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OTIMIZAÇÃO DA UTILIZAÇÃO DE MARCADORES MOLECULARES

MICROSSATÉLITES E SUA APLICAÇÃO EM ESTUDOS COM PLANTAS

DANINHAS1

Optimization of the Use of Micro-satellite Molecular Markers  in Weed Science Studies

GOULART, I.C.G.R.2, MEROTTO JUNIOR, A.3, NUNES, A.L.4 e BERED, F.5

RESUMO - Apesar de existirem marcadores moleculares mais específicos, os marcadores

microssatélites apresentam grande potencialidade de utilização na área de plantas daninhas

devido à sua crescente disponibilização em outras espécies e à qualidade das informações

proporcionadas. O uso convencional dos marcadores moleculares microssatélites demanda

grande quantidade de trabalho e recursos financeiros. O objetivo deste trabalho foi descrever

a técnica da cauda fluorescente como forma de otimização da utilização de marcadores

moleculares microssatélites, utilizando como exemplo um estudo de identificação de híbridos

entre arroz-vermelho e cultivado. Foram utilizadas como modelo plantas de arroz cultivado,

arroz-vermelho e o híbrido originado do cruzamento artificial dessas plantas. A técnica da

cauda fluorescente consiste na síntese do iniciador forward com a sequência desejada e a

adição da sequência de um iniciador universal, que corresponde à chamada cauda. A detecção

da amplificação é realizada em equipamento de eletroforese capilar automatizada, através da

utilização de um iniciador universal sintetizado com fluoróforo. O sistema desenvolvido foi

eficiente na identificação da hibridização entre arroz cultivado e vermelho e apresenta

viabilidade de utilização, por exemplo, em estudos de fluxo gênico da resistência a herbicidas

e de caracteres relacionados à adaptação diferencial entre essas plantas. A técnica da cauda

fluorescente possibilitou o uso de diversos marcadores moleculares a partir de um único

marcador fluorescente e viabilizou a realização das análises em multiplex. O aumento da

disponibilidade e do conhecimento de técnicas moleculares pode proporcionar melhor

elucidação em vários estudos relacionados a espécies de plantas daninhas que possuem

pouca disponibilidade de marcadores moleculares específicos.

Palavras-chave:  arroz-vermelho, cauda M13, hibridização, primer marcado, simple sequence repeats, SSR.

ABSTRACT - Although more specific molecular markers have been developed, micro-satellite markers

have a great potential to be used in weed science, because of their increasing availability to other

species and quality of the information provided. The conventional use of micro-satellite molecular

markers is laborious and expensive. The objective of this study was to describe the M13 tailed

primer method for the optimization of the use of micro-satellite molecular markers, using as example,

a study of hybrid identification between cultivated rice and red rice. Cultivated rice and red rice

plants, as well as a hybrid originated from the artificial crossing of these plants were used as

model. The M13 tailed primer method consists in the synthesis of the forward primer with the

desired sequence and the addition of the sequence of a universal primer which corresponds to the

tail. Amplification detection is performed on automated capillary electrophoresis equipment by using

a labeled universal primer in the PCR. The system developed was effective in identifying the

hybridization between the cultivated rice and red rice and it was useful, for example, in studies of
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gene flow of resistance to herbicides and introgression of traits related to the adaptation between

these plants. The M13 tailed primer method allowed the use of several micro-satellite molecular

markers from a single fluorescent marker and made multiplex analyses possible. The increased

availability and knowledge of molecular techniques can provide better results in several studies

related to weed species with little availability of specific molecular markers.

Keywords:  rd rice, M13-tail, hybridization, tiled primer, simple sequence repeats, SSR.

