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Resumo




VENANCIO, L.P.R. Isolamento e caracterizacdao de microssatélites em bufalo de
rio (Bubalus bubalis) a partir da construcao de bibliotecas genémicas parcias
com hibridizacao seletiva. Sao José do Rio Preto, 2008, 85p. Dissertacao de
Mestrado — Programa de Poés-Graduacao em Genética — Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho™.

O Brasil é o pais com o maior rebanho de bufalo de rio, Bubalus bubalis, no
continente americano e também o maior produtor deste animal fora do continente
asiatico. A producgéo de leite e derivados vem aumentando devido a potencialidade
dessa espécie em produzir leite com baixos custos e elevado rendimento industrial.
Apesar das caracteristicas economicamente importantes inerentes ao bufalo, as
pesquisas cientificas sdo limitadas em muitos paises onde o bufalo é
economicamente importante e como consequéncia a pesquisa genémica encontra-
se defasada quando comparado com outras espécies de interesse econémico.
Marcadores moleculares sdo essenciais para avaliar informagdes qualitativas e
quantitativas da diversidade molecular com o objetivo de aperfeigoar a utilizacao e
conservacao da variabilidade genética e o relacionamento entre varios rebanhos.
Microssatélites diferem dos outros tipos de seqUéncias de DNA por seu extenso
polimorfismo dentro e entre populagdes, sendo considerados excelentes tipos de
marcadores moleculares. O presente estudo teve como objetivos construir
bibliotecas genbmicas parciais enriquecidas com microssatélites, isolar e
caracterizar os microssatélites obtidos, além de determinar as condi¢ées de
amplificacdo por PCR para alguns dos locos isolados da biblioteca. Foram
desenvolvidas 6 bibliotecas genémicas parciais — (CA)1s, (CT)15 , (AGG)s, (GATA)s,
(GAAA)s, (AAAAC)s. O processo de clonagem gerou um total de 1.824 clones
recombinantes, sendo que 954 foram seqlenciados para identificacdo de
microssatélites. Cento e treze microssatélites foram encontrados. Desses, foram
identificados 96 com unidade de repeticao dinucleotidica (84,95%), 10 repeticbes
trinucleotidicas (8,85%), 6 repeticdes tetranucleotidicas (5,3%) e 1 repeticdo
pentanucleotidica (0,89%). As sequUéncias de microssatélites obtidas foram
categorizadas estruturalmente em repeticoes puras (90 sequéncias-79,64%),
repeticbes puras interrompidas (21 sequéncias-18,59%) e repeticbes compostas
interrompidas (2 sequéncias-1,77%). Com relagédo ao tamanho dos microssatélites,
85,84% foram caracterizados com o arranjo curto, ou seja, apresentando cerca de
10 repeticoes. Destes, 10 foram selecionados para desenho dos pares de primers
para PCR e quatro tiveram as condicdes das reacdes de PCR otimizadas para
utilizacdo em estudos populacionais e de mapeamento genético.

Palavras-chave: Bibliotecas gendmicas parcias. Isolamento de microssatélites.
Bufalo de rio.



Abstract




VENANCIO, L.P.R. Isolation and characterization of microsatellites in river
buffalo (Bubalus bubalis) by construction of partial genomic libraries with
selective hybridization. Sao José do Rio Preto, 2008, 85p. Dissertacao de
Mestrado (Programa de Pés-Graduacado em Genética) - Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho™.

Brazil is the largest river buffalo (Bubalus bubalis) breeding center outside the Asian
continent, the origin of the domestic buffalo. All buffalo breeds have a strong
milk/meat attributes. Their extensive use in agriculture world wide, and especially in
developing countries, begs for genetic resources to evaluate and improve traits
important to local and regional economies. Among the different types of DNA
markers, microsatellites are useful for studying genetic variability within and between
populations due its high heterozygosity. The goal of this study was to construct partial
genomic libraries enriched with repeated sequences to isolate and characterize
microsatellites for river buffalo. The cloning process generated a total of 1824
recombinant clones, from which 954 were sequenced for the microsatellites search.
One hundred and thirteen new microsatellites were isolated, containing the following
type of repeats: dinucleotide repeats (96 sequences - 84.95%), trinucleotide repeats
(10 sequences - 8.85%), tetranucleotide repeats (6 sequences — 5.3%) and
pentanucleotide repeats (1 sequence - 0.89%). The new microsatellites were
structurally categorized into 3 categories: pure repeats (90 sequences - 79.64%),
pure interrupted (21 sequences - 18.59%) and compound interrupted repeats (2
sequence — 1.77%). PCR primer pairs were designed for ten microsatellites, from
which four had the PCR conditions optimized. The microsatellites isolated in this
study will be used to evaluate the genetic variability of Brazilian populations of river
buffalo and to the gene mapping program established for this specie.

Key-words: Partial genomic libraries. Microsatellite isolation. River buffalo.
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1.1 Bubalus bubalis: histérico e importancia

Os mamiferos da familia Bovidae representam uma grande variedade de
ungulados distribuidos globalmente. Esta familia tem guarnecido a humanidade com
muitos animais de importancia econémica. Em particular, a tribo Bovini tem realizado
um papel extremamente importante durante a histéria da humanidade exercendo
muitas fungbes na agricultura, economia, cultura e religido. Dentro da tribo Bovini
destacam-se as espécies Bos taurus (gado doméstico) e Bubalus bubalis (bufalo de
rio e de pantano) (RITZ et al., 2000).

A espécie Bubalus bubalis apresenta duas grandes linhagens diferenciadas
com base no cariétipo, comportamento e morfologia dos animais: Bufalo de Pantano
(swamp type — Bubalus bubalis carabanesis) com 2n=48 e o Bufalo de Rio (river type
— Bubalus bubalis bubalis) com 2n=50 (IANNUZZI et al., 1994; SENA et al., 2003;
KUMAR et al., 2006). Analise de variagdo em DNA mitocondrial também fornece
forte evidéncia para duas origens independentes do bufalo de rio e de pantano,
reforcando a classificacdo em duas subespécies (KUMAR et al., 2007). Acredita-se
que a espécie tenha sido domesticada na india (COCKRILL, 1981), visto que o
subcontinente Indiano apresenta-se como um hotspot de diversidade bubalina
(GEORGE et al., 1988). Desde entdo, a espécie tem sido introduzida com sucesso
em todos os outros continentes, sendo atualmente considerada de importancia
agricola mundial. Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations), a populagcdo mundial de bufalos é cerca de 172 milhdes de animais
distribuidos por 40 paises em cinco continentes (ZHANG et al., 2007) e vem

crescendo cerca de 1,3% anualmente (FAO, 2000).



A histéria do bufalo no Brasil teve origem aproximadamente em 1895 na llha
do Marajo, Estado do Para (SILVA et al.,, 2003), quando foram introduzidos 50
animais da raca Mediterraneo vindos da ltalia, além de um pequeno lote da Guiana
Francesa. Em 1962, foi realizada oficialmente a Ultima importagcdo de bufalos da
india para os Estados de Sao Paulo e Parana, com a introducado de um lote de 20
animais das racas Murrah e Jafarabadi. Em 1989, foi feita oficialmente a ultima
importagdo de animais da ragca Mediterraneo, da Itdlia para os estados de Séao
Paulo, Rio Grande do Sul e Bahia (MARQUES et al., 2003; ALBUQUERQUE et al.,
2006). No Brasil, o bufalo encontrou condi¢des ideais de sobrevivéncia, tornando-o o
pais com o maior rebanho do continente americano e o maior produtor deste animal
fora do continente asiatico (SENA et al., 2003; SENO et al., 2006). Conforme
divulgado pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — “Pesquisa
Pecuéria Municipal”, PPM-IBGE), o efetivo de rebanhos bubalinos no Brasil em 2006
era de mais de 1,1 milhdes de cabecas. Entretanto, Silva e colaboradores (2003)
afirmam que a taxa anual de crescimento da populagéo de bufalos no Brasil esta em
torno de 10%, cerca de quatro vezes mais que a taxa de crescimento de bovinos no
pais. Sessenta e quatro por cento do rebanho nacional encontra-se na regido Norte
e 13% na regido Sul-Sudeste, a qual possui a segunda maior populagao de bufalos
do Brasil. A regidao Sudeste, onde a producéo leiteira € mais relevante, apresenta
cerca de 9% de cabecas (ANUALPEC, 2005; SENO et al., 2006).

A producdo de carne foi durante muito tempo a principal atividade da
bubalinocultura na Amazoénia. Entretanto, atualmente, a exploracao leiteira comecgou
a ocupar espaco semelhante a regido Sudeste, devido a potencialidade dessa
espécie em produzir leite com baixos custos e elevado rendimento industrial, bem

como o aumento da demanda da populagédo por seus derivados como o0 queijo do



tipo Mozzarella (CPATU-EMBRAPA, 2005). O bufalo, portanto, tem se estabelecido
como uma importante fonte alternativa de produgédo de carne e leite, suprindo as
demandas de paises considerados em desenvolvimento como o Brasil (SILVA et al.,
2003).

O bufalo € um animal de extrema versatilidade e adaptabilidade podendo
produzir carne, leite e trabalho em varias condi¢cdes geograficas e climaticas (SILVA
et al., 2003). E um animal extremamente ddcil, com vida (til de até 15 anos (cinco
anos a mais que o gado doméstico), alta taxa de produtividade em leite e carne, taxa
de natalidade superior a 80% e de mortalidade de 3% ao ano. Além disso, devido ao
hébito de viver em ambiente alagadigo, sdo0 menos suscetiveis a ectoparasitoses
(MOREIRA et al., 1994; FAO, 2000).

Apesar das caracteristicas economicamente importantes inerentes ao bufalo,
estudos com enfoque na estrutura genémica desta espécie encontram-se defasados
quando comparado a outras espécies de interesse econémico, como 0 boi, porco e
cavalo. Nao somente no Brasil, mas no mundo todo, a pesquisa cientifica € limitada
especialmente em muitos paises onde o bufalo é um animal economicamente
importante (KIERSTEIN et al., 2004; WOMACK, 2005). Até 2003, sé existiam como
fonte de estudos genbmicos em budfalo mapas gendémicos rudimentares
desenvolvidos a partir das tecnologias de células somaticas (EL NAHAS et al., 1999)
e citogenética (IANNUZZI et al., 2003). Amaral e colaboradores (2007) construiram o
primeiro painel de células somaticas hibridas irradiadas para bufalo de rio, iniciando
a construcao de mapas genoémicos de alta resolucdo, marcando assim o inicio do

mapeamento em larga escala do genoma desta espécie.



1.2 Importancia da caracterizacao genética em Bubalus bubalis

A adaptacdo em diferentes condicdes ambientais e selecdo fenotipica pelo
homem tém criado uma grande diversidade de ragas bubalinas, como por exemplo,
as trés racas de bufalo de rio existentes no Brasil (Murrah, Jafarabadi e
Mediterraneo) e as ragas existentes na india e Asia (Nili-Ravi, Mehsana, Nagpuri e
outras). Como a diversidade genética € rapidamente afetada pelas condicbes
ambientais e selecao fenotipica, surge entdo a necessidade de manter a
diversidade, bem como estabelecer programas de conservagdo da variabilidade
(OLLIVIER et al., 2001). Através da obtengédo de dados sobre a variagdo genética e
a aplicacdo de modelos de genética de populagbes, € possivel fazer associagdes
entre os padrées ou niveis de variacdo genética e outros fatores e assim fazer
inferéncias sobre a biologia dos organismos (SUNNUCKS, 2001; HEDRICK, 2005).

Para avaliar informagdes qualitativas e quantitativas da diversidade molecular,
marcadores moleculares sdo essenciais para um monitoramento da variabilidade
entre as espécies, cujos resultados podem ser empregados em diferentes areas
bésicas e aplicadas como biologia evolutiva, taxonomia, melhoramento genético e
programas de conservacao de espécies (KARP & EDWARDS, 1997). No que se
refere a estudos de diversidade molecular em criacbes de animais domésticos de
interesse econbmico como o bufalo, & preciso criar estratégias racionais para
otimizar o melhoramento genético e a conservagao da variabilidade genética nesses
animais. Para tanto, é essencial o entendimento da sua arquitetura genética e a

relagéo entre os rebanhos (KIERSTEIN et al., 2004; KUMAR et al., 2006).



No documento Secondary Guidelines for Development of National Farm
Animal Genetic Resources Management (1998), a FAO propde um programa
integrado de manejo global de fontes genéticas de rebanhos usando marcadores
moleculares do tipo microssatélite. Estudos de relagdo genética entre os rebanhos
usando microssatélites geram informacbes importantes para compreender a
evolucdo dos mesmos e magnitude da diferenciacdo genética (MATEUS et al.,
2004).

O uso de marcadores altamente polimérficos como microssatélites é de
extrema importancia para investigar o status genético, ou seja, o conhecimento das
diferencas e/ou demonstrac¢des de exclusividade genética de um taxon, para efetivar
0 manejo adequado de populagdes naturais ou artificiais desse taxon (BARKER et
al., 1997; BARATTI et al., 2001). Mais particularmente, eles sdo importantes para
acessar diversidade intra-racial, niveis de intercruzamento, diferenciacdo entre
ragas, introgressao e mistura de racas (FREEMAN et al., 2005).

Além disso, a disponibilidade de marcadores genéticos informativos como os
microssatélites sdo essenciais para construcdo de mapas genéticos de alta
densidade, assim como em estudos de diversidade genética e conservagdo de
espécies para fins de selegdo de caracteristicas de interesse econdmico e

manutencao maxima da diversidade genética de rebanhos domesticados e naturais.

1.3 Marcadores moleculares do tipo microssatélite

Sequéncias de DNA do tipo “microssatélite”, “curtas repeticdbes em tandem”

(short tandem repeats — STRs) ou “seqUéncias de repeticbes simples” (simple



sequence repeats — SSRs) sao termos utilizados para descrever repeticoes em
tandem de mono-, di-, tri-, tetra-, penta- e hexanucleotideo, amplamente distribuidas
no genoma eucarioto e procarioto (KANDPAL et al., 1994; TOTH et al., 2000; ZANE
et al., 2002; ELLEGREN, 2004).

Os microssatélites diferem de muitos outros tipos de seqiéncias de DNA por
seu extenso polimorfismo, o que os torna extensivamente utilizados como
marcadores moleculares. Microssatélites estdo entre os mais versateis marcadores
moleculares, sendo usados em um expressivo nimero de aplicacées bioldgicas,
como por exemplo, mapeamento genético, estudos de populagéo, caracterizagao
gendmica e dissecgao genética de tracos complexos. Sao ferramentas moleculares
para o entendimento do relacionamento entre segmentos cromossémicos, provendo
informacbes entre espécies e géneros (DIB et al., 1996; KASHI et al., 1997;
SUBRAMANIAN et al., 2003a, BUSCHIAZZO & GEMMELL, 2006). A versatilidade
de aplicacbes desse tipo de marcador é devida a sua natureza altamente
polimérfica, modo codominante de heranga, facil identificagcdo, abundante
distribuicdo no genoma e facil utilizagdo em experimentos envolvendo rea¢des em
cadeia da polimerase - PCR (BARKER et al., 1997; NAVANI et al., 2001; KIM et al.,

2004).

