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Resumo

COSTA, Marco André Paldés da. Prospeccao de marcadores microssatélites
potenciais para o melhoramento genético de bovinos. 2012. 57f. Tese
(Doutorado) - Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Bovinos (Bos taurus) representam um importante recurso filogenético para
compreensao de aspectos evolutivos e caracteristicas complexas. Sobre seu
genoma, repeticoes microssatélites constituiram a base para genotipagem em
diferentes estudos, como o mapeamento genético. Assim, esse trabalho teve por
objetivo descrever a distribuicdo destas sequéncias ao longo do genoma bovino
taurino, atribuindo a elas anotacao estrutural e funcional, além de disponibilizar um
recurso para que tal informagdo possa auxiliar investigacbes futuras sobre tais
regides. Com uma cobertura gendmica estimada em 0,8%, cerca de 1.3 milhdes de
loci foram identificados, dos quais 90,5% classificados como perfeitos. Mondmeros
ocorreram em maior numero e frequéncia, seguidos por tetrameros, dimeros,
trimeros, pentdmeros e hexameros. Contudo dimeros e pentameros contribuiram em
densidade mais que tetrameros. Independente do tipo de repeticao, sempre a maior
proporcao dos trechos repetitivos distribuiram-se sobre regides |G, Introns e GPG.
Apesar disso, densidade e frequéncia em 5’UTR e PR superaram |G. Através
desses descritores semelhancas puderam ser evidenciadas entre IG, Introns e
3'UTR, como também para PR e 5’UTR. Anotagdes para processo bioldgico, funcéao
molecular e componente celular estavam super-representadas em genes abrigando
sequéncias repetitivas. Utilizando referéncias de mapeamento, como anotacao
génica, STS, SNPs e outros elementos repetitivos ja descritos, a plataforma on-line
Pampeano Animal Genetic Resources fornece um importante recurso para que a
informacédo reunida possa auxiliar o planejamento de novas abordagens, em
especial para obtencdo de marcadores moleculares destinados a selecdo de
caracteristicas de interesse ao melhoramento genético da espécie.

Palavras-chave: ssr, predicéo in silico, anotagao genémica, selecao assistida.



Abstract

COSTA, Marco André Paldés da. Prospeccao de marcadores microssatélites
potenciais para o melhoramento genético de bovinos. 2012. 57f. Tese
(Doutorado) - Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Cattle (Bos taurus) represent an important phylogenetic resource for understanding
of evolutionary aspects and complex traits. On its genome, microsatellites repeats
constituted the basis for genotyping in different studies as the genetic mapping. So,
this study has by aim to describe the distribution of these sequences along of the
taurine bovine genome, ascribing to them structural and functional annotation,
besides supply a resource for that such information may assist future investigations
on these regions. With a genomic coverage estimated at 0.8%, around 1.3 million loci
were identified, of which 90.5% classified as perfect. Monomers occurred in greater
number and frequency, followed by tetramers, dimers, trimers, pentamers and
hexamers. However dimers and pentamers contributed in density more than
tetramers. Regardless of the type of repetition, always the largest proportion of
repetitive stretches distributed on IG, Introns and GPG regions. Nevertheless, density
and frequency on PR and 5'UTR overcame |G. Through of these descriptors
similarities could be observed between IG, Introns and 3'UTR, as too for PR and
5'UTR. Annotation for biological process, molecular function and cellular component
were super-represented in genes harboring repetitive sequences. Using mapping
references, as gene annotation, STS, SNPs and other repetitive elements already
described, the Pampeano Animal Genetic Resources online platform provides an
important resource for that the information gathered can to assist the planning of new
approaches, in especial to obtaining molecular markers destinated to selection of

traits of interest to the genetic improvement of the species.

Keywords: ssr, in silico prediction, genomic annotation, assisted selection.
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1 Introducao

Para a economia mundial, os bovinos representam uma espécie de animal
doméstico com grande importancia para exploracdo pecuaria (LEWIN, 2009;
TELLAM et al., 2009). Desde a ultima década, o Brasil se destaca no mercado
internacional pelo maior rebanho comercial, somando 205,3 milhdes de cabegas em
2009 (POLL et al., 2011a). Ao mesmo tempo, o pais mantém a posi¢cao de principal
exportador, seguido pela Austrdlia e Estados Unidos (JOSE, 2012). Aliado a uma
série de vantagens geograficas e climaticas, a producao exclusivamente a pasto e
residuos agricolas proporciona um produto extremamente valorizado (POLL et al.,
2011a). Apds anos de baixa rentabilidade, a cadeia produtiva nacional volta a se
recuperar fortalecida pelo aumento da demanda dos mercados interno e externo
(POLL et al.,, 2011b), e pela expectativa de um significativo aumento das
exportagdes para 2012 (JOSE, 2012).

No entanto, a importancia econémica nao foi o principal motivo que levou a
espécie bovina a integrar um grupo seleto de animais com o genoma completamente
sequenciado. Dentro da classe Mammalia, eles pertencem a ordem Cetartiodactyla,
uma ordem filogeneticamente distante dos primatas, tendo divergido de um ancestral
comum a aproximadamente 85 milhdes de anos (KUMAR; HEDGES, 1998). Analises
comparativas entre espécies relacionadas permitem elucidar fungdes e aspectos
evolutivos dos genomas (LARKIN et al., 2003). Assim, os bovinos representam um
importante recurso para compreensdao de mecanismos envolvidos na regulacao e
controle de caracteristicas complexas (ELSIK et al., 2009; GIBBS et al., 2009;
LEWIN, 2009; TELLAM et al., 2009), em especial para outras espécies do género
Bos com menor volume de informacgao.

O sequienciamento completo do genoma humano proporcionou um
importante avanco nas tecnologias de seqienciamento e a reducédo de seus custos,
viabilizando muitos projetos em andamento (MCCARTHY et al.,, 2006). Apds os
taurinos (ELSIK et al., 2009), uma nova perspectiva surge pelo anuncio de término
do seglienciamento do primeiro genoma zebuino (Bos indicus), provenientes de um
animal da raca Nelore, e de outros quatro (Gir Leiteiro, Guzera, Red Sindi e
Girolando) que estdo em andamento (POLL et al., 2011c). Esses recursos
possibilitardo diversas investigacdes comparativas com extrema acuracia.

Por décadas, o melhoramento genético para espécies de interesse

zootécnico proporcionou ganhos representativos a produgdo pecuaria utilizando
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informacgdes sobre fendtipo e pedigree para predizer o valor genético dos animais
(GODDARD; HAYES, 2007) . Surgem entdo os marcadores moleculares como uma
nova ferramenta para maximizar seus avang¢os, em especial para selecdo de
caracteristicas de dificil mensuracdo (GODDARD; HAYES, 2009). Essa metodologia
desencadeou inumeras investigacbes, culminando recentemente com
desenvolvimento de painéis de alta cobertura genémica (MATUKUMALLI et al.,
2009). No entanto, novas geracées dessa tecnologia trazem a expectativa da
possibilidade de sequenciar genomas inteiros a custos e tempo extremamente
reduzidos (EID et al., 2009).

Ao longo do curso histérico da pesquisa genémica, varias sequéncias de
nucleotideos serviram de referéncia para descrever variagdes no cédigo genético.
Um grupo particular permaneceu em foco pela ampla distribuigcdo tanto em regides
codificantes como ndo codificantes do genoma de eucariotos e procariotos, perfil
multialélico e heranca codominate (LI et al., 2002; SUBRAMANIAN; MISHRA;
SINGH, 2003; AISHWARYA; GROVER; SHARMA, 2007; FAN; CHU, 2007; MAIA et
al., 2009). Com diferentes nomenclaturas, microssatélites (ou repeticoes de
sequéncia simples/SSR ou repeticdes curtas em tandem/STR) sdo combinacdes de
um a seis nucleotideos repetidos sequencialmente (TAUTZ, 1993) onde eventos
como escorregbes da DNA Polimerase, formagdo de estruturas secundarias e
recombinacdo geram taxas de mutacdo superiores a observadas sobre sitios
pontuais (LI et al.,, 2002; KASHI; KING, 2006; FAN; CHU, 2007; CRUZ; ROUX;
ROBINSON-RECHAVI, 2009). Essas sequéncias constituiram a base principal para
genotipagem em diferentes abordagens (KRUGLYAK et al., 1998; TEMNYKH et al.,
2001; JU et al., 2005; AISHWARYA; GROVER; SHARMA, 2007; MAIA et al., 2008;
YAN et al., 2008; ZHANG et al., 2010), fornecendo uma ferramenta eficiente para
ligar variacao fenotipica e genotipica (TEMNYKH et al., 2001; KASHI; KING, 2006;
MAIA et al., 2009; VICTORIA; MAIA; OLIVEIRA, 2011).

