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Desde a redescoberta dos prin ci
pios de Mendel, no infcio do seculo 
XX , 0 loco de aten,ao dos geneticis
tas passou a se r 0 gene, como uni. 
dade fundamental da varia,30 biola
g i~a . Com 0 desenvolvimento da ge
netlca de popula,oes, surge 0 con
ceito de utiliz3yao de genes indivi
duais como marcadores, com a fina
Ii dade de fazer inferencias sobre as 
caracteriSi icas de uma popular;:ao, 
como, por exemplo, 0 conte lido de 
variabllidade, os padroes de mig ra
,ao, a selegao e a deriva genetica. 
Alem dISSO, a possibil idade de ana
lisaf a s8gregagao de !delle:.> lila/Cd
dore~, pa ra localizar e estimm 0 efei
to de poligenes que controlam carac
teristicas de interesse para 0 melha .. 
ramento das especies, fomentou ain
da mais 0 estudo de marcadores. 

Marc8dores geneticos sao came
terfst icas de heran,a mendeliana 
simples, q ue possib il i tam a 
inlerencia do gen6tipo a partir do 
fen6tipo do indiv iduo, permitindo que 
a segrega,ao do gene marcador 
seja acompani1ada. A analise de se
grega,aO requer a existencia de pelo 
menos_duas formas alelicas, ou seja, 
a eXlstencla de polimorfismo no loco 
marcador. 

Inicialmente, as caracteristicas dis
poniveis para esse tipo de analise 
eram as muta,oes que produziam 
a ltera,oes mo rfolag icas, co mo 0 
nanismo, a ausencia de asas em 
Drosophila e a ausencia de pelos em 
camundongos. Entretanto, tais muta-
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,oes sao pouco frequentes nas po
pula,oes naturais , em que a maior 
parte da varia r;ao genetica e de ca
rater continuo (Tanksley, 1993). Alem 
disso, macromula<:oes , como as ci
ladas acima. freqiienlemente com
prometem a adaplar;ao do individuo 
o que reduz Sua utilidade em eSludo~ 
de compara~ao Entre popuJa<;oes . 

As p rimeiras conlribui,oes ao 
estudo de marcarJo res geneticos em 
animais foram a"s descobertas dos 
polimoriismos de ~n tfgcnos eri troci fA. 
rios (Slormont & Cumley, 1943) . A 
analise de marcadores foi ampliada 
CO I,l () I J (~~.; r,! IVU;\ TI1 C r ~ (') ri'-,' i ,~ C : 1:(' ::~ 

de elelroforese de proleinas, asso
ciadas a Illetodos cJe co/orac;ao histo
quimica, quo pen1li lir;::m1 rJ un n v0 1 ' i ~1 -
, ao genelica das prole in as passas
se a ser estudada (Smilhies, 1955). 
Esses marcadores tem sido intensa
menle uli lizados para invesligar a 
eslrutura das popula,oes, elucidando 
questoes como fluxo genico em po
pu la,oes nalurais, d ispersao e 
filogenia. Apesar disso, apenas par
te da variar;ao genetica de lima es
pecie pode ser observada, aquela 
resultanle de mula90es que ocorrem 
em regi6es codificadoras do geno
ma e causam allera,ao detectavel 
do prodllio genico. 

Essa limita,ao foi superada 
com 0 desenvolvimento das tecnicas 
de analise de DNA e 0 consequenle 
desenvolvimenlo de diversos tipos de 
marcadores moleculares, que serao 
discutidos neste capilulo. 

!'t>!iruorfism@ 
de coml?rhl'll "'l!i~o de 
f ragmel!!fctS de resfri~,;(o 

A caracleriza,ao do polimorfis
mo de DNA lornOU-S8 poss ivel corn 
a descoberta das endonucleases de 
restri,ao da Cia sse II, capazes de 
corlar a molecu la de DNA em silios 
especfficos, denominados sHios de 
reslri,ao. 0 numero de cortes efetua
dos por determinada enzima de res
Iri, ao e fun, ao do numero de silios 
de resl ri,20 nr8senles ao longo da 
molecula de DNA. A ocorrencia de 
varia<;ao individual no numero e no 
t:1n:;;-lIl I)rl r!0S f r:=! Ql1lcntos formados 
pela diges lao do UNA COlli uma 
81liirna de resiri<;5.o fai dG11lonstrada 
po r Grodzicker el al. (1974), em ade
novirus. Essa variac;ao e 0 resuUauo 
de mula<;oes de ponlo, que eliminam 
au criam s it ios de restri<;ao para de
torrninada cnzima, podendo tambem 
resultar de evenlos de inser,ao ou de 
dele,ao entre dois sitios de restri,ao 
adjacenles. Essa varia,ao fo i deno
minada polimorfismo de comprimen
to de fragmenlos de reslri,ao ou 
RFLP, sigla derivada do termo ingles 
restriction {ragment length polymor
phism. 