1.3.1 Origem e evolugdo dos microssatélites



Como outras classes de DNA repetitivo, os microssatélites apresentam alta
taxa de mutacdo (102 a 10°) (SCHLOTTERER, 2000). A hipervariabilidade no
tamanho das repeticées ocorre geralmente pelo “deslizamento” (slippage) durante o
processo de replicagdo, ou seja, desemparelhamento das fitas de DNA (strand
mispairing) que estao sofrendo replicacdo, seguida de reassociacdo desalinhada
(misaligned reassociation) (LEVINSON & GUTMAN, 1987; ELLEGREN, 2004).
Assim, quando a nova fita realinha fora de ordem, a continuacdo da replicagdo
produz uma fita de tamanho diferente da fita molde, com a insercéo ou a delecdo de
unidades de repetigéo relativas a fita molde. Muitas destas alteragdes sédo corrigidas
pelo sistema de reparo (mismatch-repair system) e somente uma pequena fragao
que néo foi reparada termina como um evento de mutagdo de microssatélite (LI et
al., 2002; ELLEGREN, 2004). A figura 1 mostra em forma de esquema, o evento de

deslizamento durante a replicacdo da molécula de DNA.
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Figural. Representagdo do processo de deslizamento durante a replicagdo da molécula de DNA. A.
Replicacdo do DNA: O complexo DNA polimerase abre a dupla-hélice do DNA parental e copia
ambas as fitas. B. Aumento do numero de repeticoes de microssatélite: desemparelhamento da
fita de DNA que esta sendo sintetizada (com relagdo a fita molde) resultando na formagdo de um
loop. A DNA polimerase entdo adiciona uma repeticao extra na nova fita que resulta no aumento do
tamanho da repetigdo. C. Diminuicdo do niumero de repeticoes: desemparelhamento da fita molde
com relagao a fita que esta sendo sintetizada. As unidades de repeticdes estdo representadas por
bases nitrogenadas e por setas. Os numeros referem-se as unidades de repeticdo de cada fita
(Adaptado de MOXON & WILLIS, 1999 e ELLEGREN, 2000).



O evento de desemparelhamento das fitas explica como ocorre 0 aumento ou
a diminuicdo do tamanho de um microssatélite, mas ndo evidencia claramente a
origem de repeticbes em locais do genoma sem nenhum microssatélite. Rose e
Falush (1998) inferiram que €& necessario um numero minimo de repeticoes ja
existentes no genoma para desenvolvimento de um microssatélite, ou seja, a
existéncia de um “proto-microssatélite” resultante de mutacées de ponto, como
substituicbes ou insercdes, para que a partir do desemparelhamento das fitas
durante o processo de replicagdo essa pequena repeticao torne-se um microssatélite
verdadeiro (LEVINSON & GUTMAN, 1987; ROSE & FALUSH, 1998; ZHU et al.,
2000). A figura 2 ilustra um possivel evento de mutacao aleatéria que origina um

“proto-microssatélite”.

a) Seqiiéncia Original Hipotética:

GACTGTCGG

b} G=C (Substituicio)

c) Gﬂ(|l‘_’l‘DCL'I‘E,GG

Proto-Microssatélites

CTCT ou TCTC

Figura 2. Representagao esquematica que exemplifica um possivel evento capaz de gerar um “proto-
microssatélite”. a) Seqiiéncia hipotética: Essa seqliéncia apresenta uma base em destaque — G:
guanina. Por um evento de mutagéo de ponto, por exemplo, uma substituicdo de base (b) a guanina é
substituida por uma citosina (C). ¢) Seqiiéncia resultante apds a substituicao G=C: ap6s o evento
de substituicdo a seqUéncia passa a apresentar duas repetigbes CT em tandem, caracterizando a
origem de um proto-microssatélite passivel de sofrer expansdo por slippage strand mispairing.
(Modificado de ZHU et al., 2000).



Sabe-se que as taxas de mutacdo de microssatélites diferem entre os locos
(HARR et al., 1998). Para uma variedade de organismos estudados a variabilidade
de microssatélites é positivamente correlacionada com o numero de repeti¢cdes (JIN
et al., 1996; SCHLOTTERER et al., 1998), ou seja, locos maiores sofrem mais
mutacdes do que 0s menores, tornando-0s assim mais variaveis. Essa constatagao
implica que ha uma correlacao diretamente proporcional com a taxa de polimorfismo
dos locos (locos de maior tamanho sdo mais polimérficos do que os menores)
(ELLEGREN, 2000).

Verifica-se também que microssatélites extremamente longos (>50 unidades
de repeticdo) sdo raramente observados (GOLDSTEIN et al., 1997). Incorporando
mutagdo de ponto nos modelos de evolugdo de microssatélites pode-se explicar
porque o crescimento infinito ndo ocorre (TAYLOR et al., 1999).

Kruglyak e colaboradores (2000) mostraram que o equilibrio na distribui¢cdo do
tamanho de repeticdes em microssatélites pode ser explicado por um balango entre
eventos de deslizamento e mutagées de ponto. De acordo com essa visdo, a
evolucdo de microssatélites é um processo onde o deslizamento na replicacéo dirige
alguns alelos para o crescimento em tamanho, até o surgimento de uma mutagéo
pontual no meio da repeticao, interrompendo o microssatélite em duas repeticées
mais curtas. Esse acontecimento pode ser o primeiro passo para a
descaracterizacdo de um microssatélite num dado genoma, seguido por mutacdes
pontuais adicionais nessa regido, convertendo o antigo local de repeticdo em uma
mistura de seqiiéncias Unicas e repeticdbes muito curtas. Esse modelo pode explicar
a diferente distribuicdo no tamanho dos microssatélites entre varios organismos e
diferentes tipos de repeticbes. A figura 3 ilustra um possivel evento de

descaracterizagao de microssatélites.



a) Seqii€éncia hipotética de um microssatélite:
GAAC GGA?TCTCTCTCTCTCTCTCTTCGGT

l b) C= G (Substituigao)

LCTCTCTCTGTCTCTCTCT...
| |
¢} Novas mutacdes de ponto
(substituicoes, insercodes...}

e Il!}TK.‘,.FiJCT'CT'.'} GTC.FLCTCTC’Il‘. "

d) Descaracterizaciio da seqii€ncia de
microssatélite

Figura 3. Representacdo esquemdtica de um possivel evento de descaracterizagdo de um
microssatélites. a) Seqiiéncia hipotética de um microssatélite: apresenta-se aqui uma seqiiéncia
de repeticdo em tandem (CT)g , caracterizando um exemplo de microssatélite. No entanto, por uma
mutagao pontual (por exemplo, uma substituicdo), b) uma das citosinas da seqléncia repetitiva &
trocada por uma guanina (seqUéncia interrompida por uma guanina). Apds a ocorréncia de novas
mutagdes pontuais (novas substituicbes ou insergdes), ¢) a antiga regido de microssatélite é
descaracterizada.

Amos (1999) foi o primeiro a propor um padrdao de ciclo de vida para
evolucdo de microssatélites; Taylor e colaboradores (1999) observaram a
degeneracdo ou “morte” de um microssatélite e Chamber e McAvoy (2000)
completaram o ciclo de vida sugerindo que um loco de microssatélite degenerado
pode potencialmente “ressucitar” se existir a possibilidade de surgimento de um novo
proto-microssatélite e possibilidade de nova expansao, iniciando assim um novo
ciclo. A figura 4 exemplifica o ciclo de vida sugerido para uma sequéncia do tipo

microssatélite.
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Figura 4. Hipétese do ciclo de vida de um microssatélite. A) Esquema do ciclo de vida (B-D) e suas
variagdes ao longo do tempo. B) média de tamanho dos alelos; C) ocorréncia de eventos de
expansao e contracdo das unidades de repeticdo e D) Pureza das repeti¢cdes, ou seja, propor¢éo de
repeticoes perfeitas na sequéncia do microssatélite. E) Filogenia hipotética que permite observar
diretamente o ciclo de vida de um loco (PM: proto-microssatélite). Depois da iniciagdo, um proto-
microssatélite se expande e, com o aumento do tamanho, interrupgdes por mutagdes de ponto podem
ocorrer e afetar a taxa de mutagado para expansdo. O tamanho do microssatélite aumenta até as
mutagbes de expansao e contragado entrarem em equilibrio. O acimulo de mutagdes pode diminuir a
taxa de slippage. Esses eventos podem levar o microssatélite a “morte”, porém, um outro loco pode
surgir da seqiiéncia unica remanescente. A escala de tempo, o limite do tamanho do alelo, a dindmica
de eventos de mutagdo que influenciam a expansdo e contracdo e o limiar de “pureza” sado
quantitativamente desconhecidos e provavelmente varidvel entre os locos (Adaptado de
BUSCHIAZZO & GEMMELL, 2006).



No entanto, esse padrao de ciclos de vida para evolucdo de microssatélites
jamais podera ser observado em estudos com populagdes comerciais, nao
comprometendo assim a utilizacdo desse marcador com estudos de associacdo com

caracteristicas econémicas importantes.

1.3.2 Distribuigdo dos microssatélites no genoma

Repeticoes do tipo microssatélite sdo encontradas de maneira abundante —
50.000 a 100.000 cépias por genoma hapldide — e com espagamento regular de
aproximadamente 10Kb ao longo do genoma de mamifero e estdo presentes em
regides codificantes e ndo-codificantes (SUN & KIRKPATRICH, 1996; TAUTZ, 1998;
ZOU et al., 2005). Estima-se que cerca de 3% do genoma humano seja ocupado por
microssatélites (SUBRAMANIAN et al., 2003b).

A abundancia de certos tipos de repeticbes varia com a regiao genémica e
sua distribuicdo também €& caracteristica do grupo taxondémico examinado.
Microssatélites apresentam-se mais abundantes em regidées nao-codificantes do que
em regides codificantes. No entanto, ndo ha diferengca em densidade entre regides
intergénicas e introns. Ocorrem diferencas também na densidade e/ou distribuigéo
de microssatélites entre os cromossomos sexuais e autossomos em varias espécies
(TOTH et al., 2000; ELLEGREN, 2004), sendo mais abundantes em autossomos.

Em geral, repeticbes de mononucleotideos poli (A/T) sdo os mais abundantes

em todos os taxons, principalmente em primatas. Em repeticées de dinucleotideos,



as diferengas caracteristicas entre os taxons podem somente ser observadas em
regides intergénicas e introns por causa da raridade desse tipo de repeticdo em
exons. Em todos os vertebrados e artrépodes a repeticdo do tipo (CA),, onde n
refere-se ao nimero de repeticdes, sdo os mais freqlientes (TOTH et al., 2000).

Unidades de repeticao trinucleotidicas sao o tipo mais comum em qualquer
regidao gendmica. Entretanto, a freqiiéncia de distribuicado deste tipo de repeticao
apresenta diferencas em varias regides gendémicas e entre taxons; por exemplo, em
vertebrados, repeticdes de trinucleotideos ricas em (G+C) sdo abundantes em exons
e menos pronunciadas em outras regides do genoma.

No que diz respeito a repeticdes de tetranucleotideo, a ocorréncia desse tipo
de repeticdo em exons € muito rara. No entanto, em vertebrados, a abundancia
destas repeticdes em regides intergénicas e introns excede a de trinucleotideos. No
que diz respeito a repeticdes pentanucleotidicas, esses tipos de repeticdo sao tao
abundantes em tédxons de mamiferos quanto as repeticdes de trinucleotideos em
introns e regides intergénicas.

Repeticoes de hexanucleotideos constituem o segundo tipo mais comum
depois de repeticées de trinucleotideos em exons. Em introns e regides intergénicas
de taxons de invertebrados, repeticoes de hexanucleotideos sdo mais abundantes
do que os tetranucleotideos (TOTH et al., 2000).

A densidade de microssatélites tende a ser positivamente correlacionada com
o tamanho do genoma. Entre todos os genomas eucariotos seqlienciados, a
densidade de microssatélites € maior em mamiferos. Entretanto, em plantas, a
freqléncia de microssatélites é negativamente correlacionada com o tamanho do
genoma (ELLEGREN, 2004). Buscas em bancos de dados indicam que

microssatélites sdo cinco vezes menos abundantes no genoma de plantas do que no



de mamiferos. Uma outra caracteristica peculiar do genoma de plantas é a presenca
de repetigées (AT),, como a mais comum entre os dinucleotideos (LAGERCRANTZ
et al., 1993).

Essa distribuicdo contrastante de microssatélites em genomas de grupos
taxonémicos diferentes indica fortemente que essa distribuicdo ndo é um mero
reflexo da composicdo de bases do genoma, mas que ha uma variacao
interespecifica no mecanismo de mutacado ou de reparo de repeticoes especificas
(ELLEGREN, 2004; OLIVEIRA et al., 2006). Enzimas e outras proteinas envolvidas
em varios aspectos do processamento de DNA podem ser responsaveis pela
variagdo entre os taxons. Isso pode enfatizar que ndo somente os niveis de
repeticbes diferem entre os genomas, mas também a prevaléncia de um tipo de
microssatélite. Esse contraste pode indicar que os microssatélites apresentam um
papel importante na evolugdo de genomas, considerando que O processo
responsavel pela geracao de um microssatélite e sua fixacdo também tem sofrido

alteragdes durante a evolucdo (HANCOCK, 1996; TOTH et al.,2000).

1.4 Desenvolvimento de bibliotecas gen6micas parciais para isolamento de

microssatélites

Estudos de genémica comparativa tém mostrado que seqiiéncias de pares de
primers de microssatélites podem apresentar-se conservadas entre espécies
relacionadas (NAVANI et al.,, 2001). O uso de microssatélites entre espécies

depende da conservacgao dos sitios de anelamento de primers dentro da regiao



flanqueadora para possibilitar a amplificagdo e a manutengdo do tamanho das
repeticobes (WEBER, 1990). A presenga de regides flanqueadoras altamente
conservadas foi demonstrada para alguns microssatélites em cetaceos
(SCHLOTTERER et al., 1991) e tartarugas (FITZSIMMONS et al., 1995). Esses
estudos permitiram confirmar a possibilidade de amplificacdo de microssatélites
utilizando pares de primers para PCR de espécies que divergiram cerca de 470
milhdes de anos atras.