Muito se discute sobre importancia estrutural e funcional de regides
repetitivas sobre o genoma de varios organismos (GLENN et al., 1996;
SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003; ALBA; GUIGO, 2004; AISHWARYA;
GROVER; SHARMA, 2007; BRANDSTROM; ELLEGREN, 2008; MAIA et al., 2008;
MAIA et al., 2009; ADELSON et al., 2010) inclusive para bovinos (YAN et al., 2008;
ADELSON; RAISON; EDGAR, 2009). Conhecer a distribuicdo de repeticdes

microssatélite sobre as diferentes regides do genoma pode fornecer indicios de sua
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influencia na organizacdo e regulacdo génica (SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH,
2003; AISHWARYA; GROVER; SHARMA, 2007). Para cada regido existe ao menos
uma possivel contribuicdo dessas sequéncias exaustivamente discutidas (LI et al.,
2002; KASHI; KING, 2006; FAN; CHU, 2007). No entanto, é esperado que a pressao
de selecdo sobre regides expressas e principalmente traduzidas ocorra em maior
magnitude que em outras. Isso confere com o nivel de conservagao ja descrito
nessas regides (GLENN et al., 1996; SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003;
ALBA; GUIGO, 2004; SERAPION et al., 2004; JU et al., 2005; ZHAN et al., 2009) ou
para a presenca de pseudo-genes (SVENSSON; ARVESTAD; LAGERGREN, 2006).

Atualmente, a gama de bancos de dados genémicos existentes torna publico
e acessivel todo o conhecimento gerado sobre qualquer espécie. No entanto, cada
repositério possui particularidades que dificiimente atende todas as demandas. Com
as iniciativas de sequenciamento completo de genomas, um grande volume de
dados tem sido acumulado (SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003; JU et al.,
2005; KIM et al., 2006; AISHWARYA; GROVER; SHARMA, 2007; HUGHES et al.,
2008; OZDEMIR OZGENTURK et al., 2010; ZHANG et al.,, 2010), permitindo
andlises amplas (SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003; KIM et al., 2006;
BRANDSTROM; ELLEGREN, 2008), e fornecendo um excelente recurso para o
desenvolvimento de marcadores moleculares (TEMNYKH et al., 2001; SERAPION et
al., 2004; JU et al., 2005; AISHWARYA; GROVER; SHARMA, 2007; MAIA et al.,
2008; YAN et al.,, 2008; MAIA et al, 2009; ZHAN et al.,, 2009; OZDEMIR
OZGENTURK et al., 2010; ZHANG et al.,, 2010). Nesse momento, garimpar e
combinar a informacao disponivel em busca de um determinado propdsito € um
modo rapido e eficiente de maximizar resultados e atingir os objetivos de pesquisa
(CONESA et al., 2005; CONESA; GOTZ, 2008; GOTZ et al., 2008; GOTZ et al.,
2011; LECERF et al., 2011).

O Gene Ontology Consortium (GOC) é um importante exemplo de esforgo
cooperativo entre grupos de pesquisa que surgiu como resultado do acumulo de
informagdo em bancos de dados gendémicos. Lacunas terminoldgicas, sintaticas e
semanticas criaram a necessidade do uso de ontologias para que diferentes
pesquisadores pudessem ter acesso a recursos inter-relacionados de modo
consistente e ndo ambiguo (ZHOU; SU, 2007; HUGHES et al.,, 2008). Assim, a
ontologia génica apdia-se na utilizagdo de um vocabulario com termos controlados

para padronizar a representacdo de genes e seus produtos, independente de
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espécie ou repositério (BLUTHGEN et al., 2005). Os termos sdo manualmente
anotados por curadores treinados, extraindo informacdo de dados experimentais
publicados ou inferindo anotacao por homologia com produtos génicos relacionados
para os quais dados experimentais estao disponiveis (GGR-GOC, 2009). Métodos
automatizados baseados em similaridade ou na composi¢cdo de dominios também
sao utilizados para maximizar a velocidade de anotacdo (MCCARTHY et al., 2006;
CONESA; GOTZ, 2008). Porém, para cada fonte um cédigo de evidéncia fornece o
nivel de confianca para determinada anotacdo (CONESA; GOTZ, 2008; GOTZ et al.,
2011). Atualmente existem mais de 26 mil termos arranjados em trés ramos: funcao
molecular (atividade elementar do produto génico a nivel molecular), processo
biol6gico (conjunto de eventos reunindo uma ou mais fungbes moleculares) e
componente celular (parte de uma célula ou seu ambiente extracelular). Neles
identificadores sao interligados por relacbes bem definidas, particularmente de
subsunc¢ao, participativas e de regulacao biolégica (GGR-GOC, 2009). Desse modo,
conjuntos de organismos modelo e banco de proteinas sao utilizados para transferir
informacgao funcional para outras espécies com menor volume de investigacdes
(CONESA et al., 2005; MCCARTHY et al., 2006; CONESA; GOTZ, 2008; GOTZ et
al., 2008; GGR-GOC, 2009; GOTZ et al., 2011).

A diversidade racial é outra peculiaridade do rebanho bovino brasileiro. Nas
zonas tropicais predominam os zebuinos (Bos indicus), representando cerca de 80%
do contingente nacional. A raca Nelore (e cruzas) é atribuida 90% desta parcela. Ja
nos estados ao sul, a prevaléncia é dos taurinos (Bos taurus), principalmente
Hereford e Angus (POLL et al., 2011a). Embora tenham divergido de um ancestral
comum por eventos independentes de domesticagcao (ACHILLI et al., 2009), suas
caracteristicas particulares (HANSEN, 2004; CHAN; NAGARAJ; REVERTER, 2010)
e capacidade de producao de hibridos férteis (HIENDLEDER; LEWALSKI; JANKE,
2008), fornecem um importante recurso para programas de cruzamento e selecao,
servindo de base para formacdo de varias racas modernas (BOLORMAA et al.,
2011). Essa valiosa fonte de variabilidade genética reflete uma inestimavel
ferramenta a disposicdo para o melhoramento genético do rebanho brasileiro.

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi identificar e descrever a
distribuicao de repeticbes microssatélites ao longo do genoma bovino taurino,

atribuindo anotacéao estrutural e funcional, bem como disponibilizar um recurso para
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que a informacao reunida possa auxiliar estudos futuros sobre tais regides ou a

selecao de caracteristicas de interesse ao melhoramento genético da espécie.



2 Distribuicao de repeticoes microssatélite sobre 0 genoma bovino taurino.
Nessa primeira etapa, o objetivo foi identificar e descrever a distribuicao de

repeticdes microssatélites ao longo do genoma bovino taurino.

2.1 Material e Métodos

Informagdo genémica

A construcao do genoma bovino taurino Btau5.2 (Bos taurus) consta de uma
montagem de referéncia (Btau4.2), disponibilizada pelo Bovine Genome Sequencing
Consortium/BGSC, e outra alternativa (UMDS3.1), fornecida pelo Center for
Bioinformatics and Computational Biology (Universidade de Maryland, EUA). Estao
inclusas as sequéncias para 0s vinte e nove cromossomos autossémicos e um
sexual (BtaX). Somente uma delas contempla o DNA mitocondrial (mtBta, em
Btau4.2), enquanto nada esta disponivel sobre o cromossomo sexual Y. Existe
também um grande volume de segmentos ainda nao alocados (contigs nao
mapeados). Todos esses dados, além das informacdes de mapeamento sobre a
anotagado génica, polimorfismos de nucleotideo unico (SNP), sitios de sequéncia
marcada (STS) e outros elementos repetitivos ja descritos, foram obtidos através do
repositério para projetos de anotacao e montagem de genomas do National Center

for Biotechnology Information (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/), em agosto de 2011.

Identificacdo das repeticbes microssatélites

Arquivos individuais contendo os cromossomos fracionados foram triados
pelo programa SSRLocator (MAIA et al., 2008) para identificar microssatélites com
minimo de doze repeticbes para mondmeros, seis para dimeros, quatro para
trimeros, e trés para tetrdmeros, pentameros e hexameros. Ao término de cada
entrada, o aplicativo gera arquivos descritivos em formato de texto puro. Um pipeline
desenvolvido com duas linguagens de programacao (PASCAL e PERL) e integrado
a um banco de dados (MySQL) permitiu importar, classificar, anotar e descrever
todos os trechos repetitivos.

