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INTRODUÇÃO

O Brasil é, reconhecidamente, o
país com a maior biodiversidade do
planeta.Os recursosgenéticos sãouma
parte bastante importante dessa biodi-
versidade e são definidos como �o
material genético de valor real ou po-
tencial para o ser humano� (Decreto
legislativo no 2 de 08.02.94 apud Wal-
ter, 2000).

Os recursosgenéticosvegetais com-
preendemplantas cultivadas e espéci-
es silvestres comvalor comprovadoou
mesmo potencial. A manutenção des-
ses recursos realiza-se por meio do
estabelecimento de áreas de proteção
ambientais e pela coleta e manuten-
ção dessesmateriais os quais passama
ser denominados germoplasma.

A manutenção adequada de ger-
moplasma depende, em grande parte,
da avaliação e caracterização da varia-
bilidade genética contida no mesmo.
Esta avaliação contribui para preven-
çãodepossíveisperdasgenéticas,como
as que podem acontecer durante as
multiplicações dos acessos coletados
e, possibilitam o estabelecimento dos
sítios ou áreas de coletas que conte-
nham maior variabilidade, auxiliando

assimnaplanificaçãodenovas coletas.
Aavaliaçãodavariabilidadegenéti-

ca em germoplasma depende da dis-
ponibilidadedemarcadorespolimórfi-
cos e neutros do ponto de vista do
efeito ambiental. Neste sentido, avali-
ações de variabilidade genética em
germoplasma de plantas realizam-se
utilizando-se váriosmarcadoresbasea-
dosnaanálisediretadoDNA(Powell et
al., 1995; Galgaro et al., 1998; León et
al., 1998; Gimenes et al., 2000, Mani-
festo et al., 2001).

Nos últimos anos, marcadores do
tipo microssatélite têm sido a ferra-
menta molecular mais utilizada em
estudos ecológicos e genéticos. Os
microssatélites, tambémdenominados
SSR (�Simple Sequence Repeats�), são
formadospor seqüências deumaa seis
bases de comprimento repetidas em
�tandem� (Jacob et al., 1991), encon-
trados emalta freqüência e comampla
distribuição nos genomas de eucario-
tos (Tóth et al., 2000).

A análise de locosmicrossatélites é
realizada por meio da técnica de PCR
(�Polymerase Chain Reaction�) utili-
zando-se iniciadores (�primers�) com-
plementares (18 a 25 bases) às regiões
que os flanqueiam.

Figura 1 � Gel de acrilamida 4% corado com prata. Foram utilizados para
amplificação �primers� para o loco Ah-3 e DNAs de 20 cultivares de A. hypogaea
(AABB) (1-20), um acesso de A. ipaënsis (BB) (21) e um acesso de A. duranensis
(AA) (22). (M) Marcador molecular de 10 pares de base
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Entre as vantagens apresentadas
pelomarcadormicrossatélite para ava-
liação de germoplasma podemos con-
siderar as seguintes: 1 - codominância,
a possibilidade de detecção de todos
os alelos em um dado loco em um
dado indivíduo, o quepermite a deter-
minação de todos os alelos presentes
emumapopulaçãoeocálculodas suas
freqüências; 2 - elevado número de
alelos, isto é, altopolimorfismo intraes-
pecífico emcada loco, o que torna este
loco informativo em populações dife-
rentes permitindo a caracterização de
diferentes acessos em uma coleção; 3
- praticidade na integração e compara-
çãodosdadosobtidos, queédecorren-
te do fato dos mesmos serem analisa-
dos por PCR utilizando-se �primers�
específicos que permitem a amplifica-
çãode locos individuais.Neste sentido,
marcadores do tipo RAPD e RFLP difi-
cultam a integração dos dados devido
apouca repetibilidade, baixopolimor-
fismo e erros na interpretação dos
resultados obtidos, uma vez que um

grande número de locos é detectado
ao mesmo tempo em uma única aná-
lise. Outra grande vantagem dos mi-
crossatélites é a possibilidade de utili-
zação em espécies relacionadas de
�primers� desenvolvidos para uma
determinada espécie na detecção de
locos SSR, processo esse denominado
de transferabilidade ou amplificação
cruzada. Isso permite que uma outra
espécie seja avaliada commarcadores
potentes, sem a necessidade de gastos
com o desenvolvimento de �primers�.
Os �primers� que se comportam desta
forma sãodenominados heterólogos e
suaaplicaçãoserádiscutidamais adian-
te.