Existem na literatura dados sobre a utilizacdo de marcadores do tipo
microssatélite de boi no mapeamento do genoma de bufalo (AMARAL et al., 2007;
STAFUZZA et al., 2007; MIZIARA et al., 2007, GOLDAMMER et al., 2007; IANELLA
et al., in press), estudos de diversidade, conservagdo e manejo em animais como
ovelha (MOORE et al., 1991), cervo (SLATE et al., 1998) e bufalo (BARKER et al.,
1997; VAN HOOFT et al., 1999; NAVANI et al., 2001; KUMAR et al., 2006).

No entanto, o alto nivel de polimorfismo observado em um microssatélite de
uma espécie pode nao garantir que polimorfismo similar sera encontrado em
espécies relacionadas especialmente quando a distancia evolutiva entre essas
espécies aumenta (RUBINSZTEIN et al., 1995). Trabalhos com amplificagdo de
microssatélites de passaros (PRIMMER et al., 1996) e boi (MOORE et al., 1991)
sugerem uma taxa de somente 50% de sucesso em amplificacdo e polimorfismo
entre espécies que divergiram entre 10 e 20 milhdes de anos. Navani e
colaboradores (2001) utilizaram 108 pares de primers de marcadores microssatélites
de boi para andlise genébmica de bufalo de rio. Em 75% dos pares de primers (81
pares) houve produto de amplificacao discreta e, desse grupo, 61 pares (56%) foram

polimoérficos. Essa porcentagem é relativamente baixa considerando que o tempo de



divergéncia entre o género Bos (gado doméstico) e Bubalus (bufalo) é cerca de 4
milhées de anos (RITZ et al., 2000).

Tomando como base o fato de que existem restricdes na utilizagdo de pares
de primers de microssatélites entre espécies diferentes, surge a necessidade de
isolar microssatélites originais da espécie em estudo. Tradicionalmente,
microssatélites sao isolados de bibliotecas genémicas parciais e milhares de clones
sdo selecionados através de hibridizacdo dos mesmos com sondas contendo
repeticoes (RASSMANN et al.,1991). A taxa de clones positivos obtidos a partir do
método tradicional estd entre 0,13% e 4,5% com média de 1,65% em mamiferos
(ZANE et al., 2002). Varias outras estratégias para isolar microssatélites foram
criadas a fim de diminuir o tempo investido e aumentar a eficiéncia de obtengao de
clones positivos.

Uma dessas estratégias de isolamento de microssatélites consiste na
construcao de bibliotecas gendmicas parciais enriquecidas com microssatélites a
partir de hibridizagcao seletiva (selective hybridization), baseada na utilizacdo de
esferas magnéticas (beads) (KANDPAL et al., 1994; KIJAS et al., 1994). Esta
estratégia é relativamente simples e eficaz quando comparada com outros métodos
de isolamento de microssatélites (ZANE et al., 2002) e tem sido amplamente
aplicada para identificagdo de novos microssatélites em animais de interesse
econdmico como, por exemplo, Bos taurus (boi) (CHUNG et al., 2006), Gallus
domesticus (galinha) (GIBBS et al., 1997) e Equus caballus (cavalo) (TOZAKI et al.,
2004), mostrando grande eficiéncia na obtencado de clones possuindo fragmentos
com microssatélite (entre 16% a 72% de eficiéncia). No entanto, para bufalo de rio,
uma espécie com crescente importancia econdmica, nenhum estudo sistematico foi

empreendido para desenvolvimento de microssatélites especificos para a espécie



(NAVANI et al., 2001) refletindo na auséncia de microssatélites bubalinos descritos
na literatura.

O conhecimento da distribuicao e composigao de microssatélites em bufalo de
rio € imprescindivel para auxiliar em questdes evolutivas da espécie e de bovideos
em geral. A auséncia de marcadores moleculares do tipo microssatélites bufalo-
especificos aliados ao pobre conhecimento sobre a caracteristica genética de
populacdes de bufalo de rio brasileiras e a crescente importancia da espécie para a
economia do pais, reforca a necessidade de novas investigacbes sobre o tema

visando a preservagao de fontes genéticas da espécie Bubalus bubalis.
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Baseando-se nas observagdes de que repeticoes do tipo microssatélite sdo os
marcadores de escolha para estudos de mapeamento e para estudos de populagéo
aliados a inexisténcia de marcadores isolados e caracterizados em bufalo de rio, 0

presente trabalho teve como objetivos:

v' Construir bibliotecas genémicas parciais enriguecidas com seqliéncias
repetitivas do tipo microssatélite para bufalo de rio (Bubalus bubalis) por meio
da estratégia de hibridizacao seletiva;

v" Isolar e caracterizar um conjunto de microssatélite a partir de sequenciamento
dos clones gerados nas bibliotecas;

v Desenhar primers para PCR e determinar as condigées 6timas das reacoes

de amplificagdo para um conjunto de microssatélites isolados.



Material e Métodos




O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Gendmica Comparativa
(Unesp/IBILCE) e no Laboratério de Polimorfismo de DNA da Universidade Federal
do Para (LPDNA-UFPA), cujo grupo de pesquisa apresenta grande experiéncia na
construcao de bibliotecas genémicas parciais enriquecidas com microssatélites para

diferentes espécies.

3.1 Construcao das Bibliotecas Gendmicas Parciais

Para construgdo das bibliotecas, foram utilizados protocolos modificados por

Guillemaud et al. (2000) e Santos et al. (2005), com as etapas descritas a seguir:

3.1.1 Digestao do DNA genémico

O DNA genémico de um animal macho da raga Murrah representante da espécie
Bubalus bubalis, foi digerido com a enzima de restricio Sau3Al (Amersham
Bioscience) a 37°C overnight, em uma reacao utilizando 3U da enzima para cada
10ug de DNA gendmico. Os fragmentos resultantes da digestdo foram separados
em gel de agarose 1,5% (low melting point). Em um transiluminador, a por¢ao do gel

com fragmentos de DNA com tamanhos de 300 a 1000 bp foi cortada e



acondicionada em micro tubo (1,5mL) e purificado com kit “GFX PCR DNA and Gel
Band Purification” (GE Healthcare), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Os
fragmentos menores de 300 bp e maiores que 1000 bp ndo foram considerados por
nao apresentarem tamanho suficiente para estudo da regido flanqueadora do

microssatélite e pela necessidade de subclonagem, respectivamente.

3.1.2 Ligacao dos fragmentos digeridos a adaptadores

Os fragmentos de DNA purificados no passo anterior foram ligados em
adaptadores denominados Sau3Al, que se constituem em dois oligonucleotideos de
seqliéncias complementares que quando hibridizados formam uma dupla hélice com
extremidades adesivas aos fragmentos gerados pela digestdo com a enzima de
restricao Sau3Al. As seqliéncias dos adaptadores forward (sense) (AdapF) e reverse

(anti-sense) (AdapR) séo as seguintes:

AdapF: 5’- CTCTTGCTTACGCGTGGACTC -3’

AdapR: 5’- GATCGAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA -8

A reacdo de ligacao foi realizada em um volume final de 50uL: 4uL de

AdapF+AdapR 10uM, 2ug do DNA digerido, 5uL 1X One-phor-all Buffer , 5uL de



ATP a 10mM, 2U/uL de T4 DNA ligase e agua para completar o volume total da
reagdo. Seguiu-se incubagao overnight a 16°C. Apds a reacao de ligagao, realizou-
se uma reagdao de PCR teste utilizando 1,5 uL de oligonucleotideo AdapF como
primer a 10mM, 2uL 10X PCR buffer, 2uL de dNTPs a 5mM, 1,5uL de MgCl, a
50mM, 0,5uL de Platinum Taq Polimerase (Invitrogen) (5U/uL), 14,1uL do DNA
resultante da reacdo de ligacdo com os adaptadores e agua para completar o
volume de 21,5uL de reacéo. As condicdes de ciclagem da reacao de PCR foram as
seguintes: desnaturagao inicial a 94° C por 5 minutos seguidos de 30 ciclos de 45

segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C e 45 segundos a 72°C.

3.1.3 Reacéo de PCR para enriquecimento dos fragmentos de DNA

Esta etapa consiste na realizacdo de 60 reacées de PCR para aumentar o
namero de copias dos fragmentos presentes na reacdo de ligacdo com os
adaptadores. O volume total de cada uma das 60 reacées de PCR foi de 20,4puL.
Cada reacao foi feita utilizando como primer 1,5uL de AdapF 10mM, 0,84uL de
dNTPs 5mM, 2uL de 10X PCR buffer , 1,2uL de MgCl, 50mM, 0,16uL de Platinum
Taq polimerase (5U/uL), 0,4uL da reacdo de ligacdo e 14,33uL de agua. As
condigbes de ciclagem foram as mesmas utilizadas na reagéo de PCR teste, descrita
no experimento de ligacdo, porém com somente 17 ciclos. O produto de PCR foi

purificado com kit GFX e eluidos em 100uL de TE.

3.1.4 Preparacao das esferas magnéticas e formacdo do complexo

“Biotina/Estreptoavidina”



As esferas magnéticas (beads) (Dynabeads® M-280 Streptavidin, Dynal
Biotech-Invitrogen) séo fornecidas pelo fabricante em solucdo de preservagdo (NaN3
0,02%), a qual foi removida para realizacdo dos passos subseqientes. Para
remogao da solucdo de preservacao, 200uL da solugao+esferas foram transferidas
para um micro tubo (1,5mL). Com auxilio de um concentrador magnético (Promega)
foi possivel retirar a solugéo de preservacao mantendo no tubo apenas as esferas.

Em seguida, iniciaram-se os passos de lavagem das esferas com solugdes de
PBS, pH 7,4: 0,1% BSA e B&W (Binding & Washing Buffer — tampao de ligacéao e
lavagem— 10mM Tris-HCI, pH 7,5; 1mM EDTA; 2M NaCl), sempre utilizando o
concentrador magnético para a troca de solucdes.

Para a formagdo do complexo “Biotina/Estreptoavidina” foram utilizadas
sondas (oligonucleotideos simples) com repeticao dinucleotidica, (CA)s, (CT)1s;
trinucleotidica, (AGG)s; tetranucleotidica, (GATA)s, (GAAA) e pentanucleotidica,
(AAAAC)s, as quais foram previamente marcadas com biotina. A solugéo estoque de
cada sonda foi diluida para uma concentracao final de 6pmol/uL em volume final de
100uL. Na solugdo de 100uL de cada sonda, foram adicionadas 100uL da solugao
de esferas magnéticas, as quais apresentam-se revestidas com estreptoavidina. As
etapas de preparacdao das esferas magnéticas e formagcdo do complexo
biotina/estreptoavidina estdo esquematicamente representadas na figura 5. As
solugbes com o complexo biotina/estreptoavidina foram mantidas em repouso a
temperatura ambiente por duas horas e em seguida acondicionadas em geladeira

até o processo de captura dos microssatélites.
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Figura 5. Representagdo esquematica da preparagdo das etapas de preparagdo das esferas
magnéticas e formacdo do complexo biotina/estreptoavidina A) Esfera magnética revestida com
estreptoavidina. B) Sondas para microssatélite marcadas com Biotina. Nesse trabalho foram
utilizadas 6 tipos de sondas para construgdo de 6 bibliotecas gendmicas parciais diferentes para
bufalo de rio. C) Formagao do complexo “biotina/estreptoavidina”. Esse complexo permite a ligagao
da esfera magnética a sonda utilizada. A parte C ilustra somente a formagao com complexo utilizando

sondas (CA)s.



3.1.5 Captura das sequiéncias de microssatélite

Com auxilio do concentrador magnético, a solugcdo de [B&W]+sonda foi
retirada de cada tubo contendo as esferas. Realizaram-se, entdo, lavagens
adicionais para retirada dos restos de reagentes ndo utilizados na formacdo do
complexo esfera magnética revestida com estreptoavidina + sonda marcada com
biotina.

O complexo sonda+esfera foi lavado duas vezes com 200uL de solugdo de
tampéo de ligacao e lavagem (B&W) e uma vez com 200uL de SSC 5X+SDS 0,1% a
temperatura ambiente. A solugdo de SSC 5X foi retirada e foram adicionados ao
complexo 150uL de SSC 10X+SDS 0,2% pré-aquecido na temperatura de

hibridizacdo de cada sonda, descritas na tabela 1.

Tabela 1: Lista dos tipos das sondas marcadas com biotina utilizadas para captura das seqliéncias
de DNA microssatélites e suas respectivas temperaturas de hibridizagao.

TIPO DE SONDA TEMPERATURA DE HIBRIDIZAGAO
(CA)1s5 55°C
(CT)1s 55°C
(AGG)s 60°C
(GAAA)g 65°C
(GATA)s 65°C
(AAAAC)s 70°C

Em um termociclador, 100uL da solucdo com fragmentos de DNA

enriquecidos conforme descrito no item 3.1.3, foram desnaturados a 95°C por 5



minutos e imediatamente acondicionada em gelo. A seguir, os fragmentos de DNA
foram adicionados aos tubos contendo o complexo sonda+esfera, seguindo-se a
hibridizagdo em forno sob agitacdo durante 5 horas em temperatura de hibridizagao
especifica para cada sonda.

Apb6s a incubacao, os tubos foram novamente colocados em concentrador
magnético para separacdao do sobrenadante. As esferas foram lavadas duas vezes
com 200uL de solugcao de SSC 2X+SDS 0,1% a temperatura ambiente. Para cada
lavagem, a solucdo com as esferas foram homogeneizadas agitando-se o tubo por 5
minutos.

Em seguida, as esferas foram novamente lavadas com 200uL de solugdo de SSC
2X+SDS 0,1%, porém a solucdo foi previamente aquecida a temperatura de
hibridizacdo de cada sonda e os tubos foram mantidos em forno de hibridizacdo por
10 minutos na mesma temperatura.

A solugdo de SSC 2X+SDS 0,1% foi retirada e, em seguida, as esferas foram

lavadas com 200uL de TE/NaCl (990uL de TE 1M e 10uL de NaCl 5M). O

sobrenadante foi extraido e por fim as esferas foram ressuspendidas em 100uL de
TE.

Para teste de eficiéncia da hibridizacdo das sondas com os fragmentos de DNA
foram realizadas reacdes de PCR utilizando 1uL do sobrenadante da solucgéao final
esferas+TE, seguindo as mesmas concentra¢des descritas para a reacao de PCR
realizada no teste de eficiéncia de ligacdo dos adaptadores, com exceg¢do da
ciclagem que foi a seguinte: desnaturagéo inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de
45 segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C e 45 segundos a 72°C e extensao final de
2 minutos a 72°C. Em seguida, o produto de PCR foi visualizado em gel de agarose

a 1%.