Classificacées e agrupamentos
Dois critérios determinaram a classificacdo dos /oci: intervalo e integridade
das repeticdes. Loci imperfeitos apresentavam segmentos repetitivos interrompidos
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por até seis pares de base. Dois microssatélites adjacentes caracterizavam /oci
ligados. Com intervalos maiores ou iguais a cem pares de base os loci eram
intitulados perfeitos, do contrario como compostos e identificados conforme o
namero de repeticbes que abrigavam. No intuito de evitar fragmentos
demasiadamente longos por aglomeracées de microssatélites, loci compostos com
mais de 500pb foram isolados ao encontrar uma extensdao minima de 40pb a partir
da dltima sequéncia repetitiva, possibilitando assim um intervalo adequado para
desenho de primers (JU et al., 2005).

Sete regidbes foram consideradas ao descrever a localizacdo dos
microssatélites, a saber: intergénica (IG), promotor (PR; 500 pares de base antes do
sitio para inicio de transcricdo), 5 nao traduzida (5’UTR), codificadora (CDS),
intragénica (Intron), 3’ nao traduzida (3'UTR) e genes sem regides descritas ou
pseudo-genes (GPG). Devido a presenca de limites adjacentes, por exemplo, entre
CDS e Introns, para que um microssatélite fosse atribuido a determinado regido
mais que 50% de sua sequéncia deveria estar presente. Repeticbes anotadas em
trechos intergénicos receberam as referéncias de mapeamento mais proximas up e
dowstream.

Como a nivel de locus marcador um motivo de repeticao independe de fita
ou orientagdo, as ocorréncias ao longo do genoma referem-se ao somatério de
todas as suas possiveis combinagdes, por exemplo, AGC inclui
AGC/GCT/CGA/TCG. No entanto, quando regides estruturais passam a ser foco da
discussao, fita e orientagcdo tornam-se pertinentes. Desse modo, AGC passa a

representar apenas si préprio.

Medidas descritivas e analise estatistica

Trés medidas descreveram a distribuicdo das repeticdes. A Ocorréncia
informa o somatdrio dos microssatélites identificados. A Densidade demonstra a
contribuicdo das sequéncias repetitivas para um intervalo de um milhdo de pares de
base, expressa em pb/Mb, enquanto a Frequéncia estima a ocorréncia sobre a
mesma distancia, expressa em SSR/Mb. Utilizando o pacote estatistico R (2011),
testes nao-paramétricos complementaram as inferéncias, evidenciando associacdes
entre os descritores e o numero de genes ou tamanho dos cromossomos (Teste
para Correlacées de Ordem de Spearman), e descrevendo diferengas entre os tipos
de loci ou repeticoes (Teste da Soma de Ordens de Friedman).
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2.2 Resultados

Todos os descritores alcancaram estimativas extremamente similares entre
as duas montagens do genoma bovino. Por esse motivo, serdo discutidos apenas os
resultados obtidos a partir da sequéncia de referencia Btau4.2, sem que haja perda
de informacgao sobre a construcao Btau5.2. Quando necessario existem referéncias
individuais. Detalhes a respeitos de ambas as montagens podem ser encontrados no
material suplementar (S1) disponivel através da plataforma Pampeano Animal
Genetic Resources (http://www.agrpampeano.org/).

Distribuicdo e cobertura

Cerca de 1,3 milhdes de loci microssatélites foram identificados sobre o
genoma bovino (Tab. 1), sendo 90,5% perfeitos, 0,3% imperfeitos, 1,2% ligados e
8,0% compostos. A grande maioria deste ultimo (81,2%) abrigava duas sequéncias
repetitivas. Tais propor¢cdes permaneceram constantes entre os cromossomos (Fig.
1), tendo as diferencas evidenciadas pelas ordenacdes médias (Tab. 1). Além disso,
uma forte associacdo entre a extensdo dos cromossomos e o somatério das
observacdes pode ser descrita (r=0,99; p<0,001). Assim, cromossomos maiores (por
exemplo, Btal e Bta2) também continham maior nimero de loci que os menores
(Bta25 e Bta28). E importante ressaltar a discrepancia entres as duas montagens
para 0 numero de loci identificados sobre segmentos nao alocados (Btau4.2:
130.301; UMD3.1: 2.982). Como apenas trés repeticoes estavam presentes sobre a
unica sequéncia do DNA mitocondrial — (C)12, (CCTC)3 e (TAC)4, todos loci perfeitos
— essas nao contribuiram para a discussao.

Sequéncias microssatélites representaram 0,8% do genoma bovino, onde
mondémeros ocorreram em maior numero e frequéncia (Tab. 2), seguidos por
tetrameros, dimeros, trimeros, pentdmeros e hexameros. Contudo dimeros e
pentameros contribuiram em densidade mais que tetrameros. A nao ser pelas
densidades de tetrameros e pentameros, as demais ordenacées médias distinguiram
os tipos de repeticdo (Fig. 2). ldentificou-se também uma importante correlacao
entre a ocorréncia de microssatélites e o nimero de genes por cromossomo (r=0,54;
p<0,01). Do mesmo modo, a extensdo dos cromossomos foi associada a ocorréncia
das repeticdes (r=0,99, p<0,001). No entanto, densidade e frequéncia demonstraram
correlagbes baixas (r=0,30 e r=0,23, respectivamente) e n&o significativas (p>0,05).
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Importancia regional

Independente do tipo de repeticdo (Tab. 2), sempre a maior propor¢cao dos
trechos repetitivos (98,7%) distribui-se sobre 1G (68,8%), Introns (28,2%) e GPG
(1,7%). O restante é atribuido a PR, CDS, 3'UTR, e 5’UTR. No entanto, densidade e
frequéncia em 5’'UTR e PR superaram |G (Tab. 2). Apenas a frequéncia em 3'UTR
ultrapassou este ultimo, mas superior a Introns também em densidade. Exceto por
3UTR e CDS, todas as regides diferiram quanto as ordenacbes médias para
ocorréncia de microssatélites (Fig. 2). Densidade em 5’UTR e PR foram equiparaveis
(Fig. 2), ocorrendo o mesmo para frequéncia entre 3’'UTR e IG.

Monbémeros, tetrdmeros e dimeros atingiram ocorréncia e frequéncia
maiores em Introns, 3’UTR e IG (Fig. 3 e 4), alternando apenas a importancia de
trimeros por pentdmeros para IG. No entanto, dimeros superaram tetrdmeros em
densidade (Fig. 5), sendo semelhantes as ordenacdes médias em 3'UTR, assim
como entre mondémeros e dimeros em |G (Fig. 2). Para GPG, ao contrario de Introns
e 3'UTR, trimeros e pentameros tiveram maior ocorréncia e freqiiéncia que dimeros
(Fig. 3 e 4), e ao contrario de |G, trimeros contribuiram mais em densidade que
tetrameros (Fig. 5). Pelas ordenagcbes médias de ocorréncia e frequéncia,
monémeros se equipararam aos tetrameros, como também trimeros para
pentameros e dimeros (Fig. 2). J4 dimeros e pentameros ou trimeros e tetrAmeros
foram semelhantes em densidade.

Somente duas alternancias diferenciaram PR e 5UTR: monbmeros
contribuiram mais que tetrdmeros na primeira, enquanto hexameros mais que
pentameros na segunda (Fig. 5). Pelas ordenacées médias trimeros e monémeros
ou tetrameros e dimeros foram comparaveis por densidade em PR (Fig. 2). Além
disso, dimeros e pentameros possuiram ocorréncia e frequéncia similares, assim
como tetrameros e mondémeros com o0s tipos com indices maiores aos seus. O
mesmo ocorreu em 5’'UTR para dimeros, pentdmeros e hexameros, a nao ser pela
densidade semelhante entre eles. J& em CDS, trimeros, tetrameros e hexameros
prevaleceram em ocorréncia, freqiéncia e densidade, seguidos por pentameros,
dimeros e mondémeros (Fig. 3-5). No entanto, as ordenagdes médias equipararam

ocorréncia e frequéncia de pentameros e dimeros (Fig. 2).
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Repetigcbes de mononucleotideos

Salvo os extremos em IG, Introns e GPG, maior propor¢ao de mondémeros
concentraram-se em 3'UTR e PR, com menor ocorréncia sobre 5UTR e CDS
(Fig.3). No entanto, densidade e frequéncia em 3'UTR e PR superaram todas as
demais (Fig.4-5). As ordenagdes médias corroboraram com as divergéncias,
equiparando apenas as densidades para Introns e IG ou GPG e 5UTR, e as
frequéncias entre os dois ultimos ou PR e Introns (Fig.2). A discrepancia entre o
somatorio das combinacdes de adenina e citosina permaneceu constante entre os
cromossomos (Fig.6a), sendo T e A prevalente em todas as regides (S1). Além
disso, trechos poliG nao foram vistos em 5’UTR.