INTRODUÇÃO

Atualmente, diversos marcadores molecu-
lares com características específicas estão dis-
poníveis, e os mais modernos são inicialmente
desenvolvidos para espécies-modelo ou de
elevada importância econômica. Os marca-
dores simple sequence repeat (SSR) ou micros-
satélites são amplamente utilizados devido a
alta disponibilidade, repetibilidade, polimor-
fismo e ao caráter codominante (Varshney
et al., 2005). O desenvolvimento inicial de
marcadores moleculares demanda grande
quantidade de trabalho e recursos financeiros
(Jones et al., 2009). Alternativamente, é
possível a utilização de marcadores original-
mente desenvolvidos em determinada espécie
para estudos em espécies similares (Palma-
Silva et al., 2007; Barbará et al., 2007). Esta
possibilidade aumenta a viabilidade de execu-
ção de estudos na área de plantas daninhas,
onde em geral são realizados estudos em espé-
cies para as quais não há informações genéti-
cas e moleculares. Outra limitação para
estudos relacionados a marcadores molecula-
res é a necessidade de utilização de vários
oligonucleotídeos iniciadores (primers), o  que
contribui para a elevação do custo do  estudo a
ser realizado (Missiagglia & Grattapaglia, 2006).
Assim, a utilização de marcadores moleculares
de outras espécies em conjunto com a otimi-
zação de procedimentos experimentais pode
viabilizar o aumento da realização de estudos
de biologia molecular, principalmente na área
de plantas daninhas.

Os marcadores moleculares SSR são repe-
tições variáveis em tandem de uma pequena
região de um a seis pares de nucleotídeos
repetidos muitas vezes (Jones et al., 2009).
Devido à sua alta taxa de mutações, essas re-
giões são de grande interesse na genética de
populações. As mutações resultam em marca-
dores altamente polimórficos, permitindo

discriminação genética de indivíduos proxima-
mente relacionados, mesmo empregando um
número relativamente baixo de marcadores.
Ainda, o caráter codominante dos marcadores
SSR permite a distinção entre homozigotos e
heterozigotos (Varshney et al., 2005). Já a
presença de múltiplos alelos por locus favorece
a avaliação da diversidade genética de popu-
lações e subpopulações mesmo em espécies
com alto grau de autogamia (Zhang et al.,
2009), como a maioria das plantas daninhas.
A análise de marcadores microssatélites
consiste em reações de PCR convencional,
seguida pela verificação dos resultados em gel
de agarose, poliacrilamida ou através de
eletroforese capilar automatizada (Menksen
& Kahl, 2005). A análise em gel de agarose
apresenta facilidade de execução, porém
possui baixa capacidade discriminatória dos
fragmentos. A análise em gel de poliacrilamida
possui melhor precisão, porém apresenta
maior dificuldade de execução e custos do que
a análise em gel de agarose. Alternativamen-
te, a identificação de fragmentos resultantes
da amplificação em PCR pode ser realizada em
equipamentos de eletroforese capilar também
utilizados para sequenciamento de DNA (Gupta
et al., 2010). Esse procedimento apresenta
alta precisão, porém possui alto custo, que é
relacionado ao equipamento e, principalmen-
te, à necessidade de marcação dos oligonucleo-
tídeos iniciadores com fluoróforos específicos
(Missiagglia & Grattapaglia, 2006).

