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Capitulo 1

Marcadores genéticos baseados em DNA

Dra. Caroline Turchetto, Profé. Dra. Andreia Carina Turchetto-Zolet,

Dra. Gisele Passaia, Dra. Camila Martini Zanella

Um marcador genético é qualquer carater visivel ou um fenotipo que de alguma
forma seja analisavel, para o qual os alelos em loci individuais segregam de uma
maneira mendeliana, tais como as caracteristicas visiveis das ervilhas estudadas por
Mendel. Os marcadores genéticos morfoldgicos foram os primeiros utilizados, e sdo
ainda hoje, a base do melhoramento genético convencional, em que caracteristicas
desejaveis sdo selecionadas nos genitores para 0s cruzamentos. Os marcadores
genéticos bioquimicos, tais como 0s terpenos e as isoenzimas, foram marcadores
genéticos utilizados antes do surgimento dos marcadores moleculares. Esses marcadores
bioquimicos foram aplicados a uma série de estudos. As primeiras moléculas a serem
utilizadas como marcadores genéticos bioquimicos foram metabolitos secundarios tais
como antocianinas e compostos fenolicos, usados para distinguir entre diferentes
variedades de plantas (Grover e Sharma, 2014). Marcadores enzimaticos (Alozimas)
tiveram grande importancia, apesar de apresentarem baixo grau de polimorfismo, tendo
sido utilizados por um curto periodo de tempo, quando passaram a ser substituidos por
marcadores de DNA capazes de detectar uma maior variabilidade entre individuos.

Polimorfismos de DNA surgem como resultado de uma varia¢do (mutagédo) e séo
geralmente referidos pelo tipo de mutacdo que os criou. O desenvolvimento e uso de
marcadores moleculares para a deteccdo e exploracdo desses polimorfismos do DNA é
um dos avancos mais significativos no campo da genética molecular. Isto se deve ao
fato de que a utilizacdo de marcadores localizados no DNA fornece um nimero
praticamente ilimitado de informacéo distribuidos aleatoriamente ao longo do genoma.
Por isso, os marcadores moleculares sdo altamente valorizados em diversas areas que
envolvem genética, biologia molecular e biotecnologia, tais como genética de
populacoes, filogeografia, filogenia molecular, mapeamento genético, diagnosticos de
doencas genéticas, testes de paternidade e para quem investiga as relacBes entre
gendtipo e fenotipo.

Com o avanco das técnicas de biologia molecular, a manipulacdo do DNA em
laboratorio tornou-se uma técnica recorrente. No inicio dos anos 1980, o uso de
marcadores moleculares passou a integrar rotineiramente a analise do DNA das mais
diversas espécies. Desde entdo, eles vém sendo aperfeicoados e evoluindo juntamente
com 0s avagos nas técnicas de sequenciamento em larga escala (Figura 1.1). A presenca
de vérios tipos de marcadores moleculares e diferencas nos seus principios,
metodologias e aplicagdes requerem uma considerac¢do cuidadosa na escolha de um ou
mais desses métodos de acordo com a aplicagdo, bem como com os recursos (técnico,
financeiro, equipamentos) disponiveis em cada centro de pesquisa.

Os marcadores de DNA s&o divididos em trés categorias principais: os baseados
em hibridizacdo, os baseados em PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase — Polymerase
Chain Reaction) e por fim, marcadores baseados em sequenciamento. Os marcadores
também podem ser classificados de acordo com o tipo de heranca alélica em dominantes
e codominantes. Os marcadores codominantes possibilitam diferenciar individuos
homozigotos e heterozigotos, o que ndo é possivel com marcadores dominantes, para 0s
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quais apenas é possivel identificar a presenga ou auséncia de um determinado alelo. Esta
caracteristica € bem importante dependendo do objetivo do estudo; por exemplo, ndo é
possivel realizar anélise de paternidade com marcador dominante.
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Figura 1.1 - Estimativa aproximada da popularidade dos marcadores moleculares nos dltimos 37 anos. A
construcdo deste grafico foi baseada em dados obtidos através de buscas sistematicas na base de dados do
Web of Science usando como palavras chave o nome do marcador por extenso, sigla e 0 ano da
publicacdo. Pesquisa realizada em Abril de 2017.