o metodo desenvolvido para 
adenovIrus flaO produziu resultados 
salisfatarios em eucariolos superio
re s . Em v irtude do tamanho do 
genama dessas especies, 0 numero 
de fragmenlos resultanles da diges
tao com enzimas de restri,ao e mui
to grande. Consequenlemenle, ten
lalivas de separar esses fragmentos 

por elelroforese em gel produziram 
urn rastra ao inves de bandas discre
las. A solu,ao para esse problema 
surgiu com 0 desenvolvimento da tec
nica de Southern blot (Southern , 
1975) , na qual os fragmenlos sepa
rados por eletroforese sao transferi
dos para um suporte solido, usual
mente uma membrana de nitrocelu
lose ou najlon, imobil izados e desna
turados. Explorando a lendencia da 
molecula de DNA de formar fitas du
plas compleilleniares, utili za-so a 
sequencia de fila simples de DNA 
como sanda. A sanda e rnarcada com 
um is6topo radioativo, como 0 32P, 
au, mais rer,entemente, com moh~cu
las D.lltiycrdcas (;UH 380 .<;-, tc~!(lri ;l.-; 

par anticorpos associ ados a enzimas 
que catalisam reayoes crolnogenicas 
au 4uimiluminesccntcs. Como resu l
tado, apenas os fragmenlos comple
menta res a sequencia da sanda sao 
revelados (Fig . 1). 

As sondas utilizadas para a 
obten,ao de marcadores RFLP po
dem se r o rigin a das de reg ioes 
codificadoras ou nao. 0 emprego de 
sonda de DNA complementar ao 
RNA mensageiro (cDNA) eo mais 
comum e apresenla a vantagem de 
nao conter sequencias repel ilivas. 
Sondas anonimas, obtidas a partir de 
fragmentos de DNA genomico ao 
acaso, possibi litam a rdpida oblen
, ao de novos marcadores, alem de 
permitirem a analise de regi6es nao 
codifi cadoras do genoma. Porem, 
em virtude da abundancia de DNA 
repetitivo no genoma dos eucariolos, 
quando 0 objetivo e a obten,ao de 
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Fig. 1. Ana lise de RFLP pela jecnica de Sout.i1e'n bl I A P ~ 
gen6mico e digerido com endonucleases de' reS~j ' ;;' reparayuO do DNA a ser investigado: 0 Dr'JA 
18manh o po r moio de eletrofor"' ''''' O s f _ ' !fcoa : os IragmenlOS separados em fun~ao do 
desnaturados por !ralamenla a rc~p~o' 8 prc:gmen t?s sao lransfcr:cos para urn surorte solido ('J 

1 A - ' • • reparapo da sonda ' 0 DNA , . -
r"nscnyao revel'sa de urn RNA mensag"'" . I _ < . I compementar, ooMo Dor 

em baC1r~rjas. 0 eDNA e relirado do ve:~O' e Cd~nC1d~ em urn velor. que permite sua muit~p:ica~ao 
com :':p e desna turado C Hibrid: _ ' por '9:51ao com endonuclease de reslI'icao, marca do 

' . ,zaryao e revela<;8o dos fragmenlos comp:emer:tares a sonda. 

mareadores uni/ocais, essas sondas 
devem ser submetidas a um proees
so de sele,ao, de forma a garantir 
que apenas aquelas que represen
!am sequencias de eopla uniea se
lam empregadas. 

Um aspecto importante dos mar
cadores RFLP e a prevalencia de 

dialelismo. Muitos dos locos marea
dares deseritos sao dialel ieos, quer 
ongtnados de muta90es de ponto ou 
de muta,oes estruturais . Marcadores 
dialelicos sao bastante limitados para 
a mapeamento genetieo, em fun,ao 
do numero de cru7.amentos informa
tivos, que e fun,ao do numero de 

progenitores segregando para 0 
marcador (heterozigotos) e do mime
ro de progenies nas quais podemos 
alrilJUlr um dos ale los ao progenilor. 
Essa rela, ao pode ser quantificada 
pelo valor de conteudo de infonna
,ao polim6tiica (PIC), definido par 
Bolslein el al. (1980) como: 

Nessa equ6r;;ao, 0 primeiro mem
bro eorresponde a propor,ao de in
dividuos heterozigotos na popula,ao, 
p! (..;":;_ ' :j> . .:; ; ~ ri '.) ":;8 (: ' i: .::II)1" io dn ! 1;,:, ' r1'.I" 

Weinberg. Essa propor, ao e tam
bern definida como dive rsidade 
genic" (Wrir. 1~96) . [Jessa cliversi 
dade se subtrai a propor,ao espe
rada de progenies nao informativas, 
iSla e, Rquelas em que nao e possi
vel diferenc iar a a lelo paterno do 
materno. Urn exemplo seria 0 aeasa
lamento de dais individuos hetero
zigotos identicos (A,A, x A,A,J: em 
aproximadamente metade de suas 
progenies, as progenies heterozi
gotas, a alelo A, poderia ter origem 
tanto paterna quanto materna. 0 mes
rno raciocfnio seria valida para 6 ana
lise da origem do alelo A,. 