Repeticoes de dinucleotideos

CDS e 5’'UTR concentraram o menor contingente de dimeros (Fig.3), sendo
similares pelas ordenacdes de média (Fig.2). Somas maiores distribuiram-se sobre
3'UTR e PR (Fig.3), fora os extremos em GPG, Introns e IG. A nao ser por IG, PR
apresentou as mais altas densidade e freqiiéncia, seguido por 3’'UTR apenas em
frequéncia (Fig.4-5). Pelas ordenagbes médias, densidade e frequéncia néao
diferiram entre GPG e 5’UTR, assim como a densidade de Introns e PR ou 3'UTR
(Fig.2). No entanto, esses trés foram semelhantes em frequéncia, do mesmo modo
que IG e PR. Combinacdes de AC e AT, juntas, somaram aproximadamente 87,3%
das observacoes (Fig.6a). Exceto em CDS (onde AG/GA prevaleceram, sendo TA
raro € AT ausente) e 5’UTR (com pouquissimos AT/TA e CA), suas combinacdes

também contribuiram em maior numero sobre as diferentes regides (S1).

Repeticoes de trinucleotideos

Ambas as UTRs registraram menor ocorréncia de trimeros (Fig.3). Apesar
dos somatérios em IG, Introns e GPG, esse ultimo esteve muito proximo a CDS, a
ponto de se assemelhar pelas ordenagdes médias (Fig.2). Ja& suas contribuicdes e
ocorréncias em intervalos regulares foram maiores em 5UTR, PR e CDS, sendo
3'UTR também superior a GPG (Fig.4-5). No entanto, todas as regides diferiram
pelas ordenacdes médias de densidade e frequiéncia (Fig.2). Quanto aos motivos de
repeticdo, combinagcdes AGC destacaram-se pelo volume ao longo do genoma
(Fig.6a), mais que dobro da segunda maior ocorréncia, ACG. Todavia, AGC/GCT
acumularam-se principalmente em IG, Introns, 3'UTR e GPG, enquanto GGA e GAG
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prevaleceram em CDS (S1). Embora as combinagcdes CGC tenham ocorrido em
menor numero, CGC/GCG concentrarem-se em PR, 5UTR e CDS. O conteudo GC

médio entre os motivos raros variou de 22% em CDS a 66% em Introns.

Repeticbes de tetranucleotideos

Ao contrario de dimeros, 5’UTR somou menor numero de tetrdmeros que
CDS (Fig.3), com divergéncia pelas ordenac¢des médias entre todos os contrastes
(Fig.2). Além disso, densidade e frequéncia em 5’UTR e PR superaram todas as
demais regides, com maiores valores em 3'UTR que Introns e |G (Fig.4-5). No
entanto, pelas ordenacdes médias dessas medidas os trés ultimos foram
comparaveis entre si (Fig.2). Combinagdes ricas em adenina e timina destacaram-se
ao longo do genoma (Fig.6b), dispersando-se principalmente sobre IG, Introns,
3'UTR e GPG (S1), embora repeticdbes AAAT/TTTA tenham sido raras em CDS e
ausentes em 5’UTR. Sobre PR, 5UTR e CDS, prevaleceram CTCC, GGCG e
CCAG, respectivamente. Ja o conteudo GC médio entre os motivos menos
frequéntes variou de 40% em PR a 76,8% em GPG. Combinagdes de CTAG (em
menor numero sobre 0 genoma) nao existiram em ambas as UTR e CDS, sendo

raras em Introns e IG.

Repeticbes de pentanucleotideos

Mesma distribuicdo das ocorréncias de tetrameros foi observada entre os
pentdmeros (Fig.2-3). No entanto, maiores densidade e frequéncia foram descritas
sobre IG, enquanto ambas as UTRs superaram apenas CDS (Fig.4-5). Pelas
ordenagdes médias, as UTRs foram similares em densidade e frequéncia, como
também GPG e 5'UTR por esta ultima medida (Fig.2). Dentre os motivos mais
frequéntes (Fig.6b), combinagdes ACTGA somaram 29,6% das ocorréncias, ou mais
que o dobro do segundo, AAGTC. No entanto, AGTCA/TGACT distribuiram-se
apenas em IG e Introns, e em poucas ocasides (S1). A ndo ser em CDS e 3'UTR,
onde predominaram combinacbes CCCCG e AAAAC (respectivamente),
ACTGA/TCAGT dispersaram-se em grande numero sobre todas as regides. Alto
conteudo GC médio caracterizou as repeticoes raras, variando de 47,1% em GPG a
63,2% em IG.
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Repeticbes de hexanucleotideos

A nao ser pela maior ocorréncia de hexameros em 3'UTR que 5’UTR (Fig.3),
e densidade e frequéncia que IG (Fig.4-5), a dispersdo destas repeticoes seguiu
igual importancia aquela dos trimeros. No entanto, PR e 5’UTR foram equiparados
pelas ordenacdes médias de densidade e frequéncia, assim como 3'UTR, IG e
Introns (Fig.2). Apesar a ocorréncia extremamente baixa dos hexameros,
combinacdes ACTTTC prevaleceram ao longo do genoma (Fig.6b), exceto em
5UTR, CDS e 3UTR em que predominaram ACGCCG, TCTTCA e GTTTTT,
respectivamente (S1). Motivos raros também possuiam o mais alto conteudo GC
médio variando de 46,6% em GPG a 76,4% em 5’UTR.
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Tabela 1: Ocorréncia de loci microssatélites sobre 0 genoma bovino taurino.

Total

Numero de loci 1.330.781
Perfeitos 1.204.500%
Imperfeitos 4.431°
Ligados 16.025°
Compostos -
por 2 86.002°

por 3 15.008¢

por 4 2.877'

por 5 1.938°

Montagem de referéncia Btau4.2 para a espécie Bos taurus, identificador taxolégico 9913; loci
perfeitos: intervalo entre repeticdes maior ou igual a cem pares de base; loci imperfeitos: sequéncia
repetitiva interrompida por até seis pares de base; loci ligados: dois microssatélites adjacentes; loci
compostos por 2, 3, 4 e 5 ou mais repeticdes, respectivamente; ®Letras distintas na coluna informam
diferengas significativas para ordenagdo média de ocorréncias pelo Teste da Soma de Ordens de
Friedman (p<0,001).
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Figura 1: Ocorréncias de loci microssatélites ao longo do genoma bovino taurino.

Montagem de referéncia Btau4.2 para a espécie Bos taurus, identificador taxolégico 9913; loci
perfeitos: intervalo entre repeticbes maior ou igual a cem pares de base; loci imperfeitos: sequéncia
repetitiva interrompida por até seis pares de base; loci ligados: dois microssatélites adjacentes; loci
compostos (C2, C3, C4 e C5): abrigam 2, 3, 4 e 5 ou mais repeti¢des, respectivamente.
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Tabela 2: Distribuicdo de repeticdes microssatélites sobre 0 genoma bovino taurino.

Ocorréncia Densidade Frequéncia
Monémeros 353.742 1.807,80 121,2
Dimeros 271.446 1.730,30 93,0
Trimeros 263.936 1.330,10 90,5
Tetrameros 323.646 1.428,30 110,9
Pentameros 254.166 1.464,90 87,1
Hexameros 20.903 134,2 7,2
PR 7.412 9.584,85 627,36
5'UTR 1.482 11.072,90 756,89
CDS 5.817 2.485,68 177,74
Intron 425.789 7.562,66 497,59
3'UTR 5.602 7.771,54 529,46
IG 1.038.314 8.039,75 516,92
GPG 25.149 4.125,47 265,67

Montagem de referéncia Btau4.2 para a espécie Bos taurus, identificador taxoldégico 9913; PR:
promotor, 500 pares de base antes do sitio para inicio de transcricdo; 5’UTR: regido 5’ ndo traduzida;
CDS: regiao codificadora; 3'UTR: regido 3’ nao traduzida; INTRON: regido intragénica; 1G: regiao
intergénica; GPG: genes sem regides descritas ou pseudo-genes; Ocorréncia: somatoério das
observagtes; Densidade: contribuigdo das repeticdes a cada milhdo de pares de base, expressa em
pb/Mb; Frequéncia: somatério das observagdes a cada milhdo de pares de base, expressa em
SSR/Mb.
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Figura 2: Comparacdes das ordenacdes médias de ocorréncia, densidade e

frequéncia de repeticdes microssatélites sobre o genoma bovino taurino pelo Teste

da Soma de Ordens de Friedman.

