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Sumario

Um progresso rapido tem sido feito em muitas areas da biologia molecular devido a utilizagdo dos
microsatélites, acompanhado por uma revolugdo ao nivel da sua analise estatistica. Esta apresentacdo
revé algumas das propriedades dos microsatellites que os tornam tdo apeteciveis, descreve alguns
modelos teéricos de mutagdo importantes para a deducdo de estatisticas mais precisas, nomeia alguns
problemas devidos a utilizagdo dos microsatélites, exemplifica quais as principais aplicacdes destes
marcadores e sumariza alguns dos pacotes estatisticos mais recentes que podem ser utilizados para
analisar dados gerados por microsatélites.
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Summary

A fast progress is occurring in molecular biology as a result of the widespread use of microsatellites,
followed by a parallel statistical analysis revolution. The foregoing paper reviews some microsatellites
proprieties that have made them preferred markers, describes some theoretical mutation models
fundamental for improving statistics’ accuracy, refers some problems related with microsatellite use,
exemplifies the main application of those markers and summarises some recent statistical packages for
analysing microsatellite-based data.
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Introducio

Os investigadores da area da genética molecular tentam utilizar marcadores moleculares muito
variaveis e que produzam resultados com facilidade. Esta atitude ¢ explicada pela necessidade de
extrair o maximo de informacdo possivel de cada experiéncia, que envolve normalmente uma
quantidade enorme de amostras e imenso trabalho no laboratorio. Apds a obtencdo dos resultados
laboratoriais, comega a questdo do significado desse amontoado de dados. Para que os dados obtidos
possam ser analisados em profundidade, temos que ter presente as questdes que levaram ao estudo e
que tipo de inferéncias pretendemos extrair: heterozigocidade, sistema de cruzamento, estrutura da
espécie, filogenia, etc.

Existe uma revolugdo em curso ao nivel da ecologia molecular, da genética de populacdes ¢ da
conservagdo dos recursos genéticos, devido a utilizagdo em larga escala dos microsatélites (SSRs —
“simple sequence repeats”). Os microsatélites tém sido preferidos relativamente a outros marcadores
moleculares devido ao seu elevado polimorfismo, ocorréncia frequente e distribui¢do uniforme ao
longo do genoma, leitura facil e precisa, heranga codominante e possibilidade de automatizagdo. No
entanto, muitos investigadores ainda ndo se aperceberam da revolucdo paralela que tem vindo a
acontecer ao nivel da analise estatistica, como resposta a quantitade e qualidade dos dados gerados
pelos SSRs (Luikart & England 1999).

Nesta apresentagdo vou considerar os seguintes aspectos: a) rever a natureza dos marcadores que
podemos utlizar para avaliar a variacdo genética, b) considerar algumas caracteristicas dos
microsatélites relevantes para o estudo da variagdo genética e também algumas das suas limitagdes, c)
esquematizar a organizacgdo do trabalho de modo a que as questdes postas sejam respondidas e fazer
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referéncia a alguns dos programas recentes usados para analisar dados obtidos com SSR, d) realgar,
com a ajuda de um exemplo, o encaixe das perguntas com os pacotes estatisticos utilizados e as
respostas obtidas.

Marcadores

O conhecimento da estrutura genética de uma espécie pode ser obtido com base em marcadores
polimorficos que permitem a determinagdo das frequéncias génicas e genotipicas. A variagdo genética
das espécies também pode ser estudada usando a analise quantitativa das caracteristicas morfologicas,
mas devido a influéncia ambiental, ao caracter poligénico de algumas caracteristicas e ao tempo ¢
custo necessario para obter a informagdo, outros métodos tém vindo a ser desenvolvidos (Wang &
Szmidt 2001).