As técnicas de hibridizacdo e PCR contribuiram para os avancos nos marcadores
genéticos de DNA. O sistema de marcador genético baseado em hibridizacdo é
embasado na propriedade de pareamento de bases complementares. Este sistema
permitiu o desenvolvimento de métodos que utilizam pequenos fragmentos de DNA
como sondas para revelar polimorfismos apenas nas sequéncias homdlogas a esta sonda.
Um sistema de marcador genético derivado desta abordagem é a técnica de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) (Botstein et al., 1980) que foi o primeiro
marcador genético baseado em DNA desenvolvido. Uma breve descricdo do
procedimento RFLP é mostrada no Capitulo 3. O polimorfismo deste marcador é
baseado nos diferentes tamanhos de fragmentos gerados por enzimas de restricdo. Este
marcador foi utilizado para a construgdo do primeiro mapa molecular em humanos em
1980 (Botstein et al., 1980). Por ser codominante e identificar um locus especifico, este
tipo de marcador € informativo e capaz de discriminar gendtipos individuais (Gebhardt
et al., 1989). Este marcador foi e ainda hoje é utilizado em diferentes abordagens de
estudo, tais como mapeamento gendmico em plantas, marcagdo génica, dindmica
populacional e relacionamento taxonémico (Figura 1.1), (Bonierbale et al., 1988;
Yoshimura et al., 1992; Raybould et al., 1996; Jena e Kochert, 1991; Liu et al., 2016).
Além disso, esta técnica foi também utilizada como base para a identificacdo e
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isolamento de regides repetitivas, tais como os microssatélites (por exemplo, Ali et al.
1986; ver Capitulo 6). Entretanto, esta técnica apresenta algumas limitacdes, como a
necessidade de grandes quantidades de DNA (5-20 microgramas); o fato de espécies
relacionadas e/ou individuos da mesma espécie poderem apresentar os mesmos alelos; o
uso de radioatividade ou outras técnicas de coloracdo, além de tratar-se de uma
abordagem intensiva em relacdo a trabalho e tempo, fatores estes que contribuiram para,
em muitas aplicagdes, a escolha por outro tipo de marcador molecular. Entretanto,
embora hoje em dia a utilizacdo da técnica original do RFLP seja menor em comparagéo
com outras classes de marcadores baseadas em PCR, ela foi a base de varios avangos
subsequentes de marcadores relacionados (Chambers et al., 2014), como os CAPS
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequences), os quais também sdo chamados de
marcadores PCR-RFLP, utilizados com frequéncia para uma deteccdo répida de
polimorfismos em sequéncias conhecidas (Figura 1.1), como detalhado no Capitulo 3.

Diferentes técnicas para a analise de marcadores de DNA foram desenvolvidas a
partir do surgimento da PCR, permitindo a amplificacdo de uma grande quantidade de
uma sequéncia especifica de DNA sem necessidade de clonagem, comecando com
apenas algumas moléculas da sequéncia alvo. Uma vantagem dos métodos de
marcadores baseados em PCR sobre os métodos de marcadores baseados em
hibridizacéo é que o Ultimo requer o isolamento de grandes quantidades de DNA. Entre
0s marcadores baseados em PCR, podemos citar, por exemplo: RAPD (Random
Amplified Polymorphism DNA), ISSR (Inter-simple sequence repeats), SSR (Simple
Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).

A técnica de RAPD foi descrita em 1990 independentemente por dois grupos de
pesquisa (Welsh e McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Marcadores RAPD foram
0s primeiros marcadores desenvolvidos baseados em PCR. Nesta técnica € utilizado um
unico primer de geralmente 10 bases de uma sequéncia arbitraria com 60% ou mais de
conteddo GC. A amplificacdo ocorre quando o sitio do primer (iniciador ou
oligonucleotideo) esta presente no DNA alvo em orientagdo oposta dentro de
aproximadamente 2000 bases. Assim, a correspondéncia entre os fragmentos
amplificados de diferentes espécies pelos mesmos iniciadores RAPD é natural
(Rieseberg, 1996). Os polimorfismos RAPD resultam da variagdo da sequéncia nos
locais de anelamento do primer e/ou variacdo de comprimento na sequéncia alvo situada
entre os locais de ligacdo do primer. O RAPD é uma técnica ndo radioativa que requer
uma pequena quantidade de DNA (15-25 ng), a maior vantagem desta técnica em
relacdo a técnica de RFLP, e pode ser realizada em poucas horas. Outra vantagem € o
grande nimero de marcadores obtidos distribuidos ao longo do genoma. Entretanto, o
uso deste marcador € limitante por diversas caracteristicas, como, por exemplo, 0
aparecimento de bandas ndo parentais na progénie restringindo o uso para mapeamento
molecular (Riedy et al., 1992). Além disso, esse marcador se comporta como marcador
dominante e apresenta baixa reprodutibilidade entre diferentes laboratérios e
experimentos, principalmente associados ao uso de baixa temperatura de anelamento,
que pode resultar em uma baixa especificidade ou até no ndo anelamento do primer.
Pode ser influenciado, por exemplo, pela utilizacdo de diferentes reagentes, incluindo
Taq DNA polimerases, ou diferengas na qualidade do DNA (Schierwater e Ender, 1993;
Skroch e Nienhuis, 1995).

