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MARCADOR MICROSSATELITE NA CONSERVACAO DE

{ GERMOPLASMA VEGETAL

| PESQUISA |

Fotos e ilustracoes cedidas pelos autores

APLICACAO DE MARCADORES MOLECULARES DO TIPO MICROSSATELITE NA CARACTERIZACAO
E CONSERVACAO DE RECURSOS GENETICOS VEGETAIS MANTIDOS EM BANCOS DE GERMPLASMA

INTRODUCAO

O Brasil €, reconhecidamente, o
pais com a maior biodiversidade do
planeta. Os recursos genéticos sio uma
parte bastante importante dessa biodi-
versidade e sao definidos como “o
material genético de valor real ou po-
tencial para o ser humano” (Decreto
legislativo n° 2 de 08.02.94 apud Wal-
ter, 2000).

Os recursos genéticos vegetais com-
preendem plantas cultivadas e espéci-
es silvestres com valor comprovado ou
mesmo potencial. A manutencio des-
ses recursos realiza-se por meio do
estabelecimento de areas de protecio
ambientais e pela coleta e manuten-
cao desses materiais os quais passam a
ser denominados germoplasma.

A manutencio adequada de ger-
moplasma depende, em grande parte,
da avaliac¢o e caracterizacio da varia-
bilidade genética contida no mesmo.
Esta avaliacdo contribui para preven-
cao de possiveis perdas genéticas, como
as que podem acontecer durante as
multiplicacoes dos acessos coletados
e, possibilitam o estabelecimento dos
sitios ou areas de coletas que conte-
nham maior variabilidade, auxiliando

assim na planificacao de novas coletas.

A avaliacao da variabilidade genéti-
ca em germoplasma depende da dis-
ponibilidade de marcadores polimorfi-
cos e neutros do ponto de vista do
efeito ambiental. Neste sentido, avali-
acoes de variabilidade genética em
germoplasma de plantas realizam-se
utilizando-se varios marcadores basea-
dos na analise direta do DNA (Powell et
al., 1995; Galgaro et al., 1998; Ledn et
al., 1998; Gimenes et al., 2000, Mani-
festo et al., 2001).

Nos ultimos anos, marcadores do
tipo microssatélite tém sido a ferra-
menta molecular mais utilizada em
estudos ecologicos e genéticos. Os
microssatélites, também denominados
SSR (“Simple Sequence Repeats”), sao
formados por sequiéncias de uma a seis
bases de comprimento repetidas em
“tandem” (Jacob et al., 1991), encon-
trados emalta freqiiéncia e com ampla
distribuicio nos genomas de eucario-
tos (Toth et al., 2000).

A analise de locos microssatélites &
realizada por meio da técnica de PCR
(“Polymerase Chain Reaction”) utili-
zando-se iniciadores (“primers”) com-
plementares (18 a 25 bases) as regides
que os flanqueiam.

Figura 1 — Gel de acrilamida 4% corado com prata. Foram utilizados para
amplificacio “primers” para o loco Ah-3 e DNAs de 20 cultivares de A. hypogaea
(AABB) (1-20), um acesso de A. ipaénsis (BB) (21) e um acesso de A. duranensis
(AA) (22). (M) Marcador molecular de 10 pares de base
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Figura 2 —Indices de variabilidade genética para o loco Ah-282 calculados
a partir da andlise de 50 acessos de Arachis Kublmannii. Em A pode se
observara variacio no nimero de alelos em relacio ao ndmero de acessos
e emBa variacio do nivel de heterozigosidade em relacao ao tamanho da

amostra

Entre as vantagens apresentadas
pelo marcador microssatélite para ava-
liaciao de germoplasma podemos con-
sideraras seguintes: 1 - codominancia,
a possibilidade de detecciao de todos
os alelos em um dado loco em um
dado individuo, o que permite a deter-
minacao de todos os alelos presentes
emuma populacio e o cilculo das suas
freqiiéncias; 2 - elevado nimero de
alelos, isto €, alto polimorfismo intraes-
pecifico em cada loco, o que torna este
loco informativo em populagoes dife-
rentes permitindo a caracterizacio de
diferentes acessos em uma colecio; 3
- praticidade na integracao e compara-
¢ao dos dados obtidos, que é decorren-
te do fato dos mesmos serem analisa-
dos por PCR utilizando-se “primers”
especificos que permitem a amplifica-
cao delocos individuais. Neste sentido,
marcadores do tipo RAPD e RFLP difi-
cultam a integracao dos dados devido
a pouca repetibilidade, baixo polimor-
fismo e erros na interpretacao dos
resultados obtidos, uma vez que um

