNAs
que, posteriormente, sdo depositados em bancos de dados conhecidos como ESTs
(Expressed Sequence Tags) (VARSHNEY et al. 2002).

Essas regides expressas (ESTs/CDNAs) possuem sequéncias de DNA
repetitivo que possibilitam a obtencao de marcadores moleculares microssatélites.
Ainda, por serem regidoes expressas 0s marcadores derivados podem ser definidos
como marcadores funcionais, pois sdo associados a regides do genoma com funcéo



conhecida. Assim, marcadores funcionais tornam-se uma estratégia promissora para
estudo da genbmica funcional e, dentro disso, os marcadores microssatélites, pelas
caracteristicas que apresentam, os mais apropriados para esse estudo.

O presente trabalho teve como objetivo o desenho de primers derivados de
locos microssatélites encontrados no genoma de duas espécies do género Lolium,
para serem utilizados como novos marcadores moleculares nestas espécies a partir
de regides expressas publicadas em bancos de dados de ESTs.

2. MATERIAL E METODOS

A partir do website do TIGR (www.tigr.org) foram localizadas ESTs referentes
ao genoma das espécies Lolium multiflorum e L. temulentum as quais foram
depositadas em arquivos no padrdao Fasta, em computadores do Centro de
Genbmica e Fitomelhoramento (CGF/FAEM/UFPel) e, posteriormente, analisados
utiizando 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 (=12 e < 20) (TEMNYKH et al., 2001),
nos motivos compreendidos entre dimeros e hexameros, com nimero minimo de
seis repeticbes para dimeros, quatro para trimeros, trés para tetrdmeros e
pentameros e dois para hexadmeros. Para o desenho dos primers, foram
configurados ocorréncias de amplicons entre 100 e 300pb; temperaturas de
anelamento dos primers (TM) minima, méaxima e 6tima de 52T, 60C e 55 °C
respectivamente; tamanho de primers minimo, maximo e 6timo de 15, 25 e 20 pb;
conteudo de GC entre 40% e 60% e com regides de ancoragem distantes no minimo
5 pb nos dois flancos da regidao do DNA repetitivo, conforme descrito por PALMIERI
et al. (2005). ApOs a geracao dos primers os mesmos foram testados através de
PCR virtual também pelo programa SSRLocator.

Foi analisada a ocorréncia de locos microssatélites nas Classes | e Il nas duas
espécies, desenhados primers e realizada a simulacdo de PCR utilizando o
SSRLocator.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de sequéncias ESTs por espécie analisadas é mostrado na Tabela
1. Na mesma tabela, a ocorréncia total de microssatélites para a espécie L.
multiflorum foi de 2311 locos e para a espécie L. temulentum foi de 1900 locos,
incluindo as Classes | e II. Segundo TEMNYKH et al. (2001), microssatélites Classe |
sdo mais polimérficos e possuem maior probabilidade de sofrerem mutacdo. Ainda,
conforme a tabela o total de primers ancorados foi de 1574 para L. multiflorum e
1364 para L. temulentum.

Tabela 1. Numero de total de seqiiéncias ESTs, ocorréncia de microssatélites e primers
ancorados para as espécies L. multiflorum e L. temulentum. CGF/FAEM/UFPel,
Pelotas, 2008.

Espécie ESTs SSRs Primers
L. multiflorum 5713 2311 1574
L. temulentum 5717 1900 1364

Na Tabela 2, estdo indicados os valores da ocorréncia de microssatélites e
primers ancorados para cada Classe. 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. Em relagéo
aos primers ancorados, um total de 30 e 1544 conjuntos de primers foram obtidos
para a espécie L. multiflorum e um total de 29 e 1335 conjuntos de primers para as
Classes | e Il da espécie L. temulentum, respectivamente.

Assim, foi possivel ancorar primers em 66,67 % dos locos microssatélites
Classe | de L. multiflorum e 68,14% de locos Classe Il. Para a espécie L. temulentum
foram ancorados primers em 72,5% dos locos Classe | e 71,77% Classe II.