3.1.6 Amplificagéo dos fragmentos de DNA hibridizados para o processo de

clonagem

Para cada tipo de sonda foram realizadas quatro reacbes de PCR com um
volume total de reacao de 40uL, utilizandos-se 4uL de 10X PCR buffer a 10mM, 2uL
de dNTPs a 5mM, 2,4uL de MgCl, a 50mM, 2,0uL de AdapF a 10mM, 2 U/uL de
Platinum Taq polimerase, 2,0uL do DNA resultante da captura dos microssatélites
(item 3.1.5) e 27,2uL de agua. A ciclagem do PCR foi a mesma dos experimentos de
teste de ligacao, porém com 15 ciclos. O produto de PCR foi purificado com kit GFX

e eluido em 25 puL de TE.

3.2 Clonagem e Sequienciamento dos microssatélites capturados

Utilizando-se o produto de PCR purificado no passo anterior foram realizadas
reacoes de ligacdo com o vetor pCR2.1, utilizando o kit TA cloning® (Invitrogen). As
reagbes de ligagdo com o vetor foram realizadas de acordo com as instrugées do
fabricante e incubadas em banho-maria a 14°C overnight. Apés, seguiu-se com a
precipitacdo para a retirada do excesso de sal da reagéo.

Bactérias eletrocompetentes (Escherichia coli DH5a - Invitrogen) foram
transformadas com os plasmideos contendo o inserto, utilizando-se eletroporador.
As bactérias transformadas foram semeadas em placas de petri contendo meio LB e

ampicilina suplementado com X-Gal e mantidas em estufa de CO, a 37°C overnight.



As col6nias brancas foram transferidas para 100 puL de meio liquido Circle Grow® (Q
Biogene) contendo ampicilina, e distribuidas em placas de cultura com 96 pogos. As
placas foram incubadas em estufa de CO, a 37°C durante 5 horas para crescimento.
Em seguida, foram adicionados 50uL de glicerol 10% a cada poco e as placas de
cultura foram estocadas em freezer a -20°C, concluindo assim a constru¢do das
bibliotecas.

As colbnias armazenadas foram utilizadas como molde direto para reagdes de
PCR utilizando os primers sense e anti-sense M13 que flanqueiam a regidao do
inserto. Os produtos de PCR foram sequienciados utilizando o protocolo padrao do
DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit (GE Healthcare). O sequenciamento foi
realizado em sequenciador automatico do tipo capilar MegaBACE™ 1000 DNA
Analysis System (GE Healthcare), e as sequéncias foram editadas e alinhadas

utilizando-se o software BioEdit© (HALL, 1999).

3.3 Desenho dos pares de primers e otimizacao das condicoes de PCR para

amplificacao dos microssatélites selecionado

Foram desenhados pares de primers para PCR de 10 microssatélites isolados
no estudo. Os oligonucleotideos foram desenhados utilizando o programa Primer
Express® v2.0 (Applied Biosystems), baseando-se nas seqiéncias geradas e
posteriormente alinhadas.

No entanto, somente pares de primers de 4 microssatélites isolados foram

testados para padronizacao das reacoes de PCR e identificacdao de temperaturas de



anelamento utilizando como molde DNA de um macho Bubalus bubalis da raga
Murrah.

Os locos de microssatélite foram amplificados com as seguintes condig¢des: 1uL
de dNTP a 5mM; 0,25uL de cada primer (sense e anti-sense) a 5pMoles; 1X PCR
buffer (20mM Tris-HCI (pH 8.4), 50mM HCI), MgCl, dependendo das exigéncias de
cada par de primer; 0,15 Unidades/uL de Platinum Tagq DNA Polimerase (Invitrogen),
2uL de DNA a 25ng/uL e agua para completar o volume total de reagdo. O volume
total de reacdo foi de 10uL. As reagdes de PCR foram realizadas em um
termociclador Mastercycler® Gradient (Eppendorf) utilizando gradiente de
temperatura de 60°C a 75°C. O termociclador foi programado para seguir a seguinte
ciclagem: 95°C a 5 minutos; 35 ciclos de 95°C a 30 segundos, 60°C a 75°C
(gradiente) por 30 segundos; 72°C a 30 segundos e extensdo final de 72°C a 6
minutos.

As reacbes de PCR foram visualizadas em gel de agarose a 2% para
confirmacgédo de amplificacdo dos quatro marcadores isolados a partir das bibliotecas

construidas.



Resultados e Discussao




4.1 Construcao das Bibliotecas Gendémicas Parciais Enriquecidas com

Microssatélites

A partir da confirmacao da hibridizacao por meio de experimentos de PCR
com cada uma das sondas utilizadas, (CA)+s, (CT)1s, (AGG)s, (GAAA)s, (GATA)s €
(AAAAC)s. seguiu-se o processo de clonagem gerando um total de 1824 clones
recombinantes. Na tabela 2 encontra-se descrito o nimero de clones gerados em

cada biblioteca enriquecida com microssatélites.

Tabela 2. NUmero de clones gerados em cada biblioteca enriquecida com microssatélites.

Nome da biblioteca Total de clones recombinantes
(CA)15 288
(CT)1s 288
(AGG)s 288
(GAAA)g 288
(GATA)g 288
(AAAAC)s 384
Total de clones recombinantes gerados 1.824

Na figura 6 esta representado o experimento de confirmagéo de hibridizagao
por PCR com as sondas tetranucleotidicas (GAAAs e GATAsg). Como observado, a
discrepancia no tamanho do rastro deve-se a diferenca de comportamento de cada
sonda. Neste caso, a sonda (GATA)g hibridizou em fragmentos de menor tamanho

do que em (GAAA)s.



Figura 6. Eletroforese em gel de agarose a 1%. A foto representa o resultado da reagdo de PCR teste
de eficiéncia para a hibridizagdo das sondas (GATA)s e (GAAA)s. (tetranucleotidicas). A: Teste de
eficiéncia de hibridizacdo dos fragmentos de DNA com a sonda (GATA)s B: Teste de eficiéncia de
hibridizagédo dos fragmentos de DNA com a sonda (GAAA)g C: Controle negativo das reacdes de
PCR (branco). MM: marcador de peso molecular 1Kb.

A figura 7 mostra os resultados das reagées de PCR com 12 dos 384 clones
gerados na biblioteca pentanucleotidica (AAAAC)s. Como pode ser observado, os
produtos de PCR apresentaram tamanhos diferentes confirmando que os clones

possuem vetores com insertos de diferentes tamanhos.



Figura 7. Eletroforese em gel de agarose a 1%. Reagbes de PCR para seqlienciamento da col6nia
utilizando primers para PCR M13. 1-12: Bandas referentes a reagbes de PCR com 12 col6nias
aleatérias entre 384 colbnias geradas com a sonda (AAAAC)s. MM: marcador molecular 1Kb.

Dos 1.824 clones gerados, 954 foram seqlienciados (52,3%) para a identificacdo
dos insertos com microssatélites. Do conjunto de clones seqiienciados foi possivel
identificar 113 com microssatélites, considerando a presenca de no minimo 4
unidades de repeticdo (11,84%). Os outros 841 clones sequenciados nao
apresentaram insertos com seqiiéncias repetitivas ou possuiam seqiéncias com
menos de 4 unidades de repeticao e, portanto, ndo foram selecionados no estudo.
Os clones que nao foram seqlenciados foram armazenados para futuro
sequenciamento e posterior identificacdo de outros microssatélites para bufalo de
rio.

Em relacdo a eficiéncia da estratégia utilizada para construgéo das bibliotecas
genbmicas parciais, algumas observagcbes mostram-se importantes. Como
mencionado anteriormente, as bibliotecas geradas neste trabalho apresentaram
11,84% de eficiéncia no isolamento de microssatélites para bufalo de rio, ou seja,
113 microssatélites identificados. Este dado foi semelhante a eficiéncia de

isolamento de bibliotecas gendémicas parciais utilizando o método de hibridizagao



seletiva construidas para o peixe bodido-de-pinta (Symphodus ocellatus), que
apresentaram 11,73% de eficiéncia (ARIGONI & LARGIADER, 2000); jacaré-do-
papo-amarelo (Caiman latirostris), com cerca de 10,41% de eficiéncia no isolamento
de microssatélites para a referida espécie (ZUCOLOTO et al., 2002) e tamandua-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla), cuja biblioteca genémica parcial apresentou
19,5% de clones com insertos positivos para a presenca de microssatélites (GARCIA
et al., 2005).

A metodologia mostrou-se eficiente quando comparada com o método
tradicional de construcdo de bibliotecas genGmicas parciais para isolamento de
microssatélites, que caracteriza-se pela identificacao de clones positivos utilizando
sondas radioativas (*P, **P) e ndo radioativas (digoxigenina). A diferenca na
eficiéncia entre a estratégia tradicional e hibridiza¢ao seletiva pode ser observada na
baixa porcentagem de microssatélites isolados através do método tradicional, como
mostram os trabalhos desenvolvidos por Carmichael e colaboradores (2000), quando
construiram uma biblioteca gendémica parcial para lince (Lynx canadensis) com
eficiéncia de 1,57% de clones positivos, e também as bibliotecas construidas para
isolamento de microssatélites do genoma do elefante africano (Loxodonta africana),
cuja eficiéncia foi de 1,6% (EGGERT et al., 2000).

Apesar da relativa alta eficiéncia no isolamento de microssatélites das
bibliotecas desenvolvidas neste estudo em relacdo a estratégia tradicional, a
eficiéncia foi baixa em relagéo a alguns trabalhos utilizando a mesma técnica. Um
exemplo sao as bibliotecas desenvolvidas por Chung e colaboradores (2006) para
bovino (Bos taurus), que apresentaram 72% de eficiéncia no isolamento de

microssatélites para a espécie.



Observa-se na literatura que a eficiéncia das bibliotecas esta diretamente
correlacionada com o tipo de unidade de repeticbes e a espécie que esta sendo
avaliada. Sabe-se que microssatélites com unidades de repeti¢éo dinucleotidica séo
0S mais comuns em eucariotos superiores. Em genomas mamiferos, a freqiiéncia
média de ocorréncia € de um microssatélite em 30 a 60 Kb (STALLING et al., 1991).
A alta eficiéncia no isolamento de microssatélites com unidades de repeticao do tipo
(CA), pode ser verificada nos trabalhos descritos para cervo (Moschus berezovskii)
(ZOU et al., 2005), com eficiéncia de 72% e para cavalo (Equus caballus) (TOZAKI
et al., 2007), que mostrou 61% de eficiéncia.

As bibliotecas (CA)+5 construidas neste estudo apresentaram 22,2% de clones
positivos, ou seja, 64 clones positivos em 288 clones recombinantes da biblioteca.
As bibliotecas CA mostraram-se as mais eficientes para identificagdo de
microssatélites em bufalo de rio, corroborando com as informagdes da literatura que
afirmam que microssatélites com unidade de repeticdo CA sdo 0s mais comuns em
eucariotos, e portanto, as bibliotecas CA sdo as mais eficientes.

A eficiéncia de captura de fragmentos de DNA com microssatélite também é
extremamente influenciada pela etapa de “Captura das seqiéncias de
microssatélite”, descrita no item 3.1.5 deste trabalho. Esta etapa deve ser realizada
mantendo o complexo esfera/sonda sempre na temperatura de hibridizacdo, pois
desvios de temperatura prejudicam a hibridizacdo, reduzindo drasticamente a
eficiéncia no isolamento de microssatélites na espécie de interesse. Apesar da
preocupacao na manutencdo da temperatura de hibridizagdo para construcdo das
bibliotecas genémicas parciais de bufalo de rio, pequenos desvios na temperatura
foram inevitaveis, principalmente durante a transferéncia dos tubos contendo

sonda/esfera e fragmentos de DNA do banho-maria para o forno de hibridizacao,



possivelmente influenciando na eficiéncia da captura dos microssatélites nas

bibliotecas construidas neste estudo.

4.2 Caracterizacao estrutural dos 113 microssatélites identificados

De acordo com Chamber e McAvoy (2000), microssatélites sdo classificados
em trés grandes categorias: Puro, Composto e Complexo, sendo que cada categoria
possui uma subdivisdo: Puro Interrompido, Composto Interrompido e Complexo
Interrompido. Esta classificagdo leva em consideragdo a forma e o numero de
unidades de repeticdo diferentes que formam o arranjo da repeticdo. Apesar dessa
classificacao, os autores admitem que ainda existe controvérsia entre estudos sobre
a definichdo de um microssatélite, principalmente no que diz respeito ao
estabelecimento de sua estrutura de repeticdo. A avaliacao estrutural do arranjo do
microssatélite & de grande importancia para a compreensdo de sua histéria
evolutiva.

Microssatélites Puros séo aqueles cuja sequéncia ndo apresenta nenhum tipo
de nucleotideo diferente daquela da unidade de repeticdo, como exemplificado na
figura 8a. Microssatélites Puros interrompidos sdo aqueles com um ou mais
nucleotideos diferentes daquele da unidade de repeticdo interrompendo uma ou
varias vezes o microssatélite (Figura 8b).

Neste estudo nao foi isolado nenhum microssatéliie Composto, que
caracteriza-se pela presenca de unidades repetitivas diferentes justapostas, como
por exemplo (CA)g(GAA);. No entanto, foi possivel identificar microssatélites da

categoria Composto interrompido entre aqueles isolados, que possuem duas



unidades de repeticao diferentes justapostas, porém interrompidas uma ou mais
vezes por alguns nucleotideos, como mostra a figura 8c.

Microssatélites Complexos e Complexos interrompidos também n&o foram
identificados neste estudo. Microssatélites com estrutura complexa caracterizam-se
pela presenca de mais de duas unidades de repeticdo justapostas, como o exemplo
(CA)9(GAA)7(CTT)+2. Microssatélites com estrutura complexa interrompida possuem
alguns nucleotideos interrompendo as unidades de repeticao justapostas. Isso pode
ser observado no exemplo a seguir: (CA);TA(CA)2(GAA);GC(CTT):2 (os
nucleotideos destacados em vermelho sdo aqueles que interrompem o conjunto de

unidades de repeticao justapostas).
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Figura 8. Eletroferogramas representando microssatélites com: a) Repeticdo Pura - (CA),. b)
Repeticao Pura Interrompida. A regiao destacada em vermelho (GA) sdo as bases que interrompem o
microssatélite — (CA);GA(CA).. ¢) Repeticdo Composta Interrompida.O quadro vermelho destaca a
regido de repeticdo (TGCA) que esta justaposta a uma repeticdo CA e a elipse azul pontilhada
destaca as bases TA que interrompem o arranjo do microssatélite.