Qult"as d8svan!agens dos rnarcCl "" 
dares RFLP sao: presen,a de aiel os 
raros, fazendo com que muitas po
pula,oes apresentem padrao mono
m6tiico, e grau de dificuldade tecni
ca. Como foi mencionado, a teenica 
depende do desenvolvimento e da 
sele,ao de sondas a partir de bib lio
tecas genornicas OU de eDNA. Uma 

vez identificadas as combina, oes de 
sanda e endonuclease de restri,ao 
que revelam polimotiismos, a proces
so de analise par Southern blot de
mora ern lorno de cinco dias, depen
dendo do sistema de detecyao utili
zado. Apesar dessas limitat;oes, em 
1990 mais de 120 locos haviarn sido 
mapeados em bovinos (Kennedy 
et aI., 1990). 

Uma das mais marcantes contri
bui,oes ao estudo de marcadores 
'~ 'I,-;! '\ r:t ;!:::r0s fei I) rlnsenvolvimento da 
tecnica de rea<;c3.u erll caueld du 
polimerase (PCR). Essa tecnica foi 
desenvolvida par Mullis, em 1983 
(Mul lis ,1990), mas SUd importancia 
s6 ficou demon strada com a publiea
,ao dos primeiros trabalhos de apli
CayEW da PCR em diagnostico de 
doen,as (Saiki et aI. , 1985). 

A teenica consiste na replica,ao 
do DNA in vitro, eatal isada por uma 
DNA polimerase. A rea,ao requer a 
p resen,a dos quatro tipos de 
desoxinucleotideos (dATP, dCTP, 
dTTP e dGTP) e de oligonucleo
tideos sinteticos, complementares as 
extremidades da regiao do DNA que 
se rJeseja nrnplificm. Esses oligonu
cleotideos, denorninados "iniciado
res" au primers, funcionam como 
ponto de infcio para a sfntese de uma 
fita de DNA complementar a fita mol
de, que se estende a partir da extre
midade 3' de cada primer. Cada ci
cio de PCR envolve : a desnatura,ao 
da molecula de DNA alvo, ohtida por 
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elova,ao da temperatura para 92' C 
a 95"C; anelamento dos primers por 
redu,ao da temperatura ate 0 ponto 
ideal para a lorma,ao das pontos de 
l1id rogenio entre cada par de primer 
e a lila molde; e extensao da sintese 
da nova lita de DNA. Uma vez que a 
replica,ao do DNA e semiconse r
vativa, ou seja, a DNA polimerase uti-

liza um mol de de lita simples de DNA 
para sintetizar uma lita complemen
tar, sem 0 qual a adi,ao de nucleoti
deos e interrompida, as fitas recem
sintetizadas passam a funcionar 
como molde para 0 proximo cicio. 
Ao final de varios ciclos obtem-se acu
mula exponencial de c6pias da regiao 
delimitada pelos primers (Fig . 2). 

5··-,-, ::O::O::IIII::ITITIIIIJ:IIIII ' 3'-L...L I I I I I I I S' DNA~k1c 
DF5NATURI'.CAo 95° C 

5· " ..,rr""'-'-rT..,..,.,ro.-r, ".....-, ,-,-,;..,., -,rr, """'~I 3' l 
3"·-L'-L~-L~~-L~L4-LL'~'-L' ~I_'~'_'~'-Ll-LJ 5' 

!' AN"I A~.'nno r:O$ Pf//A ~IP~ r.,.SI)" ~ 

--1'-, -r;,r ,,--, L ~;I --: -T (I~'-T-I " i--r ; 

3'-L-L..J I~ I ' ....L..L..L.L. L.J-L 1 , I I I J /" ciclo 

EXTENSAa n · c 
5' 3' 
3~ Is.' I 0 ii i I I ) CLLL} I i I t 

• q,3· 
3' ! ! r ! I I , I I I I I I , ! ! I I :::d:: 5' 

.Jj~ DESNATURAO:;AO 95° C 

5· =r:' I~' ~'~'S*2~~'~' ~(~' ~'~'~' ~(~' ~'::~i 3' 
3' I !! I ! ! I ! , ! I ! I 0 

S" iii iii I iii iii i 3' 

3·-L' ~~-L.wL4-LL' ..I'~. '-' ~'_(~' ..J'W-' ~,--'-, ~,--'-, ~L...LI 5' 

,. 
3'SII! 

