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Marcadores microssatélites (SSR) são utilizados de forma crescente como 
uma ferramenta útil em programas de melhoramento e produção florestal, 
além de representar um recurso experimental fundamental para iniciativas 
genômicas envolvendo mapeamento genético de QTL (quantitative trait loci) e 
ancoragem de mapas genéticos com mapas físicos. Em eucalipto, sua 
aplicabilidade abrange um espectro desde o direcionamento de cruzamentos 
entre indivíduos contrastantes até a geração de informações associadas com 
caracteres de interesse ao melhoramento. No âmbito do Projeto GENOLYPTUS, 
apesar de existirem mais de 400 marcadores desenvolvidos e mapeados, foi 
verificada a necessidade do desenvolvimento de mais marcadores de forma a 
permitir uma ampla flexibilidade na seleção de marcadores a serem utilizados 
no mapeamento das descendências. Como uma das metas do GENOLYPTUS, 
definiu-se então obter um total de 1000 microssatélites operacionais, 
mapeados e transferíveis inter-especificamente no intuito de que, com este 
número, seja plenamente possível cobrir todo o genoma com uma densidade 
de marcadores suficiente para poder fazer mapeamento de QTLs com 
precisão, bem como a ancoragem com o mapa físico. O Projeto GENOLYPTUS 
gerou um banco de dados com cerca de 120.000 leituras de ESTs (expressed 
sequence tags) de diferentes espécies e tecidos de Eucalyptus com múltiplos 
objetivos de desenvolvimento em pesquisa genômica e investigação funcional. 
Este banco de dados de sequências representa uma fonte extremamente útil e 
importante para o descobrimento de novos microssatélites, além daqueles 
desenvolvidos a partir de bibliotecas genômicas enriquecidas (BRONDANI et 
al., 1998; BRONDANI et al., 2002). A vantagem adicional do desenvolvimento 
de microssatélites a partir de ESTs é o fato de que, ao mapear estes 
microssatélites, automaticamente são mapeados genes no mapa genético. 
Alguns destes genes mapeados podem constituir potenciais candidatos para 
funções importantes devido à sua co-localização com QTLs para 
características fenotípicas de importância econômica. 
 
 
OOBBJJEETTIIVVOOSS  
  

 Minerar o banco de dados de ESTs do GENOLYPTUS para sequências 
simples repetitivas (SSR) utilizando sequências consenso – região de 
seqüência comum a várias leituras de um mesmo transcrito – interespecíficas 
visando o desenvolvimento de microssatélites de elevada transferibilidade 
interespecífica. 

 Selecionar microssatélites em genes com funções potenciais relevantes 
para desenvolvimento de marcadores visando o mapeamento de genes 
candidatos. 

 Realizar uma triagem de uma bateria inicial de cerca de 200 novos locos 
microssatélites para a determinação da qualidade de amplificação, 
polimorfismo e transferibilidade em um painel de 8 árvores envolvendo 5 



espécies diferentes utilizadas como parentais nas populações segregantes no GENOLYPTUS. 
 
MMAATTEERRIIAALL  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  
  
Material genético 
 
O material genético foi definido a partir do desenho experimental de cruzamento do GENOLYPTUS, onde são 
utilizados 12 parentais geneticamente não relacionados de 5 espécies diferentes de Eucalyptus (E. urophylla, 
E. grandis, E. globulus, E.calmadulensis e E. dunnii) e 2 híbridos (E. dunnii x E. grandis e E. urophylla x E. 
globulus). Para este experimento, foram selecionados 8 parentais denominados como C1 (E.calmadulensis), 
DxG (Híbrido de  E. dunnii e E. grandis), G1 (E. grandis), G2 (E. grandis), GL1 (E. globulus), GL2 (E. 
globulus), U2 (E. urophylla) e U15 (E. urophylla). 
 