Outra técnica descrita por Meyer et al. (1993), a qual essencialmente combina os
beneficios do RAPD (grande numero de marcadores obtidos distribuido sobre o
genoma), aliados ao aumento na reprodutibilidade e especificidade, sdo os marcadores
ISSR (Inter-simple sequence repeats). ISSR € uma técnica baseada em SSR em que a
amplificagdo é realizada com um Unico primer consistindo de varias repeti¢des (motivo
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de SSR) e ancorado geralmente com 2 a 4 nucleotideos arbitrarios. A reprodutibilidade
decorre do fato de serem utilizados primers mais longos para amplificacdo por PCR em
comparacdo com RAPD, e a utilizagdo de temperatura de anelamento mais altas na
PCR. Como no caso dos RAPDs, praticamente nenhum conhecimento prévio de
sequéncia alvo é necessaria para 0s ISSRs, podendo assim ser aplicados com facilidade
em espécies ndo-modelos. A ancoragem de sequéncias de iniciadores com sequéncias
ndo repetidas garante que a amplificacdo seja iniciada na mesma posi¢édo de nucleotideo
em cada ciclo (Zietkiewicz et al., 1994). As amplificacdes sdo visualizadas em gel de
agarose ou poliacrilamida. A principal vantagem deste método é o fato de que este tipo
de marcador ndo requer etapas demoradas e caras, apesar do fato de os ISSRs
apresentarem heranca dominante. Este marcador ainda é utilizado atualmente em
estudos principalmente de descricdo de diversidade genética, como, por exemplo,
gendtipos de milho (Muhammad et al., 2017), gen6tipos de banana (Silva et al., 2017),
Campomanesia phaea, espécie nativa da floresta Atlantica (Santos et al., 2016), entre
outros (Figura 1.1).

Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism ou
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados) sdo resultado da
combinacdo entre as técnicas utilizadas nos marcadores tipo RFLP e RAPD, onde
enzimas de restricdo e amplificacdo por PCR sdo as bases da técnica. AFLP baseia-se na
amplificacdo seletiva por PCR de fragmentos de restricdo gerados por enzimas de
restricdo especificas (geralmente uma de corte raro e uma de corte frequente) e ligados a
adaptadores oligonucleotidicos (Vos et al.,, 1995; ver Capitulo 4). Assim como
marcador RAPD, AFLP também estdo distribuidas ao longo do genoma e, assim, sdo
adequados para a construcdo de mapas de ligacdo genética (Becker et al., 1995);
contudo apresentando uma maior reprodutibilidade que os RAPDs (Savelkoul et al.,
1999), tornando-os mais confiaveis para estudos de genética de populacGes, por
exemplo. Por outro lado, marcadores AFLPs mostram uma heranga dominante, sendo
genotipados pela presenca ou auséncia das bandas/alelos. Essa técnica é ainda
relativamente cara, requer intenso trabalho e conhecimento técnico. AFLP tem sido uma
técnica popular para estudos de genética de populacdes e diversidade, bem como em
estudos ecoldgicos e evolutivos. Um consideravel nimero de técnicas variantes do
AFLP tem sido reportado na literatura, utilizando modificacdo no protocolo de clivagem
por enzimas de restricdo. Um exemplo é a técnica descrita por Suazo e Hall (1999), em
gue uma Unica enzima de corte raro é utilizada na mesma etapa de ligacdo de
adaptadores. Alem disso, a técnica de AFLP foi base para descricdo de metodologias de
isolamento de outros marcadores, como por exemplo, os microssatélites (ver Capitulo 6)
e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) por meio do sequenciamento dos fragmentos
em plataformas de sequenciamento de alto rendimento (técnica denominada de RAD-
seq; ver Capitulo 4).