grande nimero de locos € detectado
20 mesmo tempo em uma Unica ana-
lise. Outra grande vantagem dos mi-
crossatélites € a possibilidade de utili-
zacdo em espécies relacionadas de
“primers” desenvolvidos para uma
determinada espécie na detec¢io de
locos SSR, processo esse denominado
de transferabilidade ou amplificacdo
cruzada. Isso permite que uma outra
espécie seja avaliada com marcadores
potentes, sem a necessidade de gastos
com o desenvolvimento de “primers”.
Os “primers” que se comportam desta
forma sao denominados heterélogos e
suaaplicacao serd discutida mais adian-
te.

Isolamento de microssatélites
e escolha dos “primers”

Os primeiros trabalhos utilizando
microssatélites foram realizados em
meados da década de 80. Desde en-
tao, os métodos de isolamento de
locos de microssatélites tém sido aper-
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feicoados e varios protocolos publica-
dos. Uma ampla revisao sobre o assunto
pode ser encontrada em Zane et al.
(2002).

Nos primeiros protocolos, os locos
de microssatélites eram identificados
em clones de bibliotecas gendmicas
totais utilizando-se sondas complemen-
tares as regioes de interesse, como por
exemplo, (AC),, e (AG), (Rassmann et
al., 1991). Estes protocolos sio eficien-
tes, no entanto, o custo para desenvol-
vimento de um marcador microssatélite
acaba sendo alto, pois, por se tratar de
uma biblioteca de DNA gendmico total,
um grande nimero de clones deve ser
avaliado para se encontrar aqueles que
contenham microssatélites. Com o tem-
po, este problema foi sendo minimiza-
do com o desenvolvimento de protoco-
los cada vez mais eficientes para o
enriquecimento das bibliotecas, isto é,
protocolos que aumentam a freqiiéncia
de clones que contém um dado tipo de
microssatélites a partir da subtracao dos
clones que nio possuam o tipo de
sequiéncia em selecao. Paetkau (1999)
desenvolveu bibliotecas gendmicas
enriquecidas para repeticoes do tipo
AC, com 40 a 100% de nivel de enrique-
cimento. Este autor utilizou protocolos
com marcacao dos clones positivos atra-
vés da extensao de cadeia usando como
“primers” oligonucleotideos biotinilados
complementares ao microssatélite em
questao. Os clones marcados foram se-
parados com auxilio de estreptavidina
ligada a particulas magnéticas. A estrep-
tavidina € uma proteina produzida pela
bactéria Streptomyces avidinii, a qual
liga-se com grande afinidade a biotina
(Sano et al., 1994). Esta metodologia é
bastante eficiente, porém envolve um
grande nimero de passos em seu de-
senvolvimento.

Uma outra estratégia bastante difun-
dida e menos laboriosa que a primeira
promove a selecio dos clones positivos
através da hibridacao dos mesmos com
sondas de oligonucleotideos marcadas
com biotina (Karagyozov et al., 1993;
Armour et al., 1994; Kijas et al., 1994).
Neste caso, os clones positivos também
sdo isolados por separagio magnética
com auxilio de estreptavidina ligada a
particulas magnéticas. Os protocolos
baseados nesta estratégia precisam da
ligacao do DNA digerido com enzimas
de restricao a um vetor de clonagem ou
adaptadores de sequiéncia conhecida. A
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amplificacao dos clones positivos para
clonagem ap6s a hibridizacao € realiza-
da com “primers” especificos que se
anelam em seqiiéncias conhecidas do
vetor ou nos adaptadores.