Montagem de referéncia Btau4.2 para a espécie Bos taurus, identificador taxoldégico 9913; Letras

distintas sobre a mesma coloracao informam diferencgas significativas com critério de 0,1% para o erro

tipo I.
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Figura 3: Ocorréncia de repeticoes microssatélites entre regiées do genoma bovino
taurino.

Montagem de referéncia Btau4.2 para a espécie Bos taurus, identificador taxolégico 9913; PR:
promotor, 500 pares de base antes do sitio para inicio de transcricdo; 5’UTR: regido 5’ ndo traduzida;
CDS: regiao codificadora; 3'UTR: regido 3’ nao traduzida; INTRON: regido intragénica; 1G: regiao
intergénica; GPG: genes sem regides descritas ou pseudo-genes; Ocorréncia: somatério das
observagoes. IG e Intron em (a) foram ser agrupadas dado o volume de ocorréncias.
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Figura 4: Frequéncia de repeticdes microssatélites entre regides do genoma bovino
taurino.

Montagem de referéncia Btau4.2 para a espécie Bos taurus, identificador taxolégico 9913; PR:
promotor, 500 pares de base antes do sitio para inicio de transcricdo; 5’UTR: regido 5’ ndo traduzida;
CDS: regiao codificadora; 3'UTR: regido 3’ nao traduzida; INTRON: regido intragénica; 1G: regiao
intergénica; GPG: genes sem regibes descritas ou pseudo-genes; Frequéncia: somatério das
observagbes a cada milhdo de pares de base, expressa em SSR/Mb.



29

60000 1~ il

ss000

5000,0 T"/ P L e —
as000 1

| _-
4000,0 7 ~

3500,0 1|‘
30000 1
25060,0 _\],» s

Densidade (pb/Mb)

20000

15000 +~

/ Mondmeros
10000 17

/ Dimeros
‘I*
l‘/ a f‘ Trimeros
500,0 1 g F
| ~ / Tetrdmeros ~ TPosdeSSR
00 ¥—0

L

/.f Pentimeros

- / Hexdmeros

o T——

16 il
GPG

Regides gendmicas

Figura 5: Densidade de repetices microssatélites entre regides do genoma bovino
taurino.

Montagem de referéncia Btau4.2 para a espécie Bos taurus, identificador taxolégico 9913; PR:
promotor, 500 pares de base antes do sitio para inicio de transcricdo; 5’UTR: regido 5’ ndo traduzida;
CDS: regiao codificadora; 3'UTR: regido 3’ nao traduzida; INTRON: regido intragénica; 1G: regiao
intergénica; GPG: genes sem regides descritas ou pseudo-genes; Densidade: contribuicdo das
repeticoes a cada milhao de pares de base, expressa em pb/Mb.
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Figura 6: Ocorréncia dos motivos de repeticoes microssatélites ao longo do genoma

bovino taurino.

Montagem de referéncia Btau4.2 para a espécie Bos taurus, identificador taxolégico 9913; Expressa
em porcentagem, mostrando todas as possiveis combinagbes dos motivos de repeticdo para
mondmeros, dimeros e trimeros (a), e apenas as 18 mais freqlientes para tetrameros, pentdmeros e

Hexameros (b); Un: segmentos nédo alocados.



31

2.3 Discusséao

Embora a montagem alternativa UMD3.1 tenha sido gerada a partir de
material cedido pelo BGSC, existem consideraveis diferencas em relacdo a
montagem de referéncia Btau4.2, como extensdo dos cromossomos, anotagao
génica e numero de segmentos ndo alocados. Desse modo, uma nao exclui a
importancia da outra. No entanto, devido a similaridade dos descritores, discuti-las
simultaneamente produziria redundancia das informagdes. No entanto, detalhes de
ambas as montagens podem ser encontrados como material suplementar (S1).

Comumente, inexiste a preocupacdo em caracterizar loci microssatélite
(SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003; SERAPION et al., 2004; JU et al., 2005;
YAN et al., 2008; ADELSON; RAISON; EDGAR, 2009; ADELSON et al., 2010;
ZHANG et al., 2010), nem mesmo em descrever aqueles nao perfeitos (TEMNYKH
et al., 2001; BRANDSTROM; ELLEGREN, 2008; ZHAN et al., 2009). Isso talvez pela
parcela que esses Ultimos representam (9,5% neste estudo). No entanto, é
importante lembrar que em se tratando de um Jocus microssatélite, os alelos sdo
atribuidos conforme o nimero de repeticbes de seu motivo, que consequentemente
geram variacbes no tamanho de fragmentos amplificados pela Reacdo em Cadeia
da Polimerase - PCR (GAO et al., 2009). Pequenos intervalos entre as repeticoes
permitem que um mesmo segmento abrigue mais de uma sequéncia repetitiva.
Embora tais loci possam ser mais instaveis, a medida que incluem mais repeticoes
(LI et al., 2002; AISHWARYA; GROVER; SHARMA, 2007; FAN; CHU, 2007), seu
uso pode levar a erros. Caso uma repeticdo seja estendida enquanto outra for
reduzida, dois alelos terdo o mesmo tamanho, mas com conteudos diferentes, sendo
possivel diferencia-los apenas por sequenciamento. Além disso, um intervalo
minimo é necessario para que primers especificos sejam desenhados a fim de
capturar uma regido de interesse. No presente trabalho, ao atingir 500pb um locus
composto era isolado apds encontrar uma extensdo minima de 40pb a partir da
ultima sequéncia repetitiva. Essa caracteristica permite que 0s segmentos
flanqueantes as repeticoes alcancem uma eficiéncia adequada para desenho de
primers (JU et al., 2005), além de evitar loci extremamente grandes.

Embora a nomenclatura para microssatélites inclua motivos de um a seis
nucleotideos (TAUTZ, 1993), monémeros comumente sdo ignorados ao estabelecer
os parametros de busca (KRUGLYAK et al., 1998; SERAPION et al., 2004; JU et al.,
2005; BRANDSTROM; ELLEGREN, 2008; YAN et al., 2008; ZHANG et al., 2010),
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seja pela dificil utilizagdo como marcadores - uma vez que diferencas entre os alelos
sédo de apenas um nucleotideo - ou pela maior chance de erros na genotipagem.
Contudo, eles representaram a maior parcela das observacdes no presente estudo.
Ignora-los poderia subestimar a presenca de Joci compostos ou ligados.
Consequentemente, a selecdo de marcadores para posterior utilizagdo poderia ser
prejudicada, uma vez que muitos podem ser erroneamente classificados como
perfeitos, apenas por tal critério. Além disso, um numero expressivo de mondmeros
foi também identificado sobre segmentos promotores, e em volume maior que
dimeros, pentdmeros ou hexameros.

Estimativas da cobertura gendmica por sequéncias microssatélites oscilam
entre menos de um por cento entre plantas (MORGANTE; HANAFEY; POWELL,
2002) a 3% para humanos (SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003). No entanto
essa proporgdo é fortemente influenciada pelos parametros de busca. Quanto maior
o numero de unidades de repeticdo menor a sua ocorréncia (YAN et al., 2008).
Embora nao tenha sido alvo deste trabalho descrever quanto cada estimativa é
inflacionada ao reduzir o limiar em uma unidade de repeticédo, a partir de certo ponto
(principalmente para motivos maiores, como hexameros) muitas repeticdes nao
haviam sido incluidas em busca anterior por conter mutacées de ponto sobre os
motivos de repeticdo. Como as taxas de mutacdo por escorregbes da DNA
Polimerase sao superiores a aquelas para alteragdes pontuais (KRUGLYAK et al.,
1998; LI et al., 2002; KASHI; KING, 2006; FAN; CHU, 2007), variacdes de expansao
ou contracao de trechos repetitivos sdo mais recentes no historico evolutivo, mas
comumente sdo estabilizadas através de mutagdes de ponto (FAN; CHU, 2007;
BRANDSTROM; ELLEGREN, 2008; CRUZ; ROUX; ROBINSON-RECHAVI, 2009)
fornecendo um mecanismo para controlar o crescimento desordenado dos
microssatélites (KRUGLYAK et al., 1998). Assim, ao reduzir o limiar dos parametros
de busca poderia apenas inflacionar uma estimava com um maior niumero de
trechos monomorficos e ndo informativos. Quando uma triagem foi conduzida para
identificar hexadmeros com apenas duas repeticdes, a cobertura genébmica aumentou
em mais de 1%, chegando préximo a aquela atribuida para o genoma humano
(SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003).