Marcadores do tipo microssatélites (SSR — Simple Sequence Repeats) foram
desenvolvidos pela primeira vez para uso em mapeamento genético em humanos (Litt e
Luty, 1989; Weber e May, 1989) e desde entdo vém sendo amplamente utilizados em
diversas areas da ciéncia (Figura 1.1). Este tipo de marcador € baseado na amplificagdo
por PCR de regides especificas do genoma utilizando um par de primers locus
especifico. Os microssatélites sdo abundantes no genoma, faceis de automatizar,
codominantes, multialélicos, robustos e reprodutiveis. Os padrGes de polimorfismo
exibidos pelos SSR sdo maiores do que qualquer outro sistema de marcador
contemporaneo. O método de bibliotecas enriquecidas para busca por SSR tem sido o
mais popular, sendo que diferentes métodos de enriquecimento foram descritos. Outros
procedimentos alternativos para identificacdo de SSR foram relatados baseado na
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técnica de AFLP e RAPD (Zane et al., 2002), como mencionado acima. Inicialmente as
sequéncias das bibliotecas eram determinadas pelo método de Sanger para posterior
identificacdo de motivos de SSR nessas sequéncias e a possibilidade de projecdo de
primers nas regides flanqueadoras, requerendo um consideravel investimento para o
desenvolvimento. Microssatélites tém sido um dos marcadores mais beneficiados com
0s avancos em técnicas de sequenciamento em larga escala. Com a disponibilidade de
dados de sequéncias em dominio publico, a identificacdo de motivos de SSR a partir de
dados gendmicos, de sequéncias de unigenes e de sequéncias alvos expressas (EST -
Expressed Sequence Tags) utilizando ferramentas de bioinformatica tornou-se uma
abordagem extremamente atrativa e conhecida (Sharma et al., 2007). A popularidade
dessa abordagem levou ao desenvolvimento de um numero de softwares para
identificacdo dos motivos de SSR, bem como predizer o potencial polimdrfico dos
microssatélites identificados. Para organismos ndo-modelos, foram também reportadas
tentativas generalizadas de transferabilidade de marcadores de espécies
taxonomicamente relacionadas. O advento da NGS (Next Generation Sequencing ou
Sequenciamento de Nova Geracdo) simplificou muito o processo de isolamento de
microssatélites, facilitando o desenvolvimento de alto rendimento de marcadores
mesmo em especies ndo-modelo em curto espaco de tempo e bom custo-beneficio
(Csenscics et al., 2010). Por exemplo, um estudo completo utilizando NGS pode revelar
100.000 loci de microssatélites em um genoma eucariético (Abdelkrim et al., 2009) (ver
Capitulo 6).

A identificacdo de uma sequéncia gendmica especifica analisada dentre varios
individuos prové valiosa informacdo genética, pois fornece a completa informacéo da
regido investigada e a possibilidade de utilizacdo de modelos evolutivos de mutacao
para as sequéncias analisadas. Apesar de ndo ser um marcador no sentido estrito, a
analise da sequéncia de DNA também deve ser incluida nesta discussdo devido a longa
historia de utilizacdo em genética populacional e ainda tem sido a base para inferéncias
filogeogréficas e filogenéticas. Embora este método tenha sido inicialmente demorado e
dispendioso, avancos recentes na tecnologia de sequenciamento permitem a andlise de
sequéncias de muitas regides de DNA para muitos individuos (ver Capitulo 5).

Polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs) sdo polimorfismos especificos a
diferencas em uma Unica posi¢do no genoma, um unico nucleotideo (substituicdo,
delecdo ou insercdo). A maioria dos SNPs ocorre em regides ndo codificadoras do
genoma, um importante subconjunto corresponde a mutagdes em genes que estdo
associados a doencas ou outros fendtipos. A principal vantagem dos SNPs € 0 seu
elevado potencial para uma analise automatizada de alto rendimento a custo moderado.
O avango nas plataformas de sequenciamento de alto rendimento tem contribuido para a
descoberta de grande numero de SNPs revolucionando projetos de avaliacdo da
diversidade genética bem como estudos de associagdo gendmica nos ultimos anos
(Figura 1.1). Outra possibilidade, muito importante para estudos com espécies ndo-
modelo em que ndo se tem um genoma de referéncia disponivel, é a identificacdo e
genotipagem de SNP em um Unico passo, que pode ser combinado com a construgéo de
uma biblioteca de representacdo gendmica reduzida por meio da utilizacdo de varios
métodos disponiveis, como o sequenciamento em plataformas de alto rendimento (ver
Capitulo 8).