Tabela 2. NUumero de ocorréncias de microssatélites, nimero e porcentagem de primers
ancorados para as Classes | e || de microssatélites nas duas espécies analisadas
do género Lolium. CGF/FAEM/UFPel, Pelotas, 2008.

Espécie Classes Numero de Numero de Porcentagem de
P SSRs Primers Primers (%)
L. multiflorum ! 45 30 66,67
I 2266 1544 72,50
I 40 29 68,14
L. temulentum
Il 1860 1335 71,77

ApoOs o desenho dos primers para cada espécie e classe de microssatélite foi
simulado o PCR na espécie de origem e na segunda espécie em estudo. Na
Tabela 3 séo apresentados os amplicons obtidos. Para os primers ancorados em L.
multiflorum, quando anelados na mesma espécie um total de 32 e 1654 amplicons
foram gerados para as Classes | e I, respectivamente. Quando 0s mesmos primers
foram utilizados na simulacdo de PCR na espécie L. temulentum, foram gerados 16
amplicons, apenas para a Classe Il. Para os primers ancorados em L. temulentum
no PCR realizado para a mesma espécie, foram gerados 29 e 1374 amplicons para
as Classes | e Il, respectivamente. Quando simulado em L. multiflorum, foram
gerados 32 amplicons Classe Il. Também n&o foram obtidas amplificacdes para
microssatélites Classe I.

Os primers de uma espécie quando anelados sobre a mesma espécie,
funcionaram em 100% dos casos, podendo amplificar mais de um loco.

Tabela 3. Numero de amplificagBes obtidas no PCR virtual para cada primer e contig
homologo entre as espécies, para as Classes | e Il. CGF/FAEM/UFPel, Pelotas,

2008.
Numero de amplicons
Contig Contig Total*
SSR_Primer Homélogo Classe Um Dois Trés Quatro Total

L. multiflorum L. multiflorum ! 28 2 0 0 30 32
1 1452 75 16 1 1544 1654

L. temulentum L. temulentum ! 29 0 0 0 29 29
1] 1301 29 5 0 1335 1374

. I 0 0 0 0 0 0

L. multiflorum L. temulentum I 14 1 0 0 14 16

. [ 0 0 0 0 0 0

L. temulentum L. multiflorum I 32 0 0 0 32 32

*considerando amplificacdes de um mesmo primer em locos diferentes.

Os resultados demonstram que quando o PCR foi simulado na mesma
espécie, foi obtido um nuamero elevado de amplificacbes para a Classe Il e um
numero satisfatorio de amplificacées para Classe |, sendo estes preferenciais para
estudos genéticos, pois apresentam maior probabilidade de apresentar



polimorfismo em relagéo a microssatélites da Classe Il. Quando o PCR foi simulado
entre espécies diferentes as amplificacdes ficaram limitadas a Classe Il, porém o
numero de amplificagcbes geradas possibilita o estudo da homologia entre as
espécies através das regibes homodlogas que apresentam. As amplificacbes
geradas permitem que estudos posteriores sejam realizados, pois os resultados
foram obtidos a partir de regides expressas do genoma das espécies, sendo
necessaria a validacdo destes primers derivados de microssatélites como
marcadores funcionais.

4.CONCLUSAO

A utilizacdo do SSRLocator permitiu detectar primers para as espeécies L.
multiflorum e L. temulentum nas proporgdes de 67,4% e 72,1%, respectivamente. A
simulacdo de PCR permitiu 100% de anelamento dos primers gerados quando
anelados sobre a mesma espécie. Para primers de L. multiforum anelados em L.
temulentum houve amplificacdo de 1% dos microssatélites Classe Il e quando
primers de L. temulentum foram anelados em L. multiflorum houve amplificacdo de
2,4% dos microssatélites Classe Il, permitindo sua utilizagdo como marcadores
moleculares.
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