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Prefacio

A deteccdo e a andlise de polimorfismos genéticos sdo de interesse em diversas
areas, pois podem nos auxiliar a compreender a base molecular de varios aspectos
bioldgicos. Marcadores moleculares sdo definidos como um segmento especifico de
DNA representativo das diferengas ao nivel do genoma que permitem fazer inferéncias
diretas sobre a diversidade genética e inter-relacGes entre os organismos ao nivel do
DNA. A publicacdo de Botstein et al. (1980) sobre a construgdo de mapas genéticos
usando polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) foi a primeira
técnica de marcador molecular relatada para a deteccdo de polimorfismos de DNA.
Desde entdo, diversas técnicas foram desenvolvidas e tém agido como ferramentas
versateis em diversas areas.

As técnicas para estudos com marcadores moleculares tém sido aprimoradas com
0s progressos fenomenais das metodologias que permitem a identificacdo de marcadores
em escala gendmica, tais como o surgimento de diferentes plataformas de
sequenciamento de alto desempenho (hoje denominadas de plataformas de Next
Generation Sequencing — NGS). Estas técnicas avancadas sdo uma fusdo das
caracteristicas vantajosas de vérias técnicas basicas, bem como a incorporacdo de
modificagdes na metodologia para aumentar a sensibilidade e resolucdo na identificacédo
e genotipagem. Tais tecnologias, aliadas as analises de bioinformética e estatistica,
tornaram possivel identificar e genotipar diferentes individuos em um Unico passo para
alguns tipos de marcadores moleculares.

O crescente avancgo das técnicas de marcadores moleculares permitiu a geracao de
dados que estdo disponiveis através de uma vasta literatura em forma de artigos
cientificos. Na tentativa de demonstrar uma evolucdo na utilizacdo de marcadores
moleculares paralelamente ao surgimento de diferentes metodologias de
sequenciamento de alto desempenho, o presente livro traz um histérico sobre
marcadores moleculares, inserindo as atualidades sobre as novas metodologias de
identificacdo e genotipagem dos marcadores mais utilizados atualmente em diversas
areas. Esta obra retne informacdes detalhadas das metodologias utilizadas para a
identificacdo e genotipagem dos mesmos, métodos de analise e aplicacoes.

Esse livro oferece uma excelente introducdo, visdo geral e aplicacdo dos
principais marcadores moleculares para estudantes de graduacdo, pés-graduacdo e
pesquisadores que tenham interesse mais aprofundado sobre o assunto. As bases
técnicas de uma serie de diferentes marcadores moleculares sdo descritas em detalhe ao
longo dos capitulos, o que é de extrema importancia no momento da escolha do tipo de
marcador e qual o mais apropriado para cada estudo em particular. Além disso, algumas
metodologias de andlises sdo descritas para cada marcador focando em diferentes
aplicacdes. Nesta obra foi abordado um passo a passo de como proceder com dados de
SNPs oriundos de metodologias que utilizaram plataformas de sequenciamento de alto
desempenho.

Boa leitura!
AS autoras
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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.

Referéncias Bibliogréaficas

Abdelkrim J, Robertson B, Stanton JA, Gemmell N (2009) Fast, cost-effective
development of species-specific microsatellite markers by genome sequencing.
Biotechniques 46: 185-92.

Aitken KS, McNeil MD, Hermann S, et al. (2014). A comprehensive genetic map of
sugarcane that provides enhanced map coverage and integrates high-throughput
Diversity Array Technology (DArT) markers. BMC Genomics 15: 152.

Ali S, Muller CR, Epplen JT (1986) DNA fingerprinting by oligonucleotide probes
specific for simple repeats. Hum Genet 74: 239-43.

Becker J, Heun M (1995) Mapping of digested and undigested random amplified
microsatellite polymorphisms in barley. Genome 38: 991-8.

Bonierbale MW, Plaisted RL, Tanksley SD (1988) RFLP maps based on a common set
of clones reveals models of chromosomal evolution in potato and tomato.
Genetics 120: 1095-103.

Botstein D, White RL, Skolnick M, Davis RW (1980) Construction of genetic linkage
map using restriction fragment length polymorphisms. Am J Hum Genet 32:
314-31.

Chambers GK, Curtis C, Millar CD, et al. (2014) DNA fingerprinting in zoology: past,
present, future. Investig Genet 5: 3.

18



Csenscics D, Brodbeck S, Holderegger R (2010) Cost-effective, species-specific
microsatellite development for the endangered dwarf bulrush (Typha minima)
using next-generation sequencing technology. J Heredity 101: 789-93.

Gebhardt C, Ritter E, Debener T, et al. (1989) RFLP analysis and linkage mapping in
Solanum tuberosum. Theor Appl Genet 78: 65-75.

Grzebellus D, lorizzo M, Senalik D, et al. (2014). Diversity, genetic mapping, and
signatures of domestication in the carrot (Daucus carota L.) genome, as revealed
by Diversity Arrays Technology (DArT) markers. Mol Breed 33: 625-37.

Jaccoud D, Peng K, Feinstein D, Kilian A (2001) Diversity arrays: a solid state
technology for sequence information independent genotyping. Nucleic Acids Res
29: e25.

Jena KK, Kochert G (1991) Restriction fragment length polymorphism analysis of
CCDD genome species of the genus Oryza L. Plant Mol Biol 16: 837-9.

Lex J, Ahlemeyer J, Friedt W, Ordon F (2014). Genome-wide association studies of
agronomic and quality traits in a set of German winter barley (Hordeum vulgare
L.) cultivars using Diversity Arrays Technology. J Appl Genet 55: 295-305.

Litt M, Luty JA (1989) A hypervariable microsatellite revealed by in vitro amplification
of a dinucleotide repeat within the cardiac muscle actin gene. Am J Hum Genet
44: 397-401.

Liu Z, Furnier GR (1993) Comparison of allozyme, RFLP and RAPD markers for
revealing genetic variation within and between trembling aspen and bigtooth
aspen. Theor Appl Genet 87: 97-105.

Liu WL, Shih HC, Weng IS, et al. (2016) Characterization of Genomic Inheritance of
Intergeneric Hybrids between Ascocenda and Phalaenopsis Cultivars by GISH,
PCR-RFLP and RFLP. PLoS One 11(4): e0153512.

Meyer W, Mitchell TG, Freedman EZ, Vilgalys R (1993). Hybridization probes for
conventional DNA fingerprinting used as single primers in the polymerase chain
reaction to distinguish strains of Cryptococcus neoformans. J Clin Microbiol 31:
2274-80.

Mir RR, Hiremath PJ, Riera-Lizarazu O, Varshney RK (2013) Evolving Molecular
Marker Technologies in Plants: From RFLPs to GBS. In Lubberstedt T,
Varshney RK (Editors). Diagnostics in Plant Breeding. Springer: New York. Pp.
229-247.

Muhammad RW, Qayyum A, Ahmad MQ, et al. (2017) Characterization of maize
genotypes for genetic diversity on the basis of inter simple sequences repeats.
Genetic and Molecular Resources 16 (1.

Mwadzingeni L, Shimelis H, Rees DJG, Tsilo TJ (2017) Genome-wide association
analysis of agronomic traits in wheat under drought-stressed and non-stressed
conditions. Plos One 12 (2): e0171692.

Orabi J, Jahoor A, Backes G (2014) Changes in allelic frequency over time in European
bread wheat (Triticum aestivum L.) varieties revealed using DArT and SSR
markers. Euphytica 197: 447-62.

Raybould AF, Goudet J, Mago RJ, et al. (1996) Genetic structure of a linear population
of Beta vulgaris ssp. maritime (sea beet) revealed by isozyme and RFLP
analysis. Heredity 76: 111-17.

Riedy MF, Hamilton 11l WJ, Aquadro CF (1992) Excess of non parental bands in
offspring from known primate pedigrees assayed using RAPD PCR. Nucleic
Acids Res 20: 918.

Rieseberg LH (1996). Homology among RAPD fragments in interspecific comparisons.
Mol Ecol 5: 99-105.

19


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muhammad%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28362998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qayyum%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28362998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahmad%20MQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28362998

Sansaloni CP, Petroli CD, Carling J, et al. (2010). A high density diversity arrays
technology (DArT) microarray for genome-wide genotyping in Eucalyptus.
Plant Methods 6: 16.

Savelkoul PHM, Aarts HIM, de Haas J, et al. (1999) Amplified-fragment length
polymorphism analysis: the state of an art. J Clin Microbiol 37: 3083-91.

Santos DN, Nunes CF, Setotaw TA, Pio R, Pasqual M, Cancado GM (2016) Molecular
characterization and population structure study of cambuci: strategy for
conservation and genetic improvement. Genetic and Molecular Resources 15(4).

Schierwater B, Ender A (1993) Different thermostable DNA polymerases may amplify
different RAPD products. Nucleic Acids Res 19: 4647-8.

Sharma PC, Grover A, Kahl G (2007) Mining microsatellites in eukaryotic genomes.
Trends Biotechnol 25: 490-8.

Silva AV, Nascimento AL, Vitéria MF, Rabbani AR, Soares AN, Lédo AS (2017)
Diversity and genetic stability in banana genotypes in a breeding program using
inter simple sequence repeats (ISSR) markers. Genetic and Molecular Resources
(16 ().

Skroch P, Neinhuis J (1995). Impact of scoring error and reproducibility of RAPD data
on RAPD based estimates of genetic distance. Theor Appl Genet 91: 1086-91.

Suazo A, Hall HG (1999) Modification of the AFLP protocol applied to honey bee
(Apis mellifera L.) DNA. BioTechniques 26: 704-9.

Vos P, Hogers R, Bleeker M, et al. (1995) AFLP: a new technique for DNA
fingerprinting. Nucleic Acids Res, 23, 4407-14.

Weber JL, May PE (1989) Abundant class of human DNA polymorphisms which can
be typed using the polymerase chain reaction. American Journal of Human
Genetics 44: 388—396.

Welsh J, McClelland M (1990) Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary
primers. Nucleic Acids Research 18 (24): 7213-7218.

Williams JGK, Kubelik AR, Livak KJ, et al. (1990) DNA polymorphisms amplified by
arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids Res 18: 6531-5.

Yoshimura S, Yoshimura A, Saito A, et al. (1992) RFLP analysis of introgressed
chromosomal segments in three near-isogenic lines of rice for bacterial blight
resistance genes, Xa-1, Xa-3 and Xa-4. Jpn J Genet 67: 29-37.

Zane L, Bargelloni L, Patarnello T (2002) Strategies for microsatellite isolation: a
review. Mol Ecol 11: 1-16.

Zietkiewicz E, Rafalski A, Labuda D (1994) Genome fingerprinting by simple sequence
repeat (SSR)-anchored polymerase chain reaction amplification. Genomics 20:
176-83.

20


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos%20DN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28002598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nunes%20CF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28002598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Setotaw%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28002598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pio%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28002598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pasqual%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28002598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Can%C3%A7ado%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28002598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva%20AV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28252170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nascimento%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28252170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vit%C3%B3ria%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28252170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rabbani%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28252170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soares%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28252170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%A9do%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28252170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Welsh%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2259619
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McClelland%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2259619

Capitulo 2

Genbdmica e sequenciamento de nova geracao

Dra. Ana Paula Christoff

Consideragoes gerais

A sequéncia nucleotidica que compde o DNA gendémico é um dos principais elos
evolutivos entre os seres vivos que habitam o planeta Terra. O acido
desoxirribonucleico (DNA) possui uma estrutura complementar, em dupla-hélice, e é
composto principalmente por nucleotideos com quatro tipos de bases nitrogenadas,
sendo duas purinas: adenina (A) e guanina (G), e duas pirimidinas: citosina (C) e timina
(T) (Figura 2.1). A ordem em que estes diferentes nucleotideos se combinam na
molécula de DNA é o que determina a informacdo genética necessaria para 0
funcionamento de um organismo. Assim como o DNA, o RNA (&acido ribonucleico)
também possui a capacidade de armazenar e transmitir informacbes genéticas. A
estrutura quimica destes acidos nucleicos € muito importante para a estabilidade das
moléculas, sendo que, ambas sdo formadas por nucleotideos compostos por uma base
nitrogenada, uma pentose e um ou mais grupamentos fosfato. O que diferencia 0 DNA
do RNA é principalmente a estrutura de sua molécula de acucar, que no DNA é uma
desoxirribose e no RNA uma ribose. Além disso, uma das bases nitrogenadas
pirimidicas que compde o RNA difere do DNA, a uracila (U), ao invés da timina (T).
Os nucleotideos ligam-se entre si de forma covalente, onde o grupamento fosfato-5' de
um nucleotideo é ligado ao grupo hidroxila-3' do nucleotideo seguinte, gerando uma
ligacdo fosfodiéster no esqueleto das moléculas de DNA ou RNA. A interacdo entre
duas cadeias complementares de &cidos nucleicos ocorre através de ligacGes de
hidrogénio que se formam entre 0s grupos amino e carbonila das purinas e pirimidinas
complementares. Enquanto o DNA é encontrado nas células em dupla fita, 0 RNA é
encontrado em fita simples. Porém, uma fita de RNA geralmente apresenta a formacéo
de estruturas secundarias devido a complementariedade de suas bases nitrogenadas, que
acabam formando regides de fita dupla.

A genética molecular ganhou forca apds a descricdo da estrutura da molécula de
DNA em 1953 por Watson e Crick (Box 2.1), que descreveram os padrdes mais comuns
de ligacOes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas, onde A liga-se a T e G liga-se a
C, formando interacGes especificas. A sequéncia em que estes nucleotideos se arranjam
nas moléculas de &cidos nucleicos é um dos principais alvos de estudos da genémica.
Nas décadas subsequentes, entre 1970 e 1980, esta area teve avancos significativos com
0 surgimento das primeiras metodologias para amplificacdo e sequenciamento de DNA.
Tais técnicas consistiam principalmente em métodos como o de degradacdo quimica
(Maxam e Gilbert, 1977) ou o método Sanger com terminacdo de cadeia por
dideoxinucleotideos (Sanger et al., 1977). Desta forma, primariamente restrita a estudar
pequenos fragmentos de DNA ou poucos genes, a gendmica teve uma grande alteracédo
de paradigmas com o aumento do conhecimento quimico sobre os nucleotideos e acidos
nucleicos, culminando no desenvolvimento de técnicas inovadoras para 0
sequenciamento de DNA em larga escala.
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Figura 2.1 - Estrutura dos &cidos nucléicos, DNA e RNA, com suas bases nucleotidicas.

Entre as diversas técnicas de
sequenciamento em larga escala que
surgiram, destacam-se: 0 pirosequenciamento
com  deteccdo de  pirofosfato, o
sequenciamento por ligacdo da tecnologia
SOLID, a metodologia de semicondutores
lon e o0 sequenciamento por sintese na
tecnologia Illumina. Ainda, novos métodos
vém sendo constantemente  testados,
aprimorados, ou ainda incorporados por
outras tecnologias, tais como a tecnologia
Helicos, o Pacific Biosciences e o Oxford
Nanopore, que utilizam principalmente a
premissa de sequenciamento de moléculas
unicas em larga escala. Os eventos marcantes
para 0 desenvolvimento dos métodos de
sequenciamento de DNA, que culminaram
nas principais técnicas conhecidas, podem
ser cronologicamente organizados (Figura
2.2).

Box 2.1 - 1953

Ano marcante para a ciéncia, a
genética e a biologia molecular. Artigos
classicos foram publicados descrevendo a
estrutura em dupla hélice do &cido
desoxirribonucleico (DNA) (Watson e
Crick, 1953), com seu esqueleto externo
de fosfato (Franklin e Gosling, 1953),
com suas estruturas tridimensionais nas
formas A e B e, ainda, demonstrando
como os pareamentos de bases na dupla
hélice permitiam a replicacio do DNA
(Watson e Crick, 1953). Também a
deteccdo desta forma de DNA foi
confirmada em sistemas biol6gicos
(Wilkins, et al., 1953), sendo reconhecido
como o material da hereditariedade
(Avery et al.,1944).

Hoje em dia o chamado sequenciamento de nova geracdo (NGS — Next
Generation Sequencing) permitiu aumentar consideravelmente a escala das analises
gendmicas, sequenciando e genotipando milhares de regides e genomas de interesse em
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um unico passo, gerando um grande volume de dados biologicos (high throughput
sequencing -HTS). Assim, os termos NGS, HTS ou sequenciamento massivo
paralelizado, constituem um conceito genérico, englobando as diversas metodologias
distintas para o sequenciamento de DNA que geram um grande volume de dados em
comparacdo ao padrdo da metodologia de Sanger, dispensando a necessidade de
clonagem in vivo dos fragmentos de DNA. Mesmo em populacdes de organismos sem
informacgdes genéticas prévias, estes avancos tecnoldgicos em biologia molecular e
sequenciamento em larga escala vém permitindo inUmeras andlises gendmicas e
transcritbmicas, contribuindo para a compreensdo e o estudo da variacdo bioldgica,
através da descoberta de marcadores moleculares e genes importantes para rotas
metabolicas e vias fisiologicas.
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Figura 2.2 - Tecnologias de sequenciamento de DNA ao longo dos anos e as principais contribuicdes de
metodologias moleculares para o desenvolvimento dos sequenciadores de DNA.

Historicamente, em 1975, Sanger introduziu o conceito de sequenciamento de
DNA utilizando um método rapido, através da sintese com uma DNA polimerase e a
utilizacdo de pequenos oligonucleotideos iniciadores da reacdo. Em 1977, foram
publicados dois marcos histéricos para o sequenciamento de DNA, o método de Sanger
utilizando a terminagdo de cadeia com dideoxinucleotideos e 0 método de Maxam e
Gilbert, pela degradacdo quimica de DNA. O método de Sanger por sua vez, tornou-se
mais popular devido a sua alta eficiéncia a baixa radioatividade. Estes métodos
culminaram no desenvolvimento dos primeiros sequenciadores de DNA automatizados,
subsequentemente comercializados pela Applied Biosystems (ABI), pelo European
Molecular Biology Laboratory (EMBL) e pela Pharmacia-Amersham, atual General
Eletric (GE) healthcare. O primeiro sequenciador comercial foi introduzido em 1996,
utilizando eletroforese em placas de gel pelo ABI Prism 310. Em 1998, a ABI
novamente revelou o primeiro sequenciador de DNA utilizando um sistema
automatizado de capilares, em substituicdo as placas de gel. Tais equipamentos foram
utilizados no sequenciamento do primeiro genoma humano, em um esfor¢o de 13 anos
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do consércio do projeto genoma humano, utilizando os refinamentos do método
“dideoxi” estabelecido por Sanger em 1977.

No ano de 2005, foi introduzida no mercado a primeira plataforma de
sequenciamento high-throughput NGS pela 454 Life Sciences, o GS 20. A grande
novidade deste sequenciamento foi a auséncia da necessidade de clonagem prévia dos
fragmentos de DNA em vetores de multiplicacdo em bactérias ou leveduras. Com esta
metodologia, todo o DNA presente em uma amostra era diretamente clivado por
shotgun, e um PCR em emulsdo de moléculas Unicas era realizado para seu posterior
pirosequenciamento. A tecnologia 454 foi adquirida pela companhia Roche, a qual
aprimorou este método de sequenciamento por sintese, através da deteccdo de luz
resultante da liberacéo de pirofosfato nas reacdes, o0 que ocorria quando um nucleotideo
era incorporado na molécula de DNA nascente.

Nos anos subsequentes, diversas tecnologias de NGS surgiram baseadas no
principio de deteccdo da fluorescéncia de terminadores reversiveis. O sequenciamento
por sintese é realizado em paralelo para um grande nimero de amostras de DNA, as
quais se encontram imobilizadas em uma superficie, minimizando os volumes de reagédo
para um sistema miniaturizado. O principio basico consiste na deteccdo de cada
nucleotideo incorporado na molécula crescente de DNA, este nucleotideo marcado com
fluorescéncia é detectado por uma camera CCD. Subsequentemente, o fluoréforo ligado
neste nucleotideo terminador € removido e um novo ciclo se inicia para a incorporacao
de um novo nucleotideo marcado e a determinacdo da proxima base na sequéncia de
DNA. Em virtude deste processamento paralelo, uma molécula Unica pode ser
“individualmente” sequenciada e ter sua propor¢do estimada no total de sequéncias
obtidas. Assim, a grande combinacdo de informacBes quantitativas e qualitativas que
sdo geradas possibilitou um enorme avango nas analises genémicas que eram antes
tecnicamente impossiveis, ou muito caras. Estas metodologias foram amplamente
aplicadas nas plataformas de sequenciamento NGS de segunda geracdo (454 Roche,
Illumina, SOLID).

Apesar da amplificagio de DNA ter revolucionado as metodologias de
sequenciamento até entdo, em algumas circunstancias ela pode introduzir erros de
nucleotideos, favorecer algumas sequéncias em detrimento de outras, ou ainda gerar um
viés quantitativo alterando a relacdo de frequéncia e abundancia de fragmentos de DNA
existentes antes da amplificacdo e apds a amplificacdo. Desta forma, o principio basico
da terceira geracdo de sequenciadores de alto rendimento, baseia-se na auséncia da
necessidade de amplificagdo prévia da amostra, podendo detectar a sequéncia de DNA
diretamente de wuma Unica molécula. Entre estas tecnologias destacam-se
principalmente: a Heliscope, 0 SMRT da Pacific-Bioscience e o Oxford Nanopore, que
utilizam desde polimerases modificadas imobilizadas em uma superficie até nanoporos
que detectam variagdes de corrente elétrica, ou ainda, a liberacdo de ions resultantes do
processo de polimerizacdo da molécula nascente, como na tecnologia lon. Contudo, a
metodologia ion ainda utiliza bibliotecas enriquecidas, ndo sendo sequenciamento de
moléculas Unicas.

As metodologias de sequenciamento de DNA de nova geracdo, conhecidas como
sequenciamento de alto desempenho, estdo cada dia mais presentes em nosso cotidiano,
revolucionando a pesquisa biolégica em areas como a genética, gendmica,
biotecnologia, medicina, etc. Podemos observar o incrivel aumento na qualidade dos
dados gerados, assim como no tamanho de sequéncias (reads), contando ainda com uma
diminuicdo na quantidade inicial de amostra necesséria, além de uma diminuicdo
significativa no custo por base sequenciada. As mudancas que ocorrem neste campo sdo
rpidas e inovadoras, resultando em técnicas de sequenciamento mais robustas e
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acuradas, além de gerar uma grande quantidade de dados com uma velocidade incrivel.
Isto influencia diretamente a necessidade de desenvolvimento de novas metodologias
para andlises de dados, concentradas principalmente na &rea da bioinformatica, que vem
se tornando o grande desafio dos ultimos anos. Assim, desde a descoberta da estrutura
da molécula de DNA em 1953, o constante desenvolvimento das técnicas moleculares
vem construindo marcos cientificos para a evolucéo do sequenciamento de DNA, desde
a metodologia de Sanger (1977) até os sequenciadores de segunda geracdo (2005), ou
mais recentemente, e ainda em constante desenvolvimento, os sequenciadores de
terceira geracéo (2010).

Os primeiros métodos de sequenciamento de acidos nucleicos

Em 1965, uma das primeiras sequéncias de &cidos nucleicos que se teve
conhecimento, revelou os 77 nucleotideos do RNA transportador (tRNA) de alanina em
leveduras (Holley et al., 1965). Nesta época ainda ndo existiam métodos bem
desenvolvidos para o sequenciamento de acidos nucleicos, o processo era realizado pela
clivagem do RNA de interesse, com uma enzima do tipo RNAse, e os fragmentos
obtidos eram submetidos a analises por cromatografia e eletroforese. Esta metodologia
permitiu a identificacdo da composicdo da molécula do acido nucléico, incluindo
purinas, pirimidinas e também nucleotideos ndo usuais, comumente encontrados em
tRNAs. Entretanto, os pequenos fragmentos gerados pela clivagem ndo possuem uma
ordem especifica, nem uma sobreposicdo com tamanho adequado que permita a
montagem de um fragmento maior, dificultando assim a caracterizacdo da sequéncia
nucleotidica final.

Alguns anos apés, em 1970, Ray Wu desenvolveu um método que serviu como
base para varias tecnologias que viriam no futuro, conhecido como “estratégia de
extensao de primer” (Wu, 1970). Este método baseia-se na capacidade intrinseca de
catélise da enzima DNA polimerase, utilizando uma fita molde de DNA e nucleotideos
especificos marcados radioativamente, resultando em uma sequéncia nucleotidica mais
acurada, j& com a ordem correta de organizagdo dos nucleotideos. Para realizar a
determinacdo da sequéncia de deoxinucleotideos em uma molécula de DNA, a regido
terminal desta molécula deve estar em fita simples para que haja o reconhecimento pela
DNA polimerase (por exemplo, a enzima de Escherichia coli), que inicia o processo de
sintese complementar adicionando nucleotideos marcados na extremidade 3’ da
molécula, copiando a fita simples 5’ complementar. Utilizando este procedimento, em
1970, foi possivel realizar o sequenciamento de regides fita-simples do bacteriéfago
lambda (£) e também do bacteriofago DNA 186, gerando fragmentos sequenciados de
aproximadamente 10 nucleotideos. Para sequenciar outras regides e fragmentos de
interesse, podia-se também realizar a degradacdo limitada de uma das fitas através de
enzimas com atividade de exonucleases, para formar extremidades de fita simples com
até 20 nucleotideos. Alguns avangos metodoldgicos foram realizados com essa técnica,
uma vez que ainda era uma época dificil para se conseguir grandes quantidades de um
DNA homogéneo. As moléculas de DNA eram muito grandes para o sequenciamento e
ndo haviam muitas exonucleases especificas que possibilitassem a degradacdo de
regides do DNA para permitir o sequenciamento através da complementacdo da fita
simples. Assim, em 1972, o método de Ray Wu foi aplicado para analises de sequéncias
nucleotidicas de DNA de forma mais ampla, utilizando como base 0 DNA codificador
de proteinas (Wu, 1972). Nesta abordagem, uma sequéncia proteica de
aproximadamente quatro aminodcidos € selecionada e transformada em sequéncia
nucleotidica através da melhor combinacdo possivel com o cddigo genético (ainda nao
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era possivel a sintese de um oligonucleotideo degenerado). A sequéncia deste
oligonucleotideo € sintetizada quimicamente para ser utilizada como um iniciador, que
ird anelar na regido especifica do DNA molde e servird para que uma DNA polimerase
adicione os nucleotideos complementares a partir da extremidade 3’ do iniciador. Estes
nucleotideos a serem adicionados sdao marcados radioativamente para posterior deteccao
da sequéncia de nucleotideos que foram incorporados pela DNA polimerase. Para a
utilizacdo deste método, entretanto, € necessario ter o conhecimento prévio da sequéncia
completa ou parcial da proteina de interesse, porém, este era um método mais acurado
para determinar a composi¢do e a ordem dos nucleotideos em uma sequéncia de DNA.

Outro método de crucial importancia para o desenvolvimento das tecnologias de
sequenciamento de DNA foi o método conhecido como “plus and minus” descrito em
1975 (Sanger e Coulson, 1975). Este metodo foi pioneiro na utilizacdo de DNA em fita
simples (ssDNA) juntamente com a adigdo combinada de nucleotideos marcados e géis
de poliacrilamida que separavam os produtos de reacdo. Para que se obtivesse uma
sequéncia nucleotidica de aproximadamente 50 nucleotideos (nt), 0 método de extensao
de primer de Ray Wu era utilizado em duas reagdes de polimerizacdo separadas. Na
primeira reacdo, a utilizacdo de apenas um primer resultava em uma sintese de DNA
complementar lenta e dessincronizada, com diversos fragmentos de tamanhos diferentes
e os nucleotideos incorporados nesta etapa eram marcados com fésforo radioativo (*2P).
O produto desta reacdo era entdo dividido em oito tubos para servirem como primers na
segunda etapa. Nesta segunda reacdo, a mesma é terminada adicionando-se apenas um
dos quatro nucleotideos (nas reacbes “plus’) ou o0s trés nulceotideos restantes nas
reagdes “minus”. O resultado destas oito reagdes era submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida de forma paralela, e as moléculas de diferentes tamanhos com as
combinacgBes de nucleotideos terminadores conhecidas, eram comparadas de forma
paralela, resultando na decodificacdo de uma sequéncia de DNA de aproximadamente
50 nucleotideos em um Unico experimento.

Maxam e Gilbert: um método quimico de sequenciamento de DNA

Este método de sequenciamento de DNA introduziu a ideia, praticamente ao
mesmo tempo em que Sanger, de que sequéncias de DNA poderiam ser identificadas
pela resolucdo de fragmentos marcados na Ultima base nucleotidica em géis de
poliacrilamida (Maxam e Gilbert, 1977). Um fragmento de DNA fita dupla (dSDNA),
marcado com 2P, pode ser clivado com reagentes quimicos em bases nucleotidicas
especificas. Estas reacOes especificas poderiam ser para ambas as purinas (A e G), ou
somente para pirimidinas, também poderiam clivar ligacdes entre A e G, ou ainda clivar
especificamente em citosinas (C). Quando estes fragmentos clivados em nucleotideos
especificos eram analisados, em paralelo, em gel de poliacrilamida, o padrdo das bandas
marcadas radioativamente e separadas por tamanho poderia ser analisado para a
identificacdo da sequéncia de DNA. Este método permitia 0 sequenciamento de
aproximadamente 100 bases a partir do nucleotideo no qual a molécula foi marcada
radioativamente.

Um periodo de novidades e o inicio dos grandes sequenciamentos de DNA com
dideoxinucleotideos

Em 1977, utilizando independentemente a abordagem de “extensdo de primer” de
Ray Wu, Frederick Sanger desenvolveu um novo método para a determinacdo de
sequéncias nucleotidicas (Sanger et al., 1977). Esta técnica tornou-se amplamente
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conhecida, e desde entdo passou a ser a metodologia mais utilizada para acessar as
sequéncias de DNA por varias décadas. A grande novidade aplicada nesta técnica,
conhecida como sequenciamento de “Sanger”, foi a utilizagdo de dideoxinucleotideos
(ddATP, ddGTP, ddCTP e ddTTP) como analogos aos deoxinucleotideos padrédo
(dNTPs: dATP, dGTP, dCTP e dTTP). Os dideoxinucleotideos atuam como inibidores
da atividade da DNA polimerase, pois eles ndo possuem a extremidade 3’-OH (grupo
hidroxila) necessaria para a continuidade da extensdo da cadeia nucleotidica. Assim, a
reacdo da DNA polimerase termina exatamente na posicdo em que um destes analogos
foi incorporado na molécula sendo sintetizada. Partindo-se deste principio do método
dideoxi de Sanger, o sequenciamento de DNA é realizado através da incubacdo de uma
sequéncia de oligonucleotideo iniciador (primer) com uma molécula de DNA molde e
uma DNA polimerase, na presenca de uma mistura de dNTPs e ddNTPS, onde os
dideoxinucleotideos eram marcados com *2P. Inicialmente, 0 sequenciamento era
manual, onde quatro reacdes de polimerizacdo eram conduzidas separadamente, cada
uma contendo um dos analogos de nucleotideos terminadores de cadeia em
concentracdes especificas. Desta forma, utilizando cada dideoxinucleotideo em uma
reacao separada e correndo as amostras resultantes de forma paralela no gel, o padréo de
bandas obtido pode ser analisado para revelar a identidade da sequéncia de DNA
(Figura 2.3A).
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Figura 2.3 - Sequenciamento de DNA pelo método dideoxi. (A) O Método desenvolvido em 1977 por
Sanger, onde apds a sintese com os terminadores de cadeia as moléculas eram corridas e reveladas em um
gel de poliacrilamida. (B) Automatizacdo do método de Sanger, com a utilizagcdo de dideoxinucleotideos
marcados com fluorescéncia e detectados por um feixe de laser associado a um computador, que gerava a
sequéncia nucleotidica final.