Dos 113 microssatélites isolados, 90 apresentaram arranjo puro (79,64%); 21
apresentaram arranjo estrutural pertencente a categoria puro interrompido (18,59%)
e somente dois foram identificadas como compostos interrompidos (1,77%). As
porcentagens referentes as categorias de microssatélites identificados estéao

apresentadas no grafico abaixo (Figura 9).

Compostos
Puros Interrompidos
Interrompidos 1.77%
18,59% ’

Puros
79,64%

Figura 9. Grafico com as porcentagens referentes as categorias de microssatélites encontrados neste
trabalho (Puros: 79,64% - 90 seqUéncias; Puros Interrompidos: 18,59% -21 seqléncias; Compostos
Interrompidos: 1,77% - 2 seqléncias).

A porcentagem obtida de microssatélites puros foi similar aquela
observada em bibliotecas do genoma humano (64% - WEBER, 1990), de pato (60%
- HUANG et al., 2005) e de gastropodes marinhos (73,3% - Ql & AKIHIRO, 2007).
No entanto, o nimero de microssatélites compostos foi baixo em comparagdo com

aqueles encontrados em humanos (12% - WEBER 1990), abelha (30% - ESTOUP et



al, 1993) e gastrépodes (13,4% - QI & AKIHIRO, 2007). Os microssatélites
compostos interrompidos identificados no estudo apresentaram caracteristicas
incomuns entre as repeticbes compostas encontradas. Em outras espécies,
geralmente, os microssatélites compostos sdao agrupamentos de seqiéncias CAs
associadas a blocos de repeticdes dinucleotidicas como GA, TC ou AT (WEBER et
al., 1990). Neste trabalho, um dos microssatélites compostos interrompidos
apresenta agrupamento de repeticoes CA associadas a repeticao TG.

O segundo microssatélite composto interrompido identificado em bufalo
de rio apresenta agrupamento de nucleotideos CA associado a um bloco de
repeticao tetranucleotidica TGCA (figura 8c). Apesar da raridade desse tipo de
seqliéncia, hd descricdo na literatura da importancia de repeticbes compostas
incomuns. E o caso do microssatélite composto do genoma humano descrito por
Greenberg e colaboradores (1997). Esses pesquisadores demonstraram a existéncia
de uma repeticao tetranucleotidica - (TGCG),/(ACGC), - justaposta a uma repeticao
dinucleotidica - (GT)n/(CA), - no loco do fator de tumor de necrose/linfotoxina, que
codifica proteinas envolvidas na regulagdo da inflamacdo e resposta imune. Essa
regiao apresentou-se polimorfica e potencialmente interessante para explorar bases
genéticas associadas a genes relacionados a doengas auto-imunes localizadas
dentro dessa regido descrita como pertencente ao complexo MHC de classe Ill.

O quadro 1 apresenta a lista dos microssatélites obtidos neste trabalho,
categorizados quanto ao numero de unidades de repeticdo dos microssatélites,

nuamero de microssatélites obtidos com cada tipo de repeticao e categoria estrutural.



Quadro1. Caracterizagdo dos microssatélites isolados quanto a sequiéncia da repeticdo, nimero de
microssatélites obtidos para cada repeticdo e categoria do microssatélite.

Seqliéncia da Repetigao do Microssatélite Numero de microssatélites | Categoria do Microssatélite (conforme
obtidos Chamber & McAvoy, 2000

(CA)4 PURO

(CA)s 8 PURO

(CT)a 13 PURO

(CT)s 6 PURO

(AT)4 3 PURO

(AT)s 2 PURO

(CG)4 1 PURO

(AGG)s 2 PURO

(AGG)s 1 PURO

(CAG)4 2 PURO

(CTG)4 1 PURO

(CCG)4 1 PURO

(AAGG), 2 PURO

(AAAAC), 1 PURO

(CA)12 1 PURO

(CA)21 1 PURO

(CA)17 1 PURO

(CTs 1 PURO

(CT)o 1 PURO

(GCT)g 1 PURO

(CT)s 2 PURO

(CA)20 1 PURO

(CA)1e 2 PURO

(CA); 1 PURO

(CA)s 1 PURO

(CA)22 2 PURO

(CA)s 2 PURO

(GCCA)s 1 PURO

(CAAA)s 1 PURO

(CAAA)s 1 PURO

(CATT)s 1 PURO

(AGG)s 1 PURO
(CA)sTA(CA); 1 PURO INTERROMPIDO
(CA)sCT(CA)s 1 PURO INTERROMPIDO
(AGG),CGATG(AGG):AAG(AGG)s 1 PURO INTERROMPIDO
(CA)1sTA(CA)3 1 PURO INTERROMPIDO
(CA)sTA(CA) 1 PURO INTERROMPIDO
(CA);GG(CA)3 1 PURO INTERROMPIDO
(CA):C(CA) 1 PURO INTERROMPIDO
(CT)sACCTTTC(CT)TT(CT)e 1 PURO INTERROMPIDO
(CA)>TT(CA)sTT(CA)2 1 PURO INTERROMPIDO
(CA);GA(CA): 1 PURO INTERROMPIDO
(CA)sT(CA)2 1 PURO INTERROMPIDO
(CA).TA(CA)4TA(CA). 1 PURO INTERROMPIDO
(CT);TT(CT).TT(CT)4TT(CT)7 1 PURO INTERROMPIDO
(CT)eTT(CT)eTT(CT)s GT(CT)sGT(CT)sGT(CT)s 1 PURO INTERROMPIDO
(CA)7;AA(CA);3 1 PURO INTERROMPIDO
(CA)2GA(CA)2 2 PURO INTERROMPIDO
(CA).CT(CA) 1 PURO INTERROMPIDO
(CA);TAA(CA); 1 PURO INTERROMPIDO
(CA),C(CA)s 1 PURO INTERROMPIDO
(CA)2CT(CA)3 1 PURO INTERROMPIDO

(CA)sCG(TG)2CG(CA)sCTCACT(CA)e 1 COMPOSTO INTERROMPIDO
(CA)7(TGCA).TA(CA)s 1 COMPOSTO INTERROMPIDO




A unidade de repeticdo mais comum entre 0s microssatélites isolados foi
dinucleotidica, com destaque para repeticbes do tipo CA, apresentando 64
seqliéncias (56,6%), com o numero de repeti¢cdes variando de 4 a 22.

A maior seqlUéncia observada no conjunto de microssatélites isolados
pertence a um microssatélite puro interrompido com unidade de repeticédo (CT)s2 —
(CT)6TT(CT)6TT(CT)sG(CT)sGT(CT)sGT(CT)e. A unidade de repeticio menos
comum foi (AAAAC)4, seguida de (CTG)s e (CCG)4, todas apresentando somente
uma sequéncia. A repeticao (AAAAC), foi a Unica seqiéncia pentanucleotidica
isolada.

Verificou-se, portanto, que o isolamento de repeticdes dinucleotidicas foi
muito mais eficiente do que o isolamento de seqléncias tetra- e pentanucleotidica.
Ellegren (2000), observou em microssatélites humanos que contragdes e expansdes
no numero de unidades de repeticdo de microssatélites sdo igualmente comuns
entre repeticées tetranucleotidicas enquanto que a expansdo é o evento mais
comum entre as repeticdes dinucleotidicas. Isso oferece uma possivel explicagao
para o fato de que repeticdes dinucleotidicas sao geralmente mais longas e comuns
do que repeticdes tetranucleotidicas. A partir dessas observagdes, pode-se inferir
que existe um viés mutacional favorecendo expansdao e promovendo gradual
crescimento de repeti¢cdes dinucleotidicas em detrimento das tetranucleotidicas.

O fator que promove essa diferenca mutacional ainda ndo € conhecido, mas
pensando em eventos de slippage, a formagao de um /oop para eliminacdo de uma
unidade de repeticao dinucleotidica na fita molde € menos provavel do que um loop
de quatro pares de base (tetranucleotideo) por razées estruturais da dupla hélice. No
genoma humano, por exemplo, estima-se que existam poucos milhares de locos

com repeticdes pentanucleotidicas, enquanto que existem cerca de meio milhdo de



locos de repeticdes mononucleotidicas (A e T principalmente) ocupando cerca de 10
Mb no total (BENNET, 2000). Assim, pode-se inferir que microssatélites com
unidades de repeticdo tetra- e pentanucleotidica também sejam raros no genoma
bubalino, dificultando assim seu isolamento.

A figura 10 apresenta a porcentagem geral de microssatélite com unidades de

repeticao di, tri-, tetra- e pentanucletidicas isolados neste trabalho.
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Figura 10. Grafico apresentando as porcentagens das unidades de repetigao identificadas. Noventa e
seis sequiéncias apresentaram unidade de repeticdo dinucleotidica. Essa unidade de repetigao
mostrou-se a mais comum identificada nesse trabalho (84,95% das seqiiéncias). Foram encontradas
10 seqléncias com unidade de repeticdo trinucleotidica (8,85%), seis seqliéncias tetranucleotidicas
(5,3%). A unidade de repeticdo menos comum foi a pentanucletidica (0,89% - apenas uma seqiiéncia
isolada).

Repeticoes acima de 10 unidades foram menos abundantes do que aquelas

com 0 numero abaixo de 10. Dentre os 113 microssatélites isolados, somente 18




apresentaram tamanho maior que 10 unidades de repeticdo, caracterizando 15,92%
do total de microssatélites isolados.

O numero de repeticoes é um fator crucial na determinagdo da dindmica
evolutiva de um microssatélite (SCHLOTTERER, 2000). Estudos indicam que
microssatélites longos sofrem pressdo de mutacdo que diminuem o numero de
unidades de repeticdo. Assim, microssatélites com tamanho maior que 50 unidades
de repeticdo sao raramente observados (GOLDSTEIN & POLLOCK, 1997). Xu e
colaboradores (2000) explicam esse fendmeno utilizando trés proposi¢cdes: 1) a taxa
mutacional para expansdo de um microssatélite é constante para todos,
independente do tamanho; 2) a taxa de mutagédo de contracdo de uma microssatélite
aumenta exponencialmente e 3) as taxas de mutacao de expansdo e contragao de
um microssatélite sdo equivalentes.

Portanto, pode-se concluir que existe um tamanho critico onde as taxas de
mutagdo de expansdo e contragcdo sao equivalentes. Microssatélites que
apresentam quantidade de unidades de repeticdo abaixo do tamanho critico sofrem
expansdo, enquanto mutagdes naqueles de maior tamanho favorecem sua
contragédo. O crescimento infinito de um microssatélite € prevenido pela acumulagéo
de substituicdes de bases que ocorrem ao longo da sequiéncia (KRUGLYAK et al.,
1998). Essas observacgbes evidenciam que a selecdo esta mantendo os
microssatélites em um certo limiar de tamanho (NAUTA & WEISSING, 1996;
SCHLOTTERER et al., 2000).

A figura 11 apresenta a distribuicdo dos microssatélites por numero de
unidades de repeticdo (4 unidades a 32 unidades) identificados nas seis bibliotecas

construidas.
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Figura 11. Distribuicdo dos microssatélites em relagdo ao niumero de unidades de repeticdo. Noventa
e sete seqUéncias apresentaram de 4 a 10 unidades de repeticdo (85,84%); 10 sequéncias
apresentaram de 11 a 20 unidades de repeticdo (8,85%); 5 seqiiéncias apresentaram 21 a 30
unidades de repeticao (4,42%) e 1 seqiiéncia apresentou 32 unidades de repetigao (0,89%). Portanto,
a maioria dos microssatélites isolados apresenta de 4 a 10 unidades de repeticdo, sendo as
repetigdes de 11 a 20 unidades a segunda mais comum. Verifica-se a baixa freqliéncia de seqiiéncias
com mais de 15 de unidades de repeticdo (99 seqliéncias), confirmando a observagdo de que
microssatélites sdo impedidos de crescer indefinidamente.

4.2.1 Desenho dos pares de primers para PCR de 10 microssatélites
selecionados

Uma observagao importante no estudo de microssatélites € o fato de que a
taxa mutacional nessas regides nao diferem somente entre espécies, mas também
dentro da espécie. O maior determinante desta variagdo € o tamanho de um
microssatélite individual. Para muitas espécies estudadas a média do numero de
repeticdes de um loco é diretamente proporcional ao grau de polimorfismo, indicando
que locos longos sofrem mais mutagdes do que locos curtos (WEBER, 1990;
ELLEGREN, 2000). Observa-se na pratica que locos com menos de 5 unidades de

repeticdo sao raramente polimérficos (WEBER, 1990; STRASSMANN et al., 1997;



SCHLOTTERER & HARR, 2000; ZHU et al., 2000). Strassmann e colaboradores
(1997) confirmaram esse padrdo avaliando microssatélites com repeticées
trinucleotidicas com 3 e 4 unidades de repeticado e indentificaram que somente uma
dessas sequéncias mostrou-se polimérfica.

Tomando como principio que microssatélites pequenos sdo na maioria dos
casos monomoérficos, foi selecionado para desenho de primers para PCR, 42
microssatélites que apresentaram tamanho acima de 6 unidades de repeticao.

Destes, 10 seqiiéncias selecionadas foram posteriormente descartadas tendo
em vista que a regido do microssatélite propriamente dita encontravam-se na
extremidade do inserto, ndo apresentando, portanto a regido flanqueadora para
desenho dos primers.

Os 32 microssatélites restantes foram nomeados seguindo as inicias do home
da espécie (BBU — Bubalus bubalis), acrescido da designagcdo “MS” para
microssatélite e numero com trés digitos em ordem crescente. O quadro 2 apresenta

as 32 sequéncias resultantes e em destaque, o microssatélite.



Quadro 2. Seqiiéncias dos 32 microssatélites isolados em Bubalus bubalis que serdo avaliados em
populagao de bufalo de rio brasileira.