Existem evidéncias que a taxa de mutacao em microssatélites aumenta com
0 numero de cépias dos motivos de repeticao (GAO et al., 2009) ou com o tipo de
repeticio (KRUGLYAK et al.,, 1998). Por esse motivo, constantemente,
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microssatélites sao classificados em classe | - hipervariaveis - ou classe Il -
potencialmente variaveis (TEMNYKH et al., 2001). No entanto, uma maior proporcao
das repeticoes curtas - classe Il - tende a ser variavel, embora com menor nimero
de alelos (menos polimérficas) que aquelas longas — classe || (BRANDSTROM,;
ELLEGREN, 2008). Além disso, tipos de repeticobes menores ocorrem em maior
proporgao que os demais (SERAPION et al., 2004; JU et al., 2005; YAN et al., 2008;
ZHANG et al., 2010). No entanto é importante notar um viez que surge dos
algoritmos empregados. A busca por repeticées inicia sempre por um dos extremos,
mondémeros (na grande maioria das vezes) ou hexameros. Ao identificar uma
sequéncia repetitiva ele impede que outra seja alocada sobre o0 mesmo local. Em
alguns casos surgem duvidas, por exemplo, ao discriminar dimeros (TG)g ou
hexameros (TGTGTG)s. E oportuno lembrar que este dimero ocorreu com extrema
abundancia no presente estudo, sem nenhum caso do hexamero. Visto a dificuldade
de determinar qual a repeticdo apropriada, ao iniciar por motivos menores acaba-se
por subestimar aqueles maiores, € vice versa.

Anteriormente, a ocorréncia de repeticoes microssatélites foi também
associada ao tamanho do genoma (SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003), assim
como ao conteudo CG das sequéncias vizinhas (GLENN et al., 1996; TEMNYKH et
al., 2001; ALBA; GUIGO, 2004; BRANDSTROM; ELLEGREN, 2008; ADELSON;
RAISON; EDGAR, 2009; CRUZ; ROUX; ROBINSON-RECHAVI, 2009). No entanto,
tdo importante quanto isso é a capacidade de discriminar a distribuicdo sobre as
regides estruturais (AISHWARYA; GROVER; SHARMA, 2007), visto que certas
repeticdes sdo frequentemente predominantes em determinados locais do genoma
(SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003) ou grupos de genes (ALBA; GUIGO,
2004; CRUZ; ROUX; ROBINSON-RECHAVI, 2009). Embora seja esperado que
regides nao codificantes incluam maior proporcéao de repeticdbes microssatélite, as
medidas de ocorréncias, densidades e frequéncias sobre o genoma bovino
permitiram que algumas semelhancas fossem descritas entre IG, Introns e 3'UTR,
como também entre PR e 5’UTR. A nao ser para monémeros, os componentes das
combinacdes dos motivos de repeticdo prevalentes no genoma distribuiam-se
principalmente em IG, Introns, GPG, 3'UTR e PR, com menor numero sobre 5’UTR.
Ja muitas das repeticoes raras concentravam-se sobre regides codificantes de
proteinas (CDS). Atengao especial também deve ser atribuida ao somatério de

microssatélites descritos muito proximos a sitios de inicio de transcricdo (provaveis
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regides promotoras), 0os quais podem estar influenciando a expressao de seus genes
ou o reconhecimento de fatores de transcrigdo.

Para a gama de resultados, alguns achados mereceram maior discussao.
Dimeros AC/TG preditos como dominantes entre regides expressas
(SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003; SERAPION et al., 2004; JU et al., 2005;
ZHANG et al., 2010) inclusive de bovinos (YAN et al., 2008) ndo demonstraram igual
importancia em CDS no presente estudo. J& motivos de trimeros sugeridos como
menos passiveis de escorregdbes da DNA Polimerase e a formacao de estruturas
secundarias (BRANDSTROM; ELLEGREN, 2008) predominaram entre aqueles aqui
descritos sobre CDS. Apesar da abundancia de repeticdes ATT no genoma humano
(SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003), motivos AGC ja haviam sido descritos
como prevalentes em ovinos, suinos, como também em bovinos (ELSIK et al.,
2009), porém sua super-representacdo sobre sequéncias codificadoras (YAN et al.,
2008) nao concordaram com resultados encontrados. Essas discrepancias surgem
nao por erros de predicao, mas devido a diferencas entre as sequéncias utilizadas,
algoritmos, parametros de busca (MAIA et al., 2008) e possiveis agrupamentos dos
motivos de repeticao.

Como a selecao de um conjunto de loci para estudo depende dos objetivos
da pesquisa ou do grupo de genes sob investigacdo, ndo houve interesse em
disponibilizar primers para cada locus, uma vez que é aconselhavel a criagdo de
arranjos multiplex para maximizar a eficiéncia das genotipagens. Se apenas loci
perfeitos de dimeros ou trimeros fossem selecionados dentre todas as repeticdes
microssatélites identificadas no presente estudo para segmentos mapeados
haveriam 371.015 trechos candidatos (um J/ocus a cada 7100,9pb), com
aproximadamente 32,7% destes alocados sobre regides génicas. ldentificar e
descrever a distribuicao dessas sequéncias ao longo genoma bovino, além de
apontar sua orientacdo com relagdo a anotacdo génica, marcadores moleculares
(STS e SNP) e outros elementos repetitivos, fornece um recurso capaz de ajudar a
elucidar a influencia de tais regides sobre caracteristicas de interesse, bem como o
desenvolvimento de estratégias de selecao assistida (DEKKERS, 2004). Dada a
importancia filogenética dos bovinos (ELSIK et al., 2009; GIBBS et al., 2009; LEWIN,
2009; TELLAM et al., 2009), a transferéncia dessa informacdo pode também
beneficiar aquelas espécies com menor nivel de conhecimento (SERAPION et al.,
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2004; JU et al., 2005; AISHWARYA; GROVER; SHARMA, 2007; LEWIN, 2009),

como os zebuinos e outros do géneros Bos.

2.4 Conclusao
Grande numero de repeticdes microssatélite foi identificado e descrito ao
longo do genoma bovino taurino, com ampla distribuicdo sobre as diferentes porcoes

estruturais.



3 Anotacao funcional de repeticbes microssatélites identificadas sobre o genoma
bovino taurino.

Nessa segunda etapa o objetivo foi atribuir anotacdo funcional baseada em

ontologia génica para as repeticdbes microssatélites identificadas ao longo do

genoma bovino taurino.

3.1 Material e Métodos

Informagdo genémica

A anotacéao funcional baseada em ontologia génica para a espécie bovina foi
obtida a partir do repositério B2G-FAR (GOTZ et al., 2011), em outubro de 2011. Tal
escolha reflete a abrangéncia e acuracia da informacao ofertada, aliada a uma
metodologia de anotacdo conceituada (CONESA et al., 2005; CONESA; GOTZ,
2008; GOTZ et al., 2008). Como os identificadores de sequéncias diferem daqueles
empregados na anotagao estrutural de ambas as montagens gendmicas, recursos
(gene2accession, gene2ensembl, gene2go, gene_info,
gene_refseq_uniprotkb_collab) do repositorio para informacdes baseada em genes
de organismos completamente sequenciados do National Center for Biotechnology
Information (ftp:/ftp.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) foram necessérios para interligar os

dados. Além disso, registros (gene_ontology ext.obo, grath path, term,
term_synonym) disponibilizados pelo Gene Ontology Database

(http://www.geneontology.org/) permitiram reconstruir a estrutura hierarquica dos

termos. Ao final, a anotacdo funcional completa para cada montagem (Btau4.2 e

UMD3.1) serviu como referencia em analises comparativas posteriores.

Repeticbes microssatélites

Como a ontologia é atribuida a produtos génicos, somente aquelas repeticdes
microssalélites mapeadas sobre genes transcritos foram selecionadas.
Consequentemente, a partir de tais genes, um subconjunto da anotacao funcional
completa de cada montagem (SSR4.2 e SSR3.1) representou estas sequéncias em
analises comparativas posteriores. Dado a gama de informacgdes reunidas, houve a
necessidade de construir um novo pipeline a fim de transferir, mesclar e descrever
os dados apurados. Para isso duas linguagens de programacao (PASCAL e PERL)
estruturam as informacgdes através de um banco de dados (MySQL).