A técnica da cauda fluorescente proposta
por Oetting et al. (1995) consiste na marcação
dos fragmentos de PCR com fluoróforos pre-
sentes em um iniciador universal. Nesta
técnica, o iniciador forward a ser utilizado é
sintetizado com a adição de sequência de um
iniciador universal (por exemplo, M13), que
corresponde à chamada cauda (Figura 1).
Concomitantemente, um iniciador M13 é sin-
tetizado com fluoróforo (por exemplo, 6-FAM).
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O iniciador reverse não é alterado em relação
à sua utilização regular (Figura 1). Assim, a
amplificação é realizada com três iniciadores:
o forward contendo a sequência complementar
ao M13 (cauda), o iniciador reverse e o inicia-
dor M13 marcado com fluorescência (Figura 1).
A PCR então ocorre em duas etapas (Schuelke,
2000). Na primeira, os fragmentos são amplifi-
cados de forma usual, a partir dos iniciadores
forward e reverse. Estes fragmentos contêm a
cauda M13 na extremidade forward (Figura 1).
Na sequência, são incluídos ciclos adicionais
de amplificação, com o objetivo de inserir o
iniciador M13 marcado com 6-FAM nos frag-
mentos amplificados pelos ciclos anteriores
(Schuelke, 2000). Dessa forma, os fragmentos
podem ser visualizados tanto em gel de agarose
quanto em eletroforese capilar automatizada.
A principal vantagem da técnica da cauda fluo-
rescente é que apenas o iniciador M13 requer
marcação com fluoróforo, e este pode ser utili-
zado com vários oligonucleotídeos iniciadores
distintos (Schuelke, 2000). Na ciência das
plantas daninhas, sobretudo no Brasil, essa
técnica é pouco difundida, embora tenha sido
utilizada em estudos sobre animais e vegetais
(Palma-Silva et al., 2007; Diniz et al., 2007;
Banhos et al., 2008). Salienta-se que a análise
de genotipagem a partir de oligonucleotídeos
marcados em equipamentos de eletroforese
capilar automatizada é realizada de forma ter-
ceirizada em vários laboratórios, o que facilita
sua utilização e resulta em custos acessíveis.

O aumento da disponibilidade de marcado-
res moleculares em diversas espécies cultiva-
das e em espécies-modelo facilitará a utiliza-
ção dessas ferramentas na área da ciência das
plantas daninhas. Dessa forma, a associação
da crescente disponibilidade de marcadores
moleculares microssatélites, da técnica da
cauda fluorescente e da facilidade de realização
das análises resulta em ganhos relacionados
à facilidade de execução e diminuição do custo
operacional. O aumento da disponibilidade e
do conhecimento de técnicas moleculares pode
proporcionar a melhor elucidação em vários
estudos relacionados à área da ciência das
plantas daninhas. Como exemplo desses estu-
dos, destacam-se a identificação de espécies,
biótipos e cultivares, origem das invasões, dinâ-
mica e estrutura populacional, identificação,
fluxo gênico e evolução da resistência a herbi-
cidas, bem como a associação e identificação
de determinadas características das plantas
daninhas através de QTLs (Quantitative Trait
Loci). O objetivo deste trabalho foi descrever a
técnica da cauda fluorescente como forma de
otimização do uso de  marcadores moleculares
microssatélites, utilizando como exemplo um
estudo de identificação de híbridos entre arroz-
vermelho e cultivado.

O material vegetal consistiu de plantas de
arroz-vermelho (Oryza sativa), dos cultivares
de arroz IRGA 417, IRGA 422 CL, PUITÁ
INTA CL e Sator CL, e dos híbridos originados