>BBUMSO001
TTCTCTTGCTTACGCGTGGACTCCTGAGGGGGATTCTCAGAAAATGTCCAGAGTGACCACAGTTC
CTGGGCGAGACTGCTCCACAGGGCTCTGGAGGTGGGTGCCTGGGAACACACCATTGCACCCAT
CACACACACACACACACACACACACGTTACCATGAAAGCTATGTGGGTGCACATGCATGTGTG
GTGTGCAGCCTTGTGCGTACTGTTACATGATGCGTGTTTAGCTGAAACAGCAGAGGGTGTAGAG
GGGTCCAGTCATCTGCTCCTGAGACCACGTGGGAGCCCCGTCTCAGCCTCCTGCACCCCTGAG
CCCCACTCCCTGCTCCAGGAATGATCGATCGATGTCCACGCGTAAGCAGAGAAGCCGAATT

>BBUMS002
CCCGGAGTCGGAAATGGCAACCCACTCCAGAATTCTTGCCTGGAAAAGTTCCATGGACAAAGGA
GCCTGAAGGGCTACAGTCCATGGGGTCGCAAAGAGTCAGATAGGACTGAGCGCACATAACATAC
ACACACACACACACACACACACACACACACACACATACACACACGCACACACAGCTCCCATCA
TCTCCAGTGTAGTCAAGGAAGGGAAACAGGGCTCCAGAATTCGCATCCTCTTGCTCAAGGAACA
ACTAAGGCTCAATTTCTTCAACGGGGAATGTGGACGTTGCAGAATCACAATCTATTTGTCAAGTAT
ACCAGTGAATAGGCTGTTATAATGGGGCATATAAAGCGCCTGGCTCCTAATGGGTACACTATAAA
ATGGAATTATTACTATTTTGAACAGACTCAAAATTGGATTCCAGCTCTCAGAAAACTAATAATCATG
TGATTGATAGCTAACATTGAGTACACTCTATATGGCGCTGACTTTTCTAACATCTCTTTTAACCTG
CACATAACTTGATCGAGTCCACGCGTAAGCAA

>BBUMS003
GGCTTCTCTGCTTACGCGTGGACTCGATCTGAAGACCCCAGAACTGTCTCTCACCCCTATTGTTT
TTTCTCTCCTGCCTCTCCCATCTATGGCTCTCACAGAAGGGAGGGTGAAGGAAGCGGGGCTGGA
GAGATAAAGGCTGAGTGTCTGCAAGCCCTGAAGTGACAGGGACTGTCTGATGCAGACACACACA
CACACAGACACATACACGGACCCACCCCACCACTACCACCACGAAAACACAGACACACCTTCAG
GTGTGAGACACCACATAAATACATAGAAGTCCACACACGTGCAGAGTCCACGCGT

>BBUMS004
TTACGCGTGGACTCGATCTTCGCATTGCACTTTAAAGATGCTAAGCAGGAGGAGGATTCACCATT
TTATTTCTTGGCCTTGGTTTCTCTCTCTCTCAGGGAGGACTGCGCCGCCTCCTCCCGGGGTGTTG
TGGGGGAGATGAATTAGCTAATATGGATAAAGAGCCTTTGATGATGACTGCTAAATGTGTGTACC
GTGTAATTGCCATTTTTCCCCAAGAAAATGTTCGTATTGTTACTAATTAGGCATTGTTGACGCACC
TCATGCCCCATTATTTTACAGTTGTCGTGCAATTAACTGGCAGTGGGACCATTTCAAATGACATTT
ATTGCCAATTTCCCTGGTTTAATTTTTGGAAATTTTATGGGAAGCCTGGGCATTGTTTCTTATTCAC
CGCAACTTAAATAATTAACAACGTAAATATGGCTTTGGGTAGTGAGATTGTCAACACCCAGAGTTC
TTTAGAGATTTTAATTAAGAACAGTGCAGCACATGAACTCCAGGGAAAATCTCATTATAGCAACCA
AGCAAGCCGAACGCTTCTTCTCTGTGAGTCTGTGGCTCCTTGTGCCTGAGTGCCTGTGCACGTG
TGTGTATGTGTTTACATGTGTGTGAGTCCAAGTGTGGCTTTGTGATCGAGTCCACGCGTA

>BBUMS005
ATGAACTCTTTATTGCCAACAGTTCAGACTTAAATTGCTCAAGGTAGCATCAGGAATTCCACAGAT
ATTCTGTGCTTTTACGTGACAGTCAAACTTATTAAAGAATCTGACACACACACTTACACAGGTAC
CAAACCTACACTGAGCCGTACCTTCAGGTACACACGTGGCTGCTTACACTCTCAGATGTCAGGTG
CATGCTGACATCGCACATCCACATGGTTACACTCATGGAGTCACACACAGAGACACCCATATATC
CTCACACAGCTACAGATGCAAACATAAATACTCACTGAGACACAACACACACACATGCACACATA
TAGACAGGCATCAACCTGGAAAGGAAACACAACCAAGACTTCTGCAGTGTTATACCTGCCTTGGT
CTTGAGAACGAGCTTCTGAGGTCAGGTGCTGAGTACTATCCCTAATTCTTCACTGCAATTCCCAA
TGCTACTTCTACACCCTGGATGCTTATTAACTACGCTCCATTGCCCAGATCAGGGGCTGATCGAG
TCCACGCGTAAG




Quadro 2 (continuag¢ao). Seqliéncias dos 32 microssatélites isolados em Bubalus bubalis que serao
avaliados em uma populagéo de bufalo de rio brasileira.

>BBUMS006
TAGTGAGCTAGGGACACAGTAGAGAACAAAACAGACCTGGTCTCATGAAATTTATCTTCTGATGG
TAAACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAATAAACAAATAAACACAGAC
TACAAAGTCAGGTAGTGATAAGTGCAAGGTAAGGTGAGAATAAAAGAGACAGTATTTCGGACAGG
GTGATTAGAAAAGAGCTTTCTGGGGAGACACACATGAACAAAGCAAGTGTGAGCCATGGGTAAA
ATCTGGGAGCAGGGCTTCTCGGTAAAAGAAATAGCAAGAACAAAGACTGTGGCAAGAAAATGCT
AGACATTTCAGAGGAATGGATAAAGAAGGGTGGTAGGAATTATGGTTGGAGGGATAAGCTGCCA
AATAATGGGAGGCTGTGTGGACCATATACAACAAAGAGTGGATTTTATGTCAAATGTGCAACAAG
CTACTGGGTGTTCTGATCGAGTCCACGCGTAAGCAA

>BBUMSO007
AGAGGAATGATTAAATTAAAAACATTTACTGTCCTGCCTGATACAGTTACCGAAGATACACTAATG
AAGGACAATTTCTTCTATTTACCAAAGAATTTTCACCTTTGCAACTTTAGTTTTATTTCTATACACTT
ACATGGAAGCAAGCATGGCCACAGCATAACACTGAGTGAAAACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACAAAGAAATGGTCCTATTTATGTAACTAAAACTGCATGGTTATATGTTTG
CATACATTTTCTATATTTATCTCTCTCATGCTCAGAAGTTTGAAACTAGAGGTTAACAGTGGTTATT
AGGATTACAGGGGAGTGAAGGGATACTGAATGTTTGCTTTATATGTGTTGTTTCCATTTTGCATAG
CACAAACATATGACTTTTGAAAGTAAAAAAGT

>BBUMS008
CTCAATAAGTAAATAGATAGGTAAGGGGATGGATGGATGGATGAGATCAGTAAGTGGATGGATA
GGTAAGTGGATAGATGAATGGATGGGTAGTCCAGAGATGAGAACAAAATTTAATAAAGGGCCCT
GAATAGGAGTGATTCATATATGTCCACACACCCACATCACACAAATACATTGCCTAACATAGCATC
CACCACAAGATATTTAAAGATGGAATAACTAAATAAAGTAGTAAACTAACAATGGGATGAATGAAT
GAAGCAAACCAGAAATCAGATTAAAACTCAATAAGTAAGACTCAAGAATAAACCACGGTGAGACA
GGCATACCCAGACATGGATGTGAGTTCACACACACATACACACAGGATGATCGAGTCCACGCG
TAAGCAAGAGAAGCCGAATTCCAGCACACTGG

>BBUMS009
CCATTCTGAGTATCTACCCGAACCCCGTCGACCCAACTATACCCTTGCCCACCGACACACTCAC
ACACACCACTTCTCACTCACTCACCCTCTGACCTGGGGACGGGGTCTGGGTCTTGCCTAAGGTA
GCCAAGCCGAAGGGGACCTTTGAGAGCGAGTCCACGCGTAAGCAAGAGAAGC

>BBUMS010
AGGGTGGAGTGCGTGGAGGTCAGGGGAATGGGAAGCCTGTGTGGTCCTCTTGATGCCTCTCTC
TCTCTCTCTCTTTCTCTGTCTCTGATACCTGGGGTCTCCGGCTCTTGACCCATCTCAGAGGCTGG
GTGTGTGTTTGTGTATTTCTGTCTGTGTGTCTCTGTGAGTGTGTGCTTGAGTCCACGCGTAAAGC
CGAATTCCT

>BBUMSO011
TGCTTACGCGTGGACTCGATCACTCTACTTGAGCCAAAGACCACCCCTCATCAGCATGAGAGCA
CACACACAGACGTGTGCGCACACACACACACACACACTCACTCACACACACACACTCATGGTC
ACGTTTACCTGCCTCCTGCCAGGACCAAGGACAGCCTGGGTGCCCATTCCCGAGTCTGCTGTCC
TTCATCCCGGGGAGAGCTGATGCTCTAGCATCAGGGCAGACGGTTGGGTTTTCTGGACGTCAGG
ACCAATCGAATTGTTCCAGGTACTGGCCTTTGCCCACTGGTCACTGATGCCTGCTGATTCCCTTG
GCAGGAGTGTGGAAGTGGGTGGGTGAGGCTTCTGAATGGCACCGGTTTGGTTTGAATGTTGCTT
CCTCTGCTTCCACTAAGGATAGGTTACTTGTCTCTTTAGCAACTCTGTTACCTTACTTATGAAAATT
ACTACATCCATGGGTCCTTGTAAGGAACATCCATGGGTCCTTGTAAGGAATGAAGACATAACCCA
TGTAAAGAAGTGTTTCTCAGTTTTAATGAACTTAGGACCCATCTAGGGATCGAGTCCACGCGTAA
GCA




Quadro 2 (continuag¢ao). Seqliéncias dos 32 microssatélites isolados em Bubalus bubalis que serao
avaliados em uma populagéo de bufalo de rio brasileira.

>BBUMS012
CCTAGCCTATCCTGTGTCAGGCCATCAGTTGCAGCCTCACATTGTACCAGACATCTCCCTGCTCT
TGAACTCCACACACACACACATAAAGCTGGGTACTCAATTATGTCTGGGCTCGAATCCATGTCCT
CCCACTTTTCAAACTCTTCCTTACAGATGGTTCCATTCTTTGAGCACACACACATGTACAATCTCC
CGTATCTCTAAACAAATTAAAAACTCTCCATCCTGCTTTTTCTCAGTCAAGTTGCCTGCAACAACT
ACAAGAATTTATCTCCATTTCTCCACTTCTCATTCAGTCCTCATGAAGGCTGCTCTCACTGAGGTG
AACAATAACCTGTAAGTTGCAAAGTCAACATATCTCAGTAATTAAAATATCACTTGCCCTTTCCTTA
TATTTTGAGATTGT

>BBUMSO013
TTACGCGTGGACTCGATCCTTAGCAGTGATGTTCCAGGTGGAGTTCTCTAAACCCTGCCCCGGC
ACTGACATTCTCACCTACACACTCACACAACATACACGCGTGCACACACGTATGAATAATGCACA
TTGAGCCACACTCCCACTATCACAAATGTACATACACAAACACACAAAATACACTTGCATTCACAC
ACACACACATGCATGCATACACACACACAATGCAAAAGAGAAAGCATGTCTCATTCTCACAGGC
CGTGGGAGACGGAGGGGCGGGAGCTTTCTGTTTATCTTGGAACTGGCTGGAGGTAGTGAACCC
TCCCCTCCTTGAGTGGCCCTGGCGCCGGGAGCCCGCGTGCTGGGAAGAAAGGGCCCAGGATTA
GTCTCCCCTCCTCTAATGGGCAGAGGGGAGGGGAACCGGAGGGCAAGTTGCAACAGTGAGCGT
GTGTGCTCGCGAGCTGGGTGGCTGGGCTTGGCAGGGACCGGGCTGAGGCAGCGCGTCACTGG
AGGTCTTTGTTGA

>BBUMS014
TCGATCACCTATTTCTGCCACTCTGGAGAGCAACAAAGTAAATTAAAGTAGGTAACTCCATAAGTC
ATCACACAGGCACACATACACATACCCCAAACCCACCCTTTTGCTACAGTACTGCAACAAAACAA
GGAAACAGCCTGATTTTGTCACTTTTCACCATGTCACTTTTCACCAACGGAAATTTTCATCAGACA
TTCTGCCAAGAAAACTGTCTTGTACCTGATATGAATGATAGGAGGTTTCCTAGAGGTCAAAATGT
GCTTTATAATATCCAGAAACAGAAATGGCCCTCAGCAATAAACTTATCATGGAGCAGGTACTCAAA
GACAGGTAATTCATGAACACACACTCTCCTTCTGAATAAAAGATTACAGAAATATCCTCTGCCATG
ATTTGACTCCCTT

>BBUMS015
AGGTTATCCAGGAATAAAGAATCTGCCTGCCAATGCTAGAGACACAAGATACATAGTTTTGAACC
CTGGGTTGGGAAGATTTCCTGGAGTAAGAAAAGGCACCACACTCCAGTTTTCTTGCCTGAGAAAT
CCCATGGACGGAGGAGCCTGGTGGGCTACAGTCCATGGGGTTGCAAAGAGTCAGACACGACTG
AGCGACTTAGCACACACCACACACACGCATGAGTCACTATCAGCTTCCTTGGCTCTTCACCACT
AGCCTAAGAAGCCCAAACCACACCCCAGACTTTGGGGGCCCTTGGGTTTTTTTCCAGAAGGCAT
ATGATCGAGTCCACGCGTAAGCAAAAGAAGCCGAATTCCAGGCACACTGCG

>BBUMSO016
CGGCGCAGTGTGCTGGACTCGGCTGTTCTTGCTTACGCGTGGACTCGATCCCTGTTGAGGACTT
CTGACTTACTAACAAGAATCAAAGAATGCTGTCTCTAAACCACTTGAGTTTTTAGTCTTTGAATTTG
GAGCTTATTTCTTTGCAAAAGTGTCATACAATTTCTAAAATCTATTTGATAAATATTTATCTTCAAAC
AGACTTCCATCTTCCCCATTTCTCTCTCTCGCTTCTCTTTTCCATCTCTCTCTCTCTTTCTCCTTTC
CATCTCTCTCTCTCTCTCCCCACTACTCTCTGTGTTATAGATTCTGTGGCTATGGGAGATAAAGCA
GATTTTATATTTTGTAAGTTAGTTTCAGACTAGGCAATAATATTGATGGAAAGACTCTCAGGTCATT
GCATTTTACTCTGTGCAACGGAATATTTTCCATTTTGGTGTATTTCTTAAATGAATACATGATAGCT
TCCTCATTCAATTCCTTGTAGTATATTGGGCTAAGTGTTATTAACTGTGAAAGTCTCTATCAGGCG
GAACTCAGATGAACTGTTAGATTCAAATCAAATCAATTTGAATGAATCAAGTTGAAAGTTT




Quadro 2 (continuag¢ao). Seqliéncias dos 32 microssatélites isolados em Bubalus bubalis que serao
avaliados em uma populagéo de bufalo de rio brasileira.