Mais recentemente, com o desenvolvimento das técnicas moleculares, a maior
facilidade em sintetizar oligonucleotides, produzir enzimas e reagdes in Vvitro,
juntamente com o surgimento de técnicas como a reacdo de PCR (Box 2.2), favoreceu
ainda mais a consolidacdo da tecnologia de sequenciamento de Sanger, que também
passou por melhorias experimentais, principalmente deixando de utilizar nucleotideos
marcados com radioatividade (3’P). Logo em 1986, publicou-se uma metodologia de
andlise automatizada de DNA, baseando-se na deteccdo por fluorescéncia, ao invés de
radioatividade (Smith et al., 1986) (Figura 2.3B).
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Box 2.2 - 1985

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction)

Baseando-se na metodologia de extensdo por primers, previamente descrita por Ray Wu
(1970), Kary Mullis e colaboradores desenvolveram uma das técnicas mais amplamente utilizadas em
biologia molecular, a reacdo de PCR. Através de uma amplificacdo enzimatica por uma DNA
polimerase, uma regido de interesse em uma molécula de DNA pode ser amplificada de forma
exponencial. Este aumento do nimero de moléculas-alvo de DNA é mediado pela utilizacdo de um
par de iniciadores (primers) especificos e complementares as fitas-molde de DNA. Desde entdo, a
técnica de PCR tem sido aprimorada, com a utilizacdo de uma ampla diversidade de polimerases,
incluindo DNA polimerases termoestaveis, isotérmicas, de alta fidelidade, entre outras.

A aplicacdo da metodologia de PCR esta presente no dia-a-dia da maioria dos laboratorios,
sendo diretamente aplicada na analise e identificacdo de sequéncias e variagdes nucleotidicas,
principalmente na clonagem e amplificacdo de sequéncias genémicas para o sequenciamento direto de
DNA.

(Mullis e Faloona, 1987)

Diferentes fluoréforos sdo utilizados na reacdo com cada base especifica
(A,T,C,G), melhorando a capacidade de deteccdo dos nucleotideos, reduzindo ruidos de
fundo e sinais inespecificos, além de ndo prejudicarem a reacdo de hibridiza¢do ou a
mobilidade eletroforética. As reacdes separadas para cada dideoxinucleotideo marcado
eram entdo combinadas no processo de eletroforese em um dnico tubo contendo gel de
poliacrilamida. As bandas de DNA com fluorescéncia eram entdo separadas por
tamanho e detectadas perto do fundo do tubo, onde a informacdo da sequéncia poderia
ser adquirida e armazenada por um computador associado, durante a eletroforese. A
automatizacdo desta metodologia de sequenciamento veio logo em seguida, uma vez
que o método havia se tornado mais simples e uma grande quantidade de pesquisadores
comecavam a sequenciar mais moléculas de DNA. O primeiro sequenciador de DNA
automatizado foi desenvolvido pela Applied Biosystems em 1987, entretanto, o auge da
tecnologia de Sanger foi lancado em 1998, também pela Applied Biosystems. Esta
companhia desenvolveu um novo sequenciador automatizado, utilizando um sistema de
eletroforese em capilares, que continham uma matriz polimérica desnaturante para o
sequenciamento de DNA. Diversos genes e varios genomas comegcaram a Ser
sequenciados em escalas maiores e em parcerias ao redor do mundo, incluindo o projeto
genoma humano. Os sequenciadores automatizados dispensavam a utilizagdo de géis, e
integravam programas de computadores para a analise dos nucleotideos sequenciados,
fazendo com que a metodologia de Sanger fosse cada vez mais utilizada. Neste periodo,
também houve a necessidade da criacdo dos primeiros bancos de dados, como o
GenBank em 1982, para a centralizacdo das informacOes genéticas de forma acessivel.
Programas de analises, buscas e comparagdes de sequéncias também comecgaram a ser
desenvolvidos, como o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) e a
implementacdo de formatos padrfes de arquivos, como por exemplo, o formato
FASTA.

Para o sequenciamento de pequenos fragmentos de DNA, ou alguns genes
especificos, nesta epoca ja era necessario menos esforco de laboratorio, entretanto
crescia o interesse em sequenciar fragmentos maiores, como 0s genomas completos.
Para o sequenciamento destas regides, era necessario o emprego de uma clonagem
prévia da sequéncia de interesse em vetores como 0s YACs (cromossomos artificiais de
levedura, que comportam insertos de 100-1000 kb), ou BACs (cromossomos artificias
de bactérias, onde os fragmentos inseridos podem ter 150 — 350 kb). Também, poderia-
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se utilizar plasmideos (pequenas moléculas de DNA circular com capacidade de
replicacdo independente do DNA gendmico, usualmente encontrado em bactérias, que
permitem insertos de até 15 kb). Os cosmideos (plasmideo hibrido com os sitios cos do
fago lambda, que podem também ser encapsulados em capsideos de fago, cujas
sequéncias inseridas podem ter até 45 kb), ou os Fosmideos (baseados no plasmideo F
de bactérias, também comportam insertos de até 40 kb), também poderiam ser
utilizados. Quando a sequéncia inserida nestes vetores ainda era muito grande, ela
passava por um processo adicional de clivagem com enzimas de restricdo e era
subclonada em vetores menores que poderiam entéo ser sequenciados, pois a capacidade
de sequenciamento da metodologia de Sanger era de 500 a 750 pb por reacdo. Apds o
sequenciamento destes diversos subclones, a sequéncia completa poderia ser montada
por sobreposicdo das sequéncias menores, € comparadas com um mapa fisico de
clivagem da sequéncia presente no vetor maior (BAC). Esta metodologia de clonagem
foi amplamente utilizada no inicio do Projeto Genoma Humano, em 1990, e ficou
conhecida como sequenciamento clone por clone (Lander et al., 2001).

A partir de 1996 a metodologia de shotgun (Box 2.3) foi introduzida como um
método alternativo mais &gil e robusto para o sequenciamento e montagem de genomas,
facilitando ainda mais o0s sequenciamentos baseados na metodologia de Sanger. Ainda,
nesta época, Vviu-se que blocos génicos poderiam ser confirmados através do
sequenciamento de ESTs (Expressed Sequence Tags), obtidas através de bibliotecas de
cDNA, resultantes do RNA total sendo expresso no organismo e tecido estudado
(Adams et al., 1991). Estas corridas por sequenciamentos gendmicos resultaram em um
efeito positivo para o desenvolvimento da metodologia de Sanger, além de baratear seu
custo com o passar dos anos. Assim, durante as décadas subsequentes, o0 método de
Sanger, em sua versdo mais automatizada, tornou-se o0 padrdo ouro para 0
sequenciamento de DNA.

Box 2.3 - 1996

Shotgun

Esta metodologia foi introduzida por Craig Venter e colaboradores, com participacdo da
Celera genomics, sendo utilizada previamente no sequenciamento de genomas como o do bacteriéfago
lambda, do Haemophilus influenzae, do cromossomo 2 de Arabidopsis thaliana e também no genoma
de Drosophila melanogaster. A maior visibilidade desta metodologia deu-se quando ela foi utilizada
para acelerar o sequenciamento no projeto genoma humano. Esta metodologia permitia uma grande
agilidade no preparo de amostras para o sequenciamento, uma vez que as sequéncias de DNA de
interesse eram clivadas e inseridas aleatoriamente em vetores para a sua multiplicacdo (por exemplo,
plasmideos). Em seguida essas moléculas eram sequenciadas aleatoriamente, resultando em
fragmentos de sequéncias (reads) que deveriam ser organizados, sobrepostos e montados através de
programas de computador e analises de bioinformatica. Os reads eram entdo montados em sequéncias
maiores formando os contigs, ou mesmo, em blocos de sequéncias maiores e sobrepostos, formando
os scaffolds de uma sequéncia gendmica muito maior, por exemplo. (Venter et. al., 2001).

0 sequenciamento de DNA e a deteccao do pirofosfato

Novas ideias para o sequenciamento de DNA comecaram a surgir, introduzindo
metodologias que ndo exigissem um processo prévio de clonagem das sequéncias, ou
eletroforese em gel de acrilamida, possibilitando o processamento paralelo de muitas
amostras de uma forma automatizada. Uma destas novas metodologias demonstrou que
era possivel clivar por shotgun o DNA total de um organismo, e realizar o seu
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sequenciamento direto e em tempo real. Nesta abordagem, durante o sequenciamento, a
atividade da DNA polimerase pode ser monitorada durante a incorporacdo de cada
nucleotideo na molécula de DNA nascente, devido a liberacdo de uma molécula de
pirofosfato inorgénico. Este pirofosfato liberado é detectado na forma de luz, por uma
camera, apos 0 seu processamento por uma enzima ATP sulfurilase, e uma luciferase.
Cada um dos quatro nucleotideos (A, T, C e G) € adicionado de forma independente e
sequencial na reacdo que contém uma molécula de DNA molde imobilizada com um
pequeno fragmento complementar & sequéncia. ApOs a incorporacdo de cada
nucleotideo, um passo de lavagem é realizado, retirando os nucleotideos e reagentes que
ndo foram utilizados nesta etapa.

Assim, toda vez que um nucleotideo é incorporado na molécula de DNA hi a
emissdo de luz, que é registrada pelo sistema de um computador associado (Figura 2.4).
A intensidade do sinal luminoso é proporcional ao ndimero de bases que foram
incorporadas naquela etapa do sequenciamento, podendo ser um unico nucleotideo (A),
ou mais de um (AAAAA). Desta forma, ao final do processo, a sequéncia de DNA pode
ser obtida pelos dados de luminosidade armazenados no programa de analises. Esta
metodologia ficou conhecida como Pirosequenciamento (Ronaghi et al., 1996). Através
dela, é possivel aumentar em até 100x a escala de rendimento do sequenciamento
comparando com a metodologia de Sanger e isto é obtido principalmente pela utilizacdo
do PCR em emulsdo (Box 2.4), otimizado em um suporte sélido e com volumes em
escalas de picolitros. Assim, 0 pirosequenciamento desenvolveu-se, reduziu tempo e
custos, proporcionando um sequenciamento de DNA altamente escalavel, com um
maior volume de dados obtidos em um tempo relativamente menor ao do
sequenciamento por capilaridade de Sanger (Margulies et al., 2005).
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Figura 2.4 - Visdo geral do método de pirosequenciamento. O DNA de interesse é fragmentado, ligado a
adaptadores e beads magnéticas para amplificacdo em PCR de emulsdo. Cada bead contendo cépias de
uma molécula tnica de DNA ¢ alocada em um pocinho da lamina de sequenciamento, juntamente com 0s
regentes necessarios para a sua amplificacdo. Durante a sintese da fita de DNA complementar, 0s
nucleotideos incorporados podem ser sequencialmente identificados pela deteccdo de luz resultante da
liberacdo do pirofosfato. Reproduzido com permissdo de Macmillan Publishers Ltd, Nature Reviews
Microbiology (Medini et al., 2008), copyright 2008.
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Box 2.4 - 1998
PCR em emulséo

O principio de que as células séo eficientes por manterem juntos genes, RNAs e proteinas
necessarias para certos processos relacionados, introduziu a ideia de que a reproducdo deste
mecanismo in vitro poderia representar um ganho experimental. De fato, a compartimentalizacdo das
reacGes em emulsdes de goticulas de dgua em 6leo, contendo uma molécula Gnica de DNA molde
juntamente com os reagentes e enzimas necessarios para sua amplificacdo, foi um passo importante
para a biologia molecular. Essa compartimentalizacdo da reacdo de PCR reduz o nimero de artefatos
guando existe uma grande complexidade de sequéncias, permitindo uma amplificacdo clonal mais
eficiente das moléculas de DNA molde, sem os vieses de uma reacdo convencional. (Tawfik e
Griffiths, 1998; Schiitze et. al., 2011)

O pirosequenciamento, descrito detalhadamente em 2005, foi marcado pelo
lancamento do sequenciador 454 Life Sciences, posteriormente adquirido pela Roche e
comercializado como GS 20, capaz de sequenciar 20 milhdes de pares de base em 4h.
Em 2007, foi lancado o GS FLX, com capacidade de sequenciamento de 100 milhdes de
pares de base em 4h. Assim, unindo as metodologias de deteccdo de pirofosfato, com a
reacdo de PCR em emulsdo, o principio basico da tecnologia 454 consistia na clivagem
do DNA alvo de forma aleat6ria (shotgun), ligacdo de adaptadores e captura de
moléculas individuais em microesferas magnéticas de 26um com sequéncias
complementares aos adaptadores. Uma grande quantidade destas microesferas é alocada
nos 1.6 milhdes de pocinhos em uma lamina de fibra-Gtica para que ocorra a
amplificacdo das sequéncias em uma goticula de emulsdo. Neste arranjo, apés a
amplificacdo das moléculas de interesse, os quatro diferentes nucleotideos sdo
sequencialmente e independentemente adicionados. A quantidade de nucleotideos que é
incorporada em cada molécula de DNA complementar sendo sintetizada é registrada
pela intensidade da luminescéncia na reacdo do pirofosfato, com uma cadmera CCD
acoplada ao sequenciador.

No inicio, esta metodologia produzia sequéncias (reads) com aproximadamente
80 — 120 nucleotideos, através dos quais era possivel realizar a montagem de genomas e
outras sequéncias de interesse. Hoje em dia é possivel que os fragmentos sequenciados
atinjam até 1kb de tamanho, em um sequenciamento de 24 horas, e produzindo
aproximadamente 1.000.000 de reads, com o0s novos modelos de sequenciadores e
novas reagdes quimicas do pirosequenciamento para a plataforma 454. Entretanto, um
dos grandes vieses desta tecnologia é a formacdo de homopolimeros e a baixa acurécia
de sequenciamento em regides repetitivas, alem do alto custo dos reagentes (Metzker,
2010). Entre as aplicagdes deste tipo de sequenciamento, pode-se destacar o
sequenciamento de genomas, de amplicons e de transcritomas, gerando uma grande
quantidade de dados e informacbes. A plataforma 454 veio como uma quebra de
paradigmas e enfrentou bastante resisténcia entre os pesquisadores, ja acostumados com
a metodologia de Sanger. Em 2005, com esta metodologia, foi possivel o
sequenciamento do DNA de organismos ja extintos partindo de quantidades infimas e ja
bastante degradadas de DNA, como por exemplo, 0 genoma do Mamute com 28.000
anos, ou ainda, os primeiros rascunhos do genoma dos Neandertais. O
pirosequenciamento foi bastante utilizado em pesquisas com gendmica microbiana,
genética de plantas, andlise de regulacdo génica, transcritomas, pequenos RNAs
(miRNA, siRNA), metagendmica e diversidade ambiental, além do continuo
sequenciamento do genoma humano e outros genomas completos.
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Sequenciamento por ligacao e a tecnologia SOLiD

Entre os sequenciadores de nova geracdo, a Applied Biosystems também
desenvolveu um equipamento baseado no método altamente paralelizado de
sequenciamento por hibridizacdo e ligacédo, relacionado a amplificagao por “polonies”
(Box 2.5), o sequenciamento com a plataforma SOLID (Sequencing by Oligonucleotide
Ligation and Detection).

Neste processo, de forma geral (Figura 2.5), os fragmentos de interesse a serem
sequenciados sdo amplificados na superficie de uma esfera magnética com 1 pm, em
uma PCR de emulséo, para garantir a amplificacdo do sinal durante as reagdes de
sequenciamento. As esferas com os amplicons sdo depositadas em uma lamina (flow
cell) e o sequenciamento por ligacéo se inicia com a hibridizacdo de uma sequéncia de
primer ao adaptador do fragmento, que € comum a todas as sequéncias amplificadas.
Entdo, enzimas DNA ligase sdo fornecidas juntamente com combinacfes especificas de
pequenas sondas (octameros de nucleotideos) marcadas com fluorescéncia.

Box 2.5 - 1999

Polony (polymerase colony) amplification

Um método inovador, que permite clonar e amplificar sequéncias de DNA, a partir de uma
molécula Unica, utilizando apenas uma reacdo de PCR com uma matriz de poliacrilamida imobilizada
em uma lamina de microscopio. Esta matriz retarda a difusdo das moléculas de DNA amplificadas,
gue assim permanecem proximas de suas respectivas moléculas de DNA molde. No final da reacdo,
estas colbnias de amplificacdo (polonies) possuem em torno de 5 milhGes de moléculas clones,
oriundas de uma Unica molécula molde, e ficam dispostas de forma paralela na lamina. Ainda, é
possivel fazer uma modificagdo na extremidade 5’ dos primers utilizados e o DNA amplificado
ficara covalentemente ligado a matriz de acrilamida, permitindo a utilizacdo posterior desta lamina
para diversas aplicacdes, como por exemplo, o sequenciamento destas moléculas de DNA. Avangos
mais recentes utilizam este método para a amplificagdo de moléculas Unicas em PCRs de emulséo,
ligados a beads magnéticas. A PCR em emulsdo pode ser considerada uma amplificacdo em polony.

(Mitra e Church, 1999)

A bioguimica deste tipo de sequenciamento envolve a atividade de polimerases e
ligases, onde o método de ligacdo degenerada reconhece um primer marcado por
fluorescéncia que hibridizou na molécula de DNA molde, e faz a ligacdo desta molécula
com o primer adjacente. Esta ligagdo emite um sinal de fluorescéncia que seré detectado
pelo programa do equipamento e determinara a sequéncia nucleotidica, uma vez emitido
o sinal, este fragmento hibridizado é clivado e um novo ciclo se inicia. Em seguida, um
passo de regeneracdo remove as bases da sonda ligada, incluindo o fluoréforo, e ja se
inicia outro ciclo de ligacdo. Estes ciclos de ligacdo sdo repetidos a partir de sequéncias
de primers com tamanhos diferentes (n, n-1, n-2, n-3 e n-4), para que toda a sequéncia
tenha uma boa cobertura.

Nesta metodologia, o DNA a ser sequenciado pode simplesmente ser clivado em
fragmentos de até 100 pb aproximadamente e ligado aos adaptadores especificos para a
amplificacdo em emulsdo. Porém, outra metodologia que pode ser empregada é a
estratégia de “mate-paired”, ou sequenciamento de pares. Nesta segunda abordagem, os
fragmentos podem ser clivados em tamanhos de até 10 kb sendo posteriormente
purificados por tamanho em gel de agarose e ligados a adaptadores CAP que promovem
a circularizacdo destas moléculas. Esta regido CAP possui um sitio especifico de
clivagem enzimatica que gera, para ambos os lados da molécula circularizada,
fragmentos de 25 pb aproximadamente em cada uma. Assim, apesar do tamanho do
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fragmento ser pequeno, € possivel sequenciar as extremidades de um fragmento maior,
0 que facilita a montagem das sequéncias de DNA ap06s todo o processo.
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Mais recentemente, em 2010, o tamanho do fragmento chegava a cerca de 75 pb
em um sequenciamento com ~30 Gb, com uma grande acuracia das bases nucleotidicas
sequenciadas, devido ao sistema de sequenciamento de duas bases (Rusk, 2011; Liu et
al., 2012). Esta é uma das grandes vantagens do sequenciamento SOLID: a acuracia das
bases sequenciadas, porém também requer um tempo de corrida muito longo.

O Sequenciamento SOLID, ja foi bastante utilizado para diversos projetos de re-
sequenciamento de genomas, ou até mesmo em sequenciamentos inéditos (de novo),
que ndo possuem sequéncias de referéncia. Porém, com menor frequéncia neste, uma
vez que os fragmentos pequenos dificultam a montagem precisa do genoma final,
levando a necessidade de aumento da cobertura de sequenciamento (Box 2.6). Analises
de transcritomas e sequéncias expressas também podem ser realizadas com esta
metodologia, além de andlises de padrdo de metilacdo em genomas, de fragmentos
oriundos de ChIP (Chromatin immunoprecipitation — imunoprecipitacdo de cromatina),
descoberta de miRNASs, outros pequenos RNAs, etc. Este tipo de sequenciamento
massivamente paralelo auxiliou na revolucdo das analises genéticas, reduzindo os custos
e aumentando consideravelmente a quantidade de dados que podem ser gerados em um
unico experimento de sequenciamento (Mardis, 2008; Schuster, 2008; McKernan et al.,
2009; Liu et al., 2012; Lee et al., 2015).

Box 2.6 - Cobertura

Cobertura média de sequenciamento

A cobertura de sequenciamento pode ser estimada de acordo o ndmero de vezes em que
cada nucleotideo em particular é sequenciado, dado um certo nimero de reads, com determinado
tamanho, e, assumindo que os reads estejam aleatériamente distribuidos ao longo do genoma ou do
fragmento de DNA de interesse. A cobertura média esperada para um sequenciamento pode ser
calculada da seguinte forma:

Cobertura = Tamanho dos reads sequenciados X nimero de reads sequenciados / Tamanho
do genoma haploide.

Em geral a cobertura média varia para cada tipo de estudo, e deve ser observada em
revisdes bibliograficas, no planejamento dos experimentos, para obedecer aos critérios de analise
estatistica, representatividade e reprodutibilidade dos resultados. Por exemplo, analises de RNA-seq
podem necessitar coberturas em torno de 100 x, ou mais, uma vez que 0s transcritos sdo expressos em
diferentes niveis e a deteccdo dos menos abundantes requer um aumento de cobertura para alcancgar o
nivel de sensibilidade esperado para o resultado. Analises de SNPs, ou mutacdes, em geral necessitam
coberturas entre 10 - 30 x, dependendo do modelo de anélise que sera utilizado. O sequenciamento de
genomas também pode utilizar coberturas varidveis, indo de 50 a 100 x para a identificacdo e
caracterizacdo do organismo, até coberturas bem mais profundas para obter o fechamento de um
genoma completo, ou resolucdo de regides mais dificeis, menos representadas na amostra. (Sims et
al., 2014; lllumina Pub No. 770-2011-022 - 2014).

Amplificacio em ponte e o sequenciamento lllumina

Durante o periodo de 1998-2006 é que uma das metodologias de sequenciamento
de nova geracdo mais utilizadas atualmente comecou a ser desenvolvida pela empresa
Solexa, resultando em seu primeiro sequenciador o Genome Analyzer em 2006.
Utilizando a técnica de “Amplificagdo em ponte” (Box 2.7), moléculas unicas de DNA
eram amplificadas em aglomerados (clusters), que geravam um forte sinal ao incorporar
cada base nucleotidica durante o processo de sequenciamento de DNA. Conhecido
também como sequenciamento por sintese, esta tecnologia era capaz de sequenciar até 1

35



gigabase (Gb) de dados em uma Unica corrida. Logo, em 2007 a Solexa foi adquirida
pela Illumina, juntamente com a sua metodologia de sequenciamento de &cidos
nucléicos, que atualmente ja possui uma capacidade muito maior, podendo gerar até 1
terabase (Th) de dados em uma Unica corrida do equipamento.

Box 2.7 - 1998

Amplificacdo em ponte

Esta metodologia descreve como uma Unica molécula de &cido nucléico pode ser
amplificada de forma clonal ao hibridizar-se em uma regido complementar (primer) que esta
imobilizado em uma superficie. Esta molécula é estendida pela reagcdo da polimerase em cadeia,
formando uma regido de dupla-fita, que é entdo desnaturada para anelar em outro primer
complementar imobilizado, servindo de molde para a sintese de outra molécula (Figura 2.6). Durante
a amplificacdo das moléculas complementares as mesmas mantém-se formando uma ‘“ponte” em
forma de “U” entre as extremidades imobilizadas na superficie. Este processo gera grupos de
moléculas idénticas, formando milhdes de clusters de fragmentos clonais, oriundos da amplificacéo
de uma molécula tnica de DNA. (Kawashima et al., 1998).

Crescimento
do cluster

Uma molécula de DNA por cluster

Molde
dNTPs e
Polimerase

Amplificagdo em ponte

Figura 2.6 - Geragdo de grupos de sequéncias clonais (clusters), por amplificagdo em ponte. Reproduzido
com permissdo de Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Genetics, Metzker ML 2010, copyright
2010.

Em geral, a metodologia Illumina (Figura 2.7) baseia-se no sequenciamento por
sintese e consiste em fragmentar o DNA de interesse (ex: genoma total, metagenomas,
amplicons de PCR, transcitomas, etc.), através de sonicacdo, nebuliza¢do, ou também
por métodos quimicos e enzimaticos. Estes fragmentos, ao final devem possuir um
nucleotideo com fosfato livre para a ligacdo dos adaptadores especificos “Illumina” em
suas extremidades. Através da complementaridade destes adaptadores, os fragmentos a
serem sequenciados hibridizam-se a pequenos primers imobilizados na célula de fluxo
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(lamina de vidro com canais de poliacrilamida) que compde o kit de sequenciamento.
Em seguida, inicia-se a formacdo dos agrupamentos (clusters) clonais de sequéncias
pela metodologia de amplificacdo em ponte, utilizando diversos primers adjacentes aos
fragmentos imobilizados na lamina de sequenciamento. Este processo resulta em um
fragmento de DNA dupla-fita que é entdo desnaturado e pode ligar-se novamente a
outros primers proximos, também imobilizados, para um novo ciclo de amplificacao.
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Figura 2.7 - Base metodoldgica do sequenciamento Illumina, utilizando amplificagdo em ponte e
clusterizacdo de moléculas Unicas. Reproduzido com permissdao de Macmillan Publishers Ltd, Nature
Reviews Microbiology (Medini et al., 2008), copyright 2008.

Apo6s a geracdo destes clusters densos de sequéncias idénticas, a sequéncia
antisenso de cada molécula molde de DNA é clivada e o adaptador complementar €
bloqueado, de forma que apenas as fitas senso permanecam na lamina de
sequenciamento. Esta abordagem é conhecida como sequenciamento single-end, mas
também existe a forma paired-end, onde apds o sequenciamento das fitas senso, hd uma
regeneracdo das moléculas de DNA dupla-fita, através de novos ciclos de amplificacdo
em ponte, e desta vez, as fitas senso é que sdo clivadas e bloqueadas, para que apenas as
fitas antisenso sejam sequenciadas. O processo em si, ocorre pela metodologia de
sequenciamento por sintese, onde o primer de sequenciamento hibridiza na extremidade
livre das moléculas de DNA nos clusters da flow cell. Subsequentemente, uma DNA
polimerase € utilizada para a incorporacdo complementar dos quatro nucleotideos (A, T,
G e C) marcados com fluorescéncia e reversivelmente bloqueados na extremidade 3’-
OH. A cada ciclo, apenas um nucleotideo é incorporado por vez em cada molécula,
diminuindo grande parte dos homopolimeros que poderiam ser formados quando sdo
sequenciadas regides repetitivas. Assim, a cada vez que um nucleotideo é incorporado,
o sinal de fluorescéncia especifico de cada cluster é detectado pelo equipamento e o
bloqueador na extremidade 3’ da molécula nascente ¢ removido, para que o proximo
nucleotideo possa ser incorporado (Mardis, 2008; Medini et al., 2008; Shendure e Ji,
2008; Liu et al., 2012).

O sequenciamento Illumina é o mais amplamente utilizado no mundo atualmente,
sendo que a cada ano a metodologia passa por otimizag6es, resultando em novos Kits e
equipamentos de sequenciamento com diferentes caracteristicas, que se adaptam as
necessidades experimentais. Atualmente, existem seis equipamentos diferentes sendo
comercializados com esta metodologia. Trés destes sequenciadores sd@o conhecidos
como “sequenciadores de bancada” por possuirem um tamanho menor e gerarem uma
guantidade menor de dados, indo de 7.5Gb ou 15Gb para as versdes do MiniSeq e
MiSeq, e até 120Gb de dados para o NextSeqg. Nos dois primeiros as corridas de
sequenciamento podem levar de 4 a 55 horas, gerando até 25 milhdes de reads,
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enquanto que o NextSeq leva de 12-30h de sequenciamento, gerando até 400 milhdes de
reads por corrida. Estes sequenciadores de bancada séo aplicaveis principalmente para o
sequenciamento de amplicons, pequenos RNAs, painéis de genes-alvo especificos,
pequenos genomas, exomas, transcritomas e re-sequenciamentos especificos. Ainda, 0s
sequenciadores HiSeq e HiSeq X, possuem uma enorme capacidade de gerar dados
(entre 1.500 e 1.800 Gb), que resultam em torno de 5 a 6 bilhdes de reads, em corridas
que podem levar de 1 a 6 dias. O mais recente lancamento, o NovaSeq pode gerar até 6
Gb com 20 bilhdes de bases sequenciadas entre 19-40h. Estes sequenciadores maiores
sdo mais utilizados para grandes genomas, exomas e transcritomas, também em escalas
populacionais e comparativas. A possibilidade de multiplexagem de milhares de
amostras em uma Unica corrida, juntamente com 0s menores custos e taxas de erro entre
as tecnologias de sequenciamento disponiveis, fez com que o sequenciamento Illumina
se tornasse o0 mais utilizado no mundo.

A plataforma Illumina possui uma ampla aplicacdo em pesquisas e
desenvolvimento nas areas de diagnostico molecular, oncologia, genética microbiana,
doencas complexas, genémica agraria, gendmica forense, entre inimeras outras. Dentre
estas aplicagdes, o sequenciamento de DNA pode englobar o sequenciamento completo
de um genoma, o0 sequenciamento direcionado de algumas partes do genoma (por
exemplo, exoma), ChiP-Seq (imunoprecipitagdo de cromatina). Em sequenciamentos de
RNA, onde as moléculas sdo previamente convertidas em cDNA, pode-se realizar o
sequenciamento de RNA total, ou apenas de RNA mensageiro (mMRNA), além de
RNAs-alvo, pequenos RNAs ou genes especificos. Genotipagens em larga escala, além
de andlises de metilagcdes também sdo possiveis utilizando o sequenciamento por sintese
da [Hlumina (http://www.illumina.com). Abordagens como GBS (genotyping-by-
sequencing) permitem a analise de organismos com genomas grandes e diversos,
auxiliando, por exemplo, na reproducdo assistida e melhoramento de plantas,
possibilitando resultados mais rapidos e com custos reduzidos por amostra. Outras
metodologias, como o ddRADseq (double digestion Restriction Associated DNA
sequencing), que permite 0 sequenciamento com uma representagdo reduzida de um
genoma grande e complexo, tornaram a genotipagem e comparacdo de organismos mais
viaveis, escalaveis e baratas. A utilizacdo das metodologias Illumina nestes contextos
tiveram um impacto significativo, uma vez que, o custo do sequenciamento ficou
bastante reduzido, mesmo em relagéo aos outros NGS ja existentes.

Sequenciamento por semicondutores, a tecnologia lon

Ja no ano de 2010, o sequenciador lon Torrent (PGM) foi langado, baseando-se
também no sequenciamento por sintese, mas com uma tecnologia de sequenciamento
por semicondutores. Ao contrario das metodologias ja existentes, este tipo de
sequenciamento ndo utiliza nucleotideos marcados com fluorescéncia, nem sistemas
Oticos de deteccdo, e é comumente referido como um pHmetro que sequencia DNA
(Rusk, 2011). O principio desta metodologia consiste em capturar a molécula de DNA a
ser sequenciada, devidamente fragmentada, ligada aos adaptadores de sequenciamento e
amplificada por PCR de emuls&o. Estes fragmentos de DNA resultantes sdo distribuidos
em um chip com um sistema micro fluidico, contendo micro pocos, nos quais sao
liberados de forma individual os nucleotideos a serem incorporados por uma enzima
polimerase. Quando um nucleotideo complementar é incorporado na fita-molde de
DNA, um ion de hidrogénio (H") é liberado, alterando o pH na solugdo que é
subsequentemente detectado por um sensor de ions. A cada ciclo em que o chip é
inundado com algum dos quatro tipos de nucleotideos (A, T, C ou G), a voltagem pode
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ser detectada com uma determinada intensidade no caso da incorporacdo de um dnico
nucleotideo, ou com o dobro desta intensidade se, por exemplo, 2 nucleotideos em
sequéncia forem adicionados. Esta variacdo no pH é proporcional ao nimero de
nucleotideos incorporados, o que pode ser dificultado em alguns casos de sequéncias
repetitivas, resultando em homopolimeros. Caso ndo hajam nucleotideos incorporados,
nenhum sinal de voltagem é detectado (Liu et al., 2012).