Isolamento de microssatélites
e escolha dos �primers�

Os primeiros trabalhos utilizando
microssatélites foram realizados em
meados da década de 80. Desde en-
tão, os métodos de isolamento de
locos demicrossatélites têm sido aper-

feiçoados e vários protocolos publica-
dos.Umaampla revisão sobreoassunto
pode ser encontrada em Zane et al.
(2002).

Nos primeiros protocolos, os locos
de microssatélites eram identificados
em clones de bibliotecas genômicas
totais utilizando-se sondas complemen-
tares às regiões de interesse, como por
exemplo, (AC)

10
e (AG)

20
(Rassmann et

al., 1991). Estes protocolos são eficien-
tes, no entanto, o custo para desenvol-
vimentodeummarcadormicrossatélite
acaba sendo alto, pois, por se tratar de
umabiblioteca deDNAgenômico total,
um grande número de clones deve ser
avaliado para se encontrar aqueles que
contenhammicrossatélites. Como tem-
po, este problema foi sendo minimiza-
do comodesenvolvimentodeprotoco-
los cada vez mais eficientes para o
enriquecimento das bibliotecas, isto é,
protocolos que aumentama freqüência
de clones que contêm um dado tipo de
microssatélites apartir da subtraçãodos
clones que não possuam o tipo de
seqüência em seleção. Paetkau (1999)
desenvolveu bibliotecas genômicas
enriquecidas para repetições do tipo
AC, com40 a 100%de nível de enrique-
cimento. Este autor utilizou protocolos
commarcaçãodosclonespositivosatra-
vésdaextensãodecadeiausandocomo
�primers�oligonucleotídeosbiotinilados
complementares ao microssatélite em
questão. Os clonesmarcados foram se-
parados com auxílio de estreptavidina
ligada apartículasmagnéticas.Aestrep-
tavidina é umaproteína produzidapela
bactéria Streptomyces avidinii, a qual
liga-se com grande afinidade à biotina
(Sano et al., 1994). Esta metodologia é
bastante eficiente, porém envolve um
grande número de passos em seu de-
senvolvimento.

Umaoutra estratégia bastantedifun-
dida e menos laboriosa que a primeira
promove a seleçãodos clonespositivos
através da hibridação dosmesmos com
sondas de oligonucleotídeos marcadas
com biotina (Karagyozov et al., 1993;
Armour et al., 1994; Kijas et al., 1994).
Neste caso, os clones positivos também
são isolados por separação magnética
com auxílio de estreptavidina ligada a
partículas magnéticas. Os protocolos
baseados nesta estratégia precisam da
ligação do DNA digerido com enzimas
de restrição a umvetor de clonagemou
adaptadoresde seqüência conhecida.A

Figura2� Índices de variabilidade genética para o locoAh-282 calculados
a partir da análise de 50 acessos de Arachis Kuhlmannii. Em A pode se
observar a variaçãononúmerode alelos em relação aonúmerode acessos
e emB a variação do nível de heterozigosidade em relação ao tamanho da
amostra
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amplificação dos clones positivos para
clonagemapós a hibridização é realiza-
da com �primers� específicos que se
anelam em seqüências conhecidas do
vetor ou nos adaptadores.

