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Marcadores moleculares sdo marcadores de DNA baseados na utilizagdo de
primers (iniciadores) os quais podem acessar posicdes de um genoma e detectar
polimorfismo em nivel molecular, seja de um loco especifico ou do genoma como um todo.
Existem diversos tipos de marcadores moleculares: RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) e Microssatélites, também conhecidos como SSR (Simple
Sequence Repeat) (Varshney et al.,, 2005). Esses diferentes marcadores moleculares
diferem com respeito a caracteristicas importantes como: abundancia e distribuigao
gendmica, nivel de polimorfismo detectado, informagao genética por loco, reprodutibilidade,
requerimentos técnicos, custo e investimento financeiro.

Prover ferramentas para conhecimento de genomas é uma aplicacdo béasica dos
marcadores moleculares. Nesse sentido, tém sido usados em andlises genéticas com as
mais diferentes finalidades, tais como: identificacdo de clones e cultivares, relagdes
filogenéticas e de parentesco, fluxo génico, construcdo e saturagdo de mapas genéticos,
entre outras. Num aspecto mais aplicado, os marcadores moleculares em plantas sao
utilizados em estratégias como mapeamento comparativo, mapeamento associativo e na
selegdo assistida por marcadores moleculares (MAS - Marker Assisted Selection). Esta
ultima é uma poderosa ferramenta para a selegao indireta de caracteres que apresentam
dificuldade de observagao nos primeiros estadios de sele¢cdo podendo acelerar a selegéo
das novas geragoes e facilitar o processo de melhoramento convencional. Neste sentido,
microssatélites sdo marcadores ideais devido a sua alta reprodutibilidade, natureza multi-
alélica, caracteristica co-dominante e ampla distribuicdo no genoma (Varshney et al.,
2005).

Até alguns anos atras a grande limitagdo para utilizagdo em grande escala destes
marcadores era a obtengéo de primers especificos usados para amplificagdo dos SSRs, o
que elevava o custo da técnica, demandando intensa méo-de-obra e tempo de execugao.
Atualmente, com o acumulo de dados biolégicos providos por iniciativas de
seqUenciamento de genomas e a utilizagdo da bioinformatica é possivel maximizar a
identificagdo de um grande nimero de microssatélites aumentando assim a eficiéncia no
desenvolvimento destes marcadores. Através de algoritmos especificos existe a
possibilidade de localizar esses locos nos bancos de sequéncias disponiveis. McCouch et
al. (2002) através do IRMI (The International Rice Microsatellite Initiative) desenvolveram
2.414 marcadores SSRs com base nos dados de seqlienciamento do genoma do arroz
produzidos pela Monsanto (www.rice-research.org) e pelo consércio IRGSP (International
Rice Genome Sequencing Project). Ap6és a montagem e anotagao final feita pelo IRGSP,
18.828 SSRs foram identificados utilizando o programa SSRIT (The Simple Sequence
Repeat Identification Tool — www.gramene.org) (IRGSP, 2005).

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um banco de dados para
marcadores microssatélites em arroz onde sejam disponibilizadas todas as informagdes
referentes aos locos amplificados (motivo repetido, comprimento, posicdo no genoma,
pares de primers especificos, etc).



Foi utilizado o banco de dados contendo a verséo final do genoma do arroz (Oryza
sativa spp. japonica cv. Niponbare), seqlienciado pelo consoércio IRGSP (/nternational Rice
Genome Sequence Project) (http://rgp.dna.affrc.go.jp/E/IRGSP/Build4/build4.html). Para a
localizagéo dos microssatélites e desenho dos primers foi usado o programa SSRLocator
(Maia et al. 2007). Os requisitos estabelecidos foram: tamanho do amplicom (minimo de
100 e méaximo de 300 pb), tamanhos dos primers (minimo de 15, maximo de 25 e 6timo de
20 pb), temperatura de anelamento (minima de 45, maxima de 60 e 6tima de 55°C) e
contetdo de GC (minimo de 20 e 6timo de 50%) (Palmieri et al., 2005).

Na Tabela 1 é apresentado um resumo dos resultados obtidos com o total de
primers desenhados para cada cromossomo do genoma do arroz. A lista completa
contendo todos os SSRs localizados e os respectivos pares de primers desenhados,
conforme o modelo mostrado na Tabela 2, esta depositada na HomePage do Centro de
Genémica e Fitomelhoramento da FAEM/UFPel
(http://www.ufpel.tche.br/faem/fitotecnia/fitomelhoramentoy/).

Tabela 1. Total de primers desenhados para locos SSR no genoma do arroz.
CGF/FAEM/UFPel, Pelotas, 2007.

Cromossomo Primers
1 2.910
2 2.490
3 2.545
4 1.856
5 1.953
6 1.991
7 1.794
8 1.843
9 1.501
10 1.393
11 1.767
12 1.773
Total 23.816

Tabela 2. Modelo da lista usada no banco de dados para apresentagdo das informagdes
dos microssatélites identificados no genoma do arroz. CGF, 2007.

CR. Numero Loco  FORWARD T.M.

1 2 TTGAAGACTACCGAATAAGA 50

1 3 ATTCGCTATGGTATAATTGA 50
REVERSE TM. T.A.

1 2 GAGATTGAAATCTGATGATG 50 264

1 3 CTGAAGTAAGGAGATTGCTA 50 180

CR. = cromossomo; T.M.= temperatura de denaturacéo; T.A. = tamanho do amplicom.
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