Uma calibragdo no inicio do sequenciamento € realizada utilizando os adaptadores
especificos da tecnologia lon, que estdo ligados aos fragmentos de DNA a serem
sequenciados, e possuem 0s quatro tipos de nucleotideos para a validacdo da deteccdo
do sinal de incorporacéo de cada uma das quatro bases de forma individual. Este tipo de
sequenciamento ndo utiliza nucleotideos modificados ou marcados, reduzindo as
possiveis fontes de ruido na deteccdo da fluorescéncia dos nucleotideos incorporados.
Porém, esta metodologia também apresenta erros de sequenciamento relacionados a
inser¢do ou delecdo de nucleotideos em regifes homopoliméricas, mais relacionados
com o tamanho da regido repetitiva em si, podendo se originar de uma saturacdo do
detector de pH. A taxa de erro do equipamento é estimada em 01 base a cada 100 bases
sequenciadas. De forma geral, esta tecnologia permite o sequenciamento em tempo real
de moléculas, em uma alta velocidade e com um baixo custo, porém o tamanho dos
fragmentos sequenciados e a quantidade de dados gerados ainda ndo sdo muito grandes,
mas vém sendo otimizados ao longo dos anos.

Atualmente, a plataforma lon, j& considerada como terceira geracdo de
sequenciamento, pertencente a Thermo Fisher Scientific, disponibiliza quatro principais
sequenciadores com diferentes capacidades e caracteristicas. O primeiro dos
sequenciadores a ser lancado, o lon torrent (PGM) gera uma quantidade de até 2Gb de
dados, podendo alcancar 5 milhdes de reads com 200 nucleotideos em algumas versdes
do chip de sequenciamento. O lon Proton, lancado posteriormente possui uma
escalabilidade de até 10Gb, podendo gerar 80 milhdes de reads em sequéncias de até
200 nucleotideos, com pelo menos 50 bases passando pelo filtro de qualidade. Ambos
0s sequenciadores tém um tempo estimado de corrida de até 2 horas dependendo do kit
e chip utilizado. Mais recentemente, os sequenciadores lon S5 e S5 XL foram langcados
com corridas de sequenciamento que vao de 1 hora até 17,5 horas, gerando de 0,6 a 15
Gb de dados, dependendo do chip de sequenciamento utilizado. Os chips com
capacidade de sequenciar até 15 Gb de dados (80 milhdes de reads) geram fragmentos
de 200 pb, enquanto que fragmentos maiores, de 400 pb, também podem ser obtidos,
porém em versdes de chips com capacidade de gerar até 8 Gb de dados (20 milhdes de
reads).

Os sequenciadores com a tecnologia lon de semicondutores abrangem uma grande
diversidade de aplicagbes, principalmente o sequenciamento de genomas e
transcritomas bacterianos, regides-alvo especificas em sequenciamentos de bibliotecas
de amplicons, ou direcionadas para algumas regibes genbémicas por captura e
enriquecimento, como exomas. Também sdo bastante utilizados para deteccdo de
variantes de DNA, como SNPs (Single Nuleotide Polymorfism), porém,
sequenciamentos completos de grandes genomas ainda sd@o um desafio para esta
tecnologia devido ao tamanho do fragmento gerado ap6s a filtragem de qualidade da
corrida. Porém, uma aplicacdo exemplar em que esta metodologia que é bastante
utilizada, é na identificacdo de patdgenos microbianos (Liu et al., 2012).
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Sequenciamento de moléculas unicas e a tecnologia Helicos

A tecnologia Helicos tSMS, surgiu como uma promessa inovadora para 0
sequenciamento de DNA de terceira geracdo. Com a finalidade de sequenciar
verdadeiramente moléculas Unicas de DNA (SMS, Single-molecule-sequencing),
possibilitando também o sequenciamento direto de moléculas de RNA. Esta
metodologia de sequenciamento € bastante simples, constituindo-se de um preparo de
biblioteca onde os acidos nucléicos sdo fragmentados e ligados a caudas poli (A), que se
hibridizam aos fragmentos poli (T) aderidos a célula de fluxo do sequenciamento
(Figura 2.8). A extensdo das moléculas de DNA ocorre com a adigdo sequencial de
nucleotideos com um Unico tipo de fluoréforo, que atua como terminador reversivel
marcado, permitindo que um Unico nucleotideo possa ser incorporado e detectado pelo
sequenciador (Heliscope) a cada ciclo do sequenciamento. Em seguida a incorporacéo
de um nucleotideo, ocorre a clivagem do fluoréforo e a reversdo do nucleotideo
bloqueado o, que permite o inicio de um novo ciclo de adicdo de outro nucleotideo
fluorescente. Em 2011, esta tecnologia era capaz de produzir em torno de 28 Gb de
dados em uma Unica corrida, que levava em torno de 8 dias e resultava em fragmentos
de no maximo 55 bases (Pareek et al., 2011).

Figura 2.8 - Imobilizacdo de moléculas pela cauda poli(A), para o sequenciamento. Reproduzido com
permissdo de Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Genetics, Metzker ML 2010, copyright 2010.
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Diferentemente de outras tecnologias, a Helicos foi inovadora na utilizagcdo de
nucleotideos fluorescentes como “terminadores virtuais”. O préprio nucleotideo em si
era blogueado de forma que apenas um fosse incorporado por ciclo de sequenciamento,
porém este “bloqueio” era facilmente reversivel para a extensdo dos proximos ciclos.
Esta abordagem reduziu a ocorréncia de erros em regides de homopolimeros durante o
sequenciamento de acidos nucléicos (Bowers et al., 2010). Inimeras aplicacdes para
este tipo de sequenciamento podem ser ressaltadas, entre elas: o sequenciamento de
genomas, ou mesmo fragmentos menores como genes especificos, regides-alvo
especificas, amplicons, pequenos RNAs. Tambem era possivel o sequenciamento direto
de moléculas de RNA, quantificacdo de numero de cdpias, ChlP-seq, analise de regides
metiladas, entre outras inimeras aplicagdes. Contudo, apesar desta tecnologia ser
altamente promissora, 0s custos da mesma tornaram-se bastante elevados e a mesma foi
descontinuada com o fechamento da empresa em 2012.

O sequenciamento direto de moléculas de RNA era uma das grandes apostas desta
tecnologia, que havia comecgado a se desenvolver ainda em 2009 com o langamento do
Helicos®Genetic Analysis System. Todas as metodologias de andlises de expressdo
génica, pequenos RNAs, RNAs ndo codificadores, etc. requerem um passo de
transcricao reversa, que converte as moléculas de RNA em cDNA, para que 0 mesmo
possa ser sequenciado pelas metodologias conhecidas. Porém, sabe-se que esta
conversdo pode causar multiplos vieses e artefatos na andlise, interferindo com a
caracterizacédo e quantificagdo dos transcritos, principalmente transcritos com tamanho
pequeno, degradados ou em baixas quantidades. Nesta nova abordagem, com a
metodologia Helicos, foi proposto o sequenciamento direto das moléculas de RNA, sem
necessidade de transcricdo reversa, onde apenas a presenca da cauda poli (A) dos
transcritos era suficiente para sua hibridizacdo na ldmina de sequenciamento, composta
por oligos (dT). As moléculas de RNA, em quantidades minimas (fentomoles) eram
diretamente hibridizadas aos oligos (dT) na lamina e entdo submetidas ao processo de
sequenciamento por sintese (Ozsolak et al., 2009; Ozsolak e Milos, 2010; 2011).

Pacific Biosciences e o sequenciamento em tempo real de moléculas inicas

Em 2009, uma nova forma de sequenciamento de moléculas Unicas de DNA em
tempo real foi estabelecida pela Pacific Biosciences, culminando no lancamento de um
sequenciador conhecido como SMRT (single-molecule real time). Esta metodologia
baseia-se na atividade intrinseca das enzimas DNA polimerases, que catalisam a sintese
de uma fita complementar de DNA com base na sequéncia nucleotidica de uma fita
molde de DNA. Este processo ocorre através de uma unica molécula de DNA
polimerase fixada na parte inferior de um detector ZMW (zero-mode waveguide
detector) com o tamanho de alguns nanémetros, feito de um filme de metal e depositado
em um substrato de vidro. O tamanho deste orificio permite que a reacdo de
polimerizagdo seja feita em um volume de zeptolitros, assim, quando o nucleotideo
correto é detectado pelo sitio ativo da polimerase, ele é incorporado em um processo de
milissegundos liberando um sinal de fluorescéncia que é detectado instantaneamente,
mas que logo decai com a liberacéo dos fosfatos que contém o fluoroforo ligado (Figura
2.9) (Box 2.8). Para este processo, uma DNA polimerase especifica ($29) foi otimizada
para aumentar sua afinidade por nucleotideos fosfoligados, que possuem em torno de
seis grupos fosfato, sendo que o ultimo se encontra ligado a molécula do fluoréforo.
Apesar de todos os nucleotideos marcados serem liberados a0 mesmo tempo na célula
de sequenciamento, os mesmos ficam em constante processo de difus@o pelos detectores
ZMW, e apenas o nucleotideo no sitio ativo da polimerase encontra-se proximo o
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suficiente da regido de deteccdo da fluorescéncia, de forma que a presenca dos demais
nucleotideos marcados néo interfere na deteccdo do sinal especifico.

Box 2.8 - 2003

Sequenciamento de moléculas Unicas de DNA

Através da utilizacdo de microscopia de fluorescéncia é possivel monitorar a atividade da
enzima DNA polimerase para a obtencéo das sequéncias. A incorporacdo de nucleotideos marcados
com fluorescéncia em fitas-molde individuais possuia a resolugdo de uma base Unica. A resolucéo
necessaria para este tipo de metodologia foi obtida através do controle do ruido de fluorescéncia no
plano de fundo e outras impurezas. Para isto, uma combinacdo de microscopia de ondas
infinintesimais e SpFRET (single-pair fluorescence energy transfer) foi utilizada. Esta metodologia,
porém, apresentava uma grande limitagdo no tamanho da sequéncia que pode ser definida, entre 5 a
15 pb. Ainda assim, é uma metodologia que permite grande paralelizacdo de amostras, (Ex: 12
milhdes de sequéncias em uma superficie de 25 mm, utilizando apenas alguns microlitros de
reagentes. A importancia inovadora desta metodologia introduziu a possibilidade de realizar a
quantificacdo da expresséo génica de células Unicas, por exemplo, inclusive sequenciando diretamente
0 mRNA de uma célula utilizando uma enzima transcriptase reversa. (Braslavsky et al., 2003).

. A

RN

Nucleotideos
fosfoligados
hexafosfatados

Deteccdo de epifluorescéncia

Figura 2.9 - Sequenciamento em tempo real pelo PacBio. A DNA polimerase imobilizada em uma
lamina de vidro incorpora os nucleotideos hexafosfatados e a fluorescéncia desta reacdo de detectada em
escalas muito pequenas. Reproduzido com permissdo de Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews
Genetics, Metzker ML 2010, copyright 2010.
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A plataforma SMRT de sequenciamento requer quantidades minimas de reagentes
e preparo de amostra, além do rapido resultado por ndo possuir etapas de lavagem entre
a incorporagdo de cada nucleotideo marcado. Outra vantagem desta metodologia, que
também a classifica como sequenciamento de terceira geracdo, é que ndo ha necessidade
de pré-amplificacdo das amostras para enriquecimento das bibliotecas de DNA. Uma
vez que esta tecnologia se baseia na alta processividade da DNA polimerase, 0 SMRT
tem os maiores tamanhos de reads entre as tecnologias de sequenciamento atuais, em
média 1.000 pb, podendo chegar a um méaximo de 10.000 pb. (Schadt et al., 2010). A
taxa de erro das bases incorporadas neste sequenciamento é um pouco alta, porem,
qguando uma molécula é sequenciada com pelo menos 15 vezes de cobertura, a acuracia
mediana das bases aumenta para 99.3% (Eid et al., 2009). Ainda assim, mesmo com
esta taxa de erro elevada, o tamanho do fragmento sequenciando pelo Pacific
Biosciences é uma boa metodologia para o sequenciamento de genomas, transcritomas e
epigenomas completos ou, ainda, em complementacdo a outras tecnologias de
sequenciamento para a reanalise e montagem de algumas regides especificas (Metzker,
2010).

Uma das primeiras versdes comerciais do sequenciador SMRT consistia em um
arranjo de aproximadamente 75.000 ZMWs, cada um podendo conter uma DNA
polimerase ligada a uma molécula de DNA molde a ser sequenciada. Isto resultava em
uma potencial deteccdo de 75.000 moléculas em paralelo, porém devido ao processo de
difusdo aleatoria pelo qual estas moléculas eram alocadas nos detectores ZMW,
aproximadamente um terco dos detectores eram preenchidos com as moléculas em uma
corrida de sequenciamento (Schadt et al., 2010). A previsdo para esta tecnologia de
sequenciamento, é que a mesma seria capaz de gerar 100 Gb de dados por hora, com
fragmentos maiores que 1 kb (Pareek et al., 2011). Atualmente, 0 SMRT produz reads
bastante longos entre 10 kb, podendo inclusive sequenciar alguns de 60 kb, gerando em
torno de 500 Mb até 1 Gb por célula de corrida. Em uma corrida média de fragmentos
de 20 kb, cada célula é capaz de gerar aproximadamente 55.000 reads. Estes longos
reads sdo bastante importantes em abordagens como o sequenciamento de novo de
genomas, catalogos de isoformas génicas completas, alinhamento de sequéncias de
forma ndo ambigua, resolucdo de regides complexas com sequéncias repetitivas, entre
outros (http://www.pacb.com).

Nanoporos e sua utilizacao no sequenciamento de DNA

Diversas metodologias para sequenciamento de DNA comecaram a ser
desenvolvidas em paralelo, baseadas em diferentes abordagens moleculares com
utilizacdo de nanoporos (Box 2.9), tanto sintéticos quanto biologicos (Deamer e
Akeson, 2008; Branton et al., 2008), entretanto a metodologia mais promissora de todas
foi desenvolvida pela Oxford Nanopore Technologies (Oxford, UK).

Em fevereiro de 2012, a primeira plataforma de sequenciamento com nanoporos
foi anunciada pela Oxford Nanopore, introduzindo duas versGes principais de
sequenciadores: o GridlON e o MinlON, capazes de gerar grandes quantidades de
dados, com um preparo de amostra simples resultando em longos reads a um baixo
custo. O MiInION, é um dispositivo portétil, pequeno, capaz de sequenciar 1 Gb de
DNA, enquanto que o GridION, com um tamanho maior, é mais voltado para
sequenciamentos maiores como grandes genes (Eisenstein, 2012). Entretanto, apds o
anuncio em 2012, a companhia levou mais dois anos para liberar a primeira versdo beta
do MiInlION, principalmente para testes da comunidade cientifica, com a finalidade de
melhorar a metodologia de sequenciamento (Mikheyev e Tin, 2014). A média de
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tamanho dos reads obtidos com os primeiros testes foi de 5.4 kb sendo alguns téo
longos quanto 10kb. O MinlON ainda ndo se encontra a venda, inicialmente ele faz
parte de um projeto early-access, onde os pesquisadores inscrevem-se e podem pagar
US$1.000, mais o envio para receber um MinlON para teste em laboratorio. Estes testes
ttm sido amplamente realizados e contribuem de forma significativa para o
aprimoramento desta tecnologia de sequenciamento, corrigindo erros sistematicos e
melhorando a qualidade dos resultados obtidos (Check Hayden, 2014).

Box 2.9 - 1996 - 1997

Canais de membrana e nanoporos biolégicos

Ja na década de 90, tinha-se o conhecimento de que um campo elétrico era capaz de
direcionar moléculas de DNA ou RNA por canais iénicos com 2.6 nm de didmetro, em bicamadas
lipidicas. Estas moléculas, estando em fita-simples, bloqueavam parcialmente o canal idnico, o que
promovia uma alteracéo na corrente elétrica, podendo assim revelar o tamanho dos acidos nucleicos
que passavam pelo canal. Outras caracteristicas também, como a composicao de bases da sequéncia,
poderiam vir a ser analisadas com o aprimoramento desta metodologia (Kasianowicz et al., 1996).
Ao mesmo tempo, surgiu a necessidade de busca por sensores de canais idnicos que pudessem
detectar uma variedade de moléculas, desde ions simples até compostos complexos, ou mesmo
micro-organismos. Com este prop6sito, os poros de proteina demonstram uma grande aplicabilidade
como componentes de biosensores de moléculas. Estes poros possuem diversas vantagens, uma vez
que podem ser molecularmente modificados, possuem uma grande sensibilidade em escala de
nanomolares, ligacdo réapida e seletiva a outras moléculas e uma estrutura reversivel, entre outras
inmeras aplicacOes (Braha et al., 1997).

O principio basico deste método de sequenciamento da Oxford Nanopore nédo
requer nenhum tipo de marcacdo fluorescente, 0 que reduz os custos e aumenta sua
velocidade. Em desenvolvimento por mais de 20 anos, esta metodologia, inicialmente
baseava-se principalmente em um poro de a-hemolisina modificado, isolado de
estafilococos, pelo qual uma molécula de DNA fita simples (ssDNA) passava sob uma
diferenca de potencial e a corrente i6nica passando pelo poro era registrada. Cada base
nucleotidica que passava pelo poro era registrada em sequéncia, de acordo com o
decréscimo na amplitude da corrente ibnica no poro (Kasianowicz et al., 1996; Deamer
e Akeson, 2000; Bayley, 2006; Branton et al., 2008). Inicialmente, a velocidade com
que as moléculas de DNA passavam pelo poro era um fator limitante para o
sequenciamento, pois esta velocidade era muito alta (na ordem de microssegundos por
base) para permitir que a alteracdo na corrente idnica fosse detectada pelo poro. Assim,
em 2009, uma molécula adaptadora (ciclodextrina) foi covalentemente associada a
regido de barril da proteina, proximo ao centro do poro, de forma a otimizar a
discriminacdo das bases nucleotidicas em taxas de aquisicdo de dados mais elevadas.
Esta diferenciacdo de bases € mantida sob condi¢Ges operantes, mesmo quando uma
exonuclease proxima ao poro é utilizada. A exonuclease |, utilizada em associa¢éo ao
complexo do nanoporo, permite uma reducdo da velocidade em que o DNA é
translocado pelo poro, melhorando a qualidade da captura de sinal e 0 nanoporo por sua
vez € capaz de detectar de forma continua os nucleosideos monofosfato (dNMPs), com
auxilio da molécula de ciclodextrina que se liga a mononucleotideos, fazendo com que
0S Mesmos permanegam no poro por aproximadamente 10 ms. Este nanoporo é capaz de
discriminar os quatro dNMPs de forma acurada, com aproximadamente 99% de
confianga, em condigdes 6timas, sendo capaz de reconhecer inclusive dCMPs metilados
(Clarke et al., 2009; Schneider e Dekker, 2012).

A quantidade de dados brutos gerados pelo MinlON é impressionante, incluindo o
tamanho dos reads. Entretanto, a acuracia dos mesmos ainda € baixa, mas utilizando
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programas de computador para a montagem de fragmentos longos, é possivel extrair
uma sequéncia consenso confiavel quando uma cobertura de 16 x (i.e., 16 vezes) €
aplicada. A tecnologia atual, liberada para testes e experimentacbes na versdo do
MinlON, ainda estd em constante aprimoramento, para diminuir a taxa de erro,
aumentar tamanho dos reads e melhorar a estabilidade dos nanoporos. O
sequenciamento de moléculas Unicas tem como vantagem um preparo de amostra mais
simples, sem o custo dos fluor6foros e esta entre as grandes promessas de tecnologias
de sequenciamento. Outra grande vantagem desta metodologia de sequenciamento,
implementada no MinlON, é a possibilidade de levar esta técnica a campo, para estudos
locais, epidemioldgicos, de monitoramento ou de diversidade, uma vez que este
sequenciador de bolso é de facil conexdo USB a qualquer computador, ou notebook,
liberando os dados do sequenciamento em tempo real, conforme as moléculas de DNA
vao sendo lidas pelos nanoporos (Hayden, 2015). Novas aplicacBes, além do
desenvolvimento da metodologia ja existente, estdo constantemente sendo reveladas.
Como ilustrado na prépria pagina da Oxford Nanopore, ndo somente moléculas de DNA
podem ser sequenciadas, como também 0s nanoporos podem ser adaptados para anélise
direta de RNAs, microRNAs, ou ainda, andlise de proteinas.

Outras abordagens alternativas ao sequenciamento com nanoporos envolvem
nanoporos em estados sélidos, com tamanhos de poros ajustaveis, sendo mais estaveis
do que membranas bioldgicas, além de poderem ser reutilizados. Até o0 momento nédo
foram demostradas analises de DNA com tais metodologias. Membranas com base em
silicone sdo finas, correspondendo a aproximadamente 60 bases em uma Unica molécula
de DNA, ndo sendo diretamente aplicaveis para o sequenciamento de DNA, mas que
podem ser excelentes ferramentas em estudos biofisicos. Recentemente nanoporos de
estado sélido feitos de grafeno, mostraram-se uma alternativa interessante, uma vez que
a membrana de grafeno possui a espessura de um Gnico d&tomo de carbono (Figura 2.10).
Este material € um condutor elétrico, com possibilidade de utilizacdo para detectar
nucleotideos Unicos atravessando o poro, porém isto ainda € apenas uma ideia em um
futuro talvez ndo tdo distante (Schneider e Dekker, 2012). De fato, varios grupos de
pesquisa ja vém trabalhando em diversas metodologias alternativas para
sequenciamento de DNA utilizando nanodispositivos de grafeno, com algumas
evidéncias experimentais que comecaram a aparecer em 2016. Em geral, estas
metodologias envolvem a passagem de DNA através de nanoporos de grafeno,
pequenos orificios (nanogaps), ou pequenas fitas nanoribons, ou ainda pela adsorcédo do
DNA ao grafeno. Em conjunto, estas metodologias sdo bastante promissoras,
constituindo propostas de sequenciamento de DNA bastante inovadoras, com grandes
possibilidades de se tornarem reais (Heerema e Dekker, 2016).

Consideracoes finais

O NGS introduziu uma grande mudanga de paradigmas cientificos, refletindo
diretamente em experimentos e analises, que passaram a ser feitos em larga escala, e
com objetivos muito diversificados. Inimeras amostras podem ser analisadas de forma
paralela em uma Unica corrida de sequenciamento, com flexibilidade para a escolha do
tamanho do fragmento gerado, ou a cobertura que cada amostra ird ter ao final do
sequenciamento. A velocidade com que os dados, incontaveis sequéncias nucleotidicas,
sdo gerados a cada dia, requer que também as analises destes dados sejam desenvolvidas
por bioinformatas e computadores com grande capacidade de armazenamento. Estes
avancos nas metodologias de sequenciamento levaram os cientistas & uma mudanga de
paradigma, saindo de um gargalo bioquimico de obtencdo das sequéncias de DNA, para
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um gargalo bioinformético. Este gargalo, muitas vezes fica de fora dos delineamentos
experimentais e também da avaliacgdo do custo da técnica, impactando
significativamente a analise dos dados e 0 aproveitamento dos resultados.

a-hemolisina

MspA

Grafeno

Figura 2.10 - Sequenciamento de DNA através de nanoporos proteicos (a-hemolisina e MspA), ou
nanoporos de grafeno. A velocidade com que a molécula de DNA passa pelo poro biolégico (cinza), é
controlada por uma DNA polimerase (marrom) e a alteragdo de corrente elétrica é detectada pela camada
onde o poro estd embebido e resulta na defini¢do da sequéncia nucleotidica que passa pelo poro.
AlteracBes na corrente elétrica aplicada no sistema podem resultar em variagdes na velocidade em que o
DNA passa pelo poro, e as mesmas podem ser controladas (indicadas pelas setas). Reproduzido com
permissdo de Macmillan Publishers Ltd: Nature Biotechnology, (Schneider e Dekker, 2012) copyright
2012.

As inimeras aplicacfes do NGS em sequenciamentos de genomas de novo,
resequenciamentos genémicos, metagenomas, RNA-seq, exomas, RNAs néo
codificantes, pequenos RNAs, amplicons, regides marcadas, imunoprecipitadas,
bibliotecas enriquecidas com fragmentos-alvo, entre diversas outras utilizacdes,
requerem analises personalizadas dos dados. Cada plataforma de sequenciamento
conhecida gera um tipo de dado com caracteristicas préprias de cada metodologia. Essas
diferengas véao desde o formato em que a sequéncia sai do equipamento, até o processo
de pré e pos-filtragem das sequéncias avaliando a qualidade e confiabilidade das
mesmas. Aglumas caracteristicas das diferentes plataformas de sequenciamento estdo
sumarizadas na Tabela 2.1. Desta forma, ndo ha um método Unico que possa ser seguido
para analisar dados NGS, a quantidade de variaveis a serem consideradas em uma
analise é enorme, sempre buscando a melhor reprodutibilidade e interpretacdo dos dados
obtidos, de acordo com a finalidade do experimento que foi realizado.

De forma geral, 0 NGS, passando pela segunda, terceira e certamente entrando em
uma quarta geragdo de metodologias de sequenciamento, proporcionou uma visdo de
um mundo ainda desconhecido pela nossa espécie. A possibilidade de desvendar nossa
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biodiversidade e os mecanismos bioldgicos responsaveis por suas funcbes foi um
avanco incrivel proporcionado por este desenvolvimento cientifico-tecnoldgico. O que
sabemos hoje certamente é a ponta de um iceberg do conhecimento, com muito mais
sendo descoberto a cada dia pelos cientistas do mundo inteiro. Por isto, que a genética e
a biologia molecular sdo &reas muito dindmicas, com mudangas constantes de
paradigmas e uma corrida tecnoldgica intensa, principalmente relacionada ao
sequenciamento de &cidos nucléicos.

A aplicacdo das metodologias de sequenciamento de DNA em larga escala para
andlises de marcadores moleculares, levou a um aprimoramento destas técnicas
resultando em estudos maiores, mais abrangentes, mais rapidos e gradativamente mais
baratos. Novas tecnologias de sequenciamento tém sido aplicadas na identificagéo de
microssatélites, polimorfismos (SNPs) ou genes em populagBes, na reconstrucao
filogenética e filogeografica de espécies utilizando sequéncias de DNA marcadoras.
Outras abordagens de genotipagem nas areas bioldgicas, médicas, forenses, etc.,
empregando novos métodos de sequenciamento de DNA surgem a cada dia, buscando
principalmente a utilizacdo de marcadores moleculares de DNA na identificacdo dos
organismos Vivos e suas variagoes.

Tabelal. Caracteristicas de algumas metodologias NGS.

Corridas muito caras;

Reads mais longos e corridas rapidas.

Roche Exrros com 1% indel: Aplica-se ao sequenciamento de genomas
10 - 23 horas Formacio de ’ de bactérias e virus, multiplex de produtos
454 GS 700 pb 1M homo ofimeros de PCR, validagio e detecgdo de mutagdes
P ’ pontuais.
Mais lento que outros Menor custo por base sequenciada,
. métodos Prc?blemas em possibilidade de sequenciamento paired-
ThermoFisher 6- 10 dias regides balindrémicas end. Aplica-se a genomas complexos (ex:
ABI SOLIiD 75 pb 14B Erros <0.1% com viés plantas, humanos), RNA-seq, multiplex de
- AT produtos de PCR, detecgdo de mutagdes
' somaticas.
Illumina 5 150 0 5 M PR Alto  rendimento, possibilidade de
MiniSeq X P . oras sequenciamento paired-end. Aplica-se ao
2 x 300 pb 25 M 4 - 55 horas sequenciamento de genomas de bactérias,
MiSeq Eauipamentos mais virus, fungos, plantas, metazoarios, com
NextS 2 x 150 pb 400 M 12 - 30 horas cargs II)E e 2T varias outras aplicagdes de abordagem
extSeq . <0.1% . .
2x 150 pb 5B 7 horas - 6 dias SR (e, gendmica,  metagenomica, RNA-seq,
HiSeq ) pequenos RNAs, multiplex de produtos de
. 2x 150 pb 6B 3 dias PCR, deteccdo de mutagdes sométicas,
HiSeq X 9 150 20B 19 - 40 horas abordagens forenses e microbioldgicas,
NovaSeq testes pré-natais nao invasivos.
ThermoFisher
Ton PGM 400 pb 55M 3 -93 horas Equipamentos mais baratos. Aplica-se ao
P ' Erros de formagao de sequenciamento multiplex de produtos de
Ton Proton 200 pb 80M 2 - 4 horas homopolimeros e em PCR, microbiologia, doengas infecciosas,
600 ob 80 M 25.4h geral 1% de indel. detec¢do de mutagdes somaticas e
Ton 85 p =2 - horas validagdo de mutagdes pontuais.
Ton S5 XL 600 pb 80 M 2.5 - 4 horas
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Grande comprimento dos reads, com

Rendimento moderado e sequenciamento rapido. Utilizado para
Pacific 0 equipamento pode ser genomas complexos (como plantas e
.. Até 40 kb ~0.35M 1 - 6 horas muito caro. Em média humanos), ou também genomas
Biosciences o . N
13% de erros de relacionados a microbiologia e doengas
sequenciamento. infecciosas. Deteccdo de fusdo de
transcritos e metilagdes.
Menor rendimento, com Reads longos, com sequenciadores
Oxford taxa de erto em portateis, do tamanho da palma da mao.
Nanopore aproximadamente 12%. Aplica-se ao sequenciamento para
MinlON Até 200 kb > 100.000 Até 48h horas Custo elevado. vigilancia de patogenos, detec¢io de
PromethION mutagdes-alvo, metagendmica, genomas

bacterianos e virais.

pb: pares de base; kb: kilobases M: milhdes de reads; B: bilhdes de reads; indel: inser¢ao/delecdo. Dados baseados em revisdes de literatura (Quail et. al.,

2012; Liu et. al., 2012, Goodwin et. al., 2016; Mardis, 2017) e nas informagdes disponibilizadas pelos fabricantes.
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Capitulo 3
Marcador molecular CAPS - Sequéncias polimorficas
amplificadas clivadas (Cleaved Amplified Polymorphic

Sequences)

Dra. Ana Lucia Anversa Segatto

Consideragoes Gerais

Origem do Marcador

Sequéncias Polimorficas Amplificadas Clivadas ou do inglés Cleaved Amplified
Polymorphic Sequences (CAPS) séo diferengcas em comprimentos de fragmentos de
restricdo, causadas pela presenca de mutacGes que modificam o sitio de reconhecimento
de endonucleases de restricdo, em sequéncias especificas, previamente amplificadas por
PCR. Os marcadores CAPS também sdo chamados de marcadores PCR-RFLP, pois sdo
derivados do RFLP- Polimorfismo de Comprimento dos Fragmentos de Restricdo (do
inglés Restriction Fragment Length Polymorphism). A técnica de RFLP consiste em
digerir todo o DNA das amostras com uma ou mais enzimas de restricdo. Os fragmentos
obtidos sdo submetidos a eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida,
desnaturados, transferidos para uma membrana e uma sonda de fita simples é
hibridizada para detectar os polimorfismos (Figura 3.1), da mesma forma que na técnica

de Southern Blot (Brown, 2001). As sondas
podem ser detectadas por autorradiografia
(Box 3.1), sendo previamente marcadas por
elementos radioativos, porém, atualmente,
esse tipo de sonda é pouco utilizado, sendo
predominantes as sondas fluorescentes ou que
participam de reacGes colorimétricas. Os
RFLPs podem ser causados por mudancgas de
substituicdo de nucleotideos no sitio de

Box 3.1

Sonda: fragmento de DNA de cadeia
simples conjugado a um produto
(radioisétopo, biotina, composto

fluorescente) que permita sua visualizagao.
Marcadores dominantes: ndo tém a
capacidade de diferenciar heterozigotos.
Marcadores codominantes: possuem
a capacidade de identificar individuos
heterozigotos.

reconhecimento da enzima, rearranjo de DNA,
insercdo e/ou delecdo. Por exemplo, se uma sonda hibridiza com um fragmento de dois
mil pares de bases (2 Kb) em um individuo (A) e em outro individuo (B) a mesma
sonda hibridiza com um fragmento de 2,3 Kb, provavelmente o individuo B ndo tem um
sitio de restri¢cdo presente em A e 0 proximo sitio de restricdo esta a 0,3 Kb. Caso um
individuo (C) apresente hibridizacdo em fragmentos de 2 Kb e 2,3 Kb pode-se dizer que
ele € heterozigoto (Figura 3.1 e Box 3.1). As vantagens da técnica sdo a codominancia e
a alta reprodutibilidade. Poréem, esta técnica requer um maior trabalho laboratorial,
grande quantidade de DNA com elevado grau de pureza. Além disso, necessita do
conhecimento prévio da sequéncia para obter sondas especificas e tem um custo mais
elevado quando comparada a outros marcadores, como marcadores de sequéncia e
microssateélites.