37

Medidas descritivas e analise estatistica

Como cada termo é interligado a outros por uma relagdo hierarquica (em
niveis) e a regra de anotacao retém a somente aqueles mais especificos atribuidos a
determinada sequéncia (CONESA; GOTZ, 2008; GOTZ et al., 2008; GOTZ et al.,
2011), cada identificador contribui para o montante de seus relativos de modo
ascendente até o termo raiz (ZHOU; SU, 2007). Ap6s apurar os somatorios de
termos dentro de cada um dos dominios principais (funcdo molecular, processo
biolégico e componente celular) as descricbes prosseguiram até a sua maxima
profundidade (nivel mais baixo).

A fim de identificar a existéncia de termos em abundancia sobre o conjunto
de genes transcritos abrigando repeticoes microssatélites, uma funcao
implementada junto ao aplicativo estatistico R (2011) executou sucessivas analises
de enriquecimento (BLUTHGEN et al., 2005) através do Teste Exato de Fisher,
preservando o nivel da ontologia. Ajustes de Bonferroni corrigiram as probabilidades
para erro tipo | entre os multiplos contrastes.

3.2 Resultados

Assim como no estudo anterior, os descritores foram muito similares entre as
duas montagens génomicas. No entanto, Btau4.2 apresentou maior nimero de
genes transcritos com anotacdo GO. Desse modo, para facilitar a interpretacdo dos
resultados, novamente a discussdo segue referindo-se sobre a montagem de
referéncia, sem perda de informagdo sobre construgcdo Btau5.2. Informacdes
detalhadas sobre ambas as montagem consta em material suplementar (S2)
disponivel pela plataforma Pampeano Animal Genetic Resources.

O subconjunto genes transcritos abrigando repeticbes microssatélites (Tab.
3) conservou grande proporcdo tanto da anotacdo funcional do genoma bovino
(82,6%) como do total de termos GO atribuidos a ela (89,8%). Ao mesmo tempo, as
médias para o numero de identificadores por sequéncia anotada chegaram a
estimativas muito préximas. Para os termos raiz (dominios GO), considerados o
primeiro nivel da ontologia, a semelhanga entre as distribuigbes foi evidente entre
Btau4.2 e SSR4.2 (Fig. 7). Sempre um maior volume destes referiu-se a processo
biol6gico que funcdo molecular ou componente celular, independente do conjunto

em questdo. No entanto, pela andlise de enriquecimento, houve um acumulo
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significativo de termos em SSR4.2 para processo biologico (p<0,01) e componente
celular (p<0,05).

Dentre os vinte possiveis termos ao segundo nivel da ontologia génica para
funcdo molecular, dezoito caracterizaram os genes mapeados em Btau4.2, sendo a
maior parcela atribuidos a ligacao, atividade catalitica, atividade transdutor molecular
e atividade de receptor. Contudo, em SSR4.2, atividade transportadora recebeu
maior importancia que os dois ultimos (Fig. 8), assim como em SSR3.1 e UMDS.1.
Além destes cinco termos, atividade fator de transcricao ligado a proteina e atividade
regulador de enzima apresentaram enriquecimento significativo em SSR4.2
(p<0,05). Dentre 3.887 termos anotados até o décimo segundo nivel GO, apenas 75
estavam significativamente enriquecidos (S2).

Treze dos quatorze termos atribuidos ao segundo nivel da ontologia para
componente celular possuiam genes transcritos relacionados (Fig. 9). Identificadores
para célula, parte de célula, organela e parte de organela estavam em maior niumero
tanto em Btau4.2 como SSR4.2. Apesar disso, pelo teste exato de Fisher (p<0,05),
somente regido extracelular, complexo macromolecular, sinapse e parte da sinapse
estavam enriquecidos em SSR4.2 além de organela. Nesse dominio, a profundidade
maxima alcangou apenas dez niveis (S2). Neles, 2.247 termos GO tinham genes
transcritos atribuidos, enquanto que 75 estavam significativamente enriquecidos.

Ja processo biolégico alcancou a profundidade maxima da anotacao génica,
ou seja, doze niveis. Ao segundo destes (Fig. 10), para os 28 termos descritos, 26
foram relacionados para ao menos um gene transcrito. Termos para processo
celular, regulacao bioldgica, processo de organismo multicelular e resposta a
estimulo prevaleceram tanto em Btau4.2 como SSR4.2. Junto a outros onze termos,
processo de organismo multicelular apresentou enriquecimento significativo em
SSR4.2 (p<0,05), sendo eles: morte celular, processo metabdlico, proliferacao
celular, adesdo biol6gica, sinalizacdo, processo desenvolvimental, locomocao,
localizacdo, estabelecimento de localizagdo, processo de multi-organismos, e
biogénese e organizagdo de componente celular. Dentre 17.774 termos anotados
até o décimo segundo nivel GO, 169 estavam significativamente enriquecidos (S2).

Através da plataforma Pampeano Animal Genetic Resources, material
suplementar (S2) fornece listas completas com todos os termos GO, estando
ordenados por nivel da ontologia e probabilidade para o erro tipo I. As informacoes

foram também individualizadas para processo biolégico, componente celular e



39

funcéo molecular. Ao mesmo tempo, a ferramenta de buscas por /oci microssatélites
foi otimizada para selecionar repeticbes através da anotagdo GO de genes

transcritos abrigando trechos repetitivos.
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Tabela 3: Ontologia Génica recuperada para genes transcritos mapeados sobre o
genoma bovino taurino, utilizando dados dos repositérios B2G-FAR, Gene/NCBI e
GOC.

SSR4.2 Btau4.2
Transcritos 19.536 23.644
Transcritos com GO 11.793 13.666
Total de GO 100.009 111.410

GO por Transcrito(x zEP) 8,48+0,09 8,15+0,08

SSR4.2: conjunto de genes transcritos mapeados sobre a montagem de referéncia do genoma bovino
Btau4.2 abrigando repeticbes microssatélites; Btau4.2: conjunto de genes transcritos mapeados sobre

a montagem de referéncia do genoma bovino Btau4.2. B2G-FAR: http://bicinfo.cipf.es/b2gfar/home;

Gene/NCBI: ftp:/ftp.ncbi.nim.nih.gov/gene/; GOC: http://www.geneontology.org/.
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Figura 7: Distribuicdo da anotagcdo funcional para fungcdo molecular, processo
biol6gico e componente celular em genes transcritos mapeados sobre 0 genoma

bovino taurino abrigando repeticées microssatélites.

SSR4.2: conjunto de genes transcritos mapeados sobre a montagem de referéncia do genoma bovino
Btau4.2 abrigando repeticbes microssatélites; Btau4.2: conjunto de genes transcritos mapeados sobre
a montagem de referéncia do genoma bovino Btau4.2; *, **, ***: diferenc¢as significativas pela analise
do enriquecimento de termos GO, com probabilidade para o erro tipo | de 5%, 1% e 0,1%,

respectivamente.
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Figura 8: Distribuicdo ao segundo nivel da anotagao funcional para fungao molecular
em genes transcritos mapeados sobre o genoma bovino taurino abrigando

repeticdes microssatélites.

SSR4.2: conjunto de genes transcritos mapeados sobre a montagem de referéncia do genoma bovino
Btau4.2 abrigando repeticbes microssatélites; Btau4.2: conjunto de genes transcritos mapeados sobre
a montagem de referéncia do genoma bovino Btau4.2; *, **, ***: diferenc¢as significativas pela analise
do enriquecimento de termos GO, com probabilidade para o erro tipo | de 5%, 1% e 0,1%,

respectivamente.
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Figura 9: Distribuicdo ao segundo nivel da anotagdo funcional para componente
celular em genes transcritos mapeados sobre o genoma bovino taurino abrigando
repeticdes microssatélites.

SSR4.2: conjunto de genes transcritos mapeados sobre a montagem de referéncia do genoma bovino
Btau4.2 abrigando repeticdes microssatélites; Btau4.2: conjunto de genes transcritos mapeados sobre
a montagem de referéncia do genoma bovino Btau4.2; *, **, ***: diferencgas significativas pela analise
do enriquecimento de termos GO, com probabilidade para o erro tipo | de 5%, 1% e 0,1%,

respectivamente.
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Figura 10: Distribuicdo ao segundo nivel da anotacdo funcional para processo
biol6gico em genes transcritos mapeados sobre o genoma bovino taurino abrigando
repeticdes microssatélites.