Locos altamente polimórficos
e com alelos codominantes

Um exemplo do alto polimorfismo
dosmarcadoresmicrossatélite é o nível
de variabilidade encontrado neste tipo
de loco no amendoim cultivado (Ara-
chishypogaea). O amendoimcultivado
apresentoumuitopoucavariaçãoquan-
do cultivares desta espécie foram ana-
lisados com marcadores bioquímicos
(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 disponíveis para a ma-
nutenção do germoplasma primário
desta espécie. No entanto, dados obti-
dos recentemente mostram que o poli-
morfismo encontrado em A. hypogaea
utilizando-se marcadores microssatéli-
tes é 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 é
mostrado na Figura 1. Pode-se obser-
var a variação emum loco demicrossa-
télite (loco Ah-3) entre 20 cultivares de
A. hypogaea. Entre os acessos de A.
hypogaea é possível visualizar seis ale-
los e sete genótipos diferentes. Portan-
to, até em A. hypogaea onde outros
marcadores não permitiram a detecção
de níveis razoáveis de polimorfismo, a
análise de locos microssatélites se de-
monstra promissora para detecção de
variabilidade intraespecífica.Avariação
entre os alelos em alguns casos émuito
pequena (2 ou 3 bases, uma vez que
foram analisadas repetições de di e
trinucleotídeos) e, portanto géis de alta
resolução como os de acrilamida de-
vem ser utilizados.

APLICAÇÕES

Análise de variabilidade genética

O conhecimento sobre os níveis de
variabilidadegenética nogermoplasma
de uma espécie é de grande importân-
cia, pois permite acompanhar a manu-
tenção desta variabilidade durante a

multiplicação dos acessos e contribui
com informações que possam melho-
rar a amostragem em casos como for-
mação de uma coleção núcleo. A se-
guir, por exemplo, são apresentados
os dados da avaliação da variabilidade
no loco Ah-282 de microssatélite em
50 acessos da espécie diplóide Ara-
chis Kuhlmannii. Cada um dos 50
indivíduos foi genotipado e os dados
foramutilizados emuma simulação na
qual se procurou visualizar a relação
entre a variação no tamanho amostral
e variações nos valores de dois índices
de variabilidade genética: heterozigo-
sidade esperada (He) e número de
alelos (Figuras 2A e 2B). Como se
podenotar nasnestas figuras, sedos 50
acessos analisados 20 fossemamostra-
dos ao acaso, esses 20 provavelmente
conteriam todos os alelos detectados e
o nível de heterozigosidade esperada
seria aproximadamente 0,79. Isto indi-
ca quemuito provavelmente amaioria
dos alelos estaria representada em fre-
qüências medianas, o que aumentaria
a chance dos mesmos não serem per-
didos por erros de amostragem ou
deriva genética durante as futurasmul-
tiplicações. Além disso, garantiria que
o material selecionado fosse molecu-
larmente contrastante, aumentando a
probabilidade do uso dosmesmos em
estudos futuros como, por exemplo,
identificaçãodemarcadoresmolecula-
res ligados a um gene de interesse.

Uma outra vantagem do uso de
microssatélites na análise de variabili-

dade genética é a detecção de locos
únicosutilizando-secondiçõesaltamen-
te estringentes (temperaturas de ane-
lamento altas: 55 a 60oC). Isso facilita a
comparação dos dados obtidos por
diferentes pesquisadores e ao longo
do tempo com o mesmo material. A
alta temperatura de anelamento dos
�primers� dá ao pesquisador a certeza
deestar analisandoum locoespecífico.

Análise de sistemas
de cruzamento

A codominância e o alto nível de
polimorfismo tornam os microssatéli-
tes também ideais para análise de
sistemas de cruzamento em plantas. A
codominância permite a detecção de
todos os alelos de um loco, que em se
tratando de um loco demicrossatélite,
são em grande número e, na maioria
das vezes, encontrados em baixas fre-
qüências em uma população, possibi-
litando a determinação da origem do
pólen e conseqüentemente o quanto
de fecundação cruzadae autofecunda-
ção ocorreu dentro de umapopulação
ou progênie.