Mineração do banco de EST e desenho de primers 
 
O agrupamento das cerca de 120.000 ESTs originais resultou em um conjunto de 22.298 consensos 
envolvendo seqüências de diferentes espécies. Com o software MREPS (KOLPAKOV et al., 2003), 
seqüências simples repetidas foram identificadas em 1.765 consensos de acordo com os seguintes 
parâmetros: 2-6 motivos de bases SSR, estrutura perfeita, i.e. sem interrupções microvariantes, e com um 
core mínimo de 12 bases. Pares de primers – iniciadores – flanqueando esses microssatélites foram 
desenhados para 1.261 marcadores utilizando o programa Primer3 com a mesma estringência de parâmetros 
e gerando produtos esperados entre 80 e 350 pares de bases. A primeira bateria de 232 microssatélites foi 
testada envolvendo exclusivamente seqüências similares a genes interessantes para serem posicionados no 
mapa genético que apresentaram alto e-value hit – valor de significância atribuído à similaridade entre 
seqüências apresentado no resultado do programa BLAST. Entre esses genes estão várias classes de fatores 
de transcrição, proteínas kinases, enzimas envolvidas no metabolismo de polissacarídeos e lignina, assim 
como análogos a proteínas de resistência e choque térmico – heat shock.  
 
Triagem de microssatélites 
 
Os primers desenhados foram utilizados para a PCR dos 232 locos SSR. Destes, 210 pares foram 
sintetizados sem marcação fluorescente visando a triagem de sucesso de amplificação e detecção de 
polimorfismo. Para 22 marcadores, os primers diretos foram marcados com fluorocromos 6-FAM, HEX e NED 
(Applied Biosystems) visando a avaliação de polimorfismo e verificação de herança, segregação e 
mapeamento. Nesta bateria, a eletroforese, em sistema triplex previamente desenvolvido, foi realizada na 
plataforma ABI 3100 da Applied Biosystems. Os dados foram coletados automaticamente pela detecção das 
diferentes fluorescências e analisados com os softwares GeneScan/Genotyper (Applied Biosystems).  
 
Na bateria de 210 microssatélites sem marcação, os produtos das reações foram submetidos a uma 
eletroforese em gel de agarose 3%, corado com brometo de etídeo 1mg/ml (SAMBROOK et al., 1989), por 2h 
a 100 volts constantes. Em cada gel, foram aplicados 100ng de um DNA padrão de fragmentos de tamanhos 
conhecidos (DNA Ladder 1Kb Plus - Invitrogen). Cada loco foi amplificado pelo menos 2x para confirmação do 
polimorfismo.  
 
Na mineração e desenho de primers, os marcadores microssatélites foram previamente divididos em três 
grupos distintos, segundo os resultados do BLAST, de acordo com a sua posição em comparação com o 
genoma de Arabidopsis. As três categorias foram: SSR na região 5’ UTR (untranslated region), SSR na ORF 
(open reading frame) e SSR de localização não determinada. Testes exatos de Fisher foram realizados 
visando avaliar a existência de diferenças significativas entre estas três classes no que se refere ao sucesso 
de amplificação, detecção de polimorfismo, bem como avaliar diferenças nestes parâmetros entre marcadores 
baseados em di e trinucleotídeos. 



RREESSUULLTTAADDOOSS    
 
Frequência de microssatélites em EST 
 
Uma mineração estringente foi realizada para microssatélites com base nas 22.298 sequências consenso. 
Somente microssatélites perfeitos e com uma extensão mínima de 12 bases foram selecionados. Um total de 
1765 microssatélites foi identificado, o que constitui um número mínimo, uma vez que microssatélites 
imperfeitos, interrompidos ou compostos foram excluídos.  Ainda assim, para 1261 microssatélites (71,4%) foi 
possível desenhar primers com sucesso em uma mesma temperatura de anelamento (Figura 1). Dos 1261 
microssatélites, 281 estavam localizados na região 5´UTR, 224 em ORFs e para 756 não foi possível 
determinar a localização precisa, tendo em vista a impossibilidade de inferir a posição do ATG inicial – início 
da tradução (Tabela 1). Considerando a distribuição relativamente eqüitativa entre SSR em 5´UTR e ORF, 
estes dados sugerem que provavelmente dentro da classe de SSR com localização indeterminada, cerca de 
metade ou pouco mais (55%) sejam oriundos de regiões 5´UTR e a outra metade de ORFs. Um outro aspecto 
interessante é o fato que, dos 1261 consensos nos quais microssatélites foram identificados, apenas 166 não 
apresentaram similaridade com nenhuma outra seqüência no GenBank, 233 apresentaram similaridade com 
seqüências do banco de proteínas de Arabidopsis thaliana e 52, com os bancos de proteínas de função não 
conhecida de A. thaliana ou Oryza. Ou seja, a maioria – cerca de 65% – destes marcadores microssatélites 
potencialmente permitirá a localização de um gene com função putativa, posto que sejam polimórficos e 
segreguem em uma família em mapeamento. 
 