Um marcador molecular pode ser definido como uma sequéncia de ADN ou uma proteina que pode
ser detectada e cuja heritabilidade pode ser inferida. E o polimorfismo dos marcadores moleculares
que pode ser usado para estudar a diversidade genética. O polimorfismo das proteinas tem sido
estudado através das alozimas, i.é., diferentes formas moleculares de uma enzima codificadas por
diferentes alelos de um locus. O polimorfismo pode, também, ser identificado em diferentes tipos de
ADN: nuclear ou citoplasmico (no cloroplasto e na mitocondria) (Mitton 1994; Parker et al. 1998;
Vekemans & Jacquemart 1997)). Varios tipos de marcadores podem ser usados: marcadores
codominantes, alozimas, RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorfisms), SNPs (Single
Nucleotide Polymorfisms), SSRs (Simple Sequence Repeats) ¢ marcadores dominantes, RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA) e AFLPs (Amplification Fragment Length Polymorphism),
entre outros.

As propriedades desejaveis de um marcador sdo: a codominancia (as diferentes formas de um
marcador devem ser detectaveis em organismos diploides de modo a distinguir os homozigoticos dos
heterozigoticos), a distribuicdo uniforme ao longo do genoma, a detec¢do facil, rapida e pouco
dispendiosa e resultados reprodutiveis dentro e entre laboratorios (aspectos revistos por Karp &
Edwards (1997); Parker ef al. (1998); Szmidt & Wang (2000)).

Microsatélites

Caracteristicas:

Um novo tipo de marcador conhecido como microsatélite foi desenvolvido com base na variagdo da
sequéncia do ADN. Este marcador é baseado em repetigdes tandem de motivos pequenos (de 1 a 6
pares de bases), repetido varias vezes (Tautz 1989). As diferengas no comprimento de um alelo de um
locus SSR s3o detectadas por amplificagdo do DNA através da reaccdo em cadeia da polimerase
(PCR), usando dois “primers” que complementem a sequéncia flanqueadora unica do locus. O
polimorfismo ¢é detectado pela separacdo dos fragmentos por electroforese e o seu tamanho pode
diferir somente num par de bases. Sugere-se que a variacdo no tamanho dos alelos ¢ devida ao
‘escorregamento’ da ADN polimerase durante a replicagdo dos motivos, seguida da ndo reparacdo do
AND desalinhado (Strand et al. 1993).

O tamanho do motivo parece influenciar a taxa de mutagéo e, por isso, motivos mais extensos s2o mais
polimorficos que os mais curtos (Ellegren 2000; Primmer et al. 1998). Isto é provavelmente devido a
maior estabilidade de configuragdes desalinhadas nas sequéncias de motivos mais longos. Por outro
lado, microsatélites que contenham motivos interrompidos (devido a insergao ou substituigdo de bases)
parecem ter taxas de mutacdo inferiores as de microsatélites perfeitos, o que parece ser devido a uma
menor probablidade de se produzirem formas desalinhadas quando surgem motivos interrompidos
(Petes et al. 1997). A maioria dos microsatélites contém menos de algumas dezenas de unidades. Isto
faz suspeitar a existéncia de fortes limitagdes ao crescimento da série de repetigdes: séries mais longas
tornam-se mais instaveis (Ellegren 2000).

Modelos de mutacdo:

O desenvolvimento de estatisticas que possam refletir de forma precisa, por exemplo, a estrutura
genética de uma espécie, requer uma compreensao do modelo de mutagdo envolvido no processo de
evolug¢do dos SSRs (Balloux & Lugon-Moulin 2002). No modelo de infinitos alelos (‘infinite allele



model’ - IAM, (Kimura & Crow 1964)) uma mutacdo pode envolver qualquer nimero de unidades
repetidas e resulta sempre num novo estado alélico ndo existente previamente na populagdo. Como
consequéncia, este modelo ndo permite a homoplasia (isto é, dois alelos sdo iguais mas provém de
duas linhagens diferentes). O modelo passo a passo (‘stepwise mutation model’- SMM, (Kimura &
Ohta 1978)) descreve melhor o processo evolucionario destes marcadores. No SMM, cada mutacdo
cria um novo alelo por adi¢do ou dele¢do de uma unidade repetida, com igual probabilidade em ambas
as direcgoes. Por consequéncia, alelos mais afastados em termos de tamanho também estdo mais
afastados do ponto de vista evolucionario do que alelos com tamanhos semelhantes: 0 SMM contém
uma memoria evolucionaria. O modelo de K alelos (KAM) também pode ser considerado para os
microsatélites. Neste caso, existem K possiveis formas alélicas e cada alelo tem a mesma
probabilidade de mutar para cada um dos K-1 alelos (Crow & Kimura 1970). Devido a restrigdo no
numero de unidades repetidas possiveis dos alelos de um locus SSR, 0 KAM parece ser mais realistico
do que o [AM.