Com o surgimento da técnica de PCR (Mullis e Faloona, 1987) foi possivel
desenvolver uma maneira mais rapida de detectar polimorfismos baseada nos principios

51



da técnica de RFLP (Konieczny e Ausubel, 1993), os marcadores CAPS. Para a
obtencdo das CAPS, oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos sdo utilizados
para amplificar uma sequéncia de interesse, em seguida o produto de PCR é digerido
com uma ou mais enzimas de restricao e os fragmentos separados em gel de agarose ou
poliacrilamida por eletroforese. No RFLP todo o DNA do individuo era clivado, agora
sdo fragmentos amplificados por PCR. Os fragmentos sdo visualizados no gel
utilizando-se os procedimentos padrfes, como coloragdo por brometo de etideo,
GelRed™, ou nitrato de prata no caso de géis de poliacrilamida. As CAPS podem ser
frutos dos mesmos processos mutacionais que causam os RFLPs, no entanto, a maneira
de deteccdo é diferente. Por exemplo, se dois individuos tiverem a mesma sequéncia
amplificada por PCR e clivada pela mesma enzima de restri¢cdo, um individuo (A) pode
apresentar apenas um fragmento de 2 Kb no gel, provavelmente este ndo possui o sitio
de restricdo para a enzima utilizada, j& um individuo (B) que apresenta dois fragmentos
no gel, um de 0,5 Kb e um de 1,5 Kb, possui provavelmente um sitio de restricdo. Se
um individuo (C) apresentar os trés tipos de fragmentos pode-se dizer que ele é
heterozigoto. Apesar de ainda ser preciso ter conhecimento prévio das sequéncias, como
no RFPL, nas CAPS séo dispensados os procedimentos de confeccdo e deteccdo de
sondas (Figura 3.2). Um dos primeiros trabalhos a utilizar esses marcadores, no qual
eles foram chamados de CAPS pela primeira vez, foi publicado na revista The Plant
Journal em 1993 por Konieczny e Ausubel, e descreve marcadores CAPS para
mapeamento de genes em Arabidopsis thaliana L.

Digerir com enzimas
de restri¢do

Aplicar o produto da digestdo em pogos individuais no gel
de agarose ou poliacrilamida

B cC D )
= o == = | Mizwo
= = == [ragmentos
maiores
fragmentos
menores

@_‘ ‘ Desnaturagio

' transferéncia para membrana ‘ Adicionar marcagio

Hibridizac¢do do
DNA com a sonda

papel toalha

i \N

esponja

tampao ' Detecgdo da sonda

Figura 3.1 - Esquema representativo da técnica de RFLP (modificado de Brown, 2001). Os individuos A
e B sdo homozigotos e os C e D sdo heterozigotos.
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Figura 3.2 - Esquema representativo da técnica de CAPS. Os individuos C e D sdo heterozigotos.

Enzimas de restricao

A descoberta de enzimas de restricdo

revolucionou a biologia molecular. Existem
quatro tipos de enzimas de restri¢do, classificadas
de acordo com o numero de subunidades, tipo de
clivagem, grau de especificidade e requerimento
de cofatores. As enzimas tipo Il clivam a dupla
hélice de DNA em sitios especificos e
reconhecem sequéncias particulares de DNA,
geralmente de 4, 5 ou 6 pares de bases de
comprimento, chamados de sitio de

Box 3.2

Extremidades cegas: duplas fitas
de &cidos nucleicos sem nucleotideos
ndo pareados nas extremidades.

Extremidades coesivas: duplas
fitas de &cidos nucleicos com
nucleotideos ndo  pareados na
extremidade de uma das fitas.

Palindromos: sequéncias que séo
iguais nas duas fitas quando séo lidas
na mesma dire¢cdo. Por exemplo: 5’

reconhecimento (Pingoud e Jeltsch, 2001; Loenen | GAATTICS3".

et al., 2013). A clivagem ocorre em uma posi¢ao

definida dentro dessa sequéncia. Algumas enzimas deixam extremidades cegas, outras
deixam extremidades coesivas (Figura 3.3 e Box 3.2). A formagéo de extremidades
coesivas é de grande importancia para a ligacdo de sequéncias especificas de DNA por
complementaridade. Os sitios de reconhecimento geralmente formam palindromos (Box
3.2). As enzimas de restricdo foram incialmente isoladas de bactérias, que utilizam essas
enzimas como um meio de protecdo para DNA invasor, atualmente muitas enzimas de
restricdo sdo sintetizadas em laboratorio por técnica de engenharia genética. Algumas
enzimas apresentam atividade fora de seu sitio de reconhecimento, conhecida como star
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activity, por isso foram desenvolvidas enzimas de alta fidelidade em laboratorio. Além
disso, também foram desenvolvidas enzimas com novos sitios de clivagem e que clivam
apenas uma das fitas de DNA. Uma enzima de restricdo muito conhecida é a EcoRl,
isolada da bactéria Escherichia coli, essa enzima reconhece o sitio 5'-GAATTC-3' e
corta 0 DNA formando extremidades coesivas. (Figura 3.3).

EcoRI

R [6/-V\ i (o — 3’
TR, CTTA.%} ------------ 5
L — G3’ 7.V [ C—— 3
LIRS CTTAAS’ ¢ | ¢ SR—— 5

Figura 3.3 - Representacéo esquemética da clivagem de um fragmento dupla fita de DNA pela enzima
EcoRlI, o sitio de reconhecimento é indicado pelas letras representativas das bases e o tridngulo preto
representa o sitio de clivagem. A clivagem por EcoRI deixa extremidades coesivas.

Metodologia de isolamento/identificacao e genotipagem

Na maioria dos casos marcadores do tipo CAPS sdo utilizados para uma deteccao
rapida de polimorfismos em sequéncias conhecidas, (por exemplo, um alelo que ja
sabemos causar um aumento desejado de tamanho de uma planta). A maneira pioneira
de desenvolvimento de CAPS foi pela amplificacdo do fragmento nos individuos por
PCR e tentativa de clivagem com diferentes enzimas de restricdo, até se encontrar
enzimas capazes de detectar polimorfismos (Konieczny e Ausubel, 1993). Atualmente,
ja se conhece o polimorfismo que se pretende identificar, por sequenciamento de mais
de um individuo, ou por sequéncias ja disponiveis em bancos de dados, como o
GenBank (disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), e a identificacdo
prévia da enzima adequada. O surgimento de novas tecnologias de sequenciamento, e
sua popularizagdo, principalmente depois de 2010, facilitou a geracdo de um grande
numero de sequéncias em um menor tempo e com menor custo. O procedimento mais
utilizado para desenvolvimento de CAPS, atualmente, é o sequenciamento e
identificacdo do polimorfismo de interesse, desenho dos primers, escolha das enzimas
de restricdo e genotipagem (Figura 3.4).

Existem programas de computador capazes de identificar marcadores CAPS a
partir de sequéncias de interesse, por exemplo, o BlastDigester (llic et al., 2004), SGN
CAPS designer e SNP2CAPS. Como arquivo de entrada é preciso fornecer sequéncias
de interesse que apresentem polimorfismos. No programa BlastDigester o arquivo de
entrada é o resultado do BLAST (Altschul et al., 1990) em formato de texto, e no SGN
CAPS designer o arquivo de entrada é composto por sequéncias no formato FASTA ou
um alinhamento no formato intervalado. O programa SNP2CAPS aceita formato de
arquivos FASTA, sendo necessario fazer algumas modificagdes, e também varios tipos
de alinhamentos mdaltiplos. Além disso, € necessario fornecer ao programa um banco de
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dados de enzimas de restricdo. Depois de identificados um ou mais polimorfismos de
interesse, sdo desenhados primers que amplifiguem um fragmento, geralmente menor
que 2 Kb, que contenha o polimorfismo. O polimorfismo em questdo deve estar longe
das extremidades 5’ ou 3’ dos fragmentos amplificados, isso porque a producdo de
fragmentos muito pequenos pelas enzimas de restri¢cdo é de dificil identificacdo. Além
do tamanho dos fragmentos produzidos depois da restricdo, outro fator importante é a
quantidade de fragmentos produzidos, um padrdo muito complexo é de dificil
genotipagem e pode induzir erros.

Como resultado da genotipagem, é obtida uma matriz de alelos, representados por
sinais, relativos a presenca ou auséncia do sitio de restricdo (+/+; +/-; -/-), o tamanho
dos alelos (1000/1000; 1000/500; 500/500) ou uma matriz representativa do padréo de
bandas (1/1; 1/2; 2/2 ou a/a; a/b; b/b). Quando o fragmento amplificado possui mais de
um sitio de restri¢do para uma determinada enzima podem ser encontrados mais de dois
alelos por individuo. Isso também pode acontecer se mais de uma enzima de restricdo
for utilizada, pois cada enzima reconheceria um sitio de clivagem diferente. Também
existem programas disponiveis que permitem a automatizacdo da identificacdo de alelos
por eletroforese, sdo programas de processamento de imagens, como, por exemplo, o
Gelect (Intarapanich et al., 2015).

Sequéncias Polimoérficas Amplificadas Clivadas Derivadas — dCAPS (Derived
Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) sdo uma variacdo da técnica de marcador
CAPS. Nesse tipo de marcador mutagdes séo introduzidas por meio de primers para
criar o sitio de reconhecimento das enzimas. As dCAPS sdo utilizadas para
polimorfismos que ndo podem ser detectados pelas enzimas de restricdo disponiveis.
Também sdo utilizadas quando uma mesma enzima identifica mais de um polimorfismo
que estejam muito préximos. O programa dCAPS Finder realiza o desenho de primers
para a insercao de sitios de reconhecimento de enzimas de restri¢ao.

sequenciamento e identificagao
do polimorfismo

ATGCGAATTCTTAA
—’ TACGCTTAAGAATT
ATGCCAATTCTTAA

TACGGTAAGAATT l

variabilidade genética

genotipagem

Gel de agarose ou poliacrilamida
desenho de primers e selegdo
da enzima de restricdo

i — = == ATGCGAATTCTTAA

2Kb| — == TACGCTTAAIGAATT

1,5 Kb —_— — EcoRI

0.5 Kb — — ATGCCAATTCTTAA
TACGGTTAAGAATT

EcoRI néo cliva
(+)—J

Figura 3.4 - Esquema representativo da identificagdo e genotipagem de marcadores CAPS.
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Métodos utilizados para analise de matrizes de dados

CAPS sdo, na maioria das vezes, utilizados como ferramentas para mapeamento
genético (Venail et al., 2010; Jaganathan et al., 2015) ou como marcadores em estudos
populacionais (Segatto et al., 2014; Turchetto et al., 2014).

Quando utilizados para estudos populacionais, as primeiras analises da matriz de
dados envolvem a caracterizacdo dos marcadores, pode ser determinado o nimero de
alelos por marcador, riqueza alélica, contetdo informativo de polimorfismo (PIC-
Polymorphic Information Content), heterozigosidade esperada e observada, entre outras
estatisticas adequadas para este tipo de marcador. N&o é possivel determinar um modelo
evolutivo para esses marcadores, assim as andlises utilizadas devem se basear em
frequéncias alélicas. Utilizando-se o célculo de distancia adequada, por exemplo,
compartilhamento de alelos, é possivel construir um agrupamento por UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Além disso, uma anélise
muito utilizada com individuos genotipados por marcadores CAPS é a andlise de
Componentes Principais (PCA - Principal Component Analysis), que permite a
identificacdo de agrupamentos genéticos.

No mapeamento genético o desequilibrio de ligacdo entre os loci segregantes é
atribuido a ligacdo fisica entre eles. Existem programas de computador disponiveis que
sdo capazes de analisar matrizes de fenétipos e marcadores moleculares permitindo o
mapeamento genético e a identificacdo de loci de Caracteristicas Quantitativas - QTLs
(Quantitative Trait Locus).

Mapeamento genético e QTLs

Um mapa genético é construido utilizando-se marcadores relacionados a
caracteristicas fenotipicas. No processo de mapeamento sdo realizados cruzamentos
entre individuos com fenotipos selecionados e conforme a frequéncia de recombinacgéo
entre os marcadores a distancia entre eles vai sendo estimada, até que se consiga mapear
todos os cromossomos de individuos eucariontes (Toledo et al., 2008). Em espécies
modelo como, Drosophila melanogaster e Arabidopsis thaliana existem mapas
genéticos bem refinados obtidos ao longo de muitos anos de estudo. Os mapas fisicos,
obtidos, por exemplo, de bandeamento cromossdmico ou sequenciamento, S&o
utilizados em combinacdo com 0s mapas genéticos propiciando um aumento na
resolucdo dos mapas cromossdémicos. Os principais programas utilizados para analise da
ligacdo e ordenamento das marcas nos grupos de ligacdo sdo: Qgene, Mapmaker/EXP
(Lander et al., 1987), Gmendel (Liu e Knapp, 1992), Map Manager QTX (Manly et al.,
2001) e JoinMap (Van Ooijen e Voorrips, 2001).

QTLs sdo regides do genoma associadas a fendtipos com distribuicdo continua,
tais como, altura e peso de plantas e de animais; producédo de grdos; teor de 6leo, entre
outras (Miles e Wayne, 2008). Para 0 mapeamento de QTLsS, Sdo necessarias
informagdes tais como: cardter quantitativo de interesse, dados de marcadores
moleculares os quais s@o associados aos QTLs e uma metodologia adequada para
associa-los (Toledo et al., 2008). Um QTL é chamado de locus, porém pode conter
varios genes. Uma das grandes dificuldades do mapeamento de QTLs é determinar a
posicdo dos loci identificados e a propor¢do do efeito de cada um (Broman e Sen,
2009). Além da posicéo e do namero de loci é possivel identificar o tipo de heranca dos
loci, classificando-os como aditivos, epistaticos, recessivos ou dominantes (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Existem diversas metodologias propostas para a identificacdo de
QTLs utilizando testes estatisticos cldssicos, baseados em verossimilhanca ou analise
bayesiana (Toledo et al., 2008).
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Aplicacoes

A primeira aplicacdo dos marcadores CAPS foi no mapeamento genético
(Konieczny e Ausubel, 1993), porém com o passar do tempo muitas outras aplicacdes
foram sendo introduzidas.

Os marcadores CAPS sédo principalmente utilizados para mapeamento genético e
identificacdo de QTLs, em trabalhos com aspectos evolutivos, ou para identificacdo de
loci relacionados a caracteristicas de interesse econdmico. Marcadores CAPS foram
utilizados em combinacdo com microssatélites para detectar QTLs relacionadas ao
comprimento do tubo da corola de flores de duas subespécies de Petunia axillaris
(Lam.) Britton, Sterns & Poggenb com o objetivo de entender a evolugdo de
caracteristicas relacionadas a preferéncia de polinizadores (Venail et al., 2010). Outro
estudo, visando identificar QTLs relacionadas com o peso do grdo em arroz também
utilizou marcadores CAPS em combinacdo com sequenciamento em larga escala para
identificacdo dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs - Single Nucleotide
Polymorphism). Esses polimorfismos (SNPs) foram, posteriormente, identificados nos
individuos por meio de CAPS (Xu et al., 2015). Um estudo recente, publicado na revista
Nature Genetics, utilizou marcadores CAPS, desenvolvidos a partir de polimorfismos
identificados por sequenciamento em larga escala (RNA-seq) para as espécies Petunia
axillaris e Petunia exserta Stehmann. As CAPS foram utilizadas para genotipar
populacgdes naturais quanto a variabilidade de um locus determinante para a producao de
flavonoides (Sheehan et al., 2016).

Um exemplo da utilizacdo de marcadores dCAPS foi para permitir a identificacdo
de individuos homozigotos e heterozigotos para uma substituicdo no gene que codifica a
enzima acetil-CoA carboxilase em espécies de gramineas (Kaundun e Windass, 2006).
Essa substituicdo estava relacionada a resisténcia a herbicidas. A substituicdo ndo era
reconhecida por nenhum tipo de enzima de restricdo disponivel e um primer foi
utilizado para criar um sitio de restri¢do para a enzima Nsi | (Figura 3.5).

Outras utilizagdes frequentes de marcadores CAPS encontradas na literatura
envolvem a identificacdo de hibridos (Mccleary et al., 2009; Segatto et al., 2014) e a
determinacéo de sexo (De Kloet et al, 2011), bem como, a determinacédo de diversidade
e estrutura genética em populacdes naturais (Turchetto et al., 2014). Em geral,
atualmente, CAPS sdo utilizados em estudos de diversidade genética, principalmente
em espécies que ndo possuem microssatélites descritos, para a obtencdo de resultados
rapidos, envolvendo poucos loci.

Consideracoes finais

Estamos vivendo na era da genémica e a facilidade de desenvolver marcadores
moleculares para organismos ndo modelo vem crescendo. Muitas técnicas que
diminuem a complexidade dos genomas, como Rad-seq, RRLs ou CRoPS séo utilizadas
permitindo a obtencdo de um grande nimero de sequéncias para muitos individuos com
menor custo e obtendo um grande numero de polimorfismos (Davey et al., 2011).
Depois de obtidas as sequéncias e identificados os polimorfismos, os CAPS ainda séo
uma alternativa utilizada para analises de mapeamento genético e diversidade genética,
principalmente em plantas (Lui et al., 2015; Cheng et al., 2016), como uma ferramenta
rapida e barata.
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PRIMER REVERSO

ACGTACCTTC

GGTGTGGAGAACATACATGGAAG  sensivel

GGTGTGGAGAACCTACATGGAAG resistente
GGTGTGGAGAACTTACATGGAAG resistente

PCR

GGTGTGGAGAACATGCATGGAAG sensivel == sitio de reconehceimento para Nisil

ATGCAT
GGTGTGGAGAACCTGCATGGAAG resistente TACGTA

Figura 3.5 - Metodologia utilizada para o desenvolvimento dos marcadores dCAPS para a identificagdo
de alelos relacionados a resisténcia a herbicidas em gramineas.
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Capitulo 4
Marcadores moleculares baseados em restri¢cao: AFLP
e suas variacoes

Dra. Marcia Goetze, Dra. Gisele Passaia, Dra. Fernanda Sperb-Ludwig

Consideragoes gerais

Neste capitulo os marcadores moleculares do tipo AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism) ou Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados
serdo descritos. Essa classe de marcadores € baseada na associacdo dos polimorfismos
gerados por enzimas de restricdo com posterior amplificacdo por PCR (Polymerase
Chain Reaction). A técnica foi desenvolvida em Wageningen, Holanda e descrita em
uma publicacéo cientifica pela primeira vez em 1995 por Vos e colaboradores (Vos et
al., 1995). A técnica envolve basicamente quatro passos: 1) clivagem do DNA
genémico, 2) ligacdo de adaptadores aos fragmentos gerados durante a clivagem do
DNA, 3) amplificacéo seletiva de fragmentos via PCR, e 4) separacdo dos fragmentos
selecionados em gel de alta resolugdo. Estima-se a geracdo de 40 a 200 fragmentos por
reacdo de PCR (par de primers durante a amplificacdo seletiva), sendo que a deteccao
do polimorfismo se da devido as mutacbes nos sitios reconhecidos pelas enzimas de
restricdo utilizadas (Grover e Sharma, 2016). Os fragmentos gerados sdo avaliados
guanto a presenca e auséncia. Inicialmente, os fragmentos da amplificacéo seletiva eram
analisados em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata, ou os fragmentos eram
marcados radioativamente. Com 0 avan¢o e diminuicdo do custo dos métodos de
sequenciamento, atualmente a analise dos produtos de amplificacdo é realizada via
eletroforese capilar usando sequenciador, o que torna a analise mais rapida e confiavel.
Algumas caracteristicas que tornam a técnica de AFLP uma ferramenta interessante
para a andlise de populacdes segregantes sdo: alta reprodutibilidade, rapida geracdo dos
fragmentos e alta frequéncia de identificacdo de polimorfismos (Alexander et al., 2012).
Os fragmentos estdo distribuidos ao longo de todo o0 genoma, sao de heranca dominante
(alelos dominantes sao aqueles que se manifestam no feno6tipo em dose simples, ou seja,
mesmo que outro alelo seja diferente dele), ndo sendo necessario conhecimento prévio
do genoma para a utilizacdo da técnica. Entre os marcadores moleculares, AFLPs s&o
considerados mais reprodutiveis do que RAPDs (Random Amplified DNA
Polymorphism), portanto, mais confidveis para estudos genéticos e de populacbes
(Savelkoul et al., 1999). Por outro lado, a informacdo de polimorfismos gerada por
AFLP é menor do que aquela obtida com marcadores do tipo microssatélite (Pejic et al.,
1998).

A andlise do DNA pela técnica de AFLP pode ser aplicada para qualquer
organismo vivo, desde microrganismos, fungos, algas, animais e plantas. Nesse capitulo
iremos abordar as aplicacBes da técnica na anélise do DNA de plantas de importancia
agrondmica, no estudo da genética de populacdes, com énfase em populacdes de plantas
nativas, visando a conservacdo de espécies. Além disso, casos clinicos aonde a técnica
vem sendo aplicada com sucesso serdo discutidos. O capitulo tratard das metodologias
de isolamento dos marcadores, identificacdo dos fragmentos e genotipagem.
Adicionalmente, métodos para analise das matrizes de dados gerados serdo abordados.
Por fim, apresentaremos uma série de exemplos em que esse marcador e suas derivagdes
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(cDNA-AFLP, CRoPS — Complexity Reduction of Polymorphic Sequences e RAD-seq —
Restriction-site associated DNA sequencing) foram usados com sucesso, respondendo a
importantes perguntas cientificas, tanto para a &rea de melhoramento genético e
biotecnologia quanto para a conservacao de espécies.

Metodologia de identificacdo e isolamento

A técnica de AFLP consiste em quatro principais etapas: 1) clivagem do DNA
genémico, 2) ligacdo de adaptadores aos fragmentos gerados durante a clivagem do
DNA, 3) amplificacéo seletiva de fragmentos via PCR, e 4) separacdo dos fragmentos
selecionados em gel de alta resolucéo.

1) Clivagem do DNA gendmico: essa etapa é realizada utilizando-se duas enzimas
de restri¢do, uma de corte raro, que reconhece de 6 a 8 pares de base (pb) no genoma do
organismo alvo, e outra de corte frequente, que reconhece 4 pb (Figura 4.1a). Trés
classes de fragmentos séo gerados apos a clivagem do DNA: (i) fragmentos cortados em
ambas as extremidades pela enzima de corte raro; (ii) fragmentos cortados em ambas as
extremidades pela enzima de corte frequente; (iii) fragmentos cortados por ambas as
enzimas, de corte raro e frequente. A escolha das enzimas de restrigdo a serem utilizadas
durante o desenvolvimento de algum estudo depende de algumas caracteristicas do
genoma do organismo em questdo, como, por exemplo, a complexidade e composigédo
de bases do genoma, ocorréncia de sitios metilados, etc. O DNA de muitos eucariotos é
rico em sequéncias AT, fazendo da enzima Msel (que tem o sitio de reconhecimento
TTAA) a preferida como endonuclease de corte frequente. Exemplos de enzimas de
restricdo de corte raro incluem a EcoRlI, Asel, Hindlll, Apal e Pstl (Vos et al., 1995). As
enzimas EcoRI e Msel sdo as mais utilizadas nos estudos de AFLP, com algumas
excecdes (Meudt e Clarke, 2007). Uma clivagem de DNA bem sucedida requer altas
concentracdes de DNA (~ 50 - 500 ng), mas, mais importante, um DNA de boa
qualidade (ndo degradado e livre de contaminantes que possam inibir a clivagem do
DNA, a ligacdo dos adaptadores e amplificacdo dos fragmentos).

2) Ligacdo dos adaptadores: adaptadores (oligonucleotideos sintéticos) de fita
dupla, entre 10 a 30 pb de comprimento, sdo ligados as extremidades correspondentes
aos sitios de restricdo das enzimas utilizadas durante a clivagem, através de uma DNA
ligase. Essa etapa ndo restaura o sitio de reconhecimento das enzimas de restri¢do
devido a uma alteracdo incorporada na sequéncia dos adaptadores (Figura 4.1b,
representada por letras mindsculas). Essa mudanca previne que ocorra uma nova
clivagem apos a ligacdo dos adaptadores, permitindo a realizagdo das etapas 1 e 2 no
mesmo tubo. A sequéncia dos adaptadores mais o sitio de reconhecimento da enzima de
restricdo do fragmento (representados em vermelho e verde, respectivamente para
EcoRI, e em vermelho e laranja, respectivamente para Msel na Figura 4.1b) servirdo de
molde para o anelamento dos primers na proxima etapa.

3) Amplificacdo seletiva dos fragmentos via PCR: o nimero de fragmentos
gerados até essa etapa € muito alto, o que impossibilitaria obter-se uma resolucéo clara,
mesmo em geis de alta resolugdo. Por isso, faz-se necessario uma etapa de selecdo dos
fragmentos a serem analisados. Dessa maneira, primers arbitrarios (que ndo requerem
nenhum conhecimento prévio do genoma) sdo utilizados na etapa 3. Eles apresentam em
sua extremidade 5’ a sequéncia complementar ao adaptador, na regido central a
sequéncia complementar ao sitio de restricdo, e, na extremidade 3°, de um a trés
(normalmente) nucleotideos arbitrarios (seletivos). A presenca dos nucleotideos
seletivos na extremidade 3’ dos primers exercerd uma pressdo seletiva, pois o
anelamento dos primers somente ocorrerd naqueles fragmentos onde a base arbitréaria
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(ou seletiva) for complementar a base presente na regido interna do fragmento. A
escolha de gquantos nucleotideos seletivos deve-se usar dependera da complexidade do
genoma do organismo alvo. O ndmero de fragmentos gerados apds a amplificacdo
seletiva ndo devera ser muito alto ao ponto de influenciar a interpretacdo e gerar perfis
dificeis de serem genotipados, mas em um ndmero suficiente para gerar informagé&o.
Quanto maior o numero de bases arbitrarias utilizadas nos primers, menor a
complexidade e nimero de fragmentos obtidos.

Para minimizar a geracdo de artefatos, e quando genomas complexos estdo sendo
analisados, duas amplificacGes seletivas podem ser incorporadas: uma pré-amplificacao,
onde primers com somente um nucleotideo seletivo séo utilizados (Figura 4.1c); e uma
amplificacdo seletiva, com primers com duas ou trés bases arbitrarias (Figura 4.1d). Na
etapa de pré-amplificacio somente os fragmentos que apresentarem
complementariedade ao nucleotideo seletivo do primer serdo amplificados. Sendo
assim, como a pressao de selecdo ocorre em ambos os sitios de restricdo, somente 1 em
cada 16 fragmentos serd amplificado (somente 1 em 4 x 4 bases). Os fragmentos
selecionados nessa reacdo de PCR sdo diluidos e utilizados como molde na
amplificacdo seletiva. Quando primers com 3 nucleotideos seletivos séo utilizados
somente 1 em cada 4096 (1 em cada 4° x 4°) fragmentos sdo amplificados. Dessa
maneira, somente uma subpopulacdo dos fragmentos gerados € amplificada e
genotipada. Altas temperaturas de anelamento sdo utilizadas na etapa 3, garantindo o
emparelhamento perfeito das sequéncias (primers mais molde), diminuindo a geragéo
de artefatos inespecificos. Na amplificagdo seletiva, a extremidade 5° dos primers que
se anelam ao adaptador do sitio da enzima de restricdo de corte raro sdo normalmente
marcados com radioisétopos, ou mais comumente nos dias atuais, fluoroforos (Figura
4.1d). Isso faz com que os fragmentos amplificados a partir desses primers sejam
marcados com fluorescéncia, permitindo a visualizacdo dos fragmentos na etapa 4.
Dessa forma, somente as classes de fragmentos (i) e (iii) gerados durante a clivagem do
DNA sdo visualizados (os fragmentos de corte raro-raro e corte raro-frequente).

Um grande namero de fragmentos consegue ser gerado com a utilizacdo de varias
combinagbes de primers na etapa de amplificacdo seletiva, a partir da mesma clivagem
e pré-amplificacdo. Recomenda-se a realizacdo de um teste piloto com vérias
combinagbes de primers com representantes da amostra global, antes da genotipagem
do numero total de individuos, para a escolha da combinacdo de primers com o melhor
resultado (melhor perfil). Perfis com alta qualidade apresentam bandas (no gel) ou picos
(no sequenciador) bem separados, uma alta relacdo sinal ruido, poucas ou nenhuma
presenca de bandas ou picos fantasmas (stutter), fragmentos distribuidos ao longo da
variacdo estabelecida para a genotipagem e polimorfismos claros (Meudt e Clarke,
2007).

4) Separacdo dos fragmentos em gel de alta resolucdo ou em eletroforese capilar:
os fragmentos obtidos durante a amplificagdo seletiva podem ser submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida de alta resolucdo e os padrdes obtidos séo
visualizados por autorradiografia (quando primers marcados com radioisGtopos sao
utilizados). Em muitos casos também e possivel fazer uso de géis corados com nitrato
de prata para a visualizacdo dos fragmentos (nesse método os primers utilizados durante
a amplificacdo seletiva ndo precisam de nenhum tipo de marcagéo). Entretanto, nos dias
atuais, cada vez mais se tem realizado a separacdo dos fragmentos em eletroforese
capilar (sequenciador automatico), utilizando-se primers marcados com fluoréforos na
amplificagdo seletiva. Com esse método os primers podem ser marcados com até quatro
fluordforos distintos (nas plataformas da Applied Biosystems) e os produtos de cada um
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desses primers (fragmentos amplificados) podem ser agrupados para a eletroforese
capilar, em um sistema denominado poolplexing.

& enzimas de restricao & adaptadores
(EcoRI e ) (EcoRI e Msel)

DNA gendémico

Sitio de clivagem EcoRT ~_ / Sitio C& clivapen
~a -~
55— GAATTC TTAA -3’
3'———CTTAAG AAT[——— 5’ ;
a) clivagem
Fragmento clivado AATTC
Adaptador =5 CAATTC TAc¢ % Adaptador b) ligagéo dos
EcoRI __gTTAAG g — Msel adaptadores
Primer pré-seletivo Eco + A
.
\‘ "\’
CAATIC———————— ' TAc ¢) pré-amplificacio
—eTTAAG g —_ o8
. = seletiva
C —— \
Primer pré-seletivo Mse ~ C
Primer seletivo EcoRI +~ CGA
~
\\‘
fluoréforo O———C GA )
CAATTC TAc d) amplificacao
— gTTAAG g seletiva
GTA S — ‘\
Primer seleuvo Mse + GTA

Figura 4.1 - Esquema mostrando trés etapas da técnica de AFLP: digestdo, ligacdo dos adaptadores e
amplificagdo seletiva dos fragmentos. (a) O DNA gendmico é clivado com enzimas de restrigdo, nesse
caso EcoRI (sitios em verde) e Msel (laranja). (b) Adaptadores sintéticos (em vermelho) sdo ligados ao
fragmento clivado. A sequéncia dos adaptadores € alterada (mostrado em letras minusculas) de tal forma
que o sitio de restricdo ndo seja restaurado, permitindo que a clivagem e a ligacdo dos adaptadores seja
realizada no mesmo tubo. (c) Pré-amplificacdo seletiva utilizando primers com um nucleotideo arbitrério
(seletivo) e (d) amplificacdo seletiva com primers com trés nucleotideos arbitrarios.