Características de microssatélites em EST 
 
Analisando globalmente, o motivo mais freqüente observado entre os 1261 microssatélites identificados e 
para os quais primers foram desenvolvidos foi de trinucleotídeo com 54,7%, seguido de dinucleotídeos com 
24,2%, hexa com 9,2% e tetra com apenas 6,5% (Tabela 1). Analisando esta mesma distribuição por 
posicionamento do SSR, diferenças importantes são observadas com uma quantidade maior de tri e 
hexanucleotídeos e menor de di e tetranucleotídeos em ORF em relação a 5´UTR. Esta diferença não é uma 
surpresa considerando que repetições de trinucleotídeos em regiões codantes são comumente observadas, 
gerando repetições de um resíduo de aminoácido, sem alterar a fase de leitura na tradução. Já, em regiões 
5´UTR, há maior flexibilidade para a ocorrência de mutações por imperfeições na replicação, independente do 
número de bases, sem que haja erro na tradução. 
 
Teste de herança e segregação 
 
No teste de herança e segregação com os 22 locos SSR marcados com fluorescência, 12 mostraram-se 
robustos, polimórficos e com completa transferibilidade dos marcadores em uma família de E. grandis x E. 
urophylla. Os locos que apresentaram segregação na família referência utilizada foram mapeados com 
sucesso. 
 
Sucesso de amplificação e detecção de polimorfismo 
 
A análise dos 210 locos selecionados, para verificar o aspecto operacional para genotipagem e mapeamento, 
revelou que 175 locos (83,3%) amplificaram com sucesso, na mesma temperatura de anelamento, em todos 
os oito indivíduos do painel envolvendo as 5 espécies de Eucalyptus. Isso demonstra que o processo de 
produção de microssatélites envolvendo o agrupamento de seqüências – cluster – e desenho de primers a 
partir dos consensos é eficiente para gerar microssatélites com alta transferibilidade interespecífica. Em 
apenas 35 locos (16,6%), não houve amplificação ou a amplificação foi inespecífica demandando mais 
esforço de otimização. Dos 175 locos que amplificaram com sucesso produtos de PCR discretos, 69 não 
foram polimórficos e 106 revelaram polimorfismo neste painel de 8 indivíduos (Figura 2). Resulta-se, assim, 
em uma eficiência de 60,6% de polimorfismo, contados a partir de locos amplificados com sucesso, e de 



50,5% de novos locos microssatélites operacionais e polimórficos a partir dos 210 testados (Tabela 2). 
Polimorfismos ainda poderão ser detectados ao se ampliar este painel de indivíduos melhorando a eficiência 
de recuperação de locos polimórficos. É relevante e interessante comparar esta eficiência em relação àquela 
obtida com o processo tradicional de desenvolvimento de microssatélites a partir de bibliotecas enriquecidas. 
Uma eficiência de 63% foi obtida partindo de informação de seqüências genômicas até marcadores 
microssatélites operacionais e polimórficos em uma bateria de 180 pares de primers desenhados (BRONDANI 
et al.,1998), ou seja, um pouco superior mas não de forma substancial. Claramente, o número de sequências 
geradas na abordagem de biblioteca enriquecida é muito menor, mais focado e economicamente mais barato. 
Por outro lado, o desenvolvimento e mapeamento de microssatélites derivados de ESTs permitem a 
localização de genes no mapa genético e, conseqüentemente, de genes candidatos.
 