5· 
Y , [ , ,. , I I 

3' I 

3'= ' 59 
! S',' , I I 

., I ! I 

• UTI 

.~;;_ ANElAAlENTO DOS PRIMERS E EXTENS~O 

i I I Ii! j j I i,A' i I I 3 
A3' 

j ..r:::r-. 5' 

! I lOiS" 

I I I ! 
{'7' (25 · 30) CICLaS 

I i I I I , I , 

IlIJo 
I ! I i. 

I I , 3' 

c6pias da 
sequencia ;Jlv{) = 2 

Fig. 2, Represent3ltao esquematica da realtao em cadeia da polimerase (PCR) 

2° cicio 

A rear;ao e iniciad£l co rn a desn G. tura ~ao da mclecula de DNA molde pelo oquecimento a 95~C 
A red,ur;ao da lemperatura para 50'60~C permile 0 estabeiecimento de pon:es de hidrogen;o enlr~ 
os primers e as fllas de DNA molde (lase de c:nelamento), A enzima Taq DNA polimerase inicia a 
adir;a o . de nucleotideos complerne ntares a fita molde a panir das extremid ades 3' dos primers. 
Essa s.l ntcse oeorre entre 70~C e 80('C (lilse de extensao). Os ciclos de desr.atura~ao t ar-elamento 
do:; PI/.7:cr:;r? Gxtcn::;i'io .1.1 '~ ,i l -I(,,~r)~,~ -'"1: ;:·1(.1 11 per ~:~ J.:;'O \ ',-,Z8::>, rcs(!: :,;. lGO f,O ,-,<':(!iiIl0 ,:e C.:'pii;, 
da sequencia de DNA dclirn lt'-ida pelos pornors (:o:equcncr3 Ol ivo) proporcion al ao nUil1ero (Je ciclos 

i 30 

A extensao da sintese da nova lita 
de DNA era originalmente catalisada 
pelo Iragmento Klenow da DNA 
palimerase I que, por ser Hlatlvada a 
temp eratu ra de desnatura, ao do 
DNA, exigia adi,ao de enzima a cada 
novo cicio de PCR. 

A uiiliza,ao de lima DNA polime
rase isolada da bacteria Thermus 
aquaticus (Taq DNA polimerase), 
capaz de catalisar 8. sfntoGc do DNA 
na laixa de tempe ratura de lO' C a 
SO°C e de se manter estavel entre 
94'C e 95' C, permitiu a automa,ao 
da tecnica de PCR (Gelland, 19S9). 

Uma das etapcts iunJ<.l1 11811tais da 
teeniea e 0 dcscnvoi'limento de um 
par de primers adequado para a re~ 
giao que S8 pre lenJe arnplificar. 
Essa etapa requer conhecimento pre
vio da sequencia de nucleotideos, 
pelo menos das extremidades do 
gene ou do segmento de DNA a ser 
amplil icado. Esse pre-requisito vem 
se tornanda menos restritivo com 0 

desenvolvimento de metodos auto
matizados de sequenciamento e 
com 0 crescente desenvolvimento de 
programas de sequenciamento do 
genoma de diversas especies. Em 
vi rtude da conserva,ao evolutiva dos 
genomas, quando a inlormac;ao nao 
e disponfvel para a especie foco do 
traball1o, e possivel utilizar inlorma
<;6es de espec ies relacionadas, 
optando-se pelo desenvolvimento de 
primers para as sequencias de nu
cleotideos mais conservados entre 
duas au mais especies. 

Em geral, cada primercontem de 
20 a 30 nucleotideos. Nao deve con -

ter estruturas secundarias com ple
xas, principal mente na extremidade 
3', a partir da qual se da a extensao 
da lita complementar. A complemen
taridade entre oS dois primers tam
bem deve ser evitada, pois resulta na 
lorma,ao de dimeros que reduzem 
o rendimento da PCR (Saiki, 19S9). 

A temperatura de anelamento de
pende do tamanho e da sequencia 
dos o ligonuc leo tide os utll izados. 
Como regra geral, primers mais lon
gos e co m maior conteudo d e 
guanina (G) e citosina (C) apresen
t,Wl ;'1 nci8!Tlenta n'ais est;:\vr:!. 0 ine
al e uti!izar primers com conteuc.Ju GC 
semeihante ao da sequencia 0. ser 
amp lil icada, com distribuic;ao 110mo
genea de purinas e pirimidinas, ev i~ 
tan do a presen,a de stretches (repe
ti,6es sucessivas) de polipurinas ou 
polipirimidinas, cujas estruturas se
cundarias podem comprometer 
grandemente 0 resu ltado. 0 delinea
mento de primers e, portanto, um 
procedimento complexo e, dada sua 
importancia para 0 sucesso da tec
niea, recomenda-se a utiliza9aa de 
softwares adequados. A lguns pro
gramas disponiveis sao oOLIGO™ 
Versao 4. t (National Biosciences, 
Inc.) eo Primer Designer Versao 2.0 
(Scientilic & Education Software). 