>BBUMSO017
ATTCATAGGCACACACTCAGAATATATTCAACTCCCCTCTACATGCATCTAGATACATACACGTTT
ACACGATATACATATACTCACACGATACACATGTATTCTCCTGCGTTCTTATACAACATACACACC
CACATGTATGTTGCACACACACATGACTTCCCACATTCACACACACACACACATTCACAGATGT
GTACACAATTGCACACAATCACCCACATCCCTCCACATC

>BBUMS018
CACGCTATCACACACTCATCATTATATCTACATGTATGCACATTCACACACACACACACAAGCCT
GTTATGTCCTGAAACACGTGAACAAAGTTCAAAGCTCTCGATGTTGCCCAGACTTGTCACGAACA
CCCCTGAGATTTTTCCCATTACTTCTCAGGAAGCGAGGCACCTATGGCGGACCTGCCAGCTACG
TTCCCCTCCCTTCTTTTCTCAGGAAGATGCTCCCCTCCCAGAGAGCCATGGGAGAAGCCCAGGA
CATCTTGGGTGGGGAGCAGCCTTAATAGGTTTCCCTAGGCCCCTCACAAGGTTTAGATGGATGG
CATTTGATCGAGTCCACGCGTAAGCA

>BBUMS019
CTCGCTCTGAACAGATGAAACTCTAGAAGGAAAATAGACTCTCTCTAATCACACACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACAAAACACCACCCAGGAATAAATAGTCCAGGACCAGAGT
GCTTCATTGGGGAATTCTGGTAAGTATACAAAGAACTTGGCAACTATCTTTCTCGAACTATTCCAA
AAAACTGAAGAAGAGAGAATACTCCCAAATTTATCCTATGGTACTACCATCACCCTGATACCAAAA
CTAGACAAAGAAACTACAAAAAAGAAAATGACAGTCCAGT

>BBUMS020
TTGCTTACGCGTGGACTCGATCCAAGATACAATTTATGAAAACTGGGATTTCCTGAGGAAGAAAC
TAAAACTAATAGACAGTGGCAATAGTAAAGCAAAAATATGAGGAAATGTTCTTGAGGGAAGGTAG
TATGCACAAACACATACACACACATACACGTTTACACCTAAATAAATCCTGGAAGAAAAAGTCTA
GAAACAAAGGAGTAAAATCCCACAAAATTCAGGGAGCCAAAATGGTATCAAGTTACATGTAAAGA
TAAAAATCAGCCTACCTTCACACTTGGCTTCAACAAACAAGATATATTT

>BBUMS021
GGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCTCTTGCTTA
CGCGTGGACTCTTTTCTCTCTCTCTCTCTTTCTCTTTCTCTCTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCACTCT
CCTGCTATCTTCTAAATAAAATAGAGCTGTAACACTGATTTGCCTAAGAGCTGTAGCACAGTTTGT
CCAAGACCCAAGAGCTGTGACGTGCCGAGGGCTTTAATGTCCATCACTCCAAATCTTTGTTGTGA
CGAGACAAAGAACCGAGGAACGTGCACTCGCGTGACATAAACAAGCAGCAAGTGAAAAGTGAAA
GTGAAGTTGCTCCATCGACTCCGACTGTAGTCCACCAGGCTCCTTTATCCATGGGATTTTACAGG
CAAGGGTACTGGAGTGAGTTGCCATTTCCTTCTCCAGGG

>BBUMS022
GGCACACTGGGCTAGACCAGCCCTGACCTCACAGGAGGTACACTAACTCTCCCACACCTCCCCT
GCACTTCCGCATCTGCCTCCCTTCTCTCTCTCTCTTTCTCTCTCTCTCTTTCTCTCTCTCTGTCTCT
CTCTGTCTCTCTCTCTGTCTCTCTCTCTCTCGGTACAACAAGCTGAGGATGCTGTGTTCCCATTTT
ACAGATAGCAAAGAAGGGCTCTGTATGATTAAGTGACTGAACCCGGTCACTTTGCTCTAAGTGGC
TGACCTAGCCTCTCTCTCTTCCCCAACCTAAGACAACCTGCACAGATGTCATTGCACTCCTGAAG
ATTCTGCATTCTTAGGCATACATGAAAAAATTCCTATCTCCACCCACCACCGCATCTATACAGGAG
AATTCTGGGGCTCTGGCACCCCTATGCGTGAATGCTATGCATGCTAAGTCACTTCAGTCATGTCT
GACTCTTTGCAACCCCATGGACTGCAGCCCACCAGGCTCTTCTGTCCATAGGATTATCCAGGGA
AGAATACTGGAGTGGGTTGCTATGTCCTCCTCCAGGGGATTTCCCACCCAGGGACTGAACCCAA
GTCTTTAGGTCTCCTGCACTGACAGGAGGGTTCTTTACCACTAGCACCACCTTGGAAGCCCTAAT
GCTCAGTAATTTCCTCCCTTGCTGAATTGCTACATTTGCCCCCTT




Quadro 2 (continuag¢ao). Seqliéncias dos 32 microssatélites isolados em Bubalus bubalis que serao
avaliados em uma populagéo de bufalo de rio brasileira.

>BBUMS023
GGGAACTGCAGGGACGGGGCAGAGTCATGACTGGCCAAGAGACGCTCTCGTCCATGAAAAGAA
TCCGGCTAGCCTTCTCAGGCACTTAATCAGCCTGACATTCAGCTAAGAGCTTTATTTTTTGCATCA
TATTCCTTCGACTATAACAGAAGCTATTAAGAAGTCATCGGCTCAGGTGACCCGAAGGCCCAGG
GTTGGTCCCAAAGTGGCATGAACAGCCAAGTGGTGTCATTGCGCTCTCTCTGTCTCTTTCTCTCT
CTGTCTCTGTTTCTCCTTCTGTCCCTCAGTCTGCCTTTCTCTGTGTCTGTCACTCT

>BBUMS024
CCATCTCTCTGTCTCGTGTATATCACCTCTCTGAGTTTCTCTGTGTCTCTGCTTCTCTCTCTCTCT
CGTATGCTCAGAGGTATTTACGCTACATGGATGTTTGCACAGTGCTTTCACATCTGAGTTATCATC
TGGGATTTCTATCAGACTCCATCTGTTTCCAGAACTGTGTGCAAACAGCTCAGAAAAGGGGGGAT
ATAAAGCATTTTAATTTGCTCTGACCTGAAAAACCGTAGGATCGAGTCCACGCGTAAGCAAAAGA
AGCCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACT

>BBUMS025
CAGTCCTTGTGTGTTCATTGGAAGGACTGATGCTGAAGCTGAAACTCCAATACTGTGGCCACCTC
AAGTGAAGAGTTGACTCACTGGAAAAGACCCTGATGCTGGGAGGGATTGGGGGCAGGAGGAGA
AGGGACAACAGAGGATAAGATGGCTGAATGGCATCACCGAATCGATGCACATGAGTTTGGGTGA
ACTCTGGGAGTTAGTGATGGACAGGGAGGCCTGGCGTGCTGCAATTCATGGGGTCACAAAGAGT
CAGACACGACTGAGCGACTGAACTGAACTGAATAGGAAATAGCATCCCTTAATAGGTAGTGCAC
ACACACACACAAACACACAATTGGTTTCTAATATCTTAAATAATTTGACTACATTCTTATGTAAAA
AATGCTTTGCGATATTAGTAATGTGACAGTTCACCCAGAGAGAAAAACATATTGAGCTTTCTCCAA
GACAGAAAGGAGGTCATAGCCACTCCAGAGAGTCAAAAGATCGAGTCCACGC

>BBUMS026
AATCGGCTTCTCTTGCTTACGCGTGGACTCGATCGAAGCTGAGTCTCCTGCTTGGCAGGTGGAT
TCTTTATCACTGAGCCACCCGGGGTATTCTTGCCTGGAAAATCCCATGGACAGAGGAGCCTGAT
GTGCTGCAGTCCATGGGGTTGCAAAGAGTCAGACACAACTTAGTGACTAAATAGTAATAACAATG
GCCTAACACACACACACCTATTTCCTCCCACAGACAACTCTCACACAAACAAGCACACAATATAC
AAACTCGAAACACATACGTGCTGGTGACTGCCAACCTCCCAGAAGGACCACCAGAACAGCTTGG
GCATCACACAGCCATGATCTTTCCCTGACCACAGTCACAGACAACCTCCCCAGCCTGACCAACC
CCAGAAGTCTCAGAACGGGGAGACCAGGGCAGATACAAACATGGTTTTGGTGTCTGAGCTCAAT
TGGTTCAAGACTGAGCAGAGGGACTTCCCTGATGGTCCAGTGGCTAAGACTCTGCACTCCCAAC
GCAGGGGGCCTGGGTTCAACCCT

>BBUMS027
CATGATTATGAGAAACGTCCCGGGGATGTGGCGCTGCTGGGGGAATCGTCCCCACTGCCAGCC
AGCCAGCCAGCCAGCCACCCTGTCCTTCTGGTGGGGAAGTGTTGCCCCGCGCTGCCAGGTGG
CAGTGGCTGGGGATGGAGAGTCAGGCGG

>BBUMS028
ATACCAGACCTGAGGGGGTCTGGTCTGTGGAGGCAATATGCTGGATGGAAGGGCGCCACCATT
AGTCTAAACATGACTCAAGAAAACCCAAACACAGTTGAGCCCCTGAGGGTCCTCGAGGCCCCTG
GGGCAAGGAGCACCCACATTGGGTCATTAACTGTCTCCAAGAAAACTCTACTAGTGGCTACTGG
GCTATAAGAGGCACACACCCCAATCTAGGTCACATTCAGATTTTAATTACACTAACCCCACCTCC
CATCTAAATGGAGACATTCATCTAGTCAGGAGGGAGCTGGACTAGACTGGTAATGGAAGGAGTT
GTCACCCCTGTAGCATCCTTGGTGAGCCTAGCACGAGAAGCAATTTATAAAGCCAAAGCTACTAA
AAAACAAACAAACAAACAAACAAAAAACGGCACTGGAACATTGGCCTGGGCAACTAAAGAACC
CAGCTGTAACTTTAGAAATATGAAATCTTCACTGGGCCTCTGATCGAGTCCACGCGTAAGCAAGA
GAAGCC




Quadro 2 (continuag¢ao). Seqliéncias dos 32 microssatélites isolados em Bubalus bubalis que serao
avaliados em uma populagéo de bufalo de rio brasileira.

>BBUMS029
TGTCTCCTAGAGTAATGGAAATAAAAGCAAAAAGACACAAATGAGAGCTAATTAAATGTAAAAGCT
TTTACACAACAAAAGAAACCATAAACAAAGCAAAAGACAATTTATGTACTGGGAGAAATTATTTGC
AAACAATGAAACTGACAAGGGAGTAATTTCCAAAATATACAAACAGCTCATAGAGCTCAGTTTCAA
AACAAACAAACAAACAAACAAACAAATAACCCAATCAAAAAATGGGCAGAATACCTAAATAGAC
ATTTTTCCAAAGAGGAAATTCAGATGGCCAACAATCACACGAAAGGATGTTCAACATCTCTAAACA
TTAGGGAAATGGAAGTCAAAATCACAATGAGGGGCTTCCCTGGTGGTTAAGTGGTTAAGAATTGC
CTCAACGCAGAAACACTGGTCCGATCCCTAGCCTGGGAAGATTGAGTCCACGCGTAAGCAGAGA
AGCCGATTCGCACCTGCGCCGTAC

>BBUMS030
CGTGGACTCGCTCTTATCTCTGTGTCAGGACAGTCCCAGTGGCTTGCGTGTGCTGCTCCCAGGA
GGGGCCATGCCTTATTTATCTTCGTCTAGGCGCTCACATTACTCTGCAAGTTCGTGTGGCCTGGA
GTACTCATTCATTCATTCATTCATTCATTTCCCAGACAGCTCATTTTGGTGTCGGGCACTGGACAT
GGTGCTAGGGAGACAGTGAGGGGCGAAACAGACAGAGAGTCCCGTCCAGGAAGCCCTCACAGC
ATCTGGTGAGACGGTCAGTGAGTTGCTGGAGCATCAAGTTCCCAGACACAGCCTCGCTGAGAAC
GCACACAAACCAGAGGACAGTGGATTGTGGCAGGGAGAGTGACAGAGCTTTGCTCAAGACGAAT
GGCCCCCTGAAGAAGGGTATTTGAGCAGTTTGGGGAGGTGGGGGTGTGCAGGAAGGCCTTTCT
GTGTGGTCTTGAAGCATGTGGAGAATTTCAGGCTACTGCCTTCCCTCTGTGAGCCAGCCGGCGT
CCAGGCGCCTGTGCAGGTCGGCAGCAGCGCTCCTTTTGCACCAGGGGGCAGTGTTTTCCCTGC
AGGTCTGCACGTGTGCGTGCTAAGTCTCTTCAGCTGTGTCTGACTTTGTGAC

>BBUMSO031
TAATCATGCTCGAGCGGCGCAGTGTGATTGGATATCTGCAGAATTCGGCTTCTCTTGCTTACGCG
TGACTCGATCAGGCCCCAGGAACGGCTGGGAGGCCTGAATGAGCTTCTGGGCACTAGATACGC
TGCAGGCGCTGGCCACCCCAAGTGGCCTGAGCTCTGAGCATGAGAAAAATCTGAAGGCCTATGT
TTCGTTCATGTGCAACAGCCATCAGAGGAGGAAGCGTGACTTGGCTCAAATGAGTGCCATTATCC
AGGCATCTCTGGCTTCTGGACCAAAGTAGTAACCTTTCTGCTGCTCCTTGGGGTCTGCTGCTCCG
GAGGAGGAGGAGGAGGAGGTGCAGAGGCAGGAGCAGGAGGATGGGTTGGGACGAGGGCACA
GGATGGGTGCTGGTTGACCCAGAAGGAAGTGTGGTACTGGGCAACTGGCAGGCTCCAAAGGCA
CAGCTTAGTAAAGTCCAGGCAGGGGCACACCTGTGAGTGTCACAGCCATGACTTTGTGTGTCTA
CTTCAGGCCTGGATCTAAGGAGGAGGAGCTCTGAAACCTCTAAGTCAGGAATGACCAGAGACAG
TACACCAGAGCAGTCTCGGGAGACAGTTATTGTTGTAAATGT

>BBUMS032
CTGGGGACATGGGGTCTGAGGGGGACATTGGAGCAGGCGGTGGTGGTGGGGTGCTCGGCAGC
CCCTGCGGCGCTCCATCTCCGGCAGCCGCTCCGAGAATGTCTTGAGCCGCCTGTCTCTCACGG
CGGTGCCCAACGGCTTCCATGAAGACGGACCCCTGGGCCCACATGGGGATGAGGAGGACGAT
GAGGAGGAGGAGGAAGAGGAGGAGGAGGACACGGACAAGCTGCTGAACTCGGCCAGGTGAG
GCAGGGCCCAGGCTGGGAGCCGAGAAAACCCAGAGGAGGCAAAACGAGTCAGGATAAGCCAG
GGCCCGGAGTGAACGGCCCTCTGCACCCAGACCTCCCACCCCCTGCCTGAGGTTCCATCCTGC
CCTTCCAGGTCTTTCCAGCCTGGGTGGGGTCAGGGGGCTGATCGAGTCCACGCGTAA

Neste estudo, foram construidos pares de primers para os 10 primeiros
microssatélites isolados, ou seja, para os microssatélites BBUMS001 a BBUMSO010.
Para o desenho dos primers forward e reverse foi utilizada a sequiéncia total do

inserto. O primer forward foi desenhado a partir da sequéncia da regiao




flanqueadora anterior ao microssatélite e o primer reverse a partir da seqiéncia da
regido flanqueadora posterior ao microssatélite.