Figura 1 - Esquema ilustrativo dos oligonucleotídeos iniciadores e da amplificação de um marcador microssatélite pelo método da
cauda M13 fluorescente. A) Iniciador forward contendo a cauda M13 na extremidade 5’. B) Iniciador reverse não alterado. C)
Iniciador M13 marcado com o fluoróforo 6-FAM. D) Primeira etapa da PCR: o iniciador forward com a cauda M13 é incorporado
ao DNA a ser amplificado. E) Segunda etapa da PCR: o iniciador M13 marcado com 6-FAM anela-se à cauda M13 dos
fragmentos. F) Os fragmentos finais contêm o fluoróforo 6-FAM e podem ser analisados em eletroforese capilar automatizada.
A região microssatélite marcada refere-se às sequências repetidas XY de um marcador hipotético. Adaptado de Oetting et al.
(1995) e Schuelke (2000).
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de cruzamento artificial entre esses cultivares
de arroz e o arroz-vermelho. A extração de DNA
de aproximadamente 150 mg de material
vegetal foi realizada através do protocolo
adaptado de Haberer et al. (1996). Os marca-
dores microssatélites foram obtidos a partir de
estudos de caracterização molecular e pureza
varietal de arroz (Rangel et al., 2008; Sundaram
et al., 2008), e as sequências dos oligonucleo-
tídeos iniciadores foram obtidas na base de
dados Gramene (http://www.gramene.org).
Inicialmente, foram avaliados os marcadores
4797, RM106, RM180, RM234, RM251, RM253,
RM341 e RM475 em relação à ocorrência de
polimorfismo, através dos procedimentos con-
vencionais utilizados para marcadores mole-
culares microssatélites. Os marcadores 4797,
RM252, RM341 e RM475 apresentaram poli-
morfismo entre os genótipos avaliados. Os
resultados obtidos com os marcadores 4797 e
RM251 em relação à discriminação de híbridos
de arroz-vermelho e o cultivar IRGA 422 CL
foram selecionados para discussão neste
estudo. Posteriormente, cada um desses mar-
cadores foi sintetizado de acordo com a técnica
da cauda fluorescente, conforme descrito ante-
riormente. Esses marcadores foram sinteti-
zados adicionando-se a cauda M13 de 18 pb de
sequência 5’ TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ na
extremidade 5’ do iniciador forward de cada
marcador. Assim, as sequências foward e
reverse do marcador 4797 são 5’ TGTAAAAC
GACGGCCAGTGGAGAAGGCAATGCAACACG-3’
e 5’ GCCATTGCCGCCAAGTACTA-3’, respecti-
vamente. As sequências foward e reverse do
marcador RM341 são 5’ TGTAAAACGACG
GCCAGTCAAGAAACCTCAATCCGAGC-3’ e 5’
CTCCTCCCGATCCCAATC-3’ respectivamen-
te. As sequências sublinhadas correspondem
ao iniciador M13. As temperaturas de anela-
mento dos iniciadores M13, 4797 e RM341 são
de 53, 60 e 56 ºC, respectivamente. O iniciador
M13 foi sintetizado com a adição do fluoróforo
6-FAM (6 carboxi fluorescina).

As amplificações foram realizadas em um
volume total de 12 µL, contendo 25 ηg de DNA,
0,2 µM do iniciador forward com cauda M13,
0,8 µM do iniciador reverse, 0,8 µM do iniciador
M13 marcado com 6-FAM, 0,150 µM de cada
deoxinucleotídeo trifosfato (dNTP), 0,5 U de Taq
DNA polimerase, 1x buffer, e 0,6 mM de MgCl

2
.

As reações foram sujeitas a 5 min de
desnaturação a 94 oC, 30 ciclos de 45s a 94 oC,

45s a 56 ou 60 oC para os iniciadores RM341 e
4797, respectivamente, 1 min a 72 oC e oito
ciclos de 45s a 94 oC, 45s a 53 oC, 1 min a 72 oC
e 10 min a 72 oC. As reações foram realizadas
em termociclador PTC-100™ (MJ Research).

Inicialmente, as amostras foram visuali-
zadas em gel de agarose 3%, contendo brometo
de etídio com marcador de 100 pb (Invitrogen),
para confirmação das amplificações. Os géis
foram fotografados com o programa KODAK
Digital Science 1D. Posteriormente, a identi-
ficação dos fragmentos foi realizada em se-
quenciador automático ABI 3730 XL (Applied
Biosystems) pela empresa Macrogen (Seul,
Coreia do Sul). As reações dos quatro marca-
dores microssatélites foram organizadas em
dois duplex, com base nos tamanhos de frag-
mento esperados. Os pares agrupados corres-
pondem aos iniciadores 4707 e RM341, e
RM251 e RM475. Assim, reduziu-se pela
metade o custo da análise, pois, em vez de
quatro injeções por amostra no sequenciador,
foram necessárias apenas duas. Os resultados
obtidos referem-se a uma planilha eletrônica
contendo os alelos que correspondem aos
tamanhos dos fragmentos e ao eletroferograma
contendo os picos correspondentes aos alelos
amplificados. Os resultados foram conferidos
visualmente com base nos eletroferogramas,
em comparação com as informações obtidas
em gel de agarose.