Locos altamente polimoérficos
e com alelos codominantes

Um exemplo do alto polimorfismo
dos marcadores microssatélite € o nivel
de variabilidade encontrado neste tipo
de loco no amendoim cultivado (Ara-
chis bypogaea). O amendoim cultivado
apresentou muito pouca variacio quan-
do cultivares desta espécie foram ana-
lisados com marcadores bioquimicos
(Stalker et al., 1994), RFLP (Kochert et
al., 1991; Paik-Ro et al., 1992), RAPD
(Halward et al., 1991), e AFLP (He &
Prakash, 1997). Este fato limita o uso
dos marcadores disponiveis para a ma-
nutencao do germoplasma primario
desta espécie. No entanto, dados obti-
dos recentemente mostram que o poli-
morfismo encontrado em A. hypogaea
utilizando-se marcadores microssatéli-
tes € muito maior que o observado
anteriormente com outros marcadores
(Hopkins et al., 1999; Moretzsohn &
Valls, 2001). Um exemplo do polimor-
fismo encontrado em A. hypogaea &
mostrado na Figura 1. Pode-se obser-
var a variacao em um loco de microssa-
télite (loco Ah-3) entre 20 cultivares de
A. hypogaea. Entre os acessos de A.
bypogaea € possivel visualizar seis ale-
los e sete gendtipos diferentes. Portan-
to, até em A. hypogaea onde outros
marcadores nao permitiram a deteccao
de niveis razodveis de polimorfismo, a
analise de locos microssatélites se de-
monstra promissora para deteccio de
variabilidade intraespecifica. A variacio
entre os alelos em alguns casos € muito
pequena (2 ou 3 bases, uma vez que
foram analisadas repeticoes de di e
trinucleotideos) e, portanto géis de alta
resolucido como os de acrilamida de-
vem ser utilizados.

APLICACOES
Andlise de variabilidade genética

O conhecimento sobre os niveis de
variabilidade genética no germoplasma
de uma espécie ¢ de grande importan-
cia, pois permite acompanhar a manu-
tencdo desta variabilidade durante a

multiplicacdo dos acessos e contribui
com informagodes que possam melho-
rar a amostragem em casos como for-
macao de uma colecio nucleo. A se-
guir, por exemplo, sao apresentados
os dados da avaliacio da variabilidade
no loco Ah-282 de microssatélite em
50 acessos da espécie diploide Ara-
chis Kublmannii. Cada um dos 50
individuos foi genotipado e os dados
foram utilizados em uma simulacao na
qual se procurou visualizar a relacao
entre a variacio no tamanho amostral
e variacoes nos valores de dois indices
de variabilidade genética: heterozigo-
sidade esperada (He) e numero de
alelos (Figuras 2A e 2B). Como se
pode notar nas nestas figuras, se dos 50
acessos analisados 20 fossem amostra-
dos ao acaso, esses 20 provavelmente
conteriam todos os alelos detectados e
o nivel de heterozigosidade esperada
seria aproximadamente 0,79. Isto indi-
ca que muito provavelmente a maioria
dos alelos estaria representada em fre-
quéncias medianas, o que aumentaria
a chance dos mesmos niao serem per-
didos por erros de amostragem ou
deriva genética durante as futuras mul-
tiplicacoes. Além disso, garantiria que
o material selecionado fosse molecu-
larmente contrastante, aumentando a
probabilidade do uso dos mesmos em
estudos futuros como, por exemplo,
identificacio de marcadores molecula-
res ligados a um gene de interesse.
Uma outra vantagem do uso de
microssatélites na andlise de variabili-

dade genética é a deteccao de locos
unicos utilizando-se condi¢cdes altamen-
te estringentes (temperaturas de ane-
lamento altas: 55 a 60°C). Isso facilita a
comparac¢ao dos dados obtidos por
diferentes pesquisadores e ao longo
do tempo com o mesmo material. A
alta temperatura de anelamento dos
“primers” da ao pesquisador a certeza
de estar analisando um loco especifico.

Analise de sistemas
de cruzamento

A codominincia e o alto nivel de
polimorfismo tornam os microssatéli-
tes também ideais para andlise de
sistemas de cruzamento em plantas. A
codominincia permite a deteccao de
todos os alelos de um loco, que em se
tratando de um loco de microssatélite,
sdo em grande nimero e, na maijoria
das vezes, encontrados em baixas fre-
quéncias em uma populacio, possibi-
litando a determinacio da origem do
polen e conseqiientemente o quanto
de fecundacio cruzada e autofecunda-
¢ao ocorreu dentro de uma populacio
ou progénie.