Diferentes tipos de estimadores, baseados no SMM, t€m sido desenvolvidos para estimar relagdes
filogenéticas, distancias genéticas e diferenciagdo das populagdes (Balloux & Lugon-Moulin 2002;
Goldstein et al. 1995; Shriver et al. 1995; Slatkin 1995). Esses estimadores tém como base o0s
seguintes pressupostos: i) as mutagdes resultam na alteragdo de um s6 motivo; ii) a taxa de mutagdo ¢é
constante e¢ independente do tamanho da unidade repetida; iii) ndo existem limitagdes devidas ao
tamanho do alelo. No entanto, t€ém sido observadas discrepancias significativas entre tempos de
divergéncia conhecidos e distancias genéticas baseadas em SSR (Garza et al. 1995) o que significa que
pelo menos um desses pressupostos esta errado. Além disso, as taxas de mutacdo podem variar com o
tamanho da unidade repetida (di-, tri- e tetranucleotidos), com a composicdo em bases da unidade
repetida (Bachtrog ef al. 2000), o tipo de microsatélite (perfeito, composto ou interrompido) e com o
grupo taxondémico. Podem também variar com a natureza da regido flanqueadora, a posi¢do do
microsatélite no cromossoma ¢ o tamanho dos alelos (os alelos maiores sdo mais susceptiveis de
sofrerem mutagdes que os mais curtos) (Schlotterer et al. 1998).

Problemas:

Os microsatélites tém alguns pontos fracos. Pode haver perda ou auséncia de amplificagdo de alguns
alelos devido a substituicdo de bases ou “indels” na regido flanqueadora, o que da origem a alelos
nulos. Um heterozigoético com um alelo nulo ndo pode ser distinguido, no gel, do homozigdtico que
possui o alelo que foi amplificado Isto tem como consequéncia uma subestimacdo da heterozigocidade
em relagdo ao que se poderia esperar em condi¢des de equilibrio de Hardy-Weinberg. Outro problema
esta associado com o escorregamento da 7aq polimerase durante a PCR e gera problemas na leitura
das bandas em particular se se utiliza um método automatizado (Liepelt et al. 2001). Existe, também, o
fenomeno de ‘drop-out’, que ocorre quando a quantidade de AND ¢ insuficiente para uma boa
amplifica¢do e, como consequéncia, s6 ¢ amplificado o mais curto dos dois alelos (Taberlet & Luikart
1999): o que implica, também, uma subestimagdo da homozigocidade. A hipervariabilidade dos
marcadores nem sempre representa uma vantagem. Fragmentos de tamanho idéntico podem nao ser
idénticos na sua sequéncia ancestral, o que possibilita a homoplasia, como ja foi referido. Este
fendmeno torna menos precisas estimativas de pardmetros de genética de populagdes (assunto revisto
por Estoup et al. (1995)). A homoplasia aumenta com com a taxa de mutacdo e o tempo de
divergéncia. Verifica-se um aumento na heterozigocidade dentro das populagdes e uma subestimacao
da diferenciacdo genética entre populagdes. Além disso, reducdes no efectivo populacional podem
conduzir a distancias genéticas muito grandes num curto espago de tempo (Hedrick 1999). O mesmo
autor sugere que ¢ necessario avaliar os dados obtidos com /oci muito polimoérficos — SSR -, porque a
informacao que eles nos fornecem pode ser bastante diferente da obtida com /oci menos polimorficos,
como se exemplifica em Balloux ef al. (2000). No entanto, no artigo de Estoup et al. (1995) conclui-se
que a homoplasia s6 se torna verdadeiramente problematica quando envolve elevadas taxas de
mutagdo, um efectivo populacional muito grande e limitagcdes fortes no tamanho dos alelos. No
entanto, a homoplasia tem sido considerada em varias distancias genéticas que sdo baseadas no SMM
(Feldman et al. 1997; Goldstein ef al. 1995; Rousset 1996; Slatkin 1995).