Genotipagem

A genotipagem do perfil molecular obtido com o desenvolvimento da técnica de
AFLP é uma das etapas mais importantes e muitas vezes a mais complexa de todo o
processo. E nessa etapa que, a partir de um gel de poliacrilamida ou do eletroferograma
do sequenciador (Figura 4.2), é extraida uma matriz binaria de auséncia (0) e presenca
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(1) de um determinado fragmento ou alelo (Figura 4.3). Uma das principais dificuldades
nessa etapa € determinar quais sdo os fragmentos que realmente sdo homdlogos quando
se estd analisando diversos individuos ou taxa. E necessario estabelecer se pequenas
variacbes de tamanho (por exemplo, picos com tamanhos de 156,7 e 157,2 pb)
correspondem ao mesmo fragmento (alelo) ou ndo. Uma vez que um padrdo for
estabelecido (por exemplo, considerar uma variacdo de 0,5 pb, como mencionado no
exemplo, como o mesmo fragmento ou alelo), ele deve ser seguido até o final do
projeto. Também € necessario estabelecer um ponto de corte minimo (intensidade
minima do sinal do pico) a partir do qual um fragmento é considerado presente, e a
variacdo do tamanho dos fragmentos que sera analisada (por exemplo, somente serdo
considerados fragmentos de tamanho variando entre 80 e 400 pb). Atualmente existem
muitos programas que fazem a genotipagem automatica dos fragmentos, como
GeneMapper®, GeneMarker®, Genographer, mas uma revisdo manual normalmente se
faz necessaria.
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Figura 4.2 - Exemplo de eletroferograma obtido com o sequenciador automatico para um loco de AFLP.
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Figura 4.3 - Exemplo de matriz binaria que deve ser montada a partir dos eletroferogramas para as
analises dos dados de AFLP. Nas linhas estéo representados os gen6tipos de 27 individuos e nas colunas
os alelos.
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Os polimorfismos observados entre as amostras analisadas (bandas ou picos
presentes em algumas amostras, mas ausentes em outras) sdo originadas por mutacdes,
as quais podem ser mutacgdes pontuais que originam novos sitios de restricdo ou causam
a perda de um anteriormente existente. O polimorfismo também pode ser originado pela
presenca de eventos de delecdo ou duplicacdo entre os sitios de restricdo (causando a
diminuicdo ou o aumento do fragmento amplificado, respectivamente), ou mutacdes
(por exemplo SNPs — Single Nucleotide Polymorphism) no sitio(s) de anelamento(s) dos
primers (Meudt e Clarke, 2007). Exemplos de alguns eventos que geram o
polimorfismo observado com marcadores AFLP podem ser observados na Figura 4.4.
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Figura 4.4 - Exemplos de muta¢fes que podem ocorrer e ocasionar o polimorfismo detectado com os
marcadores AFLP. (a) Perda do SR2, levando a perda do fragmento. (b) Perda do SR3, levando ao
aumento do tamanho do fragmento. (¢) Ganho do SR4, levando ao ganho de fragmento. (d) Evento de
insercdo, levando ao aumento do tamanho do fragmento. (e) Evento de duplicacéo, levando a diminui¢do
do tamanho do fragmento. SR1 - sitio de restricdo 1; SR2 - sitio de restricdo 2; SR3 - sitio de restri¢do 3;
SR4 - sitio de restricao 4.

Vantagens e Limitacoes da Técnica de AFLP

Com a utilizacdo da técnica de AFLP é gerado um grande nimero de marcadores
moleculares, de uma maneira rapida e com alta reprodutibilidade e robustez. Esse
método combina o poder de amostragem da digestdo enzimatica do genoma, aliado a
praticidade e velocidade de detec¢do dos polimorfismos via PCR. O alto numero de
fragmentos gerados com essa técnica € uma das principais vantagens dessa metodologia.
Além disso, os fragmentos estdo amplamente distribuidos ao longo do genoma nuclear,
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apesar de as vezes concentrados em regies centroméricas (Meudt e Clarke, 2007),
sendo possivel acessar polimorfismos ao longo de todo o genoma, aumentando a chance
de detectar variagfes genéticas raras, por exemplo. Dessa forma, a rapidez, o baixo
custo, a alta reprodutibilidade da técnica (pelo uso de primers mais longos e altas
temperaturas de anelamento quando comparado com RAPD), e o fato de nédo ser
necessario conhecimento prévio do genoma do organismo em estudo, podem ser
apontadas como algumas das vantagens da utilizacdo dessa técnica.

A principal limitacdo da técnica de AFLP é a dificuldade de distincdo de
individuos heterozigotos dos homozigotos, ou seja, o fato de serem marcadores
dominantes (apenas um alelo é detectado, o fragmento amplificado). Isso acaba sendo
problematico principalmente em estudos que precisam estimar a frequéncia dos alelos,
como anélises de heterozigosidade (Mueller e Wolfenbarger, 1999). Outra limitagédo
relacionada ao uso de AFLPs é a homoplasia de tamanho, bandas de mesmo tamanho
podem ndo ser homdlogas e representar dois ou mais locus, o que pode influenciar
estimativas de diversidade genética e reconstrucdes filogenéticas (Bensch e Akesson,
2005). Para garantir a reprodutibilidade da técnica, o DNA utilizado deve ser de alta
pureza, permitindo que o genoma seja completamente clivado pelas enzimas de
restricdo. A digestdo parcial do DNA pode levar a auséncia ou presenca de alelos
devido a outras razfes que nao o polimorfismo genético. Poucas bandas, ou fragmentos
muito pequenos, podem indicar, por exemplo, que o DNA utilizado na clivagem estava
degradado (Ferreira e Grattapaglia, 1995; Blears et al., 1998). Muitos autores ainda
consideram a técnica de AFLP cara e laboriosa, além de necessitar de conhecimento
técnico para a interpretacdo dos géis ou eletroferogramas (Grover e Sharma, 2016).

Métodos Utilizados para Analise de Matrizes de Dados e Aplicacoes

Analise da diversidade genética de populacdes ou espécies

Estimativas da diversidade genética de populagdes ou espécies podem contribuir
para a elaboracdo de estratégias de conservacdo, através, por exemplo, da identificacao
de locais (popula¢Bes) com maior diversidade genética, os quais devem ser priorizados
quando da criacdo de unidades de conservacdo. Também é possivel identificar e estimar
0 risco de extincdo e o potencial evolutivo do organismo sob a analise. Parametros
como heterozigosidade, Contetdo Informativo de Polimorfismo (PIC, da sigla em
inglés), porcentagem de locus polimorficos, indice de diversidade de Shannon, de Nei,
etc., podem ser calculados a partir de matrizes de auséncia e presenca de marcadores
AFLP. Programas normalmente utilizados para a obtencdo desses parametros incluem o
AFLP-SURYV (Vekemans et al., 2002), NTSYSpc (Rohlf, 1997) e o POPGENE (Yeh e
Boyle, 1997). Entretanto, muitos desses parametros levam em conta a estimativa das
frequéncias alélicas, o que é dificultado no caso de marcadores dominantes como AFLP,
pois a presenca de uma banda (ou pico) pode indicar tanto um individuo heterozigoto
guanto um homozigoto. Para resolver essa questdo, duas principais metodologias sdo
comumente utilizadas: i) uma abordagem Bayesiana onde a frequéncia do alelo ausente
é estimada (Zhivotovsky, 1999) e, ii) a metodologia proposta por Lynch e Milligan
(Lynch e Milligan, 1994), que assumindo que as populacGes ou espécies estejam em
equilibrio de Hardy-Weinberg, estima a frequéncia do alelo ausente através do calculo
da raiz quadrada da frequéncia de individuos sem a banda (0/0). Krauss (2000),
avaliando essas metodologias concluiu que ambas levaram a resultados similares de
heterozigosidade. Em um estudo realizado com gengibre Blanco e colaboradores
(2016), utilizaram treze combinagdes de primes AFLP para a caracterizacdo da
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diversidade genética de 55 acessos brasileiros e seis originarios da Colémbia. Os
resultados mostraram que 0s acessos colombianos apresentaram maior diversidade
genética. Entre as amostras brasileiras, as das regides Sul e Sudeste apresentaram 0s
maiores indices de diversidade. Os resultados obtidos poderdo ser utilizados para o
melhoramento genético do gengibre e para a manutengdo do germoplasma da espécie.

Estrutura populacional

Estudos de estruturacdo populacional podem estimar o fluxo génico e dispersdo de
uma espécie, além de fornecer dados sobre a diferenciacdo genética de populacbes ao
longo da distribuicdo geogréfica do organismo. Esses dados podem ser utilizados
também em programas de conservacdo e podem elucidar eventos historicos ou
geoldgicos responsaveis pelo padrdo observado (estruturacdo). Matrizes de distancia
genética podem ser calculadas e utilizadas em testes de Mantel (que identificam se
ocorre isolamento por distancia). Valores de Fst também podem ser obtidos a partir de
dados de AFLP, utilizando, por exemplo, o programa Arlequin (Excoffier e Lischer,
2010). O programa Structure (Pritchard et al., 2000), que é muito utilizado para a
identificacdo de estrutura genética entre populagdes, pode ser usado com dados de
AFLP, produzindo resultados bem interessantes e informativos. AFLP é uma técnica
muito comum em genética de populacbes (diversidade e estruturacdo) e diversos
estudos com esse enfoque podem ser encontrados. Por exemplo, Rodrigues e
colaboradores (2016), amostraram 11 populacdes de Hypochaeris lutea, uma erva
perene que cresce em altitudes aproximadas de 1000 metros no Sul do Brasil, para
elucidar a estruturacdo genética da espécie. Seis combinacGes de primers foram
utilizadas, a partir dos quais 193 marcadores (fragmentos) foram obtidos. Alta
diversidade genética dentro das populacdes e uma baixa estruturacdo genética foram
encontrados para a espécie. Estudos em espécies animais com AFLP sdo menos
frequentes. Entretanto, varios exemplos podem ser encontrados na literatura. Kneeland e
colaboradores (2013) avaliaram a variabilidade genética da mosca Stomoxys calcitrans,
0 qual resultou em 387 bandas polimorficas a partir de quatro marcadores AFLP, que
mostraram que a variacdo genética foi maior dentro das 12 populagdes avaliadas. Além
disso, nenhuma diferenciacdo genética foi observada entre as localidades, evidenciando
um alto fluxo génico ao longo da distribuicdo geogréafica da espécie. Marcadores AFLP
também sdo utilizados para a caracterizacdo do germoplasma de espécies cultivadas.
Rapposelli e colaboradores (2015) utilizaram quatro combinacdes de primers de AFLP,
que geraram 165 bandas polimorficas, para caracterizar a diversidade genética e
estruturacdo de Salvia desoleana. As folhas dessa espécie sao utilizadas como fonte de
Oleos essencias na industria farmacéutica e de cosméticos. Nesse estudo, tanto
populacdes cultivadas como selvagens foram investigadas e os resultados mostraram
que as populagdes cultivadas apresentam maior diversidade genética. Além disso, as
analises do programa Structure indicaram a ocorréncia de estruturacdo genetica entre as
populagdes cultivadas e selvagens. As informacdes geradas com o estudo poderdo ser
utilizadas na elaboracdo de estratégias de conservacdo para o germoplasma dessa
espécie (especialmente dos acessos selvagens, que apresentaram uma menor
diversidade), e também para 0 aumento da produtividade de dleo essencial para essa
espécie.

Relacionamento filogenético interespecifico

Marcadores AFLP vém sendo utilizados para acessar o relacionamento genético
de organismos (Koopam, 2005), especialmente em espécies proximamente relacionadas,
de divergéncia recente, onde outros tipos de marcadores (morfoldgicos ou sequéncias
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nucleares e plastidiais, ver Capitulo 5) ndo revelaram polimorfismo suficiente ao nivel
taxonémico analizado (Després et al., 2003). Pelo fato dos marcadores AFLP estarem
amplamente distribuidos no genoma, a chance de acessar variagdes genéticas raras entre
0s taxa em estudo é maior. Entretanto, para niveis taxonémicos mais altos (acima de
género), inferéncias filogenéticas baseadas em AFLP se tornam problemaéticas, devido a
alta variabilidade apresentada por esse marcador, diminuindo a similaridade encontrada
entre taxa distantes, e aumentando a chance de dois fragmentos de mesmo tamanho em
especies diferentes ndo serem homdlogos (Mueller e Wolfenbarger, 1999). Testes para
verificar se um determinado conjunto de dados tem realmente sinal filogenético (se ndo
sdo muito divergentes) estdo disponiveis para serem utilizados (Koopman e Gort, 2004).
Cuidado deve ser tomado também na escolha das espécies ou taxa que serdo utilizados
como grupo externo nas inferéncias filogenéticas, uma vez que grupos muito distantes
podem introduzir ruido na analise, baixando os valores de suporte estatistico da arvore,
assim como mudando a topologia (Kirchberger et al., 2014). Para verificar a robustez
dos resultados obtidos com marcadores AFLP em andlises filogenéticas, muitos estudos
0s comparam aqueles que utilizaram outros tipos de marcadores (normalmente
sequéncias ITS — Internal Transcribed Spacer). Além disso, muitos estudos combinam
os dados gerados com AFLP a outras sequéncias de DNA, o que pode aumentar a
robustez.

A matriz de presenca e auséncia gerada a partir da genotipagem dos marcadores
AFLP pode ser usada diretamente nos métodos filogenéticos ou entdo utilizada para
gerar matrizes de distancia genética entre os individuos. Métodos baseados em distancia
genética, como neighbour joining, ou baseado em caracteres como parcimdnia, méaxima
verossimilhanca e analise Bayesiana podem ser utilizados nas inferéncias filogenéticas.
Para as andlises baseadas em distancia, programas como o SplitsTree (Bryant e
Moulton, 2004) geram uma matriz de distancia (ou mais), e a partir dessa matriz o
relacionamento dos individuos é inferido. O programa PAUP (Swofford, 2002) também
é frequentemente utilizado. Andlises bayesianas com AFLP podem ser realizadas em
programas como MrBayes (Ronquist e Huelsenbeck, 2003), utilizando o modelo para
sitios de restricdo. Marcadores AFLP para inferéncias filogenéticas estdo sendo
utilizados com sucesso na familia Bromeliaceae, por exemplo (Horres et al., 2007; Rex
et al., 2007; Jabaily et al., 2013; Heller et al., 2015; Goetze et al., 2016; Pinangé et al.,
2016; Cruz et al., 2017).

Identificacdo de hibridos

A partir dos dados gerados com a técnica de AFLP é possivel fazer a identificagio
de individuos hibridos. A hibridacdo é considerada uma forca evolutiva importante
(Abbott et al., 2013). A hibridacdo pode gerar novidades fenotipicas e adaptativas, 0
que, consequentemente, pode resultar na formacdo de novas espécies. Por outro lado, a
hibridacdo pode ser uma ameaca a biodiversidade, especialmente quando espécies raras
estdo envolvidas, levando a perda da identidade genética da espécie. Se 0s genotipos
hibridos apresentarem fitness igual ou superior ao das espécies parentais, as zonas
hibridas poderdo expandir e levar ao deslocamento, ou até mesmo a extin¢ao, de uma ou
mais espécies parentais (Martin e Cruzan, 1999). Através do grande numero de
marcadores que sdo gerados com a técnica de AFLP é possivel identificar alelos
diagndsticos de cada um dos parentais no hibrido (Bensch e Akesson, 2005).
Metodologias normalmente utilizadas para a identificacdo de hibridos sdo a analise de
componentes principais; a analise Bayesiana no programa Structure, que identifica
individuos com um perfil molecular intermediario entre os parentais; e analises de
agrupamento, como NeighborNet, geradas, por exemplo, no programa SplitsTree, que

68



baseadas em distancias genéticas, identificam os principais grupos (parentais), ficando
os hibridos em posicdo intermediaria na rede. O programa NewHybrids (Anderson e
Thompson, 2002) pode ainda ser utilizado para a identificagdo de diferentes classes de
hibridos, como F1, F2, e retrocruzamentos com uma ou mais espécies parentais. No
estudo desenvolvido por Certner et al. (2015), foram utilizadas trés combinacdes de
primers AFLP para acessar a frequéncia de hibridos interespecificos entre Knautia
carinthiaca e K. arvensis. Dos 128 individuos incluidos no estudo, 25 foram
identificados como hibridos. O estudo conseguiu ainda concluir que a espécie mais rara,
K. carinthiaca, ndo corre risco de extingdo apesar da ocorréncia de hibridagé&o.

Melhoramento genético e agricultura

A selecdo assistida de caracteristicas de interesse econdmico é uma das aplicagdes
dos marcadores moleculares no melhoramento vegetal. A selecdo assistida se baseia no
mapeamento e associacdo de marcadores a genes que controlam uma determinada
caracteristica de interesse agricola. Dessa forma, para que a selecdo assistida por
marcadores seja efetiva, 0 mapeamento de regides do genoma associadas a estas
caracteristicas precisa ser saturado. As doencas fangicas mais importantes para a cultura
da videira no Brasil sdo o mildio (Plasmopora Viticola) e o oidio (Uncinula necator). O
primeiro causa sérios prejuizos quando a precipitacdo pluviométrica é elevada. O
segundo tem sua incidéncia em maiores niveis nas areas tropicais durante o periodo
seco. Pesquisadores da EMBRAPA Uva e Vinho (Dias de Oliveira et al., 2005)
utilizaram a técnica de AFLP e analisaram nove cultivares de videira contrastantes para
resisténcia ao mildio e ao oidio. A analise das bandas polimorficas obtidas pela técnica
de AFLP foi determinada pelo escore de presenca e/ou auséncia de bandas. Os dados
foram introduzidos em planilhas que sdo fonte de entrada para programas de analise
como INDENTITY (Wagner e Sefc, 1999) e/ou NTSY Spc. O coeficiente de Jaccard foi
utilizado para calcular a matriz de similaridade. Os autores identificaram 15 fragmentos
polimorficos, os quais puderam associar com a resisténcia ao mildio e oidio. As
cultivares em que esses fragmentos foram identificados foram entdo introduzidas no
programa de melhoramento da videira para resisténcia fungica.

Marcadores do tipo AFLP foram utilizados por Prinz e colaboradores (2001) para
enriquecer a regido cromossomal em torno do gene que confere resisténcia a ferrugem
do trigo Thinopyrum-derived Lr19. Umas das bandas identificadas por AFLP foi
convertida em marcador molecular que acompanha a regido de interesse apds diversos
cruzamentos dentro do programa de melhoramento. Esse foi o primeiro caso de sucesso
em que uma banda polimdrfica identificada por AFLP foi transferida como marcador
molecular na selecdo assistida.

Aplicacgdes na satde humana e diagnostico de doencas

A utilizacdo de AFLP em amostras humanas ndo é tdo frequente quanto seu uso
em plantas e microrganismos, apesar de se mostrar como uma técnica bastante
acessivel e robusta. Atualmente sua utilizagdo muitas vezes € combinada com outros
métodos de biologia molecular, como o RT-gPCR para analise de expressdo génica
(RT-AFLP), ou associada a diferentes métodos de detecgdo, como a eletroforese
capilar (CE-AFLP), que torna o0 método ainda mais sensivel.

A pesquisa de marcadores bialélicos em estudos de associacdo contribui de
forma muito importante para a caracterizacdo das bases genéticas de tracos e doencas
complexas. Neste sentido, 0 uso das técnicas de AFLP contribui de forma rapida e
barata para identificacdo de diferentes variantes do genoma analisado.
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O método ja foi utilizado para aperfeicoar a caracterizacdo filogenética do
cromossomo Y na determinacdo de linhagens de paternidade. Em importantes
aplicacGes clinicas, a identificacdo de padrdes de bandas geradas por diferencas
encontradas em genes de grande impacto na saide humana representaram por bastante
tempo a melhor forma de estabelecer o diagndstico de mutacdes patogénicas,
mostrando-se como uma ferramenta extremamente Gtil na analise de mutacdes
frequentes.

Uma das principais aplicacbes do uso de AFLP em salde humana € na
identificacdo de bactérias, fungos e parasitas patogénicos. Além de permitir a
diferenciacéo de cepas e colonias, este método também permite a construcao de mapas
genéticos e caracterizacdo de genes de resisténcia nestes organismos. As doencas
infecciosas sdo responsaveis por mais de 17 milhdes de mortes anualmente, e a correta
identificacdo dos agentes infecciosos sdo determinantes para o estabelecimento de um
tratamento eficaz. O advento de técnicas moleculares de identificacdo de
microrganismos foi revolucionario para o diagnéstico e tratamento de doencas. Muitos
agentes patogénicos foram primeiramente identificados através deste tipo de técnica,
que permite caracterizar as relacdes filogenéticas, taxonémicas e epidemioldgicas dos
agentes patogénicos. Neste sentido, o AFLP ¢é o método mais robusto para
identificacdo de DNAs com sequéncia ndo determinada ou organismos ndo modelo.

O fingerprinting de DNA humano pode ser realizado através de técnicas de
AFLP com muito éxito, permitindo a identificacdo de individuos (Vos et al., 1995),
como por exemplo na andlise de regi6es como os locus 3’ dos genes APOB, PAH e a
regido D1S80, utilizados com esta finalidade (Latorra et al., 1994). Ja se demonstrou
que a técnica de AFLP foi capaz de diferenciar tipos de tumores em situacGes onde
aberracdes genémicas ndo foram detectadas por métodos como CGH (Comparative
Genome Hibridization) (Wong et al., 2004).

Variacoes da Técnica de AFLP

Entre as variacGes da técnica de AFLP publicadas, destacaremos o descobrimento
de marcadores SNPs através de plataformas de Sequenciamento de Nova Geragdo
(CROPS e RAD-seq). O estudo de genes diferencialmente expressos utilizando a técnica
de cDNA-AFLP ¢é outra variacdo da técnica que foi muito utilizada antes de as
plataformas de sequenciamento de larga escala tornarem-se economicamente acessiveis
para 0s pesquisadores.

CRoPS (Complexity Reduction of Polymorphic Sequences)

Essa metodologia segue basicamente todas as etapas da técnica de AFLP, mas 0s
fragmentos gerados durante a amplificacdo seletiva ndo sdo genotipados e sim
sequenciados. Os fragmentos amplificados durante a PCR seletiva recebem uma tag de
identificacdo (4 nucleotideos de comprimento). Apés essa identificacdo, os fragmentos
das amostras sdo reunidos e sequenciados (Figura 4.5). As sequéncias obtidas sdo entdo
agrupadas e alinhadas a algum genoma de referéncia, e posteriormente analisadas para
pesquisa e identificagdo de SNPs (van Orsouw et al., 2007; Davey et al., 2010; Gompert
et al., 2010). Essa metodologia ja foi utilizada, por exemplo, em milho (van Orsouw et
al., 2007), onde 1272 possiveis SNPs foram encontrados.

Na auséncia de um genoma de referéncia, as sequéncias de leitura devem ser
utilizadas para a montagem de novo do genoma. Sequéncias de leitura sdo aquelas
obtidas no préprio sequenciamento do organismo em estudo, que sdo alinhadas umas as
outras, & procura de regides onde dois segmentos se sobrepdem. Essas sobreposicoes
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podem ser incorporadas linearmente em um processo de montagem, que é continuo.
Quanto mais curtas as sequéncias, maior a quantidade de sobreposi¢des necessarias para
que essa tarefa possa ser executada. A cobertura gendmica, isto é, o nimero de vezes
que uma determinada regido do genoma é coberta por segmentos de leitura, contribui
para aumentar a acuracia de identificagdo da sequéncia de DNA na regido considerada
(Martins, 2013).

Amostra 1  —

Fragmentos selecionados na
amplificacdo seletiva
Amostra 2

Fragmentos recebem tag de
identificagao

Fragmentos sdo reunidos e
sequenciados
Sequéncias alinhadas ao genoma de referéncia
AMOSIa |  ~ - —— - — I
Amostra 2 e e —

Genoma de
referéncia

Figura 4.5 - Método de Complexity Reduction of Polymorphic Sequences (CRoPS): os fragmentos
selecionados na etapa de amplificacdo seletiva da técnica tradicional de AFLP sdo marcados com uma tag
de identificacdo e posteriormente reunidos e sequenciados. Apds o sequenciamento, as tags sdo removidas
e entdo as sequéncias sdo montadas de acordo com o genoma de referéncia.

RAD-seq (Restriction-site associated DNA sequencing)

Nessa metodologia o DNA gendmico também é clivado com uma ou duas
enzimas de restricdo. Aos fragmentos gerados apos a clivagem do DNA s&o ligados
adaptadores P1 (em vermelho na Figura 4.6) que ja contém uma tag de identificacdo
(identificando cada individuo). Esses fragmentos com os adaptadores séo reunidos e
cortados aleatoriamente para a geracdo de fragmentos com um tamanho medio de
algumas centenas de pares de base. Esses fragmentos cortados séo entdo ligados a um
segundo adaptador (P2, em azul na Figura 4.6) e usados como molde em uma reacéo de
PCR com primers complementares aos adaptadores P1 e P2. Os adaptadores P2 tém
uma estrutura em “Y” divergente que ndo ira permitir a ligagdo do primer P2, a menos
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que o adaptador P2 tenha sido completado pela amplificagdo do adaptador P1. Isso
garante que todos os fragmentos amplificados tenham o adaptador P1 com a tag de
identificacdo, o sitio parcial de restricdo, poucas centenas de bases flanqueando a
sequéncia do sitio de restri¢cdo e o adaptador P2. Os fragmentos amplificados séo entédo
selecionados de acordo com o tamanho (em torno de 200 — 500 pb) e sequenciados. As
sequéncias obtidas sdo agrupadas e alinhadas ao genoma de referéncia e posteriormente
investigadas para a deteccdo de SNPs (Davey et al., 2010; Jones et al., 2013). Essa
metodologia tem sido bastante utilizada em genética de populacdes, filogenia e
filogeografia, entre outros, onde outros marcadores ndo conseguiram responder aos
objetivos propostos (Davey e Blaxter, 2011; Jones et al., 2013).

Amostra de DNA. indicando em
verde o sitio de restricao

Fragmento gerado apos clivagem com
uma enzima de restri¢ao

Ligacao de adaptadores P1 (que
contém rag de identificagao)

Os fragmentos com os adaptadores
sdo unidos e cortados aleatoriamente

g Ligacao de adaptadores P2 a todos os
> fragmentos

Fragmentos amplificados com primer
P1 e primer P2

Fragmentos sao entao selecionados de
acordo com o tamanho e sequenciados

Figura 4.6 - Esquema mostrando as principais etapas da técnica de RAD-seq (Restriction-site associated
DNA sequencing).

cDNA-AFLP

A metodologia da CcDNA-AFLP permite a deteccdo de transcritos
diferencialmente expressos. A técnica consiste das mesmas etapas do AFLP
convencional, no entanto, ao invés do isolamento do DNA, faz-se o isolamento do RNA
total e sintese de cDNA. Essa abordagem ¢é utilizada com o objetivo de comparar o
perfil transcricional de diferentes variedades, espécies ou mesmo tecidos do mesmo
individuo. Atualmente o sequenciamento em larga escala de RNA (RNA-seq) substituiu
em grande parte a técnica, por ser menos laborioso e com menos etapas técnicas.
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Consideracoes Finais

Os marcadores do tipo AFLP podem ser considerados uma derivacdo dos
marcadores baseados em restricdo do DNA, mas com a adicdo de etapas de PCR
seletiva que sdo capazes de detectar diferencas entre individuos de apenas um
nucleotideo. Assim, um ndmero bastante significativo de bandas polimorficas, e acima
de tudo reprodutivel, é gerado. A técnica iniciou com a confec¢do de grandes géis de
poliacrilamida, em que a preparagéo e visualizacdo era trabalhosa, demandando tempo e
ainda expondo o pesquisador a toxicidade da acrilamida ou de is6topos radioativos.
Esses problemas foram superados quando a técnica foi adaptada para visualizar 0s
resultados através de sequenciamento automatico. Mas a evolucao da técnica criada em
1995 ndo parou por ai. Como relatamos ao longo do capitulo, diferencas no transcritoma
de diferentes individuos também podem ser detectadas através desta metodologia. No
entanto, o0 aspecto mais importante € que o AFLP serviu de base para o
desenvolvimento de outras técnicas baseadas em restricdo como CroPs e RAD-seq
implementados ao sequenciamento de alto desempenho. Estas técnicas empregam o
sequenciamento convencional e/ou em larga escala como principal ferramenta para
gerar uma quantidade imensa de dados. A técnica de AFLP ndo entrou em desuso, ainda
é utilizada em varios laboratérios em que a quantidade de individuos analisados nao €
grande e a disponibilidade de recursos financeiros é limitada.
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Capitulo 5
Marcadores moleculares baseados na analise de

sequéncias: utilizacdo em filogenia e filogeografia

Dra. Ana Lucia Anversa Segatto, Dra. Marcia Goetze, Dra. Caroline Turchetto

Consideracgoes gerais

A obtencdo de marcadores moleculares baseados em sequéncia envolve a
determinacdo da sequéncia de nucleotideos do fragmento de DNA que se pretende
analisar e a deteccdo de diferencas nessas regides (delecdes, insercdes, substituicdes),
em diferentes organismos ou individuos da(s) espécie(s) em estudo. A determinagdo da
sequéncia nucleotidica do fragmento é obtida, atualmente, através de sequenciadores
automaticos (ver Capitulo 2 para uma revisdo sobre técnicas de sequenciamento).

Marcadores de sequéncia sdo muito utilizados em estudos de Sistematica
Filogenética; para a determinacdo da variabilidade genética intra e interpopulacional; e
para compreender eventos demogréaficos passados que influenciou a atual distribuicao
geogréfica da diversidade genética, uma abordagem filogeografica. Os marcadores de
sequéncias podem ser isolados a partir de genomas nucleares e citoplasmaticos
(mitocondria e cloroplasto), dependendo do objetivo do estudo; e de diferentes regides,
tanto DNA codificador como néo codificador.

Os primeiros estudos filogenéticos utilizando marcadores de sequéncia de DNA
foram publicados ainda na decada de 1980 (Cann et al., 1987; Felsenstein, 1988;
Cavalli-Sforza, 1998). Ja estudos combinando genética de populacGes e filogeografia
sdo mais recentes, com as primeiras publicacfes a partir de meados da década de 1990
(Avise, 1987; Beheregaray, 2008).

Para muitos marcadores de sequéncia é possivel obter a taxa de mutacgéo, o que
permite fazer inferéncias sobre padrbes historicos de diversificacdo de linhagens de um
determinado organismo ou grupo de espécies, uma das principais vantagens e aplicacfes
desse grupo de marcadores. Entre os aspectos limitantes podemos citar a necessidade da
projecdo de primers especificos para a espécie em estudo, principalmente quando se
objetiva amplificar um gene nuclear de baixo nimero de coOpias. Esse problema esta
sendo contornado com a utilizacdo de novas metodologias de sequenciamento que
permitem a geracdo de um grande nimero de sequéncias com menor custo.
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Um cuidado indispensavel quando
se amplifica regiGes génicas nucleares é a
necessidade da certificacdo de que estdo
sendo analisados genes ortologos e néo
pardlogos (veja Box 5.1 para maiores
detalhes). Além disso, a obtencdo de
sequéncias que apresentam polimorfismos
(variabilidade) ao nivel taxondmico
desejado para o estudo especifico € outro
aspecto importante. Por exemplo, para
estudos  filogeogréficos,  objetiva-se
alcancar niveis de variabilidade entre
individuos de uma mesma espécie, sendo
necessario utilizar uma ou mais regides do

Box 5.1

Homologia: semelhanca devido a heranca de
um caréater através de um ancestral comum.

Homoplasia: semelhanca  devido a
convergéncia de um carater sem ancestralidade
comum.