Outras variaveis criticas da rea,ao 
sao a concentra,ao de Mg'" de so
xinucleotideos (dNTP) e de DNA mol
de. Como regra geral, 0 excesso de 
Mg" resu lta em acumulo de produ
tos de amplilicac;ao inespecilicos e 
sua fa lta na reduc;ao do rendimento 
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da PCR. Essa concentra~ao e de
pendente da conce nt ra~ao dos 
desoxinucteotideos (dNTP), uma vez 
que esses S8 ligam ao Mg2+, tornan~ 
do-o indisponfvel no meio. Concen
Ira~oes de 1,5 mM de MgCl, sao ge
ralmente adequadas em presen9a de 
200 !.I M de eada dNTP (Saiki, 1989), 
mas podem ser manipuladas de acor
do com a necessidade. A concentra-
980 de eada um dos dNTPs pode 
variar de 50 a 200 ~M, acima disso 
a incorporayao erranGa de nucleo
tideos e favorecida. A quantidade de 
DNA molde depende do tamanho do 
n8!,(:n,; ;: (J;: fit:r::;da0,: IYJ -2r:3,;io. 

Rotineiramente, utilizam-se 100 ng 
de DNA, sutieientes para conter de 
10' a 10' capias do genoma dos 
mamiferos, mas e possivel obter 
amplificayao a partir do DNA conti
do em uma unica celula. Quando a 
quanti dade de DNA mol de disponi
ve l e muito pequena, como, por 
exemplo, na analise de biopsias de 
embrioes ou de espermatozoides 
individuais, e possivel utilizar primers 
aninhados, ou seja, em um primeiro 
cicio de PCR amplifiea-se um seg
mento maior e esse produto e sub
metido a um segundo cicio com um 
par de primers internos a sequencia 
amplificada. Esse proC8SS0 aumen
ta a capacidade de visualiza9ao dos 
produtos de amplificayao, dispen
sando a posterio r detecyao por 
Southern blot. 

Q impacto da tecnica de PCR na 
anal ise de marcadores de DNA 
deve-se principalmente a sua simp Ii
cidade e sensibilidade. 0 principio de 
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amplificayao de DNA in vit ro tem sido 
utilizado para 0 desenvolvimento de 
tecn icas de sequenc iamento e 
clonagem e para a desenvolvimento 
de noves tipos de marcadores, como 
os RAPDs (polimorfismos de DNA 
amplificados ao acaso), AFLPs 
(polimo liismos de comprimento de 
tragmentos ampliflcados) e micros
satelites. Alem disso, muitos dos 
pOlirnorfismos do reslrir;;10 desnilos 
pelo metodo de Southern tem sido 
transformados ern rnarcadores bas8-
ados em PCR especifica. 

Para a analise d8 RFLP utilizan
'::0 eCH, G~ cxtlt:::ITild..1U6S ad :::.unua 
que revelou 0 polimorfismo sao 
seqrJenciadas, e as informac;oes sao 
utilizadas para a sfntcsc de pdmers 
complementares (Ferreira & Gratta
paglia,1995). Quando a posi,ao do 
sitio polimorfico e conhecida, por 
exemplo, dentro de um gene bem 
caracterizado, os primers podem 
ser desenvolvidos a partir de sequen
cias publicadas ou catalogadas em 
bases de dados, como 0 GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A re
giao que contem os sitios polim6r
ficos de restri,ao e amplificada e os 
fragmentos produzidos pela digestao 
dos produtos de amplificayao podem 
ser entao anal isados em geis de 
agarose. 0 PCR-RFLP tem sido apli
cado no diagnostico de doenyas he
reditarias em animais, como discuti
do no cap itulo 1. 

M!c~ossatelites 

Os genomas dos eucari otos abri 
gam grande quantidade de DNA 
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cr~~~tl,~~;~~Cllr~assificado de acordo 
;; de nucleotideos e a 

I da sequencia que 
'compoe as repetiyoes. As diferentes 
classes sao tambeJn caracten zada~ 
por comportamento !fpieo quanto a 
aistribuiyao no genom a e quanto ao 
meca nismo envolvido em suns 01'1-

(Jobse et aI., 1995). 

