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Esta publicação é uma continuidade do Documento Embrapa 90/2009 'Otimização 

dos microssatélites BM4311, BMC1207, BMS1004, BMS1617, BMS6026 e 

CSKB074 em multiplexes', no qual foram conceituados termos como polimorfismo, 

marcadores genéticos e microssatélites e enfatizada a relevância do estudo de 

marcadores moleculares na busca de regiões genômicas associadas a uma 

determinada característica de importância econômica em animais domésticos de 

exploração comercial.

O processo de genotipagem de microssatélites consta das etapas de coleta de 

sangue, extração e quantificação de DNA, otimização das condições de PCR, PCR 

propriamente dita, desnaturação de fragmentos e genotipagem propriamente dita. A 

otimização é a fase que demanda mais atenção e tempo. É também a etapa que 

permite reduzir custos de genotipagem e tempo gasto no procedimento de bancada 

uma vez que vários marcadores podem ser inseridos em uma mesma reação.

O objetivo desta publicação é mostrar o trabalho envolvido nas análises genotípicas 

dos microssatélites DIK4755, INRA192 e DIK4913. Normalmente é realizada a 

análise de um marcador de microssatélite de cada vez (INNIS; GELFAND, 1990), mas 

a otimização de mais de um marcador em uma única reação (multiplex); (ELNIFRO et 

al., 2000) reduz tempo e custos. Estes marcadores foram escolhidos para identificar 

a variabilidade genética existente entre bovinos de uma mesma raça.

Descrição sucinta da técnica. Foram usados microssatélites de mesmo fluoróforo 

cujos fragmentos, que se distanciam pelo menos 20pb, foram otimizados em várias 

reações. A otimização iniciou com o teste de temperatura de anelamento, 

concentração de Mg, oligos, DNA e de enzima (ISHII et al., 2001). Foram usados 

DNA genômicos de bovinos, com concentração inicial de 10ng/ìL.

Caracterização. A descrição dos microssatélites usados na amplificação está 

detalhada na Tabela 1. A reação de PCR constou de 10ng/µL de DNA genômico, 

20ìM de cada primer forward, 20µM de cada primer reverse, 300µM dNTPs, 2,5 U 

Taq DNA polimerase, 1,5 mM MgCl , 1X tampão PCR e para um volume final de 5µL 2

de reação. As condições de PCR foram: desnaturação inicial a 96°C por 2min, 

touchdown de quatro ciclos a 96°C-60°C-72°C por 60-30-60seg, 30 ciclos a 96°C-

56°C-72°C por 60-30-60seg e extensão final de 72°C por 5min. As reações de PCR 

foram amplificadas em placas e para a genotipagem 1µL de produto de PCR foi 

transferido a placas de sequenciamento, desnaturadas a 96°C por 5min em 10µL 

deformamida com marcador de peso interno e genotipadas em sequenciador ABI.

Na primeira otimização foi utilizada uma temperatura de anelamento igual a 54°C. 

No entanto, o marcador INRA192 não mostrou boa definição de alelos (observados 

como picos no Diagrama 1). Uma segunda amplificação usando a temperatura de 

anelamento de 56°C amplificou os fragmentos com melhor qualidade de picos e foi 

possível definir genótipos de forma segura. Como a qualidade de amplificação dos 

outros dois marcadores - que já havia sido amplificada com boa qualidade de 

fragmentos - permaneceu inalterada, foi utilizada a segunda temperatura de 

anelamento para as genotipagens.

Impactos esperados. A otimização dos microssatélites DIK4755, INRA192 e 

DIK4913 em multiplex permite uma agilização da genotipagem, reduz custo de 

genotipagem e tempo de bancada para PCRs e leituras.
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Tabela 1. Nome do marcador, localização no cromossomo bovino (Bos taurus BTA), número de alelos, variação 

no tamanho de alelos e seqüências forward e reverse dos microssatélites estudados.

Marcador BTA alelos min max Seqüência forward Seqüência reverse

DIK4755  

INRA192  

DIK4913 

3 8 181 205 CCCATTGCTTCCTATCTCTCC GGTGAACAGCAAAGGGACTT

7 9 124 144 GACCTTTACAGCCACCTCTTC TGTTTTAATTTGCATTTCCTGA

28 8 180 202 AATCAGCTTTCCGAGGTCTG CTCTAAAGCTGGCGAGGAAG

Diagrama 1. Eletroferogramas referentes à otimização dos marcadores DIK4755, INRA192 e DIK4913.
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