Genes homologos podem ser classificados
como ortélogos ou paralogos.

Genes  ortélogos: sdo genes  que
compartilham homologia como um resultado
imediato de especiacdo. Por exemplo, um par de
genes de coOpia Unica entre duas espécies
diferentes.

Genes paralogos: sdo genes que resultam da
duplicacdo génica dentro de um genoma,
ocorrendo antes ou depois da especiagao.

genoma com altas taxas de mutagéo; por Evolugdo em concerto: processo de
outro lado, em estudos filogenéticos, | homogeneizacdo de diferentes copias de
objetiva-se  encontrar  variacio  que fragmentos (podem ser genes) do genoma

~ : causado por recombinag&o e conversdo génica.
represente as relacGes evolutivas dentro de P ¢ g

um grupo de espécies.

Dentro do contexto evolutivo, a maioria dos estudos tem focado em analisar de
forma simultdnea o genoma nuclear e citoplasmatico para a obtencdo de informacgdes
complementares. Isto se deve ao fato do diferente modo de heranca desses genomas. Por
exemplo, na maioria das plantas, o genoma de cloroplasto é herdado maternalmente e
apresenta taxas de mutacdo e recombinacdo menores que o genoma nuclear. Dessa
forma, os padrdes encontrados com o0 genoma de cloroplasto podem refletir processos
historicos, enquanto os resultados obtidos com o genoma nuclear podem refletir padroes
mais contemporaneos (Avise, 2009).

Em plantas, inicialmente, os estudos filogenéticos utilizaram sequéncias de
genes, como por exemplo, rbcL, ndhF, atpB, matK, e regides ndo codificadoras do
genoma de cloroplasto (introns e espacadores intergénicos), para responder questdes em
diferentes campos de pesquisa (ver Chase et al., 1993; Steele e Vilgalys, 1994; Clark et
al.,, 1995; Hoot et al.,, 1995). As regides ndo codificadoras foram utilizadas
principalmente em estudos de Sistemética Filogenéticaa nivel infragenérico, por
apresentarem maior variabilidade quando comparadas as regides génicas.

As sequéncias plastidiais continuam tendo uma alta popularidade e utilidade
devido a muitas caracteristicas bioldgicas e técnicas que as tornam ideais para estudos
ecologicos e evolutivos. Algumas dessas caracteristicas incluem a ordem altamente
conservada dos genes no cloroplasto, auséncia ou baixa taxa de recombinagdo, baixos
niveis de substituicdo de nucleotideos, heranca predominantemente uniparental (0 que
permite estudar o fluxo génico via sementes, por exemplo), baixo tamanho efetivo
populacional e tempos de coalescéncia curtos. Todas as caracteristicas citadas tornam 0s
marcadores de sequéncia de cloroplasto ideais para estudos de filogeografia em plantas.
Além disso, essas caracteristicas tornam o genoma do cloroplasto um alvo ideal para
projecdo de primers universais que amplificam locus homdlogos em espécies
filogeneticamente divergentes (Petit et al., 2005; Petit e Vendramin, 2007; Ness, 2016;
Twyford e Ness, 2016). Os primers universais sdo ferramentas valiosas em estudos de
inimeras espécies, tanto em abordagens filogenéticas como filogeograficas (Tarbelet et
al., 1991; Shaw et al., 2005, 2007; Jansen et al., 2007; Avise, 2009).

De maneira geral, 0 DNA total extraido é enriquecido de genoma de cloroplasto
devido ao grande numero de plastidios por célula (Bendich, 1987), o que torna mais
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facil o sequenciamento dessas regies do que genes nucleares cdpia Unica,
principalmente a partir de amostras degradadas (Staats, 2013). Mais recentemente, com
0s avancos nas técnicas de sequenciamento (Capitulo 2), tem-se adotado a estratégia de
sequenciamento de todo o genoma de cloroplasto, para obtencdo de maior resolucéo,
elucidando perguntas previamente ndo respondidas, bem como para identificacdo de
locus mais varidveis para estudos filogenéticos e inferéncias em genética de populacdes
(Hollingsworth et al., 2016).

O genoma mitocondrial de plantas € menos utilizado em estudos com abordagens
evolutivas, principalmente por apresentar baixa variabilidade a nivel de sequéncia de
nucleotideos. Entretanto, o genoma de mitocondria apresenta variacdo consideravel no
tamanho e arranjo dos genes. Essas caracteristicas permitiram que genes mitocondriais
fossem utilizados em estudos para inferir eventos antigos, como a origem das
angiospermas ou das plantas com sementes (Judd et al., 2009). A identificacdo de
primers universais do genoma mitocondrial também segue, em normas gerais, o que foi
descrito acima para marcadores de cloroplasto, sendo a projecdo de primers realizada
em regides conservadas, 0s quais entdo tém maiores chances de amplificacdo em
espécies distintas (Dumolin-Lapegue et al., 1997).

Em animais, os primeiros estudos filogenéticos e filogeograficos utilizaram genes
mitocondriais. O genoma mitocondrial em animais é compactado, apresentando o
conteddo e ordem dos genes extremamente conservados entre espécies e quase toda a
sequéncia apresenta funcdo codificadora. A heranga por via de regra é materna e a taxa
de mutacdo €, em geral, mais alta que a de um gene cdpia Unica do genoma nuclear
(Solferini e Selivon, 2012). Os principais genes, ainda muito utilizados, sdo os que
codificam as subunidades | e Il da citocromo oxidase (COIl, COIl), o rRNA
mitocondrial 12S, o citocromo b, além da regido controladora mitocondrial (por
exemplo, Randi et al., 2001; Chen et al., 2002; Zhang e Sota, 2007).

Diversos marcadores moleculares do genoma nuclear podem ser utilizados para
estudos evolutivos. O espacador interno transcrito (ITS, do inglés Internal Transcribed
Spacer), localizado entre os genes ribossomais 18S e 26S é amplamente utilizado por
apresentar varias copias no genoma, sofrer evolucdo em concerto (Box 5.1) e por ter
primers universais descritos (Alvarez e Wendel, 2003).

Entretanto, para muitos taxa, e em estudos a nivel intraespecifico, a regido ITS
apresenta baixa variabilidade. Desse modo, regides de cdpia Gnica no genoma nuclear
comecaram a ser investigadas para avaliagdo do potencial em estudos evolutivos.
Muitos genes nucleares ja foram utilizados em estudos filogenéticos e uma reviséo
sobre os marcadores comumente aplicados nessas abordagens, em plantas, foi publicada
por Zimmer e Wen (2012).

Neste capitulo abordaremos a metodologia de isolamento e analise de marcadores
de sequéncias com enfoque em estudos evolutivos, tais como filogenia de espécies e
evolucdo de genes e familias multigénicas, genética de populacdes, filogeografia e
processos de diversificacao e especiacdo com principal énfase em plantas.

Metodologia de Isolamento

Diferentes niveis de variabilidade genética sdo observados entre 0s mais
variados marcadores de sequéncia, os quais providenciam resolucdo em diferentes
niveis taxonémicos. Tendo isso em mente, em estudos envolvendo marcadores de
sequéncia a primeira etapa € a escolha criteriosa de qual locus utilizar. Para isso,
algumas caracteristicas gerais das sequéncias devem ser levadas em consideragdo para
um determinado estudo obter um resultado informativo: (a) preferencialmente um
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marcador que seja de cOpia Unica, pois assim garante a amplificacdo de regibes
ortologas entre individuos (espécies) diferentes; (b) que seja facil de alinhar, ou seja,
que as sequéncias dos diferentes individuos apresentem similaridades suficientes para
permitir a determinacdo das posi¢cdes homologas no alinhamento; (c) que tenha uma
taxa de mutacdo adequada ao problema, ou seja, um nivel de variacdo adequado ao nivel
taxonémico do estudo. Taxas de mutacdo variam entre as diferentes regides do genoma.
Diferentes niveis taxondmicos exigem a utilizagdo de marcadores com taxas de mutacao
diferentes. Se uma determinada regido tem taxas de mutacdo muito baixas ela pode ser
utilizada para determinar as relaces evolutivas de niveis taxondmicos mais elevados.
Quando um marcador é muito variavel e a intencéo € estudar niveis taxonémicos mais
elevados é provavel que o alinhamento ndo esteja refletindo homologias verdadeiras,
uma mesma base (por exemplo, guanina) pode estar em uma mesma poSiGao por
convergéncia e ndo por homologia. A melhor maneira de determinar qual o melhor
marcador ou conjunto de marcadores de sequéncia a ser(em) utilizado(s) é analisando a
variabilidade desses marcadores em organismos proximos. A ferramenta BLAST pode
ser utilizada para encontrar sequéncias de determinada regido nos bancos de dados, para
a espécie ou para espécies proximas, e a partir disso verificar se o polimorfismo
existente é ideal para o estudo. Caso essa informacdo ndo esteja disponivel,
experimentos pilotos devem ser realizados.

Uma maneira de isolamento de marcadores de sequéncia é baseada em genomas
de referéncia, onde primers especificos sdo projetados em regiGes conservadas para
amplificacdo de determinada regido de interesse. Entretanto, para espécies ndo-modelo,
que n&do tem genoma sequenciado, sdo utilizados os chamados primers universais. Esses
primers estdo descritos na literatura e podem
ser utilizados para amplificar regides | Box5.2
especificas de DNA. Eles sdo posicionados
em regibes conservadas do genoma,
potencializando a chance desses marcadores o

e , secundarias na amostra de DNA ou nos
serem am_pllflcados em um grande numero primers. Esse reagente também pode melhorar
de espécies como, por exemplo, alguns | ¢ acesso da enzima Tag DNA polimerase as
espacadores intergénicos plastidiais | regides ricas em GC.
descritos para plantas (psbA-trnH, trnG- BSA: pode melhorar a estabilidade da Taq
TrnS, rpL32-trnL, rpS16-trnK); e 0s genes | DNA polimerase, reduzir a perda de reagentes
mitocondriais em animais (COl, D-loop, | devido a absorgéo pelas paredes dos tubos, e,
CYB). Quando se faz uso de primers | anda, superar alguns inibidores da PCR,
universais, independente do genoma a partir | S0mo polissacarideos e fenois.
do qual os primers foram isolados,
normalmente é necessario a otimizacdo do protocolo de amplificacdo da regido sob
estudo no grupo alvo. De maneira geral, além da qualidade e quantidade de DNA,
outros parametros como a temperatura de anelamento dos primers e 0 nimero de ciclos
durante a PCR sdo as principais condi¢cGes que necessitam de ajustes. A adi¢do, na
reacdo de PCR, de reagentes que aumentam a especificidade de amplificagdo, como
DMSO (dimethyl sulfoxide) e BSA (bovine serum albumin), também pode ser relevante,
normalmente aumentando a qualidade do produto obtido (Box 5.2).

Outra maneira de obter sequéncias, sem a utilizacdo de PCRs especificas para o
gene de interesse € através do sequenciamento em larga escala, ou buscas em genomas e
transcritomas disponiveis. O sequenciamento em larga escala tem sido muito utilizado
para analise de todo o genoma do cloroplasto das plantas e da mitocdndria dos animais.
Cada gene no genoma destas organelas pode ser identificado, e a conservacdo da
sequéncia permite um fécil alinhamento e comparagdo entre espécies, além de ser

Acéo do DMSO e BSA na reacdo de PCR

DMSO: inibe a formacdo de estruturas
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improvavel o conflito entre genes paralogos e homologos. O sequenciamento de
genomas de cloroplasto ou mitocondriais permitem isolar um grande ndmero de
marcadores de sequéncia para as espécies de interesse (por exemplo, Bourguignon et al.,
2015; Carbonell-Caballero et al., 2015; Leliaert et al., 2016).

A primeira sequéncia completa de genoma plastidial foi obtida para Nicotiana
tabacum através de sequenciamento via Sanger, e sobreposicdo de clones de fragmentos
gerados pela clivagem com enzimas de restrigdo (Shinozaki et al., 1986). Entretanto,
nos dias atuais, o rapido desenvolvimento de técnicas de sequenciamento e ferramentas
de bioinformética tém viabilizado a montagem do genoma plastidial completo para
muitas espécies ndao-modelo (Nock et al., 2011), e a utilizacdo desses dados em estudos
evolutivos, sem a necessidade de clonagem.

Diferentes estratégias de preparacdo de bibliotecas, tecnologias de
sequenciamento e abordagens de montagem ja foram descritas. A preparacdo de
bibliotecas consiste em duas principais abordagens: uma baseada no sequenciamento
direto do DNA gendmico (que inclui o plastidial) e outra baseada no enriquecimento
para DNA plastidial, a qual pode ser realizada por diferentes métodos. Na primeira
abordagem, € realizada a montagem do genoma plastidial a partir de uma biblioteca de
NGS (Next Generation Sequencing) sem prévio enriquecimento ou isolamento de DNA
plastidial (Nock et al., 2011). Neste caso, por exemplo, pode-se adotar a estratégia de
sequenciamento do genoma com baixa cobertura (~ 0.1 — 10 X) o que podera ser
suficiente para a montagem do genoma plastidial completo (por exemplo, Coissac et al.,
2016), visto que o DNA utilizado no experimento € uma mistura entre DNA nuclear e
organelar.

Por outro lado, a metodologia baseada no enriquecimento foca no
sequenciamento somente do DNA plastidial. Nessa abordagem, quatro principais
métodos para enriquecimento do DNA plastidial tém sido descritos: (1) baseados no
isolamento do plastidio a partir de folhas frescas; (2) baseados no principio de que
genomas de organelas de eucariotos tém muito menos metilacdo CpG do que genoma
nuclear; (3) baseados na utilizacdo de sondas curtas de oligonucleotideos para isolar
sequéncias complementares de DNA plastidial a partir de um DNA genémico extraido;
4) via PCR. O isolamento do plastidio a partir de folhas frescas podera ser realizado via
gradiente de sacarose utilizando métodos caseiros ou kits comerciais (por exemplo,
Miflin e Beevers, 1974; e Sigma Chloroplast Isolation Kit), por precipitagdo com altas
concentracdes de sal, ou entdo proceder a extracdo de DNA gendmico seguido do
tratamento com DNasel. Entretanto, os dois ultimos métodos podem apresentar baixo
rendimento e contaminagcdo com DNA mitocondrial (Shi et al., 2012). Devido ao baixo
rendimento no isolamento dos plastidios, uma etapa adicional de amplificagdo pode ser
requerida antes do sequenciamento. Apesar da vantagem de conseguir uma completa
montagem mesmo com um pequeno numero de reads (Shi et al., 2012), a principal
limitacdo deste método € a necessidade de grandes quantidades de tecido vegetal e a
otimizacdo do protocolo de isolamento do plastidio, especifico para cada espécie,
dificultando estudos comparativos em larga escala. Como o genoma das organelas
apresenta muito menos metilagdo CpG do que o genoma nuclear, o0 DNA genémico
pode ser particionado numa porcao altamente metilada (CpG), e uma fragdo com baixa
metilagdo, a qual é enriquecida com DNA plastidial (3,2 — 11,2 vezes; Yigit et al.,
2014). Este segundo método de enriquecimento, entretanto, pode ndo ser viavel para
amostras de DNA degradado, como de herbario (Twyford, 2016). Um método
promissor para o0 enriquecimento de bibliotecas de DNA plastidial é a utilizagdo de
sondas curtas de oligonucleotideos para isolar sequéncias complementares de DNA
plastidial a partir de um DNA genémico extraido. A biblioteca de sequéncias capturadas
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é sequenciada por NGS. Este método é adequado para uma vasta gama de material
vegetal, incluindo amostras de herbario (ver, por exemplo, Stull et al., 2013 e Comer et
al., 2015 que usaram microarranjos para captura de sequéncias plastidiais). Outra forma
de enriquecimento com sequéncia plastidial é via PCR. Este método consiste do uso de
um conjunto de primers universais para amplificacdo de sequéncias curtas, seguido de
sequenciamento Sanger, mais adequado para aplicacbes que requerem a sequéncia
parcial do plastidio, como por exemplo, estudos de genética de populagdes (Whittall et
al.,, 2010). Ou entdo a amplificacdo de sequéncias longas e sequenciamento em
plataforma NGS, em que o tamanho grande dos amplicons permite a ancoragem de
todos os primers em regiGes com baixa variabilidade do genoma. Entretanto, a falha de
um Unico PCR pode resultar em uma grande lacuna na montagem das sequéncias. Por
exemplo, Dong et al. (2013), desenvolveram primers universais para amplificar todo o
genoma de cloroplasto de angiospermas em 138 PCRs, com sequéncias de tamanhos
entre 0,8 — 1,5 Kb (embora criticas a esses primers tenham sido feitas, ver Prince,
2015). Também ja foram desenvolvidos primers para amplificacdo de sequéncias mais
longas (4 — 23 Kb de comprimento; Yang et al., 2014; Uribe-Convers et al., 2014).

Uma vez escolhida uma abordagem de preparagdo da biblioteca, deve-se
escolher uma estratégia de sequenciamento que corresponda com 0s objetivos. E
recomendado usar longos reads e/ou dados paired-end (Straub et al., 2012). Leituras de
sequéncias de plastidios podem ser montadas a partir de um genoma de referéncia ou
montagem de novo (sem a utilizagdo de um genoma de referéncia). Para uma reviséo de
estratégias de sequenciamento e montagem ver Twyford et al. (2016).

Os estudos iniciais para a determinacdo da sequéncia completa do genoma
mitocondrial de animais também envolveram a clonagem das sequéncias mitocondriais
em plasmideos e posterior sequenciamento dos fragmentos clonados via método de
Sanger (Flook et al., 1995). Mais recentemente, a determinacdo da sequéncia completa
do DNA mitocondrial tem sido feita utilizando-se a abordagem de amplificacdo de
sequéncias curtas do genoma. A partir do sequenciamento dessas regides sdo
desenhados primers que permitem a amplificacdo do restante do genoma da mitocondria
(Yang et al., 2012; Wang et al., 2013; Zhou et al., 2017a, 2017b). Outra estratégia é
utilizar tanto primers que amplificam regides curtas quanto longas do genoma a partir
de primers universais (Wang et al., 2015). Porém, essas abordagens estdo sendo
substituidas pelas novas tecnologias de sequenciamento (NGS), utilizando a estratégia
baseada no sequenciamento direto de DNA genémico, mais praticas, por ndo envolver o
desenho de primers, e cada vez mais viaveis economicamente (Anmarkrud e Lifjeld,
2017; Zhou et al., 2017a, 2017b).

Métodos utilizados para analise de matrizes de dados obtidos por PCR da
regiao de interesse

Apos a obtencdo das sequéncias para as populagfes ou espécies em estudo, a
partir de primers especificos, elas devem ser alinhadas, o que pode ser realizado, por
exemplo, no MUSCLE (Edgar, 2004), implementado no programa MEGA (Kumar et
al., 2016). O alinhamento das sequéncias entdo € inspecionado a procura de
polimorfismos, os quais devem ser confirmados, se possivel, através da andlise dos
electroferogramas de cada individuo, o que pode ser realizado no programa
CHROMAS. Uma vez que os polimorfismos foram confirmados, as sequéncias
alinhadas sdo entéo utilizadas para as diferentes analises, dependendo da abordagem do
estudo.
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Sequéncias de diferentes regides do mesmo genoma normalmente s&o
concatenadas e analisadas de maneira conjunta, utilizando diferentes modelos
evolutivos para cada regido, se necessario. Indices de diversidade genética, como
diversidade nucleotidica, diversidade haplotipica, nimero de hapl6tipos, nimero de
sitios polimorficos (transigdes, transversdes e indels) sdo estimados utilizando-se, entre
outros programas, 0 ARLEQUIN (Excoffier e Lischer, 2010) e o DNASP (Librado e
Rozas, 2009). A identificacdo de haplotipos e a determinacdo de fase de sequéncias com
sitios heterozigotos para marcadores nucleares, (veja Box 5.3 para detalhes), pode ser
realizado no programa DnaSP. O relacionamento dos haplétipos identificados pode ser
obtido no programa NETWORK. Analises demograficas, tais como deteccao de eventos
de gargalo de garrafa (Bottleneck) ou expansao populacional, podem ser obtidas através
da utilizacdo de programas como ARLEQUIN, DNASP, LAMARC (Kuhner, 2006) e
BEAST (Drummond et al., 2012). Estimativas da estruturacdo genética das populacdes
podem ser obtidas utilizando-se, por exemplo, o programa BAPS (Corander et al., 2008)
e também atraves do calculo de andlogos da estatistica F, como é#st, no programa
ARLEQUIN. Arvores filogenéticas de espécies, hapl6tipos ou genes podem ser obtidas
utilizando-se diferentes métodos como: andlise por distadncia, como por exemplo,
UPGMA e Neighbor-joinning, através do programa PHYLIP e MEGA,; utilizando-se
métodos de parcimbnia no PAUP (Swofford, 2002); utilizando-se 0s
métodosprobabilisticos de Maxima Verossimilhanca no PHYML (Guindon et al., 2010)
ou RAXML (Stamatakis, 2014) inferéncias Bayesianas no BEAST e MRBAYES
(Ronquist e Huelsenbeck, 2003). Na Tabela 5.1 sdo listados os sitios na Internet onde
encontrar os programas citados.

Tabela 5.1 - Programas utilizados na analise de marcadores de sequéncia.

Programa Localizacdo na Internet Referéncia
Arlequin http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/ArI35Down Excoffier e Lischer, 2010
loads.html
BAPS http://www.helsinki.fi/bsg/software/BAPS/ Corander et al., 2008
BEAST http://beast.bio.ed.ac.uk/ Drummond et al., 2012
CHROMAS http://technelysium.com.au -
DNASP http://www.ub.edu/dnasp/ Librado e Rozas, 2009
JMODELTES | http://www.molecularevolution.org/software/phyloge Darriba et al., 2012
T netics/jmodeltest
LAMARC http://evolution.genetics.washington.edu/lamarc/lama Kuhner, 2006
rc_download.html
MEGA http://www.megasoftware.net/ Kumar et al., 2016
MRBAYES http://mrbayes.sourceforge.net/ Ronquist e Huelsenbeck,
2003
MUSCLE Implementado no MEGA Edgar, 2004
NETWORK http://www.fluxus-engineering.com/ -
PAUP http://paup.sc.fsu.edu/downl.html Swofford, 2002
PHASE Implementado no DnaSP Stephens et al., 2001;
Stephens e Donnelly, 2003
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PHYLIP http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html -
PHYML http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/ Guindon et al., 2010
RAXML http://sco.h-its.org/exelixis/software.html Stamatakis, 2014

Na analise das sequéncias obtidas
com o0s marcadores nucleares €
necessario ficar atento a ocorréncia de
sitios  heterozigotos. Um sitio é
classificado como heterozigoto quando
mais de um pico é visualizado no mesmo
local no electroferograma, sendo que o
sinal mais fraco deve ser pelo menos
25% da intensidade do sinal mais forte.
Além disso, picos duplos devem estar
presentes no mesmo sitio em ambas as
fitas (Fuertes Aguilar et al., 1999; Fuertes
Aguilar e Nieto Feliner, 2003) (Figura
5.1). Uma vez identificados, os sitios
heterozigotos podem ser codificados de
acordo com o cédigo de ambiguidade de

Box 5.3
Determinagdo da fase dos haplétipos:

Para  sequéncias  nucleares,  sitios
heterozigotos podem ser encontrados. A
determinacdo da fase dos hapl6tipos envolve a
reconstrucdo, por métodos laboratoriais ou
estatisticos, da combinacdo dos varios sitios
heterozigotos presentes em um determinado alelo
(sequéncia). Por exemplo, se um gene apresenta
dois sitios heterozigotos, digamos A:G e C:T,
teremos quatro possiveis haplotipos (alelos): AC,
AT, GC ou GT. Ou seja, quatro combinagdes
possiveis de terem sido herdadas dos parentais.
Os métodos estatisticos calculam qual das fases
(haplotipos) é a combinagdo mais provavel.

nucleotideos IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry, disponivel
em https://iupac.org/). Essa é uma das maneiras de leitura dos dados nos programas
especificos de analise (filogenia ou filogeografia, citados acima). Entretanto, também é
possivel estabelecer as fases dos haplo6tipos (Box 5.3), e considerar esses dados para as
analises. Um programa muito utilizado para reconstruir os hapl6tipos a partir de
matrizes de dados com sitios heterozigotos € o PHASE (Stephens et al., 2001; Stephens
e Donnelly, 2003) que usa um método Bayesiano baseado em coalescéncia para inferir
os haplétipos. O PHASE estd implementado no programa DnaSP, que também
apresenta outros métodos para a reconstrucdo da fase dos haplo6tipos. A clonagem dos
fragmentos da PCR é uma estratégia para a identificacdo precisa dos heterezogitos,

porém trabalhosa e de custo elevado.
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Figura 5.1 - Eletroferograma com um sitio heterozigoto indicado pela seta.

84




Como j& mencionado, uma caracteristica vantajosa dos marcadores de sequéncias
é a possibilidade de se utilizar um modelo evolutivo, que permite a utilizacdo de
métodos probabilisticos para estimar as relagdes evolutivas entre espécies ou genes. Os
modelos evolutivos levam em consideracdo, entre outras caracteristicas, a possibilidade
de mudancas multiplas em um mesmo sitio, proporcdes diferentes de transicdes e
transversdes e proporcdes diferentes dos quatro nucleotideos nas sequéncias (Salemi et
al., 2009). O modelo evolutivo adequado para os marcadores e individuos analisados
pode ser estimado, por exemplo, através do programa jModelTest (Darriba et al., 2012).
A taxa de mutagdo de um gene pode ser calculada baseada em registros fdsseis, eventos
geoldgicos, a partir de taxas de espécies proximas com habitos de vida similares,
permitindo o célculo de divergéncia entre as Unidades Taxonémicas Operacionais
(OTUs) de uma filogenia ou entre haplotipos em abordagens filogeogréaficas (ver
Lorenz-Lemke et al., 2010; Turchetto-Zolet et al., 2016).

Para uma revisdo dos métodos de analise em uma abordagem filogeografica com
marcadores de sequéncia consultar o livro Guia Préatico para estudos Filogeogréficos
(Turchetto-Zolet et al., 2013).

Exemplos de aplicacoes

Familias génicas estdo presentes em grande nimero nos genomas dos organismos.
Estudar a evolucdo dos genes durante a divergéncia das espécies revela particularidades
das pressdes seletivas que atuam em cada gene e do surgimento das rotas metabolicas
durante a evolugdo. A partir de dados de sequéncia é possivel estimar o tempo em que
ocorreram 0s eventos de duplicacdo génica, que geralmente sdo correlacionados ao
surgimento de novidades evolutivas (Lynch e Force, 2000). Nesse tipo de estudo, onde
normalmente sdo incluidos genes de muitas espécies filogeneticamente distantes, é
normal a utilizacdo de alinhamentos de aminoacidos, pois, devido a degeneracdo do
cédigo genético, sdo mais conservados que os nucleotideos (por exemplo, Mei e
Dvornyk, 2015; Segatto et al., 2016).

Um exemplo de estudo evolutivo utilizando sequéncias de genes foi descrito para
0 gene P5CS (Pyrroline-5-carboxylate synthetase) em 2009. Neste estudo os autores
demonstraram que a maioria das espécies de plantas apresentam duas cOpias deste gene,
resultantes de eventos de duplicacBes evolutivas independentes, apresentando um
padrdo espacial e temporal de expressdo (Turchetto-Zolet et al., 2009). Esta enzima
regula a sintese do aminoacido Prolina, sendo demonstrada em estudos com trigo,
cevada e soja, a expressao aumentada do gene codificador para esta enzima em
condi¢Bes de estresse hidrico e salinidade (Aprile et al., 2009; Deng et al., 2013;
Khoshro et al., 2013).

As consequéncias evolutivas em genes que controlam, por exemplo, transi¢oes
fenotipicas tém sido estudadas através das sequéncias desses genes com 0 método de
filogenia molecular. Por exemplo, um estudo recente examinou como repetidas perdas
de pigmentacdo floral (antocianinas), associada com a transicdo da cor da flor em
espécies da familia botanica Solanaceae, tém afetado a evolucdo molecular de trés genes
envolvidos na via de biossintese de antocianina. Os autores demonstraram uma ampla
conservacdo desses trés genes através das linhagens com ou sem pigmentacdo floral
(antocianina). Esses achados sdo consistentes com 0 consenso crescente de que as
perdas de pigmentacdo floral sdo em grande parte alcancados por alteracbes na
expressao do gene, em oposicdo a mutacgdes estruturais (Ho e Smith, 2016).

Romero e colaboradores (2017) investigaram a evolucdo do gene que codifica a
proteina pro-filagrina, com fungdo importante na pele de mamiferos. O gene filagrina

85



apresenta regibes repetidas em sequéncia, e 0 nimero de coOpias dessas repeticOes
variam entre e dentro de espécies. Dois principais modelos explicam a evolugédo de
genes com variagcdo do nuimero de repetices em tandem, o modelo de evolugdo em
concerto e o nascimento e morte (birth-and-death). Para determinar qual desses
modelos melhor explica a evolugdo desse gene, a sequéncia repetitiva de um dos éxons
do gene foi determinada em varios primatas, entre eles, orangotangos, gorilas,
chimpanzés, e comparada com a sequéncia encontrada em humanos. Os autores
observaram alta diversidade nucleotidica entre regides de repeticdo em tandem na
filagrina, o que se encaixa no modelo de evolugdo de nascimento e morte. Analises
filogenéticas indicaram que varios eventos de duplicacdo independentes, e eventos de
perda das repeticdes, deram origem ao diferente nimero de repeticGes e aos tamanhos
distintos dessas repeti¢cdes encontradas nas diferentes espécies investigadas. Os autores
concluiram que a variacdo no numero de copias das regides repetitivas de filagrina é
uma consequéncia de divergéncia espécie-especifica e expansao.

Anélises filogenéticas tem sido um elemento essencial para a biologia moderna.
Marcadores de sequéncia tém auxiliado também em trabalhos de sistematica para
classificacdo e caracterizacdo da diversidade. O campo da sistematica, que foi
tradicionalmente baseado em informacbes de morfologia, anatomia, comportamento,
fisiologia e geografia, experimentou uma revolugdo com a introdugdo de
sequenciamento Sanger. Esses dados permitiram que hipdteses anteriormente propostas
apenas com base em dados morfoldgicos, por exemplo, fossem testados utilizando-se
também sequéncias de DNA e/ou RNA, aumentando substancialmente a resolucéo e
suporte filogenético. Os dados de sequéncias de DNA tém fornecido evidéncias para
grandes rearranjos taxondmicos, assim, aumentando significativamente a nossa
compreensio sobre a “Arvore da Vida”. Mais atualmente, tem-se utilizado dados de
todo genoma para a reconstrucdo de arvores filogenéticas, utilizando as tecnologias de
NGS ao invés de método de sequenciamento Sanger, uma abordagem chamada de
Filogendmica. Um exemplo em plantas foi publicado em 2014, onde os autores usaram
genomas nucleares disponiveis para reconstruir uma arvore filogenética entre clados
representativos de monocotileddneas para a inferéncia de eventos de duplicacdo do
genoma ancestral. O estudo identificou varios eventos de duplicacdo do genoma,
incluindo um unindo as monocotiledéneas Comelideas (palmeiras, gengibre, ervas), um
clado de importancia ecoldgica/econdmica e alta diversidade (Jiao et al., 2014).

A filogenia das plantas verdes foi estimada recentemente por um estudo que
obteve os dados a partir de genomas de cloroplastos disponiveis em bancos publicos.
Nesse estudo foram utilizados 78 genes codificadores de proteinas do cloroplasto de
360 espécies de plantas. Os autores foram capazes de determinar relagdes filogenéticas
até entdo ndo resolvidas, porém ressaltam os desafios de trabalhar com genomas
inteiros. Particularmente, encontraram inconsisténcias entre analises utilizando
aminoéacidos e nucleotideos e perceberam que variacdes na proporcdo de GC entre as
linhagens e dentro dos genomas afetaram o posicionamento de varios taxa (Ruhfel et
al., 2014).