Na tabela 3 encontram-se descritos os parametros utilizados para construgéo
dos primers dos 10 microssatélites em relacdo a temperatura de melting,
porcentagem de GC, tamanho de cada oligonucleotideo, seqiiéncia do primer
forward e reverse e tamanho esperado do fragmento gerado pela amplificacdo com

0s primers desenhados.



Tabela 3. Dados referentes aos pares de primers para PCR desenhados para 10 microssatélites
isolados neste estudo (seqliéncia dos primers, temperatura de melting, tamanho do oligonucleotideo,

porcentagem de GC e tamanho esperado do produto de PCR ap6s amplificagéo).

Primer Forward Primer Reverse Tamanho

Sequiéncia esperado

Microssatélite  gos pares de primers (5—3')° Tamanho #  %GC Tamanho 1 ¥  %GC 4 produto

de PCR (bp)

BBUMS001 F- ACCACAGTTCCTGGGCGAG 19 60°C 63% 20 60°C 60% 151bp
R-CACAAGGCTGCACACCACAC

BBUMS002 F- CCTGAAGGGCTACAGTCCATG 21 58°C 57% 19 58°C 58% 158bp
R- GCCCTGTTTCCCTTCCTTG

BBUMS003 F- CTGAGTGTCTGCAAGCCCTG 20 58°C  60% 29 59°C 38% 151bp
R- TGGACTTCTATGTATTTATGTGGTGTCTC

BBUMS004 F- ACTCGATCTTCGCATTGCACT 21 59°C 48% 23 59°C  43% 171bp
R- GCAGTCATCATCAAAGGCTCTTT

BBUMSO005 F- CGTGACAGTCAAACTTATTAAAGAATCTG 29 59°C 34% 23 59°C  52% 77bp
R- TGAAGGTACGGCTCAGTGTAGGT

BBUMS006 F- GAACAAAACAGACCTGGTCTCATG 24 59°C  46% 28 58C 32% 151bp
R- TTTTATTCTCACCTTACCTTGCACTTAT

BBUMS007 F- GAAGCAAGCATGGCCACAG 19 59°C 58% 27 59°C 30% 251bp
R- CAAAATGGAAACAACACATATAAAGCA

BBUMSO008 F- AGTCCAGAGATGAGAACAAAATTTAATAAA 3 58°C 27% 20 58°C 55% 301bp
R- CTTACGCGTGGACTCGATCA

BBUMS009 F- AACCCCGTCGACCCAACTAT 20 59°C 55% 20 59°C 65% 81bp
R- CCCAGGTCAGAGGGTGAGTG
F- GCCTGTGTGGTCCTCTTGAT

BBUMSO010 R- CGTGGACTCAAGCACACACT 20 60°C 55% 20 60°C 55% 151bp

*F: seqUéncia forward;R:seqléncia reverse
*Tm: temperatura de melting



4.2.2 Otimizacao das condicoes de PCR (concentracoes de MgCl, e

temperatura de anelamento)

Apesar de terem sido construidos pares de primers para 10 microssatélites
isolados no trabalho, somente 4 tiveram suas condi¢cdes de amplificacdo otimizadas
(BBUMS001, BBUMS002, BBUMS003 e BBUMS004).

A figura 12 mostra o produto de PCR Unico obtido com o microssatélite
BBUMSO001. As reacdes foram realizadas nas seguintes condicdes de amplificacao:
temperatura de anelamento 70°C e concentragdo de MgCl, 1,5mM. As reacdes de
PCR foram feitas em duplicatas para garantir a visualizagao do produto de PCR.

As reagbes de PCR foram visualizadas em gel de agarose a 2% para

confirmacgéo de amplificagao dos microssatélites avaliados (Figura 12).

Figura 12. Reacgdes de PCR para o microssatélite BBUMS001.Eletroforose em gel de agarose a 2%
(brometo de etidio). 1: Reagbes de PCR nas condi¢cdes citadas a cima; 2: controle da reagéo
(branco); MM: marcador molecular 1Kb.

A tabela 4 apresenta as condicées de PCR para os quatro microssatélites

avaliados no trabalho.



Tabela 4. Padronizagao das reacdes de PCR para os quatro locos avaliados (concentragdo de MgCl,
e respectivas temperaturas de anelamento).

NOME DO CONCENTRAGAO DE MgCl, TEMPERATURA DE
MICROSSATELITE ANELAMENTO
BBUMSO001 1,5mM 70°C
BBUMS002 0,8mM 69°C
BBUMSO003 1,5mM 69°C
BBUMS004 1,8mM 64°C

Os microssatélites isolados neste trabalho serdo ferramentas importantes
para auxiliar em investigacdes moleculares em bufalo de rio, uma vez que poderao
ser utilizados em futuros estudos de mapeamento de ligacdo e na avaliagdo
molecular de diversidade e variabilidade genética de rebanhos de Bubalus bubalis
no Brasil, auxiliando na elaboracdo de estratégias de conservacdo e manejo de

populacdes para preservacao das fontes genéticas de bufalos existentes no Brasil.



Conclusoes




A partir dos resultados obtidos neste trabalho, concluiu-se que:

A metodologia de construcdo de bibliotecas genébmicas parciais enriquecidas
com microssatélites por meio da estratégia de hibridizagcdo seletiva para
bafalo de rio mostrou uma eficiéncia de 11,84% no isolamento de

microssatélites;

Cento e treze microssatélites foram isolados e caracterizados estruturalmente

para a espécie Bubalus bubalis;

Os microssatélites mais abundantes isolados apresentaram unidades de

repeticdo dinucleotidica (CA: 64 microssatélites e CT: 30 microssatélites);

Dos 113 microssatélites isolados, 97 (85,84%) apresentaram menos de 10
unidades de repeticdo, confirmando a dificuldade de isolamento de

microssatélites longos;

Foram desenhados pares de primers para PCR de 10 microssatélites dos
quais quatro tiveram as reacoes de PCR otimizadas quanto a temperatura de

anelamento de concentracao de MgCly.
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ABSTRACT - The extensive use of buffalo in agriculture, especially in developing countries,
begs for genetic resources to evaluate and improve traits important to local and regional
economies. Brazil presents the largest water buffalo populations in the New World, with 1.1
million heads including swamp and river types. To design rational breeding strategies for
optimum utilization and conservation of available genetic variability in the Brazilian buffalo’s
population, it is essential to understand their genetic architecture and relationship among
various breeds. This depends, in part, on the knowledge of their genetic structure based on
molecular markers like microsatellites. In the present study, we developed six enriched partial
genomic libraries for river buffalo using selective hybridization methods. Genomic DNA was
hybridized with six different arrays of repeat motif, 5’ biotinylated - (CA);s, (CT);s, (AGG) s,

(GAAA);, (GATA)s, (AAAAC)3 — and bound to streptavidin coated beads. The cloning



process generated a total of 1824 recombinant clones. Up to date, 487 were directly
sequenced for the presence of repeats, from which 13 have been positive for presence of
repeats as follows: 9 for di-nucleotide repeats, 3 for tri-nucleotide repeats and 1 for tetra-
nucleotide repeat. PCR primer pairs for the isolated microsatellites are under construction to
determine optimum annealing temperature. These microsatellites will be useful for studies
involving phylogenetic relationships, genome mapping and genetic diversity analysis within

buffalo populations worldwide.

Key words: Microsatellites isolation, enriched partial genomic libraries, river buffalo.

INTRODUCTION

The water buffalo (Bubalus bubalis) contributes immensely to the agricultural economy
through milk, meat, hides and draught power (Kumar et al., 2006). There are about 158
million buffaloes in the world and a larger part of the human population depends on domestic
river buffalo than on any other livestock species in the world (FAO & UNEP, 2000).
Scientific resources are limited in many of the countries where buffalo are economically
important livestock and as a consequence genome research has not been supported at he level
of some the others species (Womack, 2005). During the nineteenth and twentieth centuries
water buffalo were imported into Brazil and population have increased so greatly that Brazil
maintains the largest river buffalo population in the Americas (Sena et al., 2003). There are
approximately 1.1 million buffaloes in Brazil, including swamp (Carabao breed) and river
types (Murrah, Jafarabadi, Mediterranean breeds) (ANUALPEC, 2006). To design rational

breeding strategies for optimum utilization and conservation of available genetic variability in



the Brazilian buffalo’s population, it is essential to understand their genetic architecture and
relationship among various breeds. This depends, in part on the knowledge of their genetic
structure based on molecular markers like microsatellites (Gongalves et al., 2006).
Microsatellites or simple sequence repeats (SSRs) are tandemly repeated motif of 1-6 bases
pairs found in all eukaryotic and prokaryotic genomes present in coding and noncoding
regions (T6th er al, 2000). Microsatellites are powerful genetic markers and extremely
valuable for genome mapping, forensic DNA studies, paternity testing, population genetics
and conservation/management of biological resources (Jarne and Lagoda, 1996).
Microsatellites loci can be isolated de novo from an specie of interest or utilized for related
specie in which it has been previously characterized. This strategy of using a particular
microsatellites in different but related species saves time in the genetic analysis process.
However, several studies using this strategy has described a decrease in the PIC
(Polymorphism Information Content) and an increase of null alleles in the population.
Considering this scenario, in the present study we developed six enriched partial genomic

libraries using selective hybridization methods for microsatellites isolation from river buffalo.

MATERIAL AND METHODS

Six enriched microsatellite libraries for Bubalus bubalis were constructed and
screened, using modified protocols described by Gautschi et al., 2000 and Guillemaud et al,
2000. Genomic DNA was digested overnight at 37°C with Sau3AIl restriction enzyme
(Amersham Bioscience). The resulting fragments were separated using agarose gel
eletrophoresis. Those fragments ranging from 300 to 1000 bp were purified using DNA GFX

PCR Purification Kit (GE Healthcare) according to the manufacturer’s instructions, and



ligated at 16°C overnight into Sau3Al adaptors (AdapF:
5'CTCTTGCTTACGCGTGGACTC3’ / AdapR:
5’GATCGAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA3’) using T4 DNA ligase at 16°C
overnight. After denaturation, single-strand DNA fragments were enriched for microsatellites
by hybridization with 5’-biotinylated, 3’-aminated (CA);s, (CT)is, (AGG)s, (GAAA)s,
(GATA)s, (AAAAC)s oligonucleotides bound to streptavidin-coated magnetic beads
(Dynabeads M-280 streptavidin, Dynal Biotech-Invitrogen). Each set of fragments captured
by the probes were eluted in 100uL TE buffer prior to the PCR amplification using adaptor-
specific primers (AdapF). The size-selected fragments were cloned into pCR2.1 by using the
TA cloning kit (Invitrogen). The resulting colonies were grown ~5 hours in liquid media and
used as templates for PCR by using vector primers. PCR product was used for DNA
sequencing by using standard protocols of the DYEnamic ™ET Dye Terminator Kit (GE
Healthcare). Sequencing reactions were analyzed by using the capillary sequencer
MegaBACE 1000 (Amersham Bioscience). The sequences were edited and aligned using

BIOEDIT software (Hall, 1999) for primer design.

RESULTS AND DISCUSSION

The cloning process generated a total of 1824 recombinant clones. Up to date, 487
(26.7%) clones were directly sequenced for the presence of repeats, from which 13 (2.66%)
have been positive follows: 9 for di-nucleotide repeats, 3 for tri-nucleotide repeats and 1 for
tetra-nucleotide repeats. Microssatellites are classified as perfect, imperfect, interrupted or
composite according with the type of the repeat sequence (Oliveira et al, 2006). Among the
isolated microsatellites, seven were classified as perfect with the repeat sequence not

interrupted by any base different from the motif (e.g.



CACACACACACACACACACACACA) (Fig.1). Three were classified as interrupted, since
we found a small no match sequence of 3 to 4 nucleotides within the repeated motif (e.g.
CACACACACTTACACA). Three microsatellites were considered imperfect, because we
found a pair of bases no match inside of the repeated motif (e.g. TGTGTGCCTGTGTG).
PCR primer pairs for all isolated microsatellites are under construction. Although, the results
are still preliminary, the selected microsatellites will be useful for studies involving
phylogenetic relationships, genome mapping and genetic diversity analysis within river
buffalo populations worldwide. Considering that only 26.7% of the total clones were screened
from the library and characterized, we verified that the library construction was successful

regarding the identification of new microsatellites for this specie.
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B)

>BBUMS001
ATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATTTATATCTGCACGAATTCGGCTTCT
CTTGCTTACGCGTGGACTCCTGACGGGGGATTCTCACGAAAATGTCCAGAGTGA
CACACACGTTCCTGGGCGAGACTGCTCCACAGGGCTCTGGAGGTGGGTGCCTG
GGAACACACCATTGCACCCATCACACACACACACACACACACACACGTTACC
ATGAAAGCTATGTGGGTGCACATGCATGTGTGGTGTGCAGCCTTGTGCGTACTG
TTACATGATGCGTGTTTAGCTGAAACAGCAGAGGGTGTAGAGGGGTCCAGTCA
TCTGCTCCTGAGACCACGTGGGAGCCCCGTCTCAGCCTCCTGCACCCCTGAGCC
CCACTCCCTGCTCCAGGAATGATCGATCGATGTCACGCGTAAGCAAGAGAAGC
CGAATTCCAGGCACACTTGGCGGCCGTTACTAGTG

Fig.1: A) Chromatogram showing (CA),, repeat from an microsatellite isolated, named
BBUMSO001. B) Complete sequence in FASTA format from the microsatellite BBUMSO001.

The sequence in red shows (CA);, repeat.
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