Tabela 1 Programas de computador utilizados para analisar dados obtidos com microsatélites nucleares e
citoplasticos



genetic analysis in
Excel

teste de Mantel; PCA; correlagdo
espacial; determina a origem genética
de individuos; formato simples no
Excel; exporta para outros pacotes;
limite de 126 loci SSR; ndo apresenta
foérmulas; sem intervalos de confianga

NOME DO CARACTERISTICAS FONTE REFERENCIA/CONTACTO
PROGRAMA
MSA especifico para genética de http://i122server.vu-wien.ac.at (Dieringer & Schlotterer 2003).
microsatellite populagdes; IAM e SMM; grandes
analyser conjuntos de dados SSR; usa um
formato simples do tipo Excel;
apresenta as formulas
GeneAlex genética de populagdes; AMOVA; http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/ smouse@aesop.rutgers.edu.

GENEPOP

genética de populagdes; exporta para
outros  pacotes; efectua  testes;
apresenta as formulas

http://www.cefe.cnrs-mop.fi/

(Raymond & Rousset 1995)

RSTCALC

estrutura da populagdo, diferenciagdo
genética e fluxo genético usando SSR
e SMM,; testa se os parametros sdo # 0;
calcula intervalos de confianga;
apresenta as formulas

http://helios.bto.ed.ac.uk/evolgen/rst/rst.html

(Goodman 1997)

STRUCTURE

verifica se a populagdo ¢ estruturada;
distribui individuos por populagdes;
identifica migrantes; método “cluster”
baseado num modelo baiesiano
(probabilidades  condicionadas); o
ficheiro ‘input’ ¢ trabalhoso

http://www.stats.ox.ac.uk/~pritch/home.html

(Pritchard et al. 2000).

SPAGeDi

estrutura  genética  espacial com
diferentes tipos de marcadores; IAM e
SMM; calcula intervalos de confianga;
apresenta formulas. Max. 2000 loci e
de 999 alelos por locus

http://www.ulb.ac.be/sciences/lagev/spagedi.html

(Hardy & Vekemans 2002).

MLTR Multilocus
Mating System
Program

estima a taxa de fecundac@o cruzada
através de informagdo multilocus;
fornece erros padrdes para as
estimativas calculadas

http://genetics.forestry.ubc.ca/ritland/programs.

(Ritland 2002)

GENELOSS

simula os efeitos de “bottlenecks” na
diversidade genética das populagdes
com nuSSR

http://www.uow.edu.au/~pengland/docsetc.htm

pengland@uow.edu.au.

BOTTLENECK

detecta  redugdes no  efectivo
populacional a partir das frequéncias
alélicas

http://www.ensam.inra.fr/URLB

(Piry et al. 1999)
(Cornuet & Luikart 1996)

CERVUS

Inferéncia  da  paternidade  em
populagdes  naturais com  dados
codominantes; facil de usar; 50 loci
max; exporta para outros pacotes

http://helios.bto.ed.ac.uk/evolgen/cervus/cervusreg
ister.html

(Marshall et al. 1998).

ZETA

n° minimo de nuSSR para identificar
todos os individuos de uma amostra;
calculo do factor discriminante e do n°®
médio de alelos por SSR; Necessita de
um compilador FORTRAN 95

Em construgao!

sanchez@orleans.inra.fr.

ARLEQUIN

genética de populagdes; AMOVA;
muito completo; varios tipos de
marcadores e de pardmetros; apresenta
as foérmulas; ficheiro ‘input’
complicado; dados  haploides e
diploides IAM and SMM

http://anthropologie.unige.ch/arlequin/

(Michalakis & Excoffier 1996).