A codominancia e a facilidade de
andlise dos dados também tornam esse
marcador mais informativo para esse
fim. Na Figura 3, por exemplo, pode-
se observar o polimorfismo obtido em
um loco de microssatélite em 27 espé-
cies diploides pertencentes ao Género
Arachis. Um fato interessante observa-
do nesta figura é que os padroes de

Figura 3 - Gel de agarose metaphor 3% corado com brometo de etidio.
Amplificacao do loco Ah-21 com DNAs das seguintes espécies: 1 - A.
bypogaea, 2 - A. monticola, 3 - A. ipaénsis, 4 - A. duranensis, 5 - A.
magna, 6 - A. Batizocoi, 7 - A. palustris, 8 - A. decora, 9 - A. Simpsonii,
10-A. aff. Simpsonii, 11 - A. Cardenasii, 12 - A. aff. Cardenasii, 13 - A.
belodes, 14 - A. Kublmannii, 15 - A. microsperma, 16 - A. Hoebhnei, 17
-A. villosa, 18 - A. valida, 19 - A. Kempff-Mercadoi, 20 - A. praecox, 21
-A. stenosperma, 22 - A. Diogoi, 23 - A. glandulifera, 24 - A. subdigitata,
25 - A. Pintoi, 26 - A. repens, 27 - A. Hermanii, M - marcador molecular

de 100 pares de base
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bandas obtidos para algumas espécies
a exemplo de A. Simpsonii (amostra
9), A. Cardenasii (amostra 11), A.
stenosperma (amostra 21), e A. Pintoi
(amostra 25) mostram a existéncia de
mais de um alelo no mesmo loco. Isto
sugere que estes acessos sao heterozi-
gotos para este loco, diferentemente
do esperado, que seria a homozigose
em todos os locos, uma vez que estas
espécies sdo consideradas autdgamas
por analogia com o amendoim cultiva-
do (Valls & Pizarro, 1994). Além disso,
sao dipléides, o que descarta a possibi-
lidade da presenca de dois locos em
homozigose para alelos diferentes,
como observado em alguns locos de 4.
hypogaea (AABB) (Figura 1). Portan-
to, os dados sugerem que algumas
espécies podem nio ser autbgamas ou
podem ter taxas de fecundacio cruza-
da diferentes.

A determinacio do sistema de cru-
zamento permite o estabelecimento
de estratégias para a melhor conserva-
¢ao de uma espécie, seja esta in situ
ou ex sifu. Na conservacao in situ, a
analise do sistema de cruzamento con-
tribui para as estimativas da taxa de
endogamia, o que para algumas espé-
cies pode levar ao declinio de popula-
¢coes, colocando-as em perigo de ex-
tincao, além de levar a diminuiciao da
variabilidade genética existente. Ja na
conservacgio ex situ o conhecimento
do sistema de cruzamento permite o
monitoramento do nivel da variabilida-
de existente e permitiria evitar a fe-
cundacdo cruzada durante a multipli-
cacdo, o que ocasionaria a perda de
identidade de acessos.

Amplificacio de locos de
microssatélites utilizando
“primers” heterélogos

Oalto custo para o desenvolvimen-
to dos marcadores microssatélite € ain-
da um dos principais fatores que res-
tringe o seu amplo uso. No entanto, ja
existem varios protocolos disponiveis
otimizando a construcao de bibliotecas
enriquecidas para seqiiéncias repetiti-
vas com excelentes resultados (Kara-
gyozov et al., 1993; Gianfranceschi et
al., 1998; Paetkau, 1999), com bastan-
te reducao de custos. Uma alternativa
muito viavel para construcao de bibli-
otecas e analise das mesmas na procu-
ra de seqiiéncias repetitivas €, como ja

dito anteriormente, a utilizacio em
espécies relacionadas de “primers”
desenhados com base em seqiiéncias
de uma outra espécie (Katzir et al.,
1996; Liibberstedt et al., 1998).

Um exemplo da utilizacao desses
“primers” heterdlogos € apresentado
na Figura 3, na qual podem-se obser-
var os produtos obtidos com DNAs de
27 espécies diploides silvestres do
género Arachis com “primers” para o
loco Ah-21 de A. hypogaea. Os resul-
tados foram obtidos utilizando-se tem-
peratura de anelamento em média 5°C
a 10°C abaixo da temperatura de ane-
lamento utilizada para A. hypogaea, a
qual por sua vez foi em geral 5°C
abaixo do Tm (“melting temperatu-
re”) dos “primers”. Em geral, nas espé-
cies nas quais os locos sao amplifica-
dos, observa-se uma ou duas bandas.
Bandas inespecificas também siao ob-
servadas em alguns casos, mas estas
geralmente apresentam pesos mole-
culares bem diferentes e ficam, no gel,
distantes dos fragmentos de interesse.
Além disso, pode se observar que os
fragmentos de interesse sio mais in-
tensos que os produtos inespecificos.