Comparação de sucesso de amplificação e nível de polimorfismo entre microssatélites 
 
Os dados levantados foram organizados em tabelas de contingência envolvendo as três categorias, segundo 
a posição do marcador SSR, visando a realização dos testes exatos de Fisher. A hipótese nula nos testes 
referentes ao sucesso de amplificação foi de que não haveria diferença significativa em sucesso de 
amplificação entre marcadores de microssatélites posicionados na região 5’UTR, ORF ou posição 
indeterminada no gene, tendo em vista que os primers foram desenhados com base em seqüências consenso 
interespecíficas, o que levaria a uma elevada robustez na amplificação, independente da espécie ou região na 
qual o microssatélite se encontra. No que se refere à existência de polimorfismo, a hipótese nula foi de que 
microssatélites em ORFs seriam menos polimórficos do que aqueles em 5´UTR, tendo em vista a pressão de 
seleção em ORFs e conseqüente conservação de seqüência, restringindo processo de mutação por 
imperfeições na replicação. 
A comparação entre repetições dinucleotídicas e trinucleotídicas, respectivamente, em relação ao sucesso de 
amplificação e detecção de polimorfismo revelou não existir diferença significativa entre as três classes de 
localização (p>0,05). Isso sugere que estas características operacionais no desenvolvimento de 
microssatélites independem do tipo de motivo. Para as repetições tetra, penta e hexanucleotídicas, não foi 
possível aplicar o teste exato de Fisher devido ao baixo número de representantes por grupo de localização.  
  
DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  EE  PPEERRSSPPEECCTTIIVVAASS  
 
Os dados experimentais obtidos com os 210 microssatélites efetivamente testados, juntamente com os dados 
derivados da mineração e desenvolvimento de primers para 1261 novos marcadores a partir do banco de 
ESTs, permitem fazer algumas inferências em relação às perspectivas deste trabalho: 
  O sucesso de amplificação não varia com a localização do microssatélite no gene, o que mostra 
que o processo de desenho de primers é eficiente para qualquer região, possivelmente pelo fato de ser 
desenvolvido a partir de consensos e não de sequências individuais.  
  Entretanto, mais marcadores baseados em microssatélites localizados na região 5’UTR são 
polimórficos em comparação àqueles em região de ORF com uma diferença pequena (51% contra 43%), 
porém, significativa (p=0,0083).  
  Um grande número de microssatélites baseados em trinucleotídeos pode ser extraído do banco de 
ESTs (690 neste estudo). Estes são mais facilmente genotipados do que dinucleotídeos pelo fato da diferença 
no tamanho de alelos ser de 3 bases. Interessante é o fato de que não há diferença na proporção de 
marcadores polimórficos derivados de di ou de trinucleotídeos.  
  Considerando que, do teste com 210 marcadores, resultaram 106 marcadores robustos, 
polimórficos e transferíveis interespecificamente, é possível prever que do total de 1244 (incluindo apenas di a 
hexanucleotídeos) cerca de 600 marcadores microssatélites operacionais poderão ser obtidos. Somados aos 
pouco mais de 400 disponíveis hoje, derivados de bibliotecas enriquecidas (BRONDANI et al., 1998; 
BRONDANI et al., 2002) e de clones genômicos gerados a partir de fragmentação aleatória (LOURENÇO, 
2004), estes marcadores completarão a meta de 1000 microssatélites estabelecida no Projeto GENOLYPTUS. 
Um ponto importante é o fato de que, comparando-se as sequências de marcadores microssatélites derivados 



