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Otimizacao dos
Microssatélites BM4311,
BMC1207, BMS1004, BMS1617,
BMS6026 e CSKB074 em
Multiplexes

Magda Vieira Benavides

1. Introducao

Variagoes na seqliéncia de DNA influenciam caracteres de interesse
pecuario como a taxa de crescimento, producao de carne, leite e 13,
numero de filhos por parto, resisténcia a enfermidades, entre outros.
Diferentes seqliéncias em uma mesma regiao do DNA determinam a
producao de variados tipos de proteinas que participam nas rotas
bioquimicas e metabdlicas responsaveis pelos caracteres produtivos.

Existem diversas técnicas para se estudar variagoes na sequéncia de
uma mesma regiao do DNA (polimorfismos) como o "polimorfismo do
comprimento de fragmentos de restricao" (conhecido como RFLP de
"restriction fragment length polymorphism"), microssatélites e
"polimorfismo de um nucleotideo" (ou SNP do "single nucleotide
polymorphism"). Apesar do SNP ser uma técnica mais nova e com
grande potencial de encontrar genes associados a caracteristicas, até o
momento, o grande acumulo de conhecimento tem sido obtido através
dos microssatélites.

Microssatélites sdao seqliéncias de DNA de conhecida localizagao no
cromossomo, que contém repeticoes de 1 a 5 bases ou nucleotideos
(Diagrama 1). Estas repeticoes sao usadas para identificar diferencas
(polimorfismos) entre individuos. Polimorfismos (poli=varios,

morphos=formas) sao variagoes na seqliiéncia de DNA causadas por
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mutacoes naturais e que sao de grande valia no estudo de regides
genOmicas associadas a caracteristicas de interesse agropecudrio
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; MARQUES, 2003; WALKER; RAPLEY,
1999).

Na area animal, os microssatélites tém sido amplamente usados para a
confirmacao de parentesco (VIGNAL et al., 2002), rastreamento de
produtos (DALVIT et al., 2007), medicina forense (BUDOWLE et al.,
2005), identificacao de produtos de nicho de mercado (DALVIT et al.,
2007;TORO et al., 2009), presenca de patdgenos em animais
(DUVALLET et al., 1999; BRICKER, 2004) e na identificacao de regioes
gendmicas associadas a caracteristicas de interesse econdmico para
posterior uso em selecao animal (BARBUT et al., 2008; BEUZEN et al.,
2000; BIDINOST et al., 2008; KHATKAR et al., 2004; RINCKER et al.,
2006).

Uma das dificuldades encontradas no estudo dos genes que regulam
caracteristicas produtivas € que a maioria destas sao poligénicas, ou
seja, nao sao determinadas pela varlagao em um so gene. Neste caso,
dentre todos os marcadores associados a caracteristica, somente
aqueles marcadores que expliquem a maior parte da variacao
fenotipica sao usados para selegao. Por outro lado, ha caracteristicas
gue sao determinadas pela variagdo em um gene (também chamado de
gene principal) como é o caso do Booroola, uma mutacao no gene
BMPR-1B que causa alta prolificidade em ovinos (MULSANT et al.,
2001; SOUZA et al., 2001; WILSON et al., 2001) e do musculo duplo,
cujas mutacoes no gene da miostatina anulam a expressao deste gene
(GEORGES; ANDERSSON, 1996) causando hipertrofia muscular.

Mesmo que ainda nao se conhecam todos os genes que afetem
caracteristicas produtivas, ja existem alguns marcadores que podem
auxiliar na selecao animal, como no caso da:

e carne suina palida, macia e exudativa (PSE), causada por uma
mutacao no receptor do gene da rianodina (conhecido como
gene do halotano) (BARBUT et al., 2008);

¢ alta fecundidade, conhecido, como Booroola, uma mutagao no
gene do BMPR-1B no cromossomo ovino 6. Causa gradativo
aumento do numero de foliculos a medida que aumenta de
uma copia (heterozigoto) para duas cépias (homozigoto)
(WILSON et al., 2001);

e musculo duplo em bovinos devido a delegcao do gene da
miostatina (GEORGES; ANDERSSON, 1996);
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e resisténcia ao scrapie, enfermidade homéloga da
encefalopatia espongiforme (ou doenca da vaca louca) na
espécie ovina (GARCIA-CRESPO et al., 2005);

¢ alta fecundidade, conhecido como Inverdale, ligado a uma
mutacao no gene BMP15 no cromossomo ovino X, que em
homozigose causa infertilidade das fémeas (DAVIS et al., 2001,
2006);

e producao de leite, regiao ligada a posicao final centromérica
do cromossomo bovino 14 (COPPIETERS et al., 1998);

e sindrome da deficiéncia da adesao leucocitaria dos bovinos
(BLAD) que causa dificuldade na recuperacao de infecgoes
bacterianas, atraso na cicatrizagcao e limitado crescimento
corporal e estd ligada a uma mutacao no gene CD18
(NAGAHATA, 2004);