Os marcadores tipo DArT (Diversity arrays technology) sdo baseados em
hibridizacdo para genotipar centenas de loci num unico ensaio (Jaccoud et al., 2001)
(Capitulo 7). Marcadores do tipo DArT geram impressdes digitais de genoma marcando
a presenca versus auséncia de fragmentos de DNA. Embora ndo muito popular
comparado a outros marcadores (Figura 1.1), nos ultimos anos, o DArT assumiu 0
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status de marcador altamente confiavel, robusto e Util para a analise da diversidade
genética, bem como o mapeamento genético usando estudos de ligacdo ou associagédo
em uma variedade de culturas como o Eucalyptus (Sansaloni et al., 2010), trigo (Orabi
etal., 2014), cevada (Lex et al., 2014), cenoura (Grzebellus et al., 2014), cana-de-acucar
(Aitken et al., 2014). A implementagdo das tecnologias de NGS ao método original de
DAIrT, denominado DArTseq tem se demonstrado bastante eficiente e atualmente vem
sendo utilizado em programas de melhoramento genético, como por exemplo,
associacdo de caracteristicas agronémicas em trigo (Mwadzingen et al., 2017).

Cada uma das tecnologias de marcadores moleculares tem suas vantagens e
algumas limitacOes (Tabela 1.1). A escolha do marcador molecular depende tipicamente
das questdes bioldgicas que sdo abordadas, da quantidade de DNA disponivel para o
experimento, dos conhecimentos tecnicos do investigador, das consideracdes
monetarias e do equipamento disponivel no laboratério. Além disso, uma série de outros
fatores relacionados com o organismo alvo e a sua complexidade do genoma também
desempenham um papel importante na selecdo do marcador ou tecnologia a ser
utilizada. Da mesma forma, a escolha do marcador deve ser adequada para atender 0s
objetivos do estudo em questao.

Os marcadores moleculares proporcionaram ferramentas importantes para
discriminar entre alelos. Em termos de genética classica, as diferencas visiveis ou
detectaveis no fendtipo sdo alelos. Em termos de genética molecular, diferentes
sequéncias de DNA sdo denominadas alelos, que eventualmente também podem criar
diferencas fenotipicas. Mesmo que os alelos detectados no nivel do DNA ndo causem
necessariamente variacOes fenotipicas, eles podem estar ligados a tais fendmenos.

O sequenciamento em plataformas de alto rendimento foi um marco importante e
fundamental para a geracdo de dados moleculares de forma mais barata, rapida e em
larga escala (ver Capitulo 2 para uma revisdo). A partir de 2005 as tecnologias de
sequenciamento em larga escala passaram a ser comercializadas e sua utilizacdo para a
identificacdo de marcadores moleculares em escala genbmica passou a ser
implementado rotineiramente no mundo todo. Essas tecnologias de sequenciamento de
DNA permitem a triagem de loci multiplos em muitos individuos simultaneamente.
Estes métodos oferecem a vantagem de gerar informagdo explicita a partir de uma
determinada regido gendmica levando frequentemente ao desenvolvimento simultaneo
de milhares de marcadores adequados para a ampla gama de estudos.

Tabela 1.1. Comparagdes de diferentes marcadores moleculares em relacdo a algumas
vantagens e limitagOes relacionadas a cada um deles.

Marcador Vantagens Limitagoes
RAPDs e derivados . Produz um grande nimero de o Baixa
bandas que podem entdo ser usadas reprodutibilidade;
para caracterizag&o individual; e Principalmente
. Técnica simples e rapida. dominante;

e Dificil de analisar;
e Comparac0es entre
estudos é dificil.

CAPS . Répida identificacédo de e Conhecimento prévio
genotipo fenotipo. da sequéncia.

AFLPs o Grande nimero de e Marcador do tipo
marcadores por reacdo; Dominante (ndo
. Alta reprodutibilidade; identifica individuos
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. Rapidez;
. N&o ha necessidade de
conhecimento prévio do genoma.

homozigotos e/ou
heterozigotos);
Homoplasia de
tamanho das bandas

geradas.
Microssatélites (SSR) e Altamente informativo Complexo
(multialélico); comportamento
. Facil de isolar; mutacional;
° Codominante; Alelos nulos;

o Alta reprodutibilidade.

Comparac0es entre
estudos requer
preparacgdo especial,;
Espécie-especifico.

SNPs o Baixa taxa de mutacdo; Substancial
o Altamente abundante; heterogeneidade da
. Novas abordagens analiticas taxa entre sitios;
estdo sendo desenvolvidas Baixo contelido
atualmente; informativo para um
. Fécil comparagéo entre unico SNP.
estudos.

DAIT . Alta reprodutibilidade; e Essencialmente
° Alta acurdcia; dominante.
) Nao ha necessidade de
conhecimento prévio do genoma;
. Analises em paralelo;
o Flexibilidade na aplicacéo.
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