de seqüências ESTs e genômicos, nenhum marcador foi redundante. Além disso, uma nova fonte de 
microssatélites, em desenvolvimento no momento, é constituída por mais de 20.000 sequências de pontas de 
BAC. Marcadores derivados destas pontas serão úteis para o processo de ancoragem de mapa físico ao 
mapa genético. 
  Uma vertente interessante deste trabalho será a comparação da abundância e nível de 
polimorfismo de microssatélites localizados em genes e aqueles localizados em sequências não transcritas. 
No Projeto GENOLYPTUS, mais de 20.000 sequências genômicas estão disponíveis para serem comparadas 
com os cerca de 23.000 consensos. Espera-se que microssatélites estejam preferencialmente associados 
com regiões codantes conforme foi observado para genomas de plantas, independente do tamanho do 
genoma e espécie (MORGANTE et al., 2002); e que os microssatélites em regiões transcritas, pré-datando a 
expansão do genoma de plantas, sejam evolutivamente mais antigos do que aqueles em regiões não 
codantes tendendo, assim, a serem mais polimórficos.  
  Vários destes microssatélites serão mapeados nos mapas referência do GENOLYPTUS agregando 
importante informação transcricional e aumentando a perspectiva de descobrimento de genes candidatos via 
co-localização com QTLs. 
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Figura 1: Lista dos locos microssatélites indicando  o nome do loco, os primers desenhados, a Tm, 
tamanho esperado do produto de PCR, o motivo e o tipo de microssatélite - di, tri, tetra ou mais - o 
comprimento do microssatélite no consenso, a presença do ATG, a localização do SSR e o melhor hit do 
BLAST. 

 

 
 
 

 

 

 

Figura 2: Perfil de 3  locos SSR  polimórficos nos 8  parentais. Pistas 2 à 9, EMBRA  979; 10 à 17, 
EMBRA  931; 18, à 25 EMBRA 1468; pistas 1 e 26:  1 kb plus ladder. 

 



Tabela 1: Distribuição de frequência de microssatélites em diferentes categorias de motivos nas três 
classes de posicionamento no gene identificados com o MREPS. 

 

 

CLASSIFICAÇÃO 

SSR 
EM 5'-
UTR % 

SSR 
EM 

ORF % 

SSR 
EM 

POS. 
IND. % TOTAL % 

Dinucleotídeos 82 29,2 25 11,2 198 26,2 305 24,2 
Trinucleotídeos 136 48,4 161 71,9 393 52,0 690 54,7 
Tetranucleotídeos 21 7,5 6 2,7 55 7,3 82 6,5 
Pentanucleotídeos 9 3,2 8 3,6 34 4,5 51 4,0 
Hexanucleotídeos 30 10,7 21 9,4 65 8,6 116 9,2 
Heptanucleotídeos+ 3 1,1 3 1,3 11 1,5 17 1,3 
TOTAL 281 100,0 224 100,0 756 100,0 1261 100 
 

Tabela 2: Resultado da triagem de marcadores microssatélites por localização no gene quanto ao 
sucesso de amplificação e detecção de polimorfismos. 

 

 

CLASSIFICAÇÃO 

SSR 
EM 5'-
UTR % 

SSR 
EM 

ORF % 

SSR 
EM 

POS. 
IND. % TOTAL % 

Dinucleotídeos 28 28,6 5 16,7 32 39,0 65 31,0 
Trinucleotídeos 51 52,0 23 76,7 37 45,1 111 52,9 
Tetranucleotídeos 8 8,2 1 3,3 8 9,8 17 8,1 
Pentanucleotídeos 5 5,1 0 0,0 2 2,4 7 3,3 
Hexanucleotídeos 6 6,1 1 3,3 3 3,7 10 4,8 
TOTAL 98 100,0 30 100,0 82 100,0 210 100,0 
Sucesso na amplif. 78 79,6 28 93,3 69 84,1 175 83,3 
Polimórficos 50 51,0 13 43,3 43 52,4 106 50,5 
 

 
 
Tabela 3: Valores p dos testes exatos de Fisher para as comparações de sucesso de amplificação (acima 
da diagonal) e detecção de polimorfismo (abaixo da diagonal) entre as três categorias de 
posicionamento do microssatélite no gene. 

 

        5' UTR            ORF SSR localização
indeterminada

5' UTR \\\ 0,1003 0,4476
ORF \\\ 0,3470

SSR localização 0,0986 0,1776
0,0083

\\\
 não determinada
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