¢ malformacao vertebral complexa que causa anormalidades na
coluna vertebral e membros em fetos (CVM) ligada a uma
mutacao no gene SLC35A3 (KANAE et al., 2005);

e mieloencefalopatia degenerativa progressiva em bovinos,
conhecida como doenca de Weaver que tem sido associada ao
microssatélite TGLA116 no cromossomo 13 bovino (GEORGES
et al., 1993);

e maciez, ligado ao gene calpastatina e marmoreio da carne
bovina, ligado ao gene da tiroglobulina (BURROW et al., 2001);

e paratuberculose ou doenca de Johne's, uma doenca cronica e
infecciosa que causa progressiva perda de peso e tem sido
associada com alelos dos microssatélites BoIFNG-SNP12781 e
SLC11A1-275-279-281 (PINEDO et al., 2009);

e condrodisplasia hereditaria dos ovinos, que causa uma grave
anormalidade musculo-esquelética nos cordeiros conhecida
como "Spider Lamb Syndrome" e estéa ligada a uma regiao
distal do cromossomo 6 ovino (entre o gene SLS e os
marcadores OarJMP8, McM214, OarJMP12, and BL1038)
(COCKETT et al., 1999a);

e producao de carne, conhecido como "callipyge", ligada a
regiao distal do cromossomo ovino 18 (COCKETT et al., 1999b).
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Esta relagao nao tem o propdsito de servir como uma extensa lista de
marcadores ja descritos na literatura e/ou em uso em programas de
selecao, mas sim de mostrar o potencial que este conhecimento tem em
identificar individuos com caracteristicas produtivas desejaveis, de
forma rapida e precoce, principalmente para caracteres de resisténcia a
doencas, medidas limitadas a um sexo (ex. producao de leite), e de
carcaca.

A identificacao dos genes que determinam variagdes nas caracteristicas
produtivas depende de um longo estudo que inicia com informacgdes de
parentesco e de medi¢oes de producao (fenodtipos). Posteriormente
estes dados sao avaliados contra informacoes provenientes das analises
laboratoriais de DNA que sao os dados de genoétipos.

Em termos de custo, os registros de pedigree e de producgao sao os
itens mais dispendiosos do processo de identificacao de genes, mesmo
que seja coberto pela manutencao e manejo dos animais em
estabelecimentos rurais privados ou em nas estagcoes experimentais. As
andlises laboratoriais também possuem altos custos uma vez que sao
dependentes de reagentes de elevado padrao de qualidade e de uso
exclusivo para biologia molecular. A reducao de custos laboratoriais é
recomendada e a otimizacao de varias andlises em uma so etapa como
a de PCR e de genotipagem propriamente ditas é vantajosa, reduzindo
também o tempo de analise.

2. Processo de otimizacao

O processo de genotipagem de microssatélites consta das seguintes
etapas: coleta de sangue, extracao de DNA, quantificacao de DNA,
otimizacao das condi¢oes de PCR, PCR propriamente dita, desnaturacao
e genotipagem propriamente dita. A etapa de otimizacao é a mais
laboriosa e a correta definicao das condicoes de PCR é o fator mais
importante na qualidade dos resultados. O tempo e o custo envolvido
nos processos de PCR e genotipagem podem ser reduzidos quando séao
amplificados e genotipados varios microssatélites em uma sé reacgao.
Este melhor aproveitamento é possivel combinando oligonucleotideos
de cores (fluoréforos) distintas que amplifiquem diferentes tamanhos de
fragmentos na mesma reacao.

O objetivo desta publicacao é mostrar o trabalho envolvido na
otimizacao de multiplexes e como o custo das analises genotipicas
podem ser reduzidos através da otimizacao em multiplexes. A
continuagao é descrita uma otimizacao realizada para os microssatélites
BM4311, BMC1207, BMS1004, BMS1617, BMS6026 e CSKB074 em uma
Unica reacao (multiplex). Estes dados compoem um banco de dados de
resisténcia genética a endoparasitos em bovinos.
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2.1. Descricao sucinta da técnica

Foram usados os microssatélites BM4311, BMC1207, BMS1004,
BMS1617, BMS6026 e CSKB074 que amplificam fragmentos com
tamanhos distintos (Tabela 1). Nos marcadores que amplificam
fragmentos de tamanhos similares foram utilizadas cores (fluoroforos)
diferentes para evitar sobreposicao e uma distancia de pelo menos 20
pb entre cada marcador foi observada. A otimizacao iniciou com o
teste de temperatura de anelamento (50, 52, 54, 56 e

58°C), seguida de testes com diferentes concentragoes de Mg (0,5, 1,0,
1,5, 2,0 mM MgCI2), primers (10, 15 e 20 pmol), DNA (5, 10, 50, 100 ng
DNA/uL) e de enzima (1U, 2,5U, 5U). Foram usados DNA gendémicos de
bovinos.