Os resultados das amplificações obtidos
em gel de agarose estão exemplificados na
Figura 2. Os fragmentos apresentaram tama-
nho maior em relação ao tamanho referente
aos marcadores originais devido à adição da
cauda M13 incluída no iniciador forward.
Ambos os marcadores mostraram polimorfismo
entre o cultivar de arroz IRGA 422 CL e arroz-
vermelho, e a presença de duas bandas no
híbrido é correspondente aos dois genótipos
parentais (Figura 2). A Figura 3 ilustra os
resultados da amplificação de fragmentos
microssatélites com oligonucleotídeo iniciador
marcado com 6 FAM, conforme o método da
cauda M13 fluorescente. O tamanho dos picos
observados está relacionado à intensidade da
fluorescência, em que picos de 1.000 unidades
(grandeza adimensional) são considerados
adequados para detecção dos alelos de forma
confiável e precisa (Figura 3). Por outro lado,
a análise de picos menores depende da reação
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do padrão de amplificação. A amplificação com
o marcador 4797 apresentou picos entre 400
e 600 unidades (Figura 3). No entanto, esses
picos foram consistentes entre as análises
realizadas; assim, assume-se que não são
resultados de amplificações aleatórias. Ainda,
o tamanho dos fragmentos obtidos nesses picos
corresponde ao tamanho esperado para este
marcador com base na informação referente
ao seu desenvolvimento (Rangel et al., 2008),
e também com relação aos resultados verifi-
cados no gel de agarose tanto no procedimento
convencional de análise de microssatélites
quanto no resultante da técnica de cauda fluo-
rescente (Figura 2).

A análise dos fragmentos em sequenciador
automático de DNA é mais precisa e expedita
em comparação aos géis de agarose ou polia-
crilamida (Gupta et al., 2010). Géis de agarose
permitem que sejam detectadas variações em
torno de 10 pares de base (Menksen & Kahl,
2005). A precisão obtida com géis de poliacrila-
mida é maior que a obtida com agarose e muito
próxima da obtida em eletroforese capilar
(Menksen & Kahl, 2005). No entanto, a análise
em gel de poliacrilamida é mais trabalhosa do
que a detecção em equipamento de eletro-
forese capilar. A presença do padrão ROX em
cada reação da eletroforese capilar aumenta
a precisão da análise em comparação ao padrão
ladder utilizado em eletroforese em gel. Por
isso, a análise de eletroforese capilar automa-
tizada permite a detecção de alelos com apenas
uma base de diferença com grande segurança
e confiabilidade (David et al., 1993). Assim, o

poder discriminatório de indivíduos é maior
na eletroforese capilar automatizada, em
comparação aos géis de agarose e poliacrila-
mida (Menksen & Kahl, 2005; Gupta et al.,
2010). Por exemplo, observa-se na Figura 3 que
os alelos referentes aos indivíduos analisados
diferiram em apenas 6 pb e 5 pb para os
marcadores 4797 e RM341, respectivamente.
Como a leitura do tamanho dos alelos no
gel de agarose é realizada visualmente, alelos
de tamanhos próximos podem ser equivo-
cadamente considerados apenas um alelo
(Figura 2). Entretanto, esses fragmentos foram
detectados pela eletroforese capilar automa-
tizada, resultando em clara diferenciação dos
alelos (Figura 3).

Além da maior precisão, a análise de
grande volume de dados através da eletroforese
capilar automatizada é mais expedita e menos
laboriosa em comparação com a análise em
gel (David et al., 1993). Além das vantagens
apresentadas, a técnica da cauda fluorescente
permite que os marcadores sejam organizados