O sequenciamento de todo cloroplasto tem sido utilizado para investigar o
relacionamento filogenético de Ficus. O estudo utilizou a montagem de novo do
genoma plastidial de 59 espéecies do género e mais seis grupos externos obtendo um
maior suporte para os relacionamentos (Bruun-Lund et al., 2017), visto que analises
conduzidas com sequéncias nucleares de baixo numero de copias e regides especificas
de cloroplasto ndo foram capazes de resolver com confianca os relacionamentos do
grupo. Entretanto, foram observados conflitos entre a nova topologia baseada em todo o
genoma de cloroplasto e os estudos prévios baseados em sequéncia nuclear, tanto para
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as espécies individuais como para as relagcBes entre algumas se¢Bes em niveis mais
profundos. Os autores sugerem que os conflitos podem ser causados pela falta de
resolucdo nos dados nucleares ou podem indicar potencial discordancia cito-nuclear
(Cruaud et al., 2012; Bruun-Lund et al., 2017).

Na area de filogeografia e genética de populagdes esses marcadores tém sido
utilizados principalmente para compreender os eventos demograficos populacionais
passados, e a atual estruturacdo genética encontrada nas populagdes em relacdo a
distribuicdo geografica. Recentemente, as tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo tém permitido a identificagdo de milhares de marcadores, como SNPs (single
nucleotide polimorphism), que sdo aplicados para responder perguntas sobre a historia
dos organismos, com a promessa de revolucionar este campo de estudo, formando o que
chamamos de Gendmica populacional. Entretanto, marcadores organelares herdados de
forma uniparental (por exemplo, DNA mitocondrial para animais e DNA de cloroplasto
para plantas), continuam a representar um importante componente de dados
filogeogréficos (Garrick et al., 2015). Isto se deve ao fato de haplétipos de sequéncias
de DNA organelar serem informativos sobre eventos e processos histéricos (Sunnucks,
2000; Brumfield et al., 2003). Esses dados tém sido utilizados também em conjunto com
marcadores de sequéncia nuclear, ou outros marcadores nucleares, como SSRs ou
SNPs. Por exemplo, Thomaz e colaboradores (2015) utilizaram marcador de sequéncia
mitocondrial (COl e NADH) juntamente com modelagem climatica para avaliar se 0s
padrbes de variacdo genética podem refletir o impacto histérico da mudanca climatica
no nivel do mar ou nas condicdes ambientais em populacdes de Hollandichthys
multifasciatus, um peixe de agua doce endémico da Floresta Atlantica da costa
Brasileira. Os autores encontraram que a estrutura genética da espécie estava associada
com as paleodrenagens, sugerindo que as conexdes passadas das popula¢des devido as
mudancas do nivel do mar tiveram um papel significativo na diversificacdo da
ictiofauna ao longo das drenagens costeiras brasileiras.

Outro estudo investigou a historia de dispersdo espacial do HIV-1C brasileiro,
utilizando uma abordagem filogeografica com as sequéncias dos genes pol e env. O
subtipo C € responsavel pela maior carga de infec¢do pelo HIV em todo o mundo. No
Brasil o HIV-1C foi recentemente introduzido quando comparado com o HIV-1B,
espalhando-se rapidamente pelo Sul, onde é a variante dominante. Neste estudo foi
mostrado um papel central para a cidade de Porto Alegre, capital do Rio Grande do Sul,
na epidemia brasileira de HIV-1C. Os autores hipotetizaram que a expansao para o norte
poderia estar ligada a populacGes fonte com cargas mais elevadas e propor¢des maiores
por HIV-1C (Gréf et al., 2015).

A utilizacdo de dados de sequéncias em analises filogenéticas e filogeograficas
vém aumentando, sendo utilizados nas mais diversas &reas de conhecimento, desde as
ciéncias basicas as aplicadas. Neste capitulo foram apresentados alguns exemplos,
porém o leque de possibilidades de utilizacdo e andlise, para responder as mais
diferentes questdes, € enorme.
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Capitulo 6

Microssatélites: Metodologias de identificacdo e analise

Dra. Camila Martini Zanella, Dra. Caroline Turchetto, Dra. Clarisse Palma-Silva,

Dra. Fernanda Sperb-Ludwig

Consideracoes gerais

Microssatélites, conhecidos também como Short Tandem Repeats (STRs), Simple
Sequence Repeats (SSR) ou Simple Sequence Length Polymorphism (SSLP), sé&o
repeticdes em tandem de motivos de 1 a 6 nucleotideos que podem ser classificados de
acordo com seu tamanho e o tipo de unidade de repeticdo (Box 6.1) (Litt e Luty, 1989;
Tautz, 1989; Edwards et al., 1991; Jacob et al., 1991). Essas regifes repetitivas sdo
frequentes tanto em procariotos quanto em eucariotos e também sdo comuns nos
genomas nucleares e organelares (Zane et al., 2002). Dada a sua natureza repetitiva, 0
tamanho do fragmento dos locos de SSR tende a aumentar ou diminuir devido ao
escorregamento da DNA polimerase durante a replicacdo (slippage), bem como outros
eventos mutagénicos tais como crossing over desigual e retrotransposic¢ao (Schlotterer e
Tautz, 1992). Como consequéncia, esses locos tém altas taxas de mutacédo, variando de
1 x 107 a1 x 10°® mutacdes por loco por geracio em eucariotos em geral (Buschiazzo e
Gemmell, 2006); entretanto, uma heterogeneidade complexa de eventos mutacionais €
observada frequentemente em niveis de alelos, l6cus e taxon. O nimero de unidades de
repeticdo pode ser variavel entre gen6tipos, o que torna os SSRs marcadores altamente
polimdrficos e adequados para diversos tipos de analises genéticas. Normalmente, as
sequéncias de DNA que flanqueiam os motivos de SSR sdo conservadas entre
individuos de uma mesma espécie, permitindo a projecdo de oligonucleotideos
iniciadores (primers) especificos para essas sequéncias adjacentes ao SSR. Assim, por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é possivel amplificar um determinado
loco e identificar os polimorfismos individuais relacionados ao nimero de repeti¢fes do
SSR para aquele individuo (Figura 6.1). Portanto, cada loco de SSR tem grande
conteddo informativo, pois € multialélico e permite a diferenciacdo entre individuos
homozigotos e heterozigotos, por isso € considerado um marcador codominante.

Box 6.1:

Modelo de Mutacédo Stepwise: Quando uma regido contento um motivo de SSR sofre uma
mutacdo, ela ganha ou perde uma unidade de repeticdo. Esse ganho ou perda da unidade de repeti¢do
apresentam a mesma probabilidade de ocorréncia, sendo considerada uma taxa fixa de mutagdo. Isto
implica que dois alelos diferindo por somente um motivo sdo mais relacionados (ex. compartilham um
ancestral comum mais recente) que alelos diferindo por varias repeticbes. Este modelo de mutacdo é
usualmente preferido quando se estima estrutura populacional e relagdes entre individuos, exceto na
presenca de homoplasia (ex. guando dois alelos séo idénticos por estado, mas ndo por descendéncia).

Os SSRs apresentam segregacdao mendeliana e podem ser isolados tanto de
regides codificadoras como regides ndo codificadoras, estando sujeito ou néo a selecdo
natural. Tais caracteristicas tém possibilitado a sua aplicacdo em uma ampla gama de
estudos, sendo que nas Ultimas décadas varios trabalhos foram publicados com
diferentes abordagens como, por exemplo, a distribuicdo genémica dos SSRs, a sua
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dindmica evolutiva, funcdo biolégica e aplicacdes, incluindo analise forense,
epidemiologia molecular, parasitologia, genética de populacdo e da conservacao,
mapeamento genético, delimitacdo de espécies, analise de parentesco, perfil molecular,
padrdes de hibridacdo, determinacdo do modo de reproducdo, entre outros (Tautz e
Schlotterer, 1994; Jarne e Lagoda, 1996; Schlotterer, 1998; Chambers e MacAvoy,
2000; Li et al.,, 2002; Dieringer e Schldtterer, 2003; Ellegren, 2004; Buschiazzo e
Gemmell, 2006; Chistiakov et al., 2006; Oliveira et al., 2006; Selkoe e Toonen, 2006;
Barbara et al., 2007; Subirana e Messeguer, 2008; Sun et al., 2009; Kalia et al., 2011,
Wheeler et al., 2014; Merritt et al., 2015).

Polimorfismo de SSR
5 Individuo 1 : (CA)S
e
S — .
5  Individuo2 s (CA)s

Regides flanqueadoras unicas

Motivo de SSR = (CA)n

|

Primers

Figura 6.1 - Representacdo esquematica de uma regido contendo um SSR e da variagdo de nimero de
repticBes entre individuos. A proje¢do de primers para amplificacdo por PCR em regido flanqueadora
Unica permite a identificacdo das diferencas nos nimeros de repeticdo do SSR encontrado em cada
individuo. Individuos 1 - 3 sdo homozigotos e individuo 4 € um heterozigoto.

Quadro 6.1 - Classificacdo dos microssatelites quanto ao tamanho e a unidade de
repeticéo.

Tamanho da Repeticdo Unidade de repeticao

Mononucleotideo (A),
Dinucleotideos (AC),
Trinucleotideos (ACG),
Tetranucleotideos (ACGT),
Pentanucleotideos (ACGTA),
Hexanucleotideos (ACGTAC),

Perfeita simples (CA),

Imperfeita Simples (AAC), TG (AAC),
Interrompida (CCA), TTGC (CCA),
Perfeita composta (CA), (GAA),
Imperfeita composta (CA), TG (AGC),

n = namero de repeticGes
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Apesar de todas as vantagens e aplicabilidades que os marcadores SSR
apresentam, a grande limitacao reside na necessidade do isolamento e desenvolvimento
de primers especificos para cada espécie, ou ter disponivel primers de espécies
relacionadas para testar transferabilidade. As primeiras abordagens de isolamento e
obtencdo de marcadores SSRs polimorficos eram desenvolvidas através de técnicas
laboriosas de construcdo de bibliotecas gendmicas ou bibliotecas enriquecidas para
obtencdo dos marcadores para a espéecie a ser estudadaEntretanto, nas ultimas décadas
tém ocorrido progressos significativos no desenvolvimento e genotipagem de
marcadores SSR. Um deles se refere a emergéncia das tecnologias de sequenciamento
de nova geracdo (Next Generation Sequencing — NGS), que tém possibilitado o
desenvolvimento de centenas e milhares de marcadores SSRs, tornando possivel a
descoberta e uso de muitos locos polimorficos tanto para espécies modelo como para as
ndo modelo. Além disso, a utilizacdo do PCR multiplex ou simplesmente a genotipagem
multiplex tém sido facilitadas por equipamentos de eletroforese capilar com base em
tecnologia de DNA fluorescente induzida por laser, reduzindo significativamente os
custos e tempo das andlises genéticas (Chamberlain et al., 1988; Butler et al., 2001,
2004).

Metodologia de isolamento/identificacao e genotipagem

Metodologias de Isolamento

Em uma época onde novas abordagens para analises gendmicas surgem para estudar
a variacdo genética, é importante lembrar que muitas questdes bioldgicas podem ser
eficientemente abordadas com um numero limitado de marcadores altamente
polimorficos, como os SSRs. Apesar dos diversos beneficios da utilizacdo desses
marcadores, uma das limitacdes da técnica é que os primers de microssatélites precisam
ser isolados a partir da espécie a ser estudada ou, alternativamente, podem ser utilizados
primers projetados para espécies ou géneros evolutivamente préximos, caso estes
estejam disponiveis na literatura. Contudo, Barbara et al. (2007) observou em sua
pesquisa com espécies vegetais, fungos e animais, uma distribuicdo desigual do sucesso
de transferéncia de marcadores SSRs polimdrficos entre diferentes taxa, quanto maior a
distancia evolutiva dos taxa estudados menor o sucesso da amplificacdo e
polimorfismo, além disso, o tamanho do genoma e sistema reprodutivo das plantas
analisadas parecem tambem influenciar no sucesso da tranferibilidade desses
marcadores. A transferéncia de marcadores pode facilitar a comparagdo entre espécies
proximamente relacionadas, permitindo estudos de mecanismos envolvidos em
divergéncia populacional, hibridacéo e especia¢do, bem como padréo de diversidade em
uma comunidade.

Inicialmente, os locos de microssatélites eram identificados a partir da construcéao de
uma biblioteca gendémica para a especie alvo (Zane et al., 2002), podendo esta biblioteca
ser enriguecida com sequéncias contendo microssatélites (Figura 6.2), uma etapa crucial
para espécies com grandes genomas. Para a construcdo de tais bibliotecas, 0 DNA
gendmico de alta qualidade precisa ser fragmentado usando enzimas de restri¢do, que
clivam o DNA em regifes especificas, ou, menos comumente, por sonicacdo, um
método fisico de fragmentacdo do DNA via ultrassom (Karagyozov et al., 1993). A
escolha das enzimas a serem usadas depende do comprimento médio desejado dos
fragmentos de DNA, da repeticdo de microssatélites que podem ser encontrados e do
tipo de extremidades (extremidade coesiva ou cega) dos fragmentos de restricdo. O
DNA clivado € entdo selecionado pelo tamanho dos fragmentos, para preferencialmente
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obterem-se fragmentos pequenos de 300 a 700 pares de base (pb). Uma grande parte dos
protocolos de enriquecimento envolve a ligacdo de sondas marcadas com biotina a
esferas magnéticas recobertas por estreptavidina. A ligacdo estavel formada por biotina
e estreptavidina permite a utilizacdo de sondas ligadas a esferas magnéticas para
selecionar fragmentos de interesse através da utilizagdo de um ima. Dependendo do
método de clivagem, os fragmentos de DNA podem ser ligados a um vetor de clonagem
(plasmideo), seja diretamente ou ap6s a ligagdo de adaptadores especificos. Esta etapa é
mais critica, devido ao risco de obtencdo de um numero reduzido de recombinantes e a
formacdo de concatdmeros entre fragmentos gendmicos. A transformacdo de células
bacterianas com produto de ligagdo geralmente produz milhares de clones
recombinantes, que podem ser subsequentemente pesquisados quanto a presenca de
sequéncias de microssatélites. Apos a identificacdo de clones contendo as repeticdes,
estes sdo sequenciados e sao projetados primers especificos para a amplificagdo de cada
loco de SSR (Figura 6.2). As condi¢des da PCR sdo otimizadas para permitir a
amplificacdo dos locos em diferentes individuos de uma populagdo (Zane et al., 2002).

Bipbleralio 1. DNA gendmico total 2. Digestﬁ: (eilz)imas de 3. Ligagio Adaptadores 4. Enriquecimento ’eSclet;éo
restrigio & V4
» ),J 9 oy —>
—> ~ T gy — v o Y » ssDNA
o L
" ol
-~

8. PCR.: amplificagio dos

5. Amplificagio apds entiquecimento 6. Clonagem em um vetor 7. Transformacio e Selegfio de ;
insertos clonados

(PCR) clones positivos
./:l\ Amostras
~— — ’
—— —— — — Y Hvo— —> ﬁk
s L \\~‘// .
- 1I88B®H00000000
1000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
00000000000C
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Figura 6.2 - Representacdo esquematica das principais etapas da construcao de uma biblioteca genémica
enriquecida de locos de microssatélites até a obtencdo de primers para amplificacdo na espécie alvo.
ssSDNA — DNA de fita simples.

Vérias estratégias alternativas foram desenvolvidas objetivando reduzir o tempo
investido no isolamento de marcadores microssatélite e/ou aumentar a sua eficécia,
como por exemplo, baseado em modifica¢fes da técnica de RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA). Neste protocolo, varios primers RAPD sdo usados para obter
fragmentos de DNA aleatoriamente amplificados do genoma da espécie alvo e as bandas
do PCR sdo hibridizadas com sondas de motivos de SSR. Essa técnica era promissora
devido ao fato de que os fragmentos de RAPD pareciam conter repeticbes de
microssatélites mais frequentemente que clones gendmicos aleatérios (Williams et al.,
1990; Lunt et. al., 1999; Cifarelli et. al., 1995). Outra estratégia diferente foi proposta
para a producdo de bibliotecas altamente enriquecidas com repeticbes especificas de
microssatélites usando uma reacdo chamada extensao de primers. Este método se baseia
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na construgdo de uma biblioteca genémica priméaria com fragmentos de DNA de fita
simples, que sdo usados na reacdo de extensdo com oligonucleotideos com repeticdes
especificas, gerando um produto de dupla fita com a repeticdo desejada. Entretanto, este
método envolve um elevado numero de etapas (Ostrander et. al., 1992; Paetkau, 1999).
Outro protocolo, particularmente muito simples, foi proposto baseado em hibridizagédo
seletiva. A primeira etapa deste protocolo é idéntica ao procedimento de isolamento
tradicional, objetivando produzir pequenos fragmentos de DNA gendmico que séo entio
ligados a uma sequéncia conhecida, um vetor ou um adaptador. Posteriormente, 0 DNA
é hibridizado com sondas contendo repeti¢cdes de SSR. Apds esta etapa de hibridizacéo
e varias lavagens para remover ligacdes nédo especificas, 0 DNA ¢ eluido e amplificado
por PCR e, finalmente, o0 DNA enriquecido é clonado. Dependendo da eficiéncia de
todo o procedimento, os clones recombinantes podem ser diretamente sequenciados
(Karagyozov et. al., 1993; Armour et. al., 1994; Hamilton et. al., 1999; Kijas et. al.,
1994).

Nos ultimos anos com a disponibilidade de bases de dados publicas, também esta
sendo possivel identificar e projetar primers para locos de microssatélites a partir de
sequéncias depositadas nessas bases de dados, por exemplo, GenBank. Bases de dados
como de ESTs (Expressed Sequences Tags), por exemplo, tém sido alvo para a pesquisa
e isolamento de locos SSRs. Esses microssatélites sdo geralmente chamados de EST-
SSR ou microssatélites génicos. Nessa abordagem, programas computacionais de
identificacdo de motivos de SSR sdo utilizados para a pesquisa nos dados das
sequéncias dos ESTs (Varshney et al., 2007). Véarios programas computacionais tém
sido desenvolvidos para reconhecer o padrédo de SSR em arquivos de sequéncias, Como
por exemplo, MISA (MlcroSAtellite), SSRfinder, Sputnik, SSRIT (SSR Identification
Tool), SSRSEARCH, TRF (Tandem Repeat Finder), etc. EST-SSR podem oferecem
algumas vantagens sobre os SSRs genémicos neutros, dependendo do objetivo do
estudo, porque eles podem também detectar variacdo em regides expressas do genoma
e, consequentemente, gerar marcadores diretamente associados a uma caracteristica de
interesse, além de poderem ser usados em um grande nimero de espécies relacionadas
devido ao maior grau de transferabilidade (Gupta et al., 2003; Victoria et al., 2011).

Avancos nas tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (NGS — Next
Generation Sequencing; Capitulo 2) tém possibilitado o isolamento de milhares de locos
SSRs, tornando acessivel a identificagdo de muitos locos SSRs polimorficos,
principalmente para espécies ndo modelo. Essas tecnologias ndo requerem
obrigatoriamente a criacé@o de bibliotecas enriquecidas para motivos de SSRs, sendo que
0 DNA ou RNA total podem ser sequenciados. A principal vantagem de isolar
marcadores SSRs a partir de sequéncias do transcritoma €, assim como 0s EST-SSR, a
possibilidade de encontrar associa¢cfes com genes funcionais e, assim, com o fenétipo
(Li et al., 2002; Kumar et al., 2015). Por outro lado, uma vez que a taxa de mutacdo do
DNA em sequéncias codificadoras é menor que em outras regides (por exemplo,
introns, regides intergéncias), espera-se que o numero de SSR e o grau de polimorfismo
também sejam menores comparados as regides ndo codificadoras (Blanca et al., 2011).

Duas principais tecnologias de NGS tém sido amplamente utilizadas para o
isolamento de marcadores microssatélites, uma delas é o pirosequenciamento na
plataforma 454 e o sequenciamento por sintese na plataforma Illumina (ver Capitulo 2).
A plataforma 454 pode ter algumas vantagens sobre a Illumina quando se analisa o
genoma ou o transcritoma, principalmente pelo maior comprimento dos reads que sdo
gerados, 0 que torna habil projetar primers para amplificagdo de locos SSRs mesmo
com baixa e média cobertura de sequenciamento (Zalapa et al., 2012).
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Devido a quantidade de dados gerados a partir de NGS, os pesquisadores devem
analisar cuidadosamente os dados de sequéncia para isolar locos SSRs de alta qualidade
para futuros testes. Varias ferramentas de bioinformatica tém sido desenvolvidas para
caracterizar e detectar SSRs. Uma vez que foi encontrada variacao significativa entre os
algoritmos usados para a deteccdo de SSRs, é recomendado considerar 0 uso de mais de
um programa para procurar motivos de SSRs em conjuntos de dados obtidos a partir de
tecnologias de NGS (Merkel e Gemmell, 2008; Cavagnaro et al., 2010; Lim et al.,
2013). Alguns programas uteis que podem ser usados de forma independente ou em
conjunto durante a descoberta de SSRs incluem o ja citado MISA, mreps (um programa
capaz de também encontrar repeticdes imperfeitas), SSR Locator, WebSat, AS-SSR e
CandiSSR (Kolpakov, et al., 2003; Thiel et al, 2003; Maia et al., 2008; Martins et al.,
2009; Pickett et al., 2016; Xia et al., 2016).

Projecéo de primers, otimizacdo da reacao de PCR e genotipagem

A projecdo dos primers € uma etapa crucial para uma analise bem-sucedida de
marcadores SSR. Para isto, é necessario o conhecimento prévio das sequéncias que
flanqueiam os motivos de SSR, sendo possivel projetar primers em regides conservadas
que amplifiguem um Unico loco em diferentes populagdes dentro de uma espécie, ou até
mesmo que seja possivel amplificar em espécies relacionadas, dependendo do objetivo
do estudo.

A selecdo dos locos SSRs e a projecdo de primers devem ser realizadas com rigor,
principalmente quando se deseja realizar PCR multiplex. Neste caso, deve-se dar
preferéncia por selecionar pares de primers que amplifiguem fragmentos de tamanhos
contrastantes (100pb, 200pb, 300pb), o que permitirA a genotipagem de varios
marcadores com uma unica fluorescéncia. Existem programas computacionais que
simultaneamente identificam e projetam primers para multiplex, sendo que alguns até
pesquisam combinacgdes adequadas de pares de primers (Kaplinski et al., 2005; Rachlin
et al., 2005; Kraemer et al., 2009; Shen et al., 2010). Para garantir 0 sucesso da co-
amplificacdo, € fundamental eliminar os primers com interacdes potenciais de dimeros
de primers (Vallone e Butler, 2004; van Asch et al., 2010). Um Blast local ou
ferramentas especificas, tais como Multiplex Manager ou NetPrimer (Premier Biosoft
International, EUA) podem ser utilizadas para esta finalidade (Holleley e Geerts, 2009).
Pensando-se em PCR multiplex, os primers devem ter uma faixa similar de temperatura
de anelamento (58-60 °C tem sido considerado 6timo). Também é importante evitar a
presenca de nanossatélites no amplicom. Isto tem sido levado em conta, por exemplo,
no programa QDD designado para isolar locos SSRs a partir de bibliotecas com
milhares de fragmentos de DNA (Butler, 2005; Hill et al., 2009; Meglécz et al., 2010).

Uma vez obtidos 0s SSRs candidatos, uma série de escolhas podem ser feitas para
selecionar os melhores marcadores e economizar tempo em otimizagdes.
Interessantemente, a grande quantidade de dados de sequéncias disponiveis obtidos a
partir de NGS tem permitido esta pré-selecdo de marcadores a serem utilizados. Trés
caracteristicas principais devem ser observadas para a escolha do SSR: tipo, tamanho e
namero da unidade de repeticéo.

Deve ser dada preferéncia por motivos perfeitos, uma vez que se deve assegurar
que os locos de microssatélites sigam, tanto quanto possivel, o modelo de mutacgéo
Stepwise (Box 6.1) utilizado em métodos baseados em coalescéncia para inferir eventos
demogréficos (Estoup et al., 2001; Gusmao et al., 2006).

Repeticdes de mononucleotideos de SSRs podem ser dificeis de genotipar com
precisdo, de modo que muitas vezes sdo eliminados ja no inicio para evitar erros de
genotipagem (Sun et al., 2006; Kim et al., 2008). Por outro lado, infelizmente, muitas
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vezes as repeti¢des de dinucleotideos mostram uma ou mais bandas "stutter”, ou seja,
sdo visualizados varios produtos da PCR de um mesmo marcador, que sdo tipicamente
mais curtos por uma ou algumas repeticbes, do que o produto de comprimento
completo. Bandas “stutter" sdo atribuidas ao escorregamento da enzima DNA
polimerase durante a amplificacdo tornando a designacao do alelo dificil, especialmente
para os heterozigotos com alelos adjacentes (Levinson e Gutman, 1987; Meldgaard e
Morling, 1997; Chambers e MacAvoy, 2000;). Em contraste, repeti¢Ges de tri-, tetra- ou
pentanucleotideos parecem ser significativamente menos propensos ao escorregamento.
Por isso, por exemplo, esses motivos de SSR sdo muitas vezes preferidos para anélises
forenses e de parentesco. Ja 0 nimero de repeticbes tem um efeito critico sobre o
comportamento da mutacgdo, inclusive esta caracteristica ajuda a definir que sequéncias
realmente representam microssatélites. No geral, locos de SSR com mais repeti¢bes tém
taxas de mutacdo mais elevadas, sendo mais polimdrficos. Dessa forma, torna-se
necessario selecionar locos com um numero suficiente de repeticdes para assegurar que
existam polimorfismos. Além disso, microssatélites com numerosas repeticdes sao
caracterizados por grande faixa alélica, de modo que um menor nimero de locos pode
ser combinado num dado multiplex (Edwards et al., 1991; Hoffman e Amos 2005;
Kelkar et al., 2010).

Os pares de primers de SSR podem ser testados e otimizados em PCR simples
para assegurar a selecdo de primers eficientes e que sejam informativos. Através dessa
verificacdo inicial é possivel identificar e descartar primers que apresentem picos
duplos, excesso de bandas “‘stutter”, alelos nulos, baixo polimorfismo, bem como outros
artefatos. Se determinado loco € de extrema importancia, é possivel reprojetar o primer
ou aperfeicoar a reacdo de PCR. Para esses testes iniciais, € necessario utilizar um
conjunto de amostras que seja representativo da diversidade genética de diferentes
populacdes, por exemplo, tornando possivel identificar os niveis de polimorfismo do
marcador. A escolha deste conjunto de individuos representativos da diversidade para a
pesquisa inicial pode diminuir o risco de se encontrar novos alelos que diferem
amplamente no seu tamanho, podendo se sobrepor com alelos de outro marcador com a
mesma fluorescéncia, caso seja utilizada a estratégia de genotipagem multiplex. Caso 0s
testes iniciais sejam realizados em sequenciador automatico, é necessario sintetizar o
primer direto marcado com fluorescéncia, 0 que aumenta consideravelmente 0s custos
destes testes. Uma estratégia de genotipagem que tem sido amplamente utilizada é
adicionar um terceiro primer universal na reacdo de PCR denominado M13, o qual ¢é
marcado com fluorescéncia, alem disso, é necessario sintetizar o primer direto com a
mesma sequéncia universal M13 na extremidade 5°, constituindo uma espécie de
“cauda”. Na PCR adicionam-se 0s trés primers: direto com cauda M13 (forward),
reverso (reverse) e primer M13 marcado com fluorescéncia, que pode ser 6-FAM, NED,
VIC, PET ou HEX dependendo da fluorescéncia do padréo de peso molecular utilizado.
A principal vantagem da utilizacdo da estratégia do primer adicional M13, € que ha a
necessidade de comprar apenas trés ou quatro primers marcados com a fluorescéncia,
podendo utiliza-los com inimeros locos de SSR, inclusive para diferentes espécies.
Diversos estudos com diferentes organismos tém utilizado essa técnica para desenvolver
todo o estudo e ndo apenas para os testes iniciais em fun¢do da redugdo dos custos.
Neste caso as PCRs séo realizadas separadamente e apenas a genotipagem é multiplex
(Collins et al., 2000; Schuelke, 2000; Cryer et al., 2005).

Alguns autores tém defendido o uso de PCR multiplex, chamando de verdadeiro
multiplex quando os marcadores sdo combinados numa Unica PCR. O objetivo desta
técnica é combinar todos os marcadores a serem utilizados no estudo em um pequeno
namero de PCRs com cada loco com uma dada fluorescéncia. Esta técnica pode
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diminuir tanto o trabalho de laboratorio quanto os custos com reagentes e utilizar uma
quantidade menor de DNA. Entretanto, potenciais problemas na PCR como falsos
negativos, devido a uma falha de reacdo, ou falsos positivos devido a contaminacéo,
marcam a PCR multiplex como uma técnica sensitiva. Por isso, para obter resultados
reproduziveis, é necesséria uma padronizacdo cuidadosa de todas as etapas. Por
exemplo, a padronizacao da concentracdo do DNA é de extrema importancia, sendo que
pouco DNA pode resultar em mé amplificacdo, bem como evasdo de alelos, porém,
muito DNA pode ser mais problematico, podendo levar a um sinal fluorescente fora da
escala, bem como Vvérios artefatos, desde o desbalanco entre locos, até bandas “stutter”
de varias formas. Assim, rigoroso controle de qualidade deve ser usado para limitar os
erros de genotipagem (revisado em Guichoux et al., 2011).

Em funcdo da alta sensibilidade e necessidade de padronizacdo do PCR multiplex,
uma estratégia que tem sido muito utilizada é realizar as PCRs de cada loco
separadamente, marcados com diferentes fluorescéncias, e realizar apenas uma
genotipagem multiplex. Esses primers podem ser marcados diretamente com
fluorescéncia ou utilizar a estratégia da cauda universal M13, como descrita
previamente. Este tipo de abordagem tem grande aplicabilidade entre as espécies ndo
modelo, principalmente quando se utiliza locos heterdlogos, na qual ndo se podem
ajustar as etapas para o desenvolvimento da PCR multiplex.

Depois de concluida a etapa da PCR, a genotipagem dos individuos pode ser
realizada por eletroforese capilar em equipamento automatizado ou também pode ser
realizada por géis de poliacrilamida corados com nitrato de prata. A genotipagem em gel
de poliacrilamida tem uma precisdo de identificacdo de diferenca de alelos de até 2 pb.
A genotipagem por eletroforese capilar em sequenciador automatico € mais eficiente e
precisa, sendo possivel diferenciar fragmentos com apenas 1 pb de diferenca, tornando
mais facil genotipar locos dinucleotidicos e com muitos alelos. O sequenciador
automatico também possibilita analisar placas com 96 ou 384 amostras e varios locos
por leitura. A determinacdo do tamanho do alelo € realizada em comparacdo a um
padrdo de peso molecular corado com fluorescéncia (por exemplo, 350ROX, 400HD,
120L1Z, 500L1Z ou 600LI1Z). O padrdo de peso molecular € adicionado em cada uma
das amostras na placa de corrida, e o programa de analise do sequenciador automatico
utiliza esse padrdo para criar uma curva para cada capilar analisado, gerando uma
andlise individual e mais precisa para a determinacdo do tamanho do alelo.

Identificacéo dos alelos

Apbs a leitura dos locos SSRs multiplexados, 0s geno6tipos correspondentes de
cada amostra devem ser lidos e identificados. Considerando a genotipagem realizada em
sequenciador automatico ha duas etapas importantes: a leitura do verdadeiro tamanho
(usando numeros decimais) e a conversao do alelo para um tamanho real de fragmento
de DNA.