A codominância e a facilidade de
análisedosdados também tornamesse
marcador mais informativo para esse
fim. Na Figura 3, por exemplo, pode-
se observar o polimorfismo obtido em
um loco demicrossatélite em 27 espé-
cies diplóides pertencentes aoGênero
Arachis. Um fato interessante observa-
do nesta figura é que os padrões de

Figura 3 -Gel de agarose metaphor 3% corado com brometo de etídio.
Amplificação do loco Ah-21 com DNAs das seguintes espécies: 1 - A.
hypogaea, 2 - A. monticola, 3 - A. ipaënsis, 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.
helodes, 14 - A. Kuhlmannii, 15 - A. microsperma, 16 - A. Hoehnei, 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 existência de
mais de um alelo no mesmo loco. Isto
sugere que estes acessos são heterozi-
gotos para este loco, diferentemente
do esperado, que seria a homozigose
em todos os locos, uma vez que estas
espécies são consideradas autógamas
por analogia comoamendoimcultiva-
do (Valls & Pizarro, 1994). Além disso,
sãodiplóides, oquedescarta apossibi-
lidade da presença de dois locos em
homozigose para alelos diferentes,
comoobservadoemalguns locosdeA.
hypogaea (AABB) (Figura 1). Portan-
to, os dados sugerem que algumas
espécies podemnão ser autógamas ou
podem ter taxas de fecundação cruza-
da diferentes.

A determinação do sistema de cru-
zamento permite o estabelecimento
de estratégias para amelhor conserva-
ção de uma espécie, seja esta in situ
ou ex situ. Na conservação in situ, a
análise do sistemade cruzamento con-
tribui para as estimativas da taxa de
endogamia, o que para algumas espé-
cies pode levar ao declínio de popula-
ções, colocando-as em perigo de ex-
tinção, além de levar à diminuição da
variabilidade genética existente. Já na
conservação ex situ o conhecimento
do sistema de cruzamento permite o
monitoramentodonível davariabilida-
de existente e permitiria evitar a fe-
cundação cruzada durante a multipli-
cação, o que ocasionaria a perda de
identidade de acessos.

Amplificação de locos de
microssatélites utilizando
�primers� heterólogos

Oalto custoparaodesenvolvimen-
to dosmarcadoresmicrossatélite é ain-
da um dos principais fatores que res-
tringe o seu amplo uso. No entanto, já
existem vários protocolos disponíveis
otimizandoaconstruçãodebibliotecas
enriquecidas para seqüências repetiti-
vas com excelentes resultados (Kara-
gyozov et al., 1993; Gianfranceschi et
al., 1998; Paetkau, 1999), com bastan-
te redução de custos. Uma alternativa
muito viável para construção de bibli-
otecas e análise dasmesmas na procu-
ra de seqüências repetitivas é, como já

dito anteriormente, a utilização em
espécies relacionadas de �primers�
desenhados com base em seqüências
de uma outra espécie (Katzir et al.,
1996; Lübberstedt et al., 1998).

Um exemplo da utilização desses
�primers� heterólogos é apresentado
na Figura 3, na qual podem-se obser-
var os produtos obtidos comDNAs de
27 espécies diplóides silvestres do
gênero Arachis com �primers� para o
loco Ah-21 de A. hypogaea. Os resul-
tados foramobtidos utilizando-se tem-
peratura de anelamento emmédia 5oC
a 10oC abaixo da temperatura de ane-
lamento utilizada para A. hypogaea, a
qual por sua vez foi em geral 5oC
abaixo do Tm (�melting temperatu-
re�) dos �primers�. Em geral, nas espé-
cies nas quais os locos são amplifica-
dos, observa-se uma ou duas bandas.
Bandas inespecíficas também são ob-
servadas em alguns casos, mas estas
geralmente apresentam pesos mole-
culares bemdiferentes e ficam, no gel,
distantes dos fragmentos de interesse.
Além disso, pode se observar que os
fragmentos de interesse são mais in-
tensos que os produtos inespecíficos.