LIMITACOES

Apesar da sua ampla popularidade
e uso crescente em diversas dreas,
deve-se recordar que os microssatéli-
tes apresentam também, além do cus-
to de desenvolvimento, algumas limi-
tacoes especificas:

a) Genotipagem: Geralmente, a
genotipagem ¢ realizada determinan-
do o comprimento do produto de PCR
obtido que contém o microssatélite. As
diferencas observadas (polimorfismo)
sao atribuidas a alteracdes no nimero
de unidades repetidas, que estao rela-
cionadas a alta freqiiéncia de mutacoes
que ocorrem nestas seqliéncias. Po-
rém, € possivel que pequenas inser-
coes e/ou delecdes acontecam nas
regides adjacentes que nao necessari-
amente alteram o nimero de repeti-
¢oes, mas sim alteram o comprimento
do fragmento gerado. Nesses casos, a
determina¢io do ndmero de repeti-
¢coes a partir de um fragmento clonado
e asua posterior utilizacio para ampli-
ficacio em outras espécies, sem se-
quenciamento, pode conduzir a erros
na estimativa das distancias genéticas.

b) Alelos nulos: A ocorréncia de

mutacoes de ponto, insercoes ou dele-
¢oes, no sitio de anelamento do “pri-
mer” pode impedir a amplificacao de
um dado loco de microssatélite. Se as
alteracoes nao estiverem fixadas na
populacio, somente uma parte dos
alelos amplificara. Os alelos nao ampli-
ficados sio denominados de “alelos
nulos” (Pemberton et al., 1995). O nao
conhecimento desta limitacao podera
provocar uma estimativa errénea do
numero de gendtipos homozigotos pre-
sentes na populacao. Em muitos casos
oredesenho dos “primers” conduzird a
amplificacio da totalidade dos alelos.

¢) Taxasmutacionais: Correlacdes
positivas entre o comprimento da se-
quéncia do microssatélite e a taxa de
mutacao nao sao sempre verdadeiras,
e podem provocar erros na estimativa
das distancias genéticas. Os atuais mo-
delos mutacionais consideram como
igualmente provavel a ocorréncia de
mutagdes que aumentam ou diminu-
em o numero de unidades repetidas
no microssatélite, independente do
seu tamanho.

d) Freqiiéncia entre organismos:
A aplicacio deste marcador em um
numero cada vez maior de organismos
tem revelado que a abundincia de
sequiéncias repetitivas varia significati-
vamente entre espécies. Enquanto al-
gumas espécies contém um nimero
suficiente de microssatélites para estu-
dos populacionais, outras apresentam
poucas seqiiéncias deste tipo.

e) Artefatos de PCR: Teoricamen-
te, a técnica de PCR permite a ampli-
ficacio de microssatélites a partir de
uma unica célula. Porém, estudos re-
centes demonstraram que a amplifica-
¢ao de microssatélites a partir de pe-
quenas quantidades de DNA estd asso-
ciada a alta freqiiéncia de erros (Schlot-
terer & Pemberton, 1998). Dois tipos
comuns de erros neste caso sio: a
amplificacao de alelos com compri-
mento incorreto e a nao amplificacao
de umalelo nos individuos heterozigo-
tos. Uma precaucio que deve ser to-
mada nesses casos € a amplificacio do
mesmo loco virias vezes para evitar
erros na genotipagem.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
Marcadores do tipo microssatélite

saouma ferramenta valiosa para anali-
se da variabilidade genética presente
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em germoplasma de espécies vege-
tais e conseqientemente para a sua
manutencio. Esses marcadores podem
contribuir também para conservacao,
ja que permitem a obtencdo de infor-
macodes cruciais sobre a biologia de
populagdes naturais, tais como, fluxo
génico, migracio, tamanho efetivo, sis-
tema de cruzamento, etc. Do mesmo
modo que as isoenzimas, que foram
utilizadas amplamente no estudo de
populacdes naturais, locos de micros-
satélites possuem alelos codominan-
tes, porém estes parecem sofrer me-
nor pressio de selecdo, por serem
localizados, em geral, em regides nio
codificantes. Portanto, microssatélites
podem ser considerados marcadores
moleculares de segunda geracao no
estudo de populacoes naturais.
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