FSTAT

diversidade e diferenciagdo para
marcadores codominantes e
haplotipos; intervalos de confianga;
testa pardmetros sdo # 0; 200
amostras, 200 loci e 999 alelos

http://www.unil.ch/izea/softwares/fstat.html

(Goudet 1995).

HAPLODIV

diversidade e diferenciagdo (cpSSR ou
mtSSR); calcula os erros padrio;
formulas no paper; 25 haplotipos e 200
populagdes

http://www.pierroton.inra.fr/genetics/labo/Softwar
e/

(Pons & Petit 1995).

TFPGA Tools for

genética de populagdes; UPMGA;

http://bioweb.usu.edu/mpmbio/

Mark . Miller@cnr.usu.edu.

simulagdo para andlise de parentesco
com dados codominantes, dominantes,
haploides e mistos; complicado de
instalar

¢/

Population teste de Mantel; formato simples; ndo
Genetic Analyses apresenta férmulas
FAMOZ usa o método de “likelihood” e  http:/www.pierroton.inra.fr/genetics/labo/Softwar  (Gerber et al. 2003).

Aplicagoes

A nivel do individuo, os microsatélites nucleares sdo utilizados para identificagdo individual, variagdo
somaclonal, identificagdo de germaplasma e analise parental (“fingerprinting”, Rajora & Rahman
(2003); variagdo somaclonal Rahman & Rajora (2001); identificacdo de germaplasma, Khadari et al.
(2003); analise de paternidade, Gerber et al. (2000)). Estes marcadores tém, também, sido usados em
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estudos ao nivel das populacdes e ecologia: estrutura genética, fluxo genético, efectivo populacional e
migracao (ex: Bagley ef al. (1999); Dow & Ashley (1996); Gibbs & Weatherhead (1999); Ribeiro et
al. (2001)). Podemos ainda referir o seu uso como pontos de dncora codominantes em mapeamento
genético e sintetia (ex: Marques et al. (2002)), em sistemas de cruzamento e em estudos de
contaminacdo de poélen (Collevatti et al. 2003; Plomion et al. 2001), nos recursos genéticos € na
identificacdo de proveniéncias (nuSSR, Derory et al. (2002); cpSSR, Ribeiro et al. (2002). Gonzalez-
Martinez et al. (submetido), ndo encontraram nenhuma correlagdo quando compararam a distribuicdo
da diversidade entre varios marcadores moleculares, incluindo microsatélites, e caracteristicas
morfologicas adaptativas em pinheiro bravo. No entanto, na mesma espécie, Ribeiro et al. (submetido)
verificaram a existéncia de uma correlagdo positiva entre marcadores moleculares (cpSSR) e
quantitativos, usando a diversidade genética intra populacional, o que parece ser devido aos elevados
niveis de fluxo genético encontrados numa escala local. Novas estratégias sdo necessarias para
identificar e analisar microsatellites ligados a regides do genoma relevantes do ponto de vista
adaptativo e, para isso, um uso combinado de SSRs e SNPs parece ser prometedor.

Analise de dados obtidos com SSR

A analise dos dados vem na sequéncia da(s) pergunta(s) que formulamos quando iniciamos os estudo.
Sera que queriamos estudar a estrutura de uma espécie ou efectuar analises de paternidade? E
importante que na base dos dados obtidos esteja um bom delineamento experimental: o numero de
populagdes, o nimero de individuos por populagdo, ou outros aspectos pretinentes para o estudo. A
analise que iremos efectuar é fungdo da(s) pergunta(s) e dos parametros a estimar: heterozigocidade,
sistemas de cruzamento, estrutura da populacdo, diferenciagdo, filogenia, “fingerprinting”, ou outros.
Quando iniciamos um estudo deveremos ter em conta os seguintes aspectos: i) obter uma amostra
representativa (da populagdo e do genoma), ii) utilizar marcadores adequados, iii) obter um conjunto
de dados isentos de erros, iv) estabelecer os pardmetros a determinar, v) estimar os parametros
(modelo de mutagdo adequado) , vi) obter medidas de confianca das estimativas calculadas e, vii)
escolher um programa (ou diferentes programas) para analisar os dados (alguns exemplos de pacotes
estatisticos encontram-se na tabela 1). Para obter mais informagdes sobre estes e outros pacotes
estatisticos apropriados para a analise de dados obtidos com microsatélites consultar o artigo de
Luikart & England (1999).