A variabil idade de sequencias 
repetilivas [01 demonslrada por BeH 
et al. (1982), e posteriormente util i
zada para a produyao de pertis ea
racteristicos de cada individuo pela 
tor.nir;a. rl e nNII fin.nerprinting 
(Je ll rey:;; e l ai. , 1 S6:::» . E;:;sa tecniC8 
6 de grande utili dade na identifica
Qao de individuos au linhagens e em 
testes de paterniuade. Entretanto , a 
aplicayao em estudos de populayao 
pode ser dificultada pela elevada 
variayao intrapopulacional, nao sen
do possivel estabelecer um perfil ca
racteristico de uma popu la,ao, prin
cipalmente naquelas que possuem 
uma base genetica ampla. Alem dis
so sua natureza multilocal nao per
miie admitir, sem detalhada analise 
de segregayao, que frag mentos de 
me sma taxa de migrayao sejam 
alelos identicos de um mesmo loco 
(Bruford et aI., 1992). 

Avanyo importante na obtenyao 
de marcadores hipervariaveis 
unilocais veio da utiliza,ao de uma 
classe de DNA repetitivo, as sequen
cias microssatelites ou SSR (simple 
sequence repeats). Os microssate
lites sao caracte rizados por repeti-
90es em tandem de um mono, di . tri 
ou tetranucleotideo, local izadas den-

tro de regioes de sequencia unica. 
Cada bloco de repetiyoes e geral
mente menor do que 100 pares de 
nucleotideos (Tautz, 1989). Do mes
mo modo que out ras reg ioes 
repetitivas do genoma, a varia<;ao do 
numero de repeti,oes em cad a loco 
e provavelmente resu ltante de erros 
no des locam enlo da DNA polime
rase durante a replicayao do DNA. 

Os l1licl·ossa te lites poli(G) e 
poli(A} sao os mais simples , enquan
to que poli(GT} sao os mals frequen
tes, aparecendo em aproximadamen
te 5 a 10 x 10' locos individuais no 
Gl:il:.Jil1d C:;)S r:l(-j:r.ifo:::t·o:~ (;:;:di~r, 

1990). Muitos outros microssatelites 
forarn identificados ate 0 momenta e 
e possi'fel que qualquer seqOend8 de 
poucos nucleo!fdeos possa represen
tar urn microssatelite no genoma de 
eucariotos. 

Os microssatelites podem ser 
amplificados de maneira especifica 
pela tecnica de PCR, utilizando 
primers que contem parte da se
quencia flanqueadora. A amplifica
yaO resulta em produtos de dlferen
tes tamanhos, em funyao do numero 
de capias da sequencia repetitiva 
delimitada pelos primers. A maior 
di ficllidade tecnica esta relaeionada 
a identificayao dos genotipos, prin
cipalmente nos locos microssatelites 
constituidos por repetiyoes de um a 
dois nucleotfdeos, nos quais dois 
alelos adjacentes diferem entre si por 
apenas um ou dois pares de bases, 
respectivamente. Ha necessidade, 
portanto, de separar os produtos de 
peR por eletroforese em gel de 
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pol iac ril amida de alta definiqao 
(Fig, 3), A identificaqao dos produtos 
pode se valer de tres estrategias : a} 
util iza9ao de um dos primers marca. 
dos com is6topo radioa!ivo. Essa 
marca,30 pode ser feita pela adil'ao 
de [y32P]ATP catalisada pela enzima 
T4 polinucleotideoquinase; b) marea
vao de um dos primers com fluo
rescefna e iei tura em sequenciador 
automatico; e c) colora9iio do gel por 
impregnaqao com prata, 

o desenvolvimento de marcado
res microssatelites po de ser leito 
pela analise de seqDencias co ntidas 
8 m l'::tt1CC-': UC! d,:dn:; , i.....:·ccl! iz:j l:( lo-f'·; 

aquelas que contem SSRs e del ine
ando·se primers para a regiao que 

flanqueia a repetil'ao, Essa estrate
gia e limitada pela quantidade de in
formal'oes catalogadas nos bancos 
de dados, Outra estrategia bastante 
empregada e a sele, ao de fragmen
los contidos om unw brbliof eca 
genomica, A sele,ao dos clones que 
contem microssatelites e realizada 
pela hib ridar,i'io das eolonias que 
constituem a biblioteca com um oli
gonucleotideo sintetico marcado, com
pusta pela repeti9ao que so procura, 
por exemplo (dG-dT)" ou (dA-dA-dT)", 
para locali"ar as r e ~e li 1'6es de 
dinucleotideos CA ou de trinucleoti
dec TTA, respeclivamente, Os clones 

marcados ap6s a hibrjdizac;8.o, sao 
isolados e scque nciados pa ra 0 

S 3' 
GTAGGACTCCTGA - (CA)n - CGTAACGTAC GTA 

GCATGCAT 

3'GTAGGACT 5' 
CATCCTGA GGACT - (CT)n - GCATTGCATGCAT 

Elelrofase em gel 
de potiacrilamida '. 