Figura 2 - Gel de agarose indicando os fragmentos resultantes
da amplificação com os oligonucleotídeos iniciadores
microssatélites RM251 e 4797 em arroz do cultivar
IRGA 422 CL (422), arroz-vermelho (AV) e no híbrido
oriundo do cruzamento artificial de IRGA 422CL e arroz-
vermelho (HIB). Coluna da esquerda corresponde a Ladder
de 100 pb.
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Figura 3 - Eletroferogramas dos oligonucleotídeos iniciadores
4797 (à esquerda) e RM341 (à direita) amplificados de arroz
cultivado IRGA 422 CL (A), arroz-vermelho (B) e híbrido
originado do cruzamento artificial de IRGA 422CL e arroz-
vermelho, obtidos mediante amplificação com a técnica da
cauda M13 fluorescente. As setas indicam os picos
correspondentes ao padrão ROX, e os números, o tamanho
dos alelos observados em pares de base.
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em multiplexes de até seis marcadores em
uma única PCR (Oetting et al., 1995; Hayden
et al., 2008a). Ainda, alguns trabalhos
apontaram a possibilidade de utilização dessa
técnica com os marcadores SNP (Single
Nucleotide Polymorphism), o que pode favo-
recer estudos com essa classe de marcadores
moleculares (Hayden et al., 2008b).

A genotipagem de indivíduos através do
método da cauda M13 marcada com fluoróforo
foi realizada em diversas espécies, como
eucalipto (Missiaggia & Grattapaglia, 2006),
trigo e cevada (Hayden et al., 2008a) e milho
(Hufford et al., 2011). Entretanto, qualquer que
seja a finalidade do estudo envolvendo marca-
dores microssatélites, a técnica da cauda
fluorescente pode potencialmente ser aplicada
(David et al., 1993). Nesses trabalhos, os auto-
res frisam o baixo custo como a principal
vantagem desse método, conforme previsto por
Schuelke (2000). Isso se refere à necessidade
de marcação com fluoróforo apenas da sequên-
cia iniciadora M13. Por exemplo, no presente
estudo, um único oligonucleotídeo iniciador
marcado com fluoróforo permitiu a análise
através de eletroforese capilar com quatro
marcadores moleculares. De outra forma,
todas as sequências iniciadoras forward deve-
riam ser marcadas. A incorporação do fluoróforo
aumenta o custo da síntese em aproximada-
mente 500%, em relação ao custo da síntese
de um iniciador não marcado. Por sua vez, a
inclusão da cauda M13 no oligonucleotídeo
iniciador aumenta seu custo em 100%. A
técnica da cauda M13 resulta em economia
porque uma única marcação com fluoróforo
permite a utilização de vários oligonucleotí-
deos iniciadores (Missiaggia & Grattapaglia,
2006). Além disso, o tempo necessário para
realização das análises no equipamento de
eletroforese capilar automatizada é menor em
comparação com o de outros métodos. A aná-
lise em gel de poliacrilamida demanda dois
dias de preparação para avaliação de 96 amos-
tras, ao passo que sequenciadores automáticos
realizam esse trabalho em aproximadamente
50 minutos. Além disso, a possibilidade de
organização de marcadores em multiplex na
amplificação em PCR ou somente na identifi-
cação dos resultados também proporciona
vantagens operacionais e de custo. Na Figura 3
é apresentada a análise dos marcadores 4797
e RM 341 realizada de forma conjunta em

biplex, resultando na otimização da análise de
eletroforese capilar.

Os resultados apresentados demonstram
a capacidade de marcadores microssatélites
empregados com a técnica da cauda fluores-
cente de identificação de híbridos de arroz-
vermelho e cultivado, cuja utilização pode
ocorrer em estudos relacionados, por exemplo,
à determinação de fluxo gênico da resistência
a herbicidas, ou à introgressão de caracte-
rísticas agronômicas ou silvestres entre essas
plantas. O método da cauda fluorescente asso-
ciado à detecção automática de alelos é sim-
ples e relativamente rápido em comparação
com métodos convencionais de gel de agarose
ou poliacrilamida. Ele é também mais barato
em relação à forma convencional de análise
automática com marcadores individuais mar-
cados com fluoróforos. Essas características
aumentaram a viabilidade da realização de
estudos com marcadores moleculares, sobre-
tudo na área de plantas daninhas, em que se
objetiva avaliar um grande número de espécies
para as quais existe pouca disponibilidade de
marcadores moleculares específicos.
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