2.2. Caracterizacao

A descricao dos microssatélites usados na amplificacao esta detalhada
naTabela 1. Foram usados marcadores dos cromossomos bovinos b5, 6,
14, 15 e 26. Para os marcadores testados, apos as otimizacoes, a reacao
final de PCR constou de 100 ng/uL de DNA gen6émico, 20 pmol de cada
primer forward e reverse, 300 M dNTPs, 5 UTaqg DNA polimerase, 1,5
mM MgCl,, 1X tampao PCR e para um volume final de 25 uL de reacao.
As condigoes de PCR foram: desnaturagao inicial a 96° C por 2 min,
touchdown de quatro ciclos a 96-62-72° C por 60-30-60 seg, 30 ciclos a
96-58-72° C por 60-30-60 seg e extensao final de 72° C por 5 min. As
reacoes de PCR foram amplificadas em placas de 96 pocos e para a
genotipagem de 1uL de produto de PCR foi transferido a placas de
sequenciamento, desnaturadas a 96° C por 5 min em 10 uL de
formamida com marcador de peso interno e genotipadas em
sequenciador ABI.

Os reagentes foram divididos como sendo de custo fixo (primers e
placas/tubos) ou variavel (enzimas, dNTPs, marcador de peso interno,
agente desnaturante, polimeros, tampoes e capilares especificos). O
custo variavel compos 93,9% do custo total, o que permite uma ampla
margem para a reducao do preco da reacao. A relacao entre reducao de
custo e aumento do numero de marcadores estd no Grafico 1 e os
resultados mostram uma reducao de 50% até 82% quando usados de 2
até 6 marcadores por multiplex, respectivamente. Uma limitante
encontrada é que a maioria dos marcadores de microssatélite bovinos
amplifica fragmentos de tamanho entre 100 - 240 pb, limitando o
numero de marcadores por reagao, nestes casos o re-desenho de
primers pode ser considerado, sempre e quando houver informacgao de
seqlienciamento disponivel, no entanto ha que se considerar o custo de
uma nova sintese de primer marcado com fluoréforo.
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2.3. Impactos esperados

A otimizacao de microssatélites em multiplexes permite uma agilizagcao
da genotipagem em larga escala e significativas reducgdes de custo e de
mao-de-obra durante as etapas de PCR e de genotipagens. A
otimizagao destes microssatélites em estudos de varredura gendémica
efetivamente reduz custos com amplificacao e genotipagem.
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Diagrama 1 - Caracterizagao de microsatélites com duas repeti¢coes de nucleotideos
(células somaticas ou 2N).

Individuo A que recebeu um alelo com 9 repeticoes AT do pai e um
alelo com 9 repeticoes AT da mae para o microssatélite 'XYZ'. Individuo
homozigoto para o microssatélite 'XYZ'. Como a seqliéncia possui um
inicio de 50 bases + 9 repeti¢coes de 2 bases (AT) + um final de 50 bases,
genotipo AT118-AT118, ambos os alelos com 118 bases.

Individuo B que recebeu um alelo com 7 repeticoes AT do pai e um
alelo com 9 repeticoes AT da mae para o microssatélite 'XYZ'. Individuo
heterozigoto para o microssatélite 'XYZ'. Como a seqiiéncia possui um
inicio de 50 bases + repeticoes de 2 bases (AT) + um final de 50 bases:
gendtipo AT114-AT118.

50 bases

Individuo C que recebeu um alelo com 7 repeticoes AT do pai e um
alelo com 5 repeticoes AT da mae para o microssatélite 'XYZ'. Individuo
heterozigoto para o microssatélite 'XYZ'. Como a seqiiéncia possui um
inicio de 50 bases + repeticoes de 2 bases (AT) + um final de 50 bases:
gendtipo AT114-AT110.

50 bases

50 bases




Otimizagao dos Microssatélites BM4311, BMC1207, BMS 1004, BMS 1617 BMS6026 e
CSKB074 em Multiplexes

A identificagcao dos alelos é realizada em gel de acrilamida e os alelos
sao separados por corrente elétrica (eletroforese).

referéncia A B C

inicio gel
118
114
11n

final gel

Tabela 1. Nome do marcador, localizacao no cromossomo bovino (Bos taurus BTA),
numero de alelos, variagdo no tamanho de alelos e sequéncias forward e reverse dos
microssatélites estudados.

Marcador BTA alelos min max Sequéncia forward Sequéncia reverse
BMS1617 5 11 | 143 165 GCCTGCATGTGTCTGTGG TCTGTGTCGGAATACCCTCC
: 5 10 68 GCAAC ACTGATGTGCTCAGGTAT
B i ¢
BMC1207 14 1 TT TAGTCAGTCC
BMS1004 15 1 TTAAAAL . ATACTC
CSKBO74 26 3 CTGGAGC GG G

Grafico 1. Reducgao de preco de genotipagens em fungao do nimero de marcadores por
reagao.
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Diagrama 2. Microssatélites: conceitos e passos

Microssatélite
Sequéncias Diferenciagdo
repetidas entre individuos
CAJATICTG no
DNA
Amplificagao de DNA
Geralmente bt st Identificagio dos gendtipos em gel de acrilamida
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De localizagao
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Cromossomo
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