" , 
GMGG!\.CT - CA. ... - CGThe GT!\. 

• • CilTCCTGA - CT J.O - GCATGCAT 

~ r 
GTAGGA.CI - CA~- CGTACGIA . , 
CAICCTa... - CT~ - GCAIGCAI 

----

"~= 
r,'~'::::~~=:==~'l' ----~~::::~ GTilGGACI - CA" - CGrAC GTA 
r S 

CATCCTC ... -CT" - GCAIGCAT 

~ ~ 
GlAGGACT -CA.,. - CGTACC T., . , 
CAICCTa... - CTle - GCA,TGCAI 
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AUlc.radiografia , Sp.'1uenciador 
au,ominico OU coJoracao com pri:lla 

Fig. 3. Esquema da analise de 
marcadores micro$Saleliles uri
lizando a h~cnica de reayao em 
cadeia da polimerase (p eR). 
A. Detalhe da sequencia a ser 
amplilicada. Os prim~rs sao 
indicados em ve rmeJho, sendo 
o da esquerda marcado. B. Re
sullados apes corrida em gel de 
poliacrilamida de aria resoJuyao. 
A inlerpre tao;:ao do padrao de 
b an rJ.')s i' ::p r ,'l<,,, rli cH}3 it r:!.>
querda da flgura. 

~""";"'''' ' 
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;"'!.'" '1 desenvolvimento de primerscomple- geneticos, Na Tabela 1, apresentam- l~g~'l 
mentares as sequencias flanquea~ S8 alguns exemplos de valores esti- ~~:~~~_~'$f 
doras do SSR, mados para os para metros conteu- -~.'i,l;'~Jlg,f 

~ , Uma vez que os oligonucleotideos do de informaqao pol if6rmica (P IC), .' ~~~;":i;l 
: ulilizados sao complementares a se- probabilidade de exclusao de paler-
e quencias de copia unica , obtem-se niclade (PE), heterozigosidade (H) e 
l marcadores unilocais, altam ente diversidade genica (O) para marca-

~ ~~~,~6~~~:s eat~~ L~t~~a~~~ ~~~~:: dores microssatel ites e RFLP em 
, de valor para a construqao de mapas algumas popu!aqoes de bovinos, 

~- Tabe la 1. Valores de conlcudo de in .10rrna(f~O ~O:ir l ic ,"'fi c ~l (PIC), probabiticlode de exc!us:~ 
K' (PEl, tl elerozigosidade (H) e diverSldade genlca (0) para alguns marcadores ern popul .... 

r
'· C;6es brasileims de rac;:as bov inns 

Marco.dores 
Canchiml ' l 

IN=41 ) 

, 
, 

GH-Alul 

CSN3- ffin fl 

LG8~Haell l 

CSFM50 

w 
f-
:J 
w 

\< TEXAN15 U) 
U) 

0 

'" U 
~ 

BM1224 

PIC 0,371 
PE 0, 151 
H 0,122 
D 0,329 

PIC 0,344 
PE 0,196 
H 0,463 
D 0,442 

PIC 
PE 
H 
D 

PIC 
PE 
H 
D 

PIC 
PE 
H 
D 

PIC 
PE 
H 
D 

0,365 
0,211 
0,463 
0,481 

0,712 
0,475 
0,780 
0,734 

0,878 
0,529 
0,732 
0,734 

" Rcgltano, 1997 ; " T<lmbasco et al . 2000: "'Rosa , 1997. 

Nelore!l! 
(N=180) 

0,000 
0,000 
0,000 
0,000 

0,101 
0,051 
0,111 
0,105 

0,298 
0,165 
0,244 
0,365 

0,640 
0,466 
0,669 
0,661 

0,554 
0,389 
0,577 
0,589 

0,685 
0,52 1 
0,311 
0,729 

. ~. ~ .-. 

Nelorel ' l 

(N=63) 

0 ,000 
0,000 
0,000 
0,000 

0,147 
0,073 
0 ,175 
0,160 

0,366 
0,176 
0,397 
0,481 

0,696 
0,508 
0,810 
0,642 

0,642 
0,441 
0,508 
0,688 

Charoles(1) 

(N=36) 

6,313 
0,1 75 
0,417 
0,389 

0,375 
0,21 9 
0 ,528 
0,500 

0,373 
0,217 
0,583 
0,497 

0 ,596 
0,437 
0,667 
0,647 

0 ,730 
0 ,580 
0 ,639 
0,757 
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Distor,oes da segrega,ao podem 
surgir em decorrencia da "ex pan sao" 
ou "contra,ao" do microssatelite du
rante a llleios8. A frcquencia desses 
eventos e da ordem de 10 -4 a 10- 5 

por loco, por gameta (Holmes, 1994). 
Entretanto, em presen,a de altera
<;oes do sistema de reparo, a tnxa de 
muta,ao pode aumentar de cem a 
mil vezes . A instabilidade resultante 
10m side a8soc:('~c!a 20 dCSCIlVO!\ji
mento de alguns tipos de cancer 
(Simpson, 1996) e de doen,ds he
reditarias, como a sindrome do cro
mossomo X-fragil. 