LIMITAÇÕES

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

a) Genotipagem: Geralmente, a
genotipagem é realizada determinan-
do o comprimento do produto de PCR
obtidoque contémomicrossatélite. As
diferenças observadas (polimorfismo)
são atribuídas a alterações no número
de unidades repetidas, que estão rela-
cionadas à alta freqüênciademutações
que ocorrem nestas seqüências. Po-
rém, é possível que pequenas inser-
ções e/ou deleções aconteçam nas
regiões adjacentes que não necessari-
amente alteram o número de repeti-
ções, mas sim alteram o comprimento
do fragmento gerado. Nesses casos, a
determinação do número de repeti-
ções a partir de um fragmento clonado
e a sua posterior utilização para ampli-
ficação em outras espécies, sem se-
qüenciamento, pode conduzir a erros
na estimativa das distâncias genéticas.

b) Alelos nulos: A ocorrência de

mutações deponto, inserções oudele-
ções, no sítio de anelamento do �pri-
mer� pode impedir a amplificação de
um dado loco de microssatélite. Se as
alterações não estiverem fixadas na
população, somente uma parte dos
alelos amplificará.Os alelosnãoampli-
ficados são denominados de �alelos
nulos� (Pemberton et al., 1995). O não
conhecimento desta limitação poderá
provocar uma estimativa errônea do
númerodegenótiposhomozigotospre-
sentes na população. Emmuitos casos
o redesenhodos �primers� conduzirá a
amplificação da totalidade dos alelos.

c) Taxasmutacionais:Correlações
positivas entre o comprimento da se-
qüência do microssatélite e a taxa de
mutação não são sempre verdadeiras,
e podem provocar erros na estimativa
das distâncias genéticas.Os atuaismo-
delos mutacionais consideram como
igualmente provável a ocorrência de
mutações que aumentam ou diminu-
em o número de unidades repetidas
no microssatélite, independente do
seu tamanho.

d) Freqüência entre organismos:
A aplicação deste marcador em um
número cada vezmaior deorganismos
tem revelado que a abundância de
seqüências repetitivas varia significati-
vamente entre espécies. Enquanto al-
gumas espécies contêm um número
suficiente demicrossatélites para estu-
dos populacionais, outras apresentam
poucas seqüências deste tipo.

e) Artefatos de PCR: Teoricamen-
te, a técnica de PCR permite a ampli-
ficação de microssatélites a partir de
uma única célula. Porém, estudos re-
centes demonstraram que a amplifica-
ção de microssatélites a partir de pe-
quenas quantidades deDNAestá asso-
ciada à alta freqüênciadeerros (Schlöt-
terer & Pemberton, 1998). Dois tipos
comuns de erros neste caso são: a
amplificação de alelos com compri-
mento incorreto e a não amplificação
deumalelonos indivíduosheterozigo-
tos. Uma precaução que deve ser to-
mada nesses casos é a amplificação do
mesmo loco várias vezes para evitar
erros na genotipagem.

CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS

Marcadores do tipo microssatélite
são uma ferramenta valiosa para análi-
se da variabilidade genética presente
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em germoplasma de espécies vege-
tais e conseqüentemente para a sua
manutenção.Essesmarcadorespodem
contribuir também para conservação,
já que permitem a obtenção de infor-
mações cruciais sobre a biologia de
populações naturais, tais como, fluxo
gênico,migração, tamanhoefetivo, sis-
tema de cruzamento, etc. Do mesmo
modo que as isoenzimas, que foram
utilizadas amplamente no estudo de
populações naturais, locos de micros-
satélites possuem alelos codominan-
tes, porém estes parecem sofrer me-
nor pressão de seleção, por serem
localizados, em geral, em regiões não
codificantes. Portanto, microssatélites
podem ser considerados marcadores
moleculares de segunda geração no
estudo de populações naturais.
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