Estudo-exemplo

No artigo de England et al. (2002) encontramos um exemplo do uso de microsatélites para o estudo da
espécie rara australiana Grevillea macleayana. Nesse estudo, os autores queriam saber qual foi a
influéncia da distribuicdo fragmentaria desta espécie na estrutura genética e se poderia ter causado
uma deplecdo na variabilidade genética. Escolheram plantas adultas, recolhidas nas areas Norte,
Centro ¢ Sul da distribui¢ao da espécie. Os objectivos do estudo foram: (i) quantificar os niveis de
variacdo genética entre ¢ dentro das populagdes de cada regido amostrada; (ii) examinar os padroes de
estrutura genética; e (iii) inferir a importancia do fluxo genético do passado. Para analise dos dados os
autores usaram o programa GENEPOP para calcular pardmetros de diversidade genética, testar a
deficiéncia em heterozigdticos, o desiquilibrio de ligamento e a heterogeneidade génica e genotipica
entre populacdes. O psr foi calculado no programa RSTCALC. Este programa foi também usado para
calcular o pardmetro Nm (niimero de migrantes por geracao) a partir do pst. Segundo os autores,
embora o pst, um estimador centrado do Rgr (Slatkin 1995) e anilogo do Fsr (Wright 1965) seja
apropriado para /oci em mutagao rapida, como ¢ o caso dos microsatélites, o Fst também foi calculado,
porque ¢ muito usado noutros estudos e porque os loci estudados eram relativamente invariantes.
Usaram o TFPGA para calcular a distancia genética de Nei (Nei 1978) e para calcular um fenograma
de grupos UPMGA baseado em 1000 arvores permutadas fazendo “bootstrap” usando os /oci. A opcao
Mantel do GENEPOP foi usada para testar o isolamento por distancia do Fsr € do psr. Usaram o
programa BOTTLENECK para determinar se as populagdes teriam sofrido recentemente uma
“bottleneck™ e se estariam, por isso, fora do equilibrio mutagdo-deriva. Com os seis SSR utilizados, os
autores encontraram uma diversidade relativamente baixa dentro das populagdes, uma diferenciacao
populacional significativa e uma estrutura genética moderada, demonstrando a existéncia de



isolamento por distidncia consistente com um baixo fluxo genético. A distribui¢do das frequéncias dos
tamanhos dos alelos sugere que a diferenciag@o geografica foi causada por mutagdo. Foi observada um
desvio ao equilibrio mutagdo-deriva nalgumas populagdes, o que sugere que estas sofreram o efeito de
“bottlenecks”. Os padrdes naturais de dispersdo limitada do polen e semente, juntamente com a
distribuicdo fragmentada e modelada pelo fogo desta espécie, podem ter limitado o fluxo genético
entre as populagdes, no passado.

Consideracoes finais

Existe um crescimento explosivo de novas possibilidades de analise de dados devido ao aumento da
quantidade e qualidade dos dados (disponibilidade de mais /oci, mais polimodrficos e mais abundantes
ao longo do genoma e maiores possibilidades de automatizacdo), a pacotes estatisticos disponiveis
mais inovativos e poderosos (metodologias mais eficientes para simulacdes estocésticas — ex. Cadeias
de Marcov - Monte Carlo), a computadores mais rapidos, ao acesso facil e gratuito através da Web e
ao contacto facil com os autores dos programas. Como afirmam Luikart & England (1999): “It is
indeed an exciting time to be a population geneticist”.
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