Considerondo a freqLiencia 
dessas sequencias e 0 tamanho 
medio do genoma de mamifero de 
3 x 10' pares de nucleotideos, seria 
possivet construi r mapas geneticos 
dessas especies com aproximada
mente to mil tocos microssatelites 
(Solier, 1990). Em bovinos, os mapas 
geneticos compostos por uma combi
na,ao de marcadores RFLP e locos 
microssatel ite fornecem cobertura de 
aproximadamente 90% do genorna 
(Bishop et aI. , 1994; Barendse et aI., 
1994,1997). 

Os recentes avan,os dos siste
mas de sequenciamento automati
zado de acidos nucleicos tem permi
tido que as sequencias que constitu
em os cromossomos em diferentes 
individuos sejam comparadas . Des
sa forma, variac;:6es individuais, re
sultantes de muta,oes de ponto, 
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podern ser identificadas. Essas mu
ta90es podem se r substi tui,oes, 
dete,oes e adi,oes de nucleotideos 
que, uma vez caracterizadas, consti
tuem as marcadores SNPs, sigla 
derivada do termo ingles Single 
nucleotide polymorphisms. 

Os SNPs sao marcadores atraen
tes para a anal ise genetlca por se 
r.ncnntrcuGl'n om prclt ic,.nnentc quui
quer regiao do genoma ou sequen
cia de interesse, como por exemplo, 
em exons de genes candidatos, po
dendo ter implica,oes diretas nRS 
;"';j "'(tuG:... U<..I jJl u[elr:J. (';'or; 85pOilucnte. 
Outras r.aracteristicas importantes 
sao a maior estabilidade, quando 
comparados aDs marcadores mi
crossatelites, alem da possibilidade 
de automa,ao. Essa ultima e uma 
vantagem consideravel ern sifu8yoes 
que exigem a analise de um grande 
numero de individuos e de marcado
res, como quando S8 uti liza marca
dores aleatorios para scans comple
tos de genomas para localiza,ao de 
QTLs. 

Porem, a maio ria dos marcadores 
SNPs sao dialelicos, resultando, 
como discutido anteriormente, em 
pOUCu inforl11ayaO por loco. Do pon
to de vista de mapeamento, cinco 
marcadores SNPs fornecem aproxi
madamente a mesma informayao 
que um loco microssatelite, de tal for
ma que os mapas de SNPs devem 
ter uma densidade maior do que os 
de microssate lites (B euzen et ai, 
2000). 

J , 
I , 

I 

Consiclevl:!§aes H!1lC1;S 

Marcadores geneticos sao instru
mentas importantes para os estudos 
de popula,oes e para a compreen
sao dos m8cal1isrnos de heranY8. 
o desenvolvimento de metodologias 
de analise molecula r tem permitido 
a analise do genoma e das v81'iayoes 
existentes tanto em regiaes que co
c!if icJ.m pmd,J\0S ~J!~nirr~~ fll !Anto nFt
quelas cuja fun,ao permanece des
conhecida, pern")itinuQ a rapida ob
ten,2o de mapas geneticos satura
dos para as mais diversas especies, 
Gi)i ;~ iJi;J.~li~";l~l: '.),.)\ /ltJ:.; 1 

t: 1*0 uS conll ibui(,:c-ns Illctodol6-
gicas, a uti liza<;ao da peR para a 
analise desses 'rnarcauores repre

senta importante redu,ao no tempo 
despendido para a identificaC;30 dos 
gcn6tipos, alam uc permitir a identi
fica,ao do gen6tipo a partir de quan
tidades minimas de material, como, 
por exemp lo, biopsias de embrioes 
e evidencias forenses. 

Recentes progressos tem sido al
can,ados em decorriincia do gran
de estimulo ao programa Genoma 
Humano, cujo objetivo e mapear e 
sequenciar todos os genes da espe
cie. 0 rnapean lenlo l;omparativo de
vera resultar em avan,os significati
vos tambem em outras especies de 
mamiferos, uma vez que a conselVa~ 
,ao de pad roes cariotipicos, de se
quencias codificadoras e da ordem 
de genes nos c romossomos tem 
sido desc ritas 8m muitas especies 
(Womack & Moll, 1986). 
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