SSR4.2: conjunto de genes transcritos mapeados sobre a montagem de referéncia do genoma bovino
Btau4.2 abrigando repeticbes microssatélites; Btau4.2: conjunto de genes transcritos mapeados sobre
a montagem de referéncia do genoma bovino Btau4.2; *, **, ***: diferencgas significativas pela analise
do enriquecimento de termos GO, com probabilidade para o erro tipo | de 5%, 1% e 0,1%,

respectivamente.
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3.3 Discusséao

Em construgcdes anteriores do genoma bovino, comumente duas montagens
estavam disponiveis. Uma permitia a analises de genes especificos (anotacao
estrutural), oferecendo também uma sequéncia consenso alternativa. Ja a outra
servia como referencia para construgcao dos cromossGmicos e demais anélises
globais (ELSIK et al., 2009). Assim, seus objetivos explicavam suas divergéncias. No
entanto, no presente estudo, Btau4.2 apresentou maior proporcdo de genes
transcritos com anotacao funcional, além de um maior nimero de termos GO
atribuidos. E oportuno lembrar que durante a estruturacéo do repositério B2G-FAR,
as regras de anotacdo (CONESA; GOTZ, 2008) inibiram a presenca de termos
anotados por meio eletrénico (GOTZ et al., 2011). Desse modo, é possivel que
variagdes nas predicoes e curadoria do conjunto de genes atribuido a cada uma das
montagens levem as diferencas observadas. Contudo, para esclarecer tal questao
seria necessario um estudo aprofundado sobre o tema.

Investigacao funcional, ao contrario da anotagao estrutural, busca descrever
como diferentes porcdes do genoma interagem frente a variacdes ambientais que
promovem mudancas quantitativas e qualitativas em funcdo (MCCARTHY et al.,
2006). No entanto, para comparar resultados de estudos experimentais complexos €
fundamental a padronizagcdo de um vocabulario. Isso elimina a chance de termos
redundantes e permite que o0s agentes subjacentes facam inferéncias ou
descobertas sobre os dados (HUGHES et al., 2008; GGR-GOC, 2009). Por essa
razao, iniciativas como Gene Ontology impulsionaram grandes avangos na pesquisa
gendmica, tornaram essencial a caracterizacao funcional de regides estruturais dos
genomas (CONESA; GOTZ, 2008; GOTZ et al., 2008; GGR-GOC, 2009; LECERF et
al., 2011). E dificil encontrar um dominio biolégico sem projetos de mesmo ambito,
tanto que mais de 2000 espécies ja4 possuem anotacdo baseada em ontologia
génica (GOTZ et al., 2011). Apesar disso, somente em uma espécie de planta
(Physcomitrella patens) tal abordagem é empregada de modo semelhante a esse
manuscrito (VICTORIA; MAIA; OLIVEIRA, 2011). Embora com semelhangas entre
alguns termos com maior frequéncia, as divergéncias sdo passiveis, visto as fontes
de dados utilizadas e a distancia filogenética para os bovinos.

Até o momento, a caracterizacdo de sequéncias genbémicas abrigando
repeticoes microssatélites nao considerava anotagdo baseada em ontologia
(TEMNYKH et al., 2001; SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003; SERAPION et al.,
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2004; JU et al., 2005; AISHWARYA; GROVER; SHARMA, 2007; YAN et al., 2008;
ADELSON; RAISON; EDGAR, 2009; ZHAN et al.,, 2009; ZHANG et al., 2010).
Possivelmente, a finalizacao de projetos de seqglenciamento genémico para outras
espécies (OZDEMIR OZGENTURK et al., 2010; GOTZ et al., 2011), a expansao
gradual de repositérios publicos (KIM et al., 2006; OZDEMIR OZGENTURK et al.,
2010), ou mesmo a reavaliacdo de seus conteudos (VICTORIA; MAIA; OLIVEIRA,
2011) possibilitem novos estudos comparativos.

Sobre cada termo da ontologia génica, ao realizar uma analise do
enriqguecimento o objetivo é saber se um termo particular estd enriquecido em um
grupo teste quando comparado a um grupo de referencia (CONESA et al., 2005;
ZHOU; SU, 2007; CONESA; GOTZ, 2008; GOTZ et al., 2008), ou seja, a hipotese de
nulidade considera que o grupo teste representa uma amostra aleatéria do grupo de
referéncia (BLUTHGEN et al., 2005; ZHOU; SU, 2007). Em nosso estudo, o conjunto
de todos os genes transcritos de uma determinada montagem constitui 0 grupo de
referencia, sendo o grupo teste o subconjunto destes que continham repeticoes
microssatélite mapeadas. Esse tipo de andlise € constante utilizada para diferenciar
anotacao funcional entre grupos de genes com distintos niveis de expressdao em
ensaios com microarranjos (CONESA et al., 2005; ZHOU; SU, 2007; CONESA;
GOTZ, 2008; ZHANG; ZAN; WANG, 2011; ZHAO et al.,, 2011) ou de expressao
diferencial (CONESA et al., 2005; GALLA et al., 2009; ZHANG; ZAN; WANG, 2011;
ZHAO et al.,, 2011). Infelizmente ainda ndo existem estudos aplicando esta
metodologia para os mesmo fins que o presente estudo. No entanto, ao apontar
termos enriquecidos sdo identificados processos bioldgicos, fungcdes moleculares ou
componentes celulares sendo monitorados por um numero maior de genes
abrigando repeticbes microssatélites que seria esperado por um processo aleatorio.
Devido a diferencas em especificidade, todas as andlises realizadas preservaram a
estrutura hierarquica entre os niveis da ontologia, comparando apenas termos sobre
0 mesmo nivel.

Ao transferir anotagdo funcional para uma parcela das repeticoes
microssatélites identificadas sobre o genoma bovino taurino, ampliou-se o horizonte
de aplicacbes para os dados gerados no presente estudo. Grupos de pesquisa
interessados em estudar, por exemplo, microssatélites sobre genes transcritos que
contribuem para processos metabdlicos (GO:0008152) teria inicialmente 5.791

genes alvo. Obviamente que garimpando para termos mais especificos seria
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possivel criar conjuntos multiplex para avaliar grupos menores de genes. Por outro
lado, pesquisadores munidos de informagdes de outros repositérios (BARRETT et
al., 2005) ou evidencias experimentais de genes diferencialmente expressos
atuando sobre caracteristicas de interesse (TAN et al.,, 2006; FINUCANE et al.,
2008; ZHANG; ZAN; WANG, 2011; ZHAO et al., 2011) poderiam selecionar loci pela
anotagdo GO no intuito de identificar marcadores microssatélites ligados aos
interesses de estudos. Desse modo, a informacao reunida, e consequentemente a
plataforma Pampeano Animal Genetic Resources, fornecem um recurso em
potencial para estudar a influencia de repeticées microssatélite sobre caracteristicas
de interesse, além de proporcionar embasamento para fundamentar aplicacdo de
marcadores moleculares em abordagens de selecédo assistida (DEKKERS, 2004),
em especial focando sobre genes candidatos (LECERF et al., 2011; ZHANG; ZAN;
WANG, 2011; ZHAO et al.,, 2011). Ao mesmo tempo, a transferéncia dessa
informacao pode beneficiar espécies onde o nivel de conhecimento é limitado
(SERAPION et al., 2004; JU et al., 2005; AISHWARYA; GROVER; SHARMA, 2007;
GGR-GOC, 2009; LEWIN, 2009; GOTZ et al., 2011), como zebuinos ou outros do

géneros Bos.

3.4 Concluséao
Grande proporcao das repeticoes microssatélite mapeadas sobre genes
transcritos ao longo do genoma bovino receberam anotacao funcional baseada em

ontologia génica.



4 Conclusbes

A execucdo do presente trabalho permitiu identificar e descrever grande
namero de repeticdbes microssatélites ao longo do genoma bovino taurino,
caracterizando sua distribuicdo sobre regides codificantes e ndo codificantes, além
de preservar referéncias de mapeamento (anotacao génica, STS, SNPs e outros
elementos repetitivos). Aliado a isso, uma importante parcela destas sequéncias
recebeu anotacdo funcional baseada em ontologia génica. Ao final, toda a
informacao reunida foi disponibilizada através da plataforma Pampeano Animal
Genetic Resources, fornecendo a comunidade cientifica uma ferramenta em
potencial para estudos sobre a contribuicdo desses trechos repetitivos ao genoma
bovino taurino, bem como para a obtencdo de marcadores moleculares destinados a
selecao de caracteristicas de interesse ao melhoramento genético da espécie.
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