Para a primeira etapa € realizada a identificacdo do amplicon (picos/bandas) que
correspondem ao alelo e o tamanho dos fragmentos correspondentes. Programas
computacionais sdo fornecidos pelos desenvolvedores dos sistemas de eletroforese
capilar e apresentam uma correcdo automatica de problemas comuns de genotipagem
(picos saturados, bandas “stutter”, excessivo ruido de linha de base, etc), ou pode-se
utilizar programas alternativos como Peak Scanner’™ ou Genemarker, por exemplo.
Entretanto, é recomendada a visualizacdo de todos os alelos individualmente e a edicao
manual para obter um padréo de leitura dos alelos entre individuos e espécies. Uma vez
que esta etapa pode ser trabalhosa e pode estar sujeita a erros, € importante selecionar
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bem os marcadores que apresentam um bom padrdo de genotipagem desde o inicio,
como discutido anteriormente.

A etapa seguinte, a conversdo do alelo, € bem critica e pode ser a responsavel pela
maioria das discrepancias encontradas entre laboratdrios na anotacdo de alelos
dinucleotideos (Weeks et al., 2002), causadas por decisdes arbitrarias na conversdo do
tamanho do alelo, principalmente quando se assume a edi¢cdo automatica fornecida pelos
programas computacionais sem visualizagdo individual dos alelos. Um procedimento
que pode ser adotado é exportar os dados de tamanho de fragmento para uma planilha e
usé-lo para compilar parcelas de frequéncia acumulativa de distribuicdo de tamanho.
Assim, novas posicfes para o numero inferido de repeticGes pode entdo ser construida
em torno destas distribuicdes (veja Jayashree et al., 2006 para mais detalhes). Isto ajuda
a identificar alelos que se desviam da periodicidade de repeticdo esperada. Alguns
programas tém sido disponibilizados para esta proposta, como por exemplo,
ALLELOBIN, FLEXIBIN, TANDEM, AUTOBIN (Idury e Cardon, 1997; Amos et al.,
2007; Matschiner e Salzburger, 2009; Guichoux et al., 2011). Neste ultimo, o nimero
de amostras e locos sdo automaticamente detectados, o tamanho do alelo é classificado e
plotado para detectar lacunas relevantes de tamanho. Muitos dados acabam sendo
perdidos em funcdo do esforco de fazer a congruéncia entre os gendtipos de diferentes
conjuntos de dados. Para isto, programas especificos (ex: ALLELOGRAM e
MICROMERGE) tém sido desenvolvidos com a finalidade de normalizar a congruéncia
dos alelos a partir de multiplas fontes de dados, utilizando um pequeno conjunto como
controle. A congruéncia dos alelos pode também ser realizada com genotipos de
referéncia. Entretanto, recomenda-se muita cautela e inspecdo manual também desses
conjuntos de dados para evitar a comparacdo de amostras sem correspondéncia dos
alelos.

Apbs a leitura dos alelos de cada gendtipo, através de checagem manual, todo o
conjunto de dados é inserido em planilhas que poderao ser convertidas nos formatos dos
arquivos de entrada para diferentes tipos de analises e programas.

Métodos utilizados para analise de matrizes de dados

Aqui neste topico, vamos apresentar uma breve compilacdo de analises que
podem ser realizadas utilizando dados de SSR em estudos com diversos propdsitos,
assim como serdo apresentados alguns programas computacionais que podem ser
utilizados para obtencdo dos resultados. De uma forma geral, ap6s a genotipagem se
obtém uma matriz com 0 genotipo de cada individuo para cada loco, onde se pode
identificar o homozigoto (por exemplo, alelo 0101 e 0202 ou 200/200 e 202/202 pb) e 0
heterozigoto (por exemplo, alelos 0102 ou 200/202 pb). Com base nesta matriz de dados
sdo organizados os arquivos de entrada (input files), ou seja, o arquivo inicial com o0s
dados brutos para as analises seguindo o tutorial de cada programa.

Analises de diversidade genética entre populacdes ou espécies

Também chamada de estatistica descritiva, visa inferir sobre os principais
parametros de diversidade genética observados entre os individuos dentro de uma
mesma populacgéo, entre popula¢des de uma mesma espécie, entre espécies ou grupo de
espécies. Parametros como nimero médio de alelos por loco, nimero de alelos privados
e alelos efetivos, riqueza alélica, heterozigosidade observada e esperada, porcentagem
de locos polimorficos, coeficiente de endocruzamento, entre outros, s&o comumente
encontrados em estudos de diversidade genética. Esses dados podem ser calculados a
partir da matriz dos genotipos de SSR, levando em consideracdo as estimativas das
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frequéncias alélicas. Inimeros programas foram desenvolvidos para estimar os indices
de diversidade genética e muitos deles sdo de acesso livre, como por exemplo:
ARLEQUIN, FSTAT, GDA, GENEPOP, GENALEX, MSA, TFPGA (Excoffier e
Heckel, 2006), pacotes de analise no R como monpop, microbov e genetics, entre outros
também sdo utilizados. Os niveis de diversidade genética podem ser influenciados por
inimeros fatores, como a natureza do marcador molecular utilizado, amostragem
populacional e principalmente por hébitos de vida da espécie estudada. Diferentes
habitos apresentam forte influéncia nos indices de diversidade genética, como por
exemplo, a area de distribuicdo de uma espécie (ampla, restrita, endémica). Em plantas
o tipo de sistema de cruzamento (cruzado, misto ou autofecundacdo), o modo de
dispersdo das sementes (por exemplo, anemocorica, hidrocorica, zoocorica, barocorica e
endocorica) sdo alguns dos fatores que influenciam nos indices de diversidade genética
observados (Nybom, 2004), assim como o0 modo de acasalamento (preferencial ou ao
acaso) € um dos fatores que tem influéncia sobre os niveis de diversidade genética em
animais. Desta forma, o conhecimento dos habitos de vida da espécie estudada auxilia
na interpretacdo dos resultados observados, podendo contribuir para estudos de genética
da conservacao, por exemplo, ou no conhecimento dos recursos genéticos em bancos de
germoplasma.

Outro fator que pode influenciar os parametros de diversidade, e que também
representa uma das limitacdes no uso de SSR, é a presenca de mutacdes nas regides
flanqueadoras (primers), as quais podem ser responsaveis pela ocorréncia de alelos
nulos (Chapuis e Estoup, 2007), isto é, alelos que ndo sdo amplificados na reacdo de
PCR em fungdo de problemas no anelamento do primer em virtude da ocorréncia de
uma mutacdo nessa regido. Consequentemente, individuos heterozigotos podem ser
erroneamente identificados como homozigotos para esses locos, diminuindo a
propor¢do de individuos heterozigotos observados em relacdo ao esperado em
Equilibrio de Hardy-Weinberg, subestimando os niveis de diversidade genética.

Estrutura populacional

Estimativas de estrutura populacional visam inferir sobre a estruturagéo
populacional dentro de uma espécie, podendo estimar os niveis de fluxo génico e
dispersdo entre populacGes, além de fornecer dados sobre a diferenciagdo genética
dessas populacdes ao longo da distribuicdo geografica do organismo, sendo cruciais
para entender a conectividade entre elas. Os marcadores de SSR s&o utilizados
rotineiramente para avaliar a estruturacdo genética de populacGes naturais, sendo
importantes ferramentas em estratégias conservacionistas, assim como sobre a biologia
reprodutiva e ecologia das espécies. Para estimar a conectividade e os padrdes de fluxo
génico entre as populagdes, comumente sdo apresentadas as estimativas da estatistica
hierarquica “F” (Fis, Fst € Fit) (Weir e Cockerham, 1984). O Fst mede o déficit de
heterozigotos devido a subestruturacdo das populacbes (efeito Wahlund), podendo
variar de 0 a 1. Existem outras estimativas que podem ser calculadas com dados de SSR
para inferir estruturacdo populacional, como o Gst, G’st, D, estatistica-® e Rsr. Esta
ultima foi desenvolvida especificamente para dados de SSR, assumindo o modelo
mutacional “Stepwise Mutation Model — SMM” (Box 6.1). Para frequéncias alélicas de
genomas haploides (mitocondrial ou plastidial) é utilizado o Nst, 0 qual leva em
consideracdo as distancias filogenéticas entre os haplotipos.

Habitos de vida como sistema de acasalamento, barreiras ambientais, processos
historicos, entre outros, podem influenciar na estrutura genética das populagdes,
incluindo também a acéo antropica. Barreiras genéticas podem ser estimadas através dos
programas SAMOVA e BARRIER (Dupanloup et al., 2002; Manni et al., 2004). Este
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ultimo emprega o algoritmo de Monmonier de méaxima diferenciacdo, identificando
descontinuidades genéticas através da utilizacdo de dados de diferenciacdo populacional
como Fst ou seus anélogos e utilizando as coordenadas geograficas de cada populagdo
através do célculo de triangulacdo de Delaunay. Com esses resultados é possivel inferir
possiveis barreiras geogréaficas ao fluxo génico entre as populacdes. Andlises de
correlacdo entre matriz de dados genéticos e matriz de distancia geografica entre as
populacbes também podem ser realizadas com dados de SSR, como por exemplo, 0
Teste de Mantel, o qual é implementado em programas como ARLEQUIN, FSTAT,
GENALEX, GENETIX, GENEPOP e SPAGEDi (Excoffier e Heckel, 2006). Outra
analise muito utilizada com dados de microssatélites é a analise de variancia molecular
(AMOVA), com trés niveis hierarquicos, os quais avaliam qual a porcentagem da
diversidade genetica estd dentro das populacbes estudadas (Fsc), 0 quanto desta
diversidade esta entre as populagbes (Fst) e entre 0s grupos estipulados
hierarquicamente (Fct). Tanto a analise de variancia molecular quanto a identificacao
de barreiras genéticas utilizando o programa BARRIER podem ser realizadas com
dados de SSR nucleares ou organelares.

Abordagens Bayesianas também tem sido amplamente utilizadas com dados de
microssatélites para inferir estruturacdo populacional. Numerosos programas foram
desenvolvidos com esse propdsito, como STRUCTURE, BAPS, BAYES,
BAYESASS+, GENECLUST, GENELAND, STRUCTURAMA (Excoffier e Heckel,
2006), entre outros, levando em consideracdo diferentes estratégias e inferéncias
computacionais. Os métodos bayesianos de analise combinam informacGes a priori com
a probabilidade da informacdo observada para calcular uma distribuicdo a posteriori. A
distribuicdo a posteriori € calculada, na maioria dos casos, utilizando Cadeias de
Markov Monte Carlo (MCMC). Os programas STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) e
BAPS (“Bayesian Analysis of Population Structure”; Corander et al., 2004) tém sido
mais amplamente utilizados em estudos de genética de populacdo e filogeografia, 0s
quais permitem inferir sobre a presenca ou ndo de estrutura nas populacdes, atribuindo
individuos as populagdes, identificando migrantes e individuos miscigenados. Ambas as
analises podem ser realizadas com dados nucleares ou organelares e também é possivel
incluir as coordenadas geogréaficas das populages, realizando inferéncias espaciais.

Identificacdo de hibridos e estimativas de fluxo génico

Marcadores SSRs também tem sido utilizados na identificacdo de hibridos
naturais e artificiais. Hibridacdo é um fendémeno natural bem documentado na literatura,
tendo uma fungéo importante na evolugéo de plantas e animais, sendo considerada uma
poderosa forga evolutiva que cria oportunidades para a diversificacdo adaptativa e
especiacdo em populacbes (Rieseberg e Carney, 1998). Estudos de zonas hibridas
avaliando o grau de fluxo génico interespecifico podem fornecer importantes
informacdes quanto ao tipo e poder do isolamento reprodutivo entre as espécies que
estdo hibridizando, contribuindo para a compreensdo da dindmica evolutiva envolvida
no processo de especiacdo de linhagens recentes.

Andlises Bayesianas implementadas em programas como STRUCTURE,
NEWHYBRIDS, GENELAND, HEXT, LEA, HINDEX (Excoffier e Heckel, 2006),
pacotes de analise no R como Introgress tém sido utilizadas em estudos de zonas
hibridas naturais ou artificiais. Individuos com perfil molecular intermediario entre as
especies parentais sdo identificados como tendo provavel origem hibrida. Algumas
anélises também permitem, por exemplo, a classificacdo dos individuos em distintas
categorias hibridas (F1, F2 ou retrocruzamentos com 0s parentais), 0 que €
especialmente importante para documentar se existe introgresséo e em qual direcdo ela
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ocorre (Anderson e Thompson, 2002). O relacionamento haplotipico obtido a partir de
SSRs organelares também tem sido utilizado para inferir graus de introgressdo e fluxo
interespecifico utilizando o programa NETWORK (disponivel em: http://www.fluxus-
engineering.com).

Estimativa do grau de fluxo génico e migracdo entre populagcdes ou espécies que
divergiram recentemente, bem como em zonas hibridas também podem ser realizadas
com dados de SSR. Além da estimativa de fluxo génico entre populacbes também é
possivel detectar a colonizacdo de novas areas, e identificar possivel origem de uma
espécie introduzida. O programa BAYEASS, o qual utiliza uma abordagem Bayesiana,
pode ser utilizado para este fim, onde é possivel estimar a direcdo e taxa de migracao
contemporanea (Wilson e Rannala, 2003). BAYESASS toma relativamente poucas
suposicdes sobre demografia e pode ser aplicado a populacGes que ndo estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg ou mutacdo-deriva. BAYESASS calcula o nivel de fluxo
génico com base na taxa de migracdo dentro das Ultimas trés geracdes, fornecendo
estimativas mais confidveis quando as taxas de migracdo sdo baixas e a diferenciacdo
genética entre as populacdes € alta. Os resultados da analise BAYESASS podem ser
considerados confiaveis quando valores de Fst > 0,05 sdo observados entre as
populacdes ou espécies a serem analisados. Uma abordagem interessante é utilizar
combinadamente os resultados obtidos pelo STRUCTURE e BAYESASS, pois
fornecem informacgdes complementares sobre o fluxo génico recente. Enquanto o
STRUCTURE utiliza um modelo Bayesiano probabilistico para atribuir os individuos a
agrupamentos (clusters), BAYESASS usa um algoritmo Bayesiano de atribui¢do para
estimar a probabilidade posterior da histéria de migracéo individual. Outro programa
que pode ser utilizado para estimativas de migracdo é o MIGRATE-N implementado
com algoritmo Bayesiano e baseado na teoria da coalescéncia (Beerli e Felsenstein,
1999). Com este programa € possivel estimar além de taxas de migracdo por geracdo, o
tamanho efetivo populacional em valores de Theta (4Nep para populagdes diploides,
2Nep para populacdes haploides e 1Nep para populacdes haploides transmitidas por
apenas um dos sexos, onde Ne é o tamanho efetivo populacional e | a taxa de mutacao).

Mapeamento genético

Pelo fato de serem amplamente distribuidos no genoma, os SSRs tém se
mostrados Uteis na construcdo de mapas genéticos, por permitirem uma ampla cobertura
do genoma e a integracdo dos dados genéticos a mapas fisicos de DNA. Através da
utilizacdo de metodologia de construcdo de mapas fisicos é possivel determinar a
posicdo dos marcadores de SSR nos cromossomos da espécie em estudo, sendo a
distancia entre os marcadores medida em Centimorgan (cM) ou unidade de mapa (m.u.
— do inglés “map unit”). Centimorgan ¢ uma unidade de frequéncia de recombinagdo
utilizada para medir distancia genética, sendo utilizada para inferir a distancia genética
de dois locos em um mesmo cromossomo. O calculo leva em consideracdo a taxa de
recombinacdo entre esses locos. Se esses locos forem separados por poucos cMs, por
exemplo, significa que ocorre pouca recombinacdo entre eles, ou seja, baixa taxa de
crossing-over durante a meiose, e eles estdo proximamente distribuidos no genoma.
Cabe ressaltar que Centimorgan € uma distancia genética e ndo fisica, em humanos, por
exemplo, 1 cM corresponde em média a cerca de 1 milh&o de pares de bases.

Um mapa genético de uma espécie € obtido a partir da analise de uma populagéo,
onde € possivel avaliar a taxa de recombinacdo entre os marcadores utilizados. O
namero necessario de marcadores para construir um mapa genético depende do tamanho
e complexidade do genoma em analise, assim como 0 nlimero de cromossomos € a
frequéncia de recombinac¢do. Um mapa € considerado satisfatorio quando se obtém um
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namero de grupos de ligagdes semelhante ao nimero de cromossomos da espécie em
estudo e quando os marcadores genéticos estdo ligados e proximos, sem grandes
espacos entre eles. Quanto maior o nimero de marcadores mais preciso serd 0 mapa
genético, e em consequéncia disto, estudos de mapeamento costumam ser laboriosos e
de alto custo, por ser necessario avaliar um grande nimero de marcadores.

Mapas genéticos e fisicos tém sido muito utilizados em estudos de melhoramento
genético de plantas e animais com interesse econdmico, sendo denominado
mapeamento QTL (Quantitative Trait Loci). Mapeamento QTL consiste na deteccéo,
localizacdo e estimativa dos efeitos genéticos de determinada regido do genoma sobre o
fenotipo das espécies, através de uma analise de correlacdo, em que se pode estimar se
esses efeitos podem ser aditivos, de dominéncia, epistaticos, entre outros (como descrito
no Capitulo 3). Inimeros programas computacionais sdo utilizados na construcao de
mapas de ligacdo, entre eles: MapDisto, ICIMapping, Carthagene, QTLMap,
Cartographer, MapQTL, QGene e R/qtl package. Algumas revisdes estdo disponiveis na
literatura, auxiliando na delimitacdo experimental para obtencdo da populacdo em
estudo, na determinacdo do numero e tipo de marcadores e analises comparativas entre
0s principais programas computacionais disponiveis (Young, 1996; Manly e Olson,
1999; Broman, 2001; Collard et al., 2005). De uma forma geral, os microssatélites tém
se mostrado muito efetivos na construgdo dos mapas genéticos em funcdo do seu alto
grau de polimorfismo, boa cobertura do genoma, pela sua caracteristica codominante e
por apresentarem segregacdo mendeliana. Trabalhos recentes tém integrado dados
massivos de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism — Capitulo 8) provenientes de
sequenciamento de nova geracdo com dados de microssatélites, na tentativa de obter um
mapa mais representativo e auxiliar na identificacdo dos genes responsaveis pelo
fendtipo em estudo.

Analise de parentesco

Para as analises de parentesco é necessario que se utilize um numero razoavel de
locos ndo ligados altamente polimorficos, caso a espécie em estudo tenha baixa
variabilidade é necessério aumentar o nimero de locos analisados. Para determinar o
grau de parentesco também € importante ter o conhecimento das frequéncias alélicas
populacionais dos marcadores utilizados, uma vez que pode haver variacdes entre
grupos populacionais. Analises de parentesco tém sido utilizadas em diversos estudos
ecoldgicos e evolutivos como a selecdo sexual, padrdes de dispersdo e recrutamento de
sementes, estimativa de pardmetros genéticos quantitativos e biologia da conservacao,
estimativas de sistemas de cruzamentos em plantas, assim como no melhoramento
genético e determinacdo de pedigree. Os marcadores SSRs tém se mostrado muito
efetivos na determinacdo de parentesco, para isso € necessario selecionar locos
altamente polimorficos, ou seja, que apresentem um alto Contetdo de Informacéo
Polimorfica (PIC). Quanto maior for o PIC mais eficiente serd o marcador SSR (PIC >
0,5), e um numero menor de locos poderdo ser analisados. O principio geral da anéalise
de parentesco é determinar o grau de relacionamento genético (parentesco) entre
individuos. Muitas abordagens, baseadas nas estimativas de maxima verossimilhanca
e/ou inferéncia Bayesiana tém sido desenvolvidas recentemente, como, por exemplo, as
implementadas nos programas Cervus, Colony, MLTR, PARENTER, MER, FazMoz,
Relatedness, PRDM.

Analises forenses e perfil molecular

Em 7 de marco de 1985, em uma edigdo da revista Nature, Alec Jeffreys e
colaboradores descreveram pela primeira vez um teste baseado em sondas multilocus
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capazes de detectar variabilidade em diversos locos no genoma humano, batizando o
método de “fingerprinting de DNA” (impressdo digital de DNA ou perfil molecular)
(Jeffrey et al., 1985). Foram usadas para o desenvolvimento desta técnica, sondas que
hibridizavam com regifes conhecidas do genoma por apresentarem grande variabilidade
no DNA humano, as repeti¢cdes em tandem conhecidas como minissatélites ou VNTRS
(Variable Number of Tandem Repeats). Este foi um importante marco na analise de
DNA, a origem dos métodos de identificagdo humana, com finalidades na genética
forense, sendo uma importante ferramenta em investigacdes criminais e em testes de
paternidade (Gill et al., 1985). A partir de 1987 os resultados de anélise de DNA foram
admitidos como provas em julgamentos de cortes americanas e inglesas. Avangos nas
técnicas de fingerprinting de DNA deram origem aos métodos que usam regides SSRs.
Analises forenses utilizando dados genéticos séo aplicadas mundialmente em humanos
desde entdo, mais recentemente outros organismos tém sido utilizados como recursos de
provas de crimes, incluindo a identificacdo de espécies de animais silvestres que sofrem
com caca predatoria. Em humanos, o primeiro banco de dados de perfis genéticos de
criminosos foi criado na Inglaterra. Atualmente o banco mais importante, pertence ao
FBI nos Estados Unidos, sendo denominado de Sistema de indice de DNA combinado
(CODIS — Combined DNA Index System). Os perfis genéticos humanos sdo baseados na
andlise de locos SSRs multiplex, buscando analisar os mesmos locos nos diferentes
laboratdrios, permitindo a posterior troca de informac6es entre eles. O CODIS utiliza
atualmente 20 locos SSRs altamente polimdrficos, os quais sdo reconhecidos
internacionalmente como referéncia para a determinacdo do perfil molecular em
humanos. O CODIS também possui um robusto programa de analise e pesquisa com 0
mesmo nome. O Brasil faz uso deste sistema desenvolvido pelo FBI. Caso obtenham-se
amostras de DNA de baixa qualidade, alternativamente pode-se optar por sequenciar
regides hipervariaveis do DNA mitocondrial.

Os SSRs representam aproximadamente 3% do genoma humano, sendo que 0
cromossomo 19 apresenta 0 maior numero deste tipo de sequéncia. Normalmente
causadas pelo escorregamento da DNA polimerase na replicacdo, mutagdes nessas
regides podem ocorrer em uma frequéncia de 1 x 10* a 1 x 10 mutagdes por loco por
geracdo em humanos, taxa maior que a de substituicdo de nucleotideos, a qual é de 1 x
10, A maioria consiste em repeticdes de 3 e 6 nucleotideos compreendendo de 500 a
1000 pb/Mb e repeticbes de 2, 4 e 6 nucleotideos compreendendo de 2.000 a
3.000pb/Mb. Tri e hexa-nucleotideos tendem a ocorrer mais nos €éxons, enquanto que as
demais variacGes ocorrem principalmente em regides ndo codificantes. Este tipo de
variante acaba sendo mais informativo que os SNPs, uma vez que podem apresentar
uma ampla gama de variagdes no numero de repeticbes e os SNPs em geral sdo
bialélicos (Subramanian et al., 2003; Ellegren, 2004).

O genoma humano € diploide, sendo que herdamos uma cépia do material
cromossdmico do pai e uma cépia da mde. A andlise de microssatélites consiste em
identificar o numero de repeti¢bes das regides alvo nos dois alelos de um individuo. Os
testes de paternidade consistem em identificar o numero de repeti¢cdes de cada um dos
possiveis genitores, e do filho, e cada uma das copias dos locos analisados no filho deve
ter o mesmo nimero de repeticdes em um dos genitores. A andlise do trio sempre
garantira maior fidelidade ao resultado.

Testes de identificacdo humana podem ser obtidos na forma de kits comerciais ou
amplificacdo por PCR das regides escolhidas seguida de eletroforese para estimativa do
namero de repeticfes. Em um exemplo de kit comercial sdo amplificados 15 locos
SSRs, incluindo 13 locos do CODIS, mais o gene da amelogenina, para determinacéo
do género do individuo investigado, em uma Unica reacdo. O que permite a
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amplificacdo de todos os alvos em uma Unica reacdo é a marcacdo de primers com
diferentes fluoréforos para os determinados locos. Para o kit em questdo, os locos e
fluordforos utilizados sdo: Penta E, D18S51, D21S11, THO1 e D3S1358 com um dos
primers marcado com fluoresceina (FL); FGA, TPOX, D8S1179, vWA e Amelogenina
com um dos primers marcados com carboxitetrametilrodamina (TMR); e Penta D,
CSF1PO, D16S539, D7S820, D13S317 e D5S818 com um dos primers marcado com 6-
carboxy-4",5"-dichloro-2",7"-dimethoxy-fluorescein (JOE). Outros Kkits disponiveis
usam os mesmos alvos, mas com fluoroforos diferentes. As amostras amplificadas
através do kit sdo migradas em eletroforese capilar, em sequenciador automatizado,
juntamente com um padrdo de peso molecular (ISS) e sendo entdo interpretadas por
softwares como, por exemplo, o GeneMapper. Os softwares de anélise sdo capazes de
interpretar o nimero de repetices de cada alelo baseado nos picos/bandas apresentados
pelo padréo de peso molecular.

Cada loco sera utilizado para calcular o indice de paternidade (IP) através da
formula IP=X/Y, onde X é a probabilidade do possivel pai transmitir o alelo a crianca e
Y a probabilidade de um individuo ao acaso na mesma populaco ter transmitido. E
entdo calculado o indice de paternidade combinado (IPC), que é o produto dos IPs de
cada SSR. O célculo de probabilidade de paternidade (W), € calculado com a formula
W=IPC/(IPC+1)x100, para um resultado em porcentagem. A interpretacdo do resultado
de W pode variar, onde a paternidade ¢ confirmada em W>99,8%, improvavel quando
W<10,0% (Pena et al., 1994).

Este tipo de teste de fingerprinting também ¢é utilizado para identificacdo de
diferentes tipos celulares, por exemplo, na distincdo de células em cultura. Muitas das
culturas celulares utilizadas em pesquisa sdo derivadas de diferentes tipos de tumores e
canceres, e vale ressaltar que a incidéncia de instabilidade genética em SSRs nessas
células ndo € incomum, diferindo geneticamente de células normais. Além disso, células
em cultura por si s6 sdo capazes de acumular mutacg@es. Outra particularidade da analise
de células é um desbalanco nos picos analisados, que pode decorrer de duplicacdo de
genes, mutacfes somaticas, trissomias, aneuploidias, ou populacdes de células
quimeéricas.

A técnica de perfil molecular também ¢é aplicada em estudos agronémicos. Os
microssatélites tém sido utilizados na identificacdo de cultivares (protecdo varietal).
Esses dados séo agregados em processos de patentes de novas cultivares junto a Unido
Internacional para a Protecdo das Obtengdes Vegetais (UPOV). Comumente sdo
observadas as seguintes analises para determinar o perfil molecular: heterozigosidade
esperada (Hg); PIC, probabilidade de identidade genética (1), a qual corresponde a
probabilidade de dois individuos aleatdrios apresentarem 0 mesmo genotipo e
probabilidade de exclusdao de paternidade (Q), as quais podem ser calculadas em
programas como GIMLET, GENECAP, CERVUS, IDENTITY entre outros.

Aplicacoes

Os marcadores microssatélites sdo altamente polimorficos devido a variagdo no
namero de repetigdes. Este tipo de marcador molecular pode ser facilmente detectado
por PCR com o uso de duas regides que flanqueiam os locos de SSR. Os locos de
microssatélites tém sido muito utilizados devido a sua heranga codominante, ampla
cobertura e relativa abundancia no genoma, alta reprodutibilidade, além do alto
conteddo de informacdo (multialélico) e facilidade de genotipagem. A capacidade de
distingdo entre individuos proximamente relacionados é também uma caracteristica que
faz deste tipo de marcador um dos mais utilizados em varias areas da biologia
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molecular. As principais aplica¢cdes dos microssatélites sdo: 1) genética da conservagao,
por exemplo, a avaliacdo da estrutura e diversidade genética de populaces naturais,
bancos germoplasma in situ e ex situ, e populagdes de cativeiro; ecologia molecular e
evolucdo; 2) aplicacBes forenses, como a identificacdo de individuos e teste de
paternidade; 3) mapeamento genético, epidemiologia molecular e patologia.

Os microssatélites tém sido amplamente utilizados na area da conservacao
bioldgica devido a algumas caracteristicas que fazem destes marcadores especialmente
apropriados para estes estudos. Por exemplo, os microssatélites sdo facilmente obtidos
em espécies ndo modelo, seja através do isolamento de locos espécie-especificos, ou
pela transferéncia de marcadores isolados para espécies préximas evolutivamente
(Barbara et al., 2007). Além disso, pelo fato dos microssatélites serem amplificados por
PCR eles podem utilizar materiais amostrados de forma ndo invasiva (por exemplo,
pélos, fezes, saliva, etc), ou seja, sem o contato direto com o animal em estudo.

Na area de genética da conservacdo e evolucdo os SSRs tém sido utilizados
principalmente em estudo de hibridacdo (fluxo génico interespecifico), delimitagdo de
espécies, estrutura e diversidade genética populacional, fluxo génico historico e
contemporaneo, filogeografia e descricao de diversidade em espécies rara e endémicas.
Estudos com estes marcadores permitem acessar informagcfes quanto a eventos
demograficos  populacionais, comportamento reprodutivo, estrutura  social,
especializacdo ecoldgica, modo de dispersdo e capacidade de colonizagdo de populactes
naturais e sistema reprodutivo em plantas (autégamo ou al6gamo).

Em estudos de hibridacdo de populagcdes naturais, a utilizacdo dos
microssatélites tem permitido a deteccdo dos niveis de fluxo génico entre espécies puras
(introgressdo), demonstrando que em muitos casos o isolamento reprodutivo entre as
espécies pode ndo ser completo para que o processo de especia¢do ocorra (Wu et al.,
2001). Em um estudo com duas espécies de bromélias que ocorrem em simpatria em
afloramentos rochosos da cidade do Rio de Janeiro, a partir de resultados obtidos com
marcadores SSRs, foi observado que estas espécies produziam hibridos férteis e os
eventos de retrocruzamento entre os hibridos férteis e as espécies parentais promovia 0
fluxo de genes entre as espécies. Apesar da ocorréncia de hibridacdo e introgressdo, a
integridade genética e morfoldgica de cada uma das espécies ainda assim era mantida
(Palma-Silva et al., 2011). Outro estudo utilizou marcadores SSRs com foco em
hibridacdo em onca parda: Leopardus geoffroyi e L. tigrinus mostrando que as espécies
divergiram a cerca de 1 milhdo de anos atras. Estas duas espécies ocorrem em alopatria
em quase toda a América do Sul e possuem uma estreita zona de contato no sul do
Brasil, onde foram identificados, atraves dos microssatélites, individuos hibridos com
sinais de introgressao entre as espécies. A estrutura genética das populacdes brasileiras
de L. tigrinus, parece ter sido afetada pelo processo de introgressdo, mostrando um
gradiente de diferenciacdo de L. geoffroyi correlacionado com a distancia da zona de
contato (Trigo et al., 2008).

A delimitacdo de espécies tem se tornado um tépico bastante importante na
conservacao e evolucdo da biodiversidade. Grande énfase na delimitagdo de espécies
tem surgido, principalmente pela crescente preocupacdo da conservacdo da
biodiversidade, e assim poder descrever o maior nimero de espécies possiveis, 0 mais
rapido e preciso possivel, antes que elas sejam extintas (Wiens, 2007). O uso de
marcadores moleculares SSR para analises de delimitacdo de espécies tem sido bastante
explorado recentemente. Por exemplo, a delimitacdo de espécies dentro do Clado
Atlantico do género de orquideas Epidendrum (Subg. Amplhyglottium) foi investigado
através do uso de SSR e analises morfométricas. Os autores puderam delimitar
claramente quatro espécies ja reconhecidas para o Clado Atlantico e identificaram uma
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nova espécie ainda ndo descrita (Pessoa et al., 2012). Marcadores SSR também foram
utilizados para descricdo da diversidade genética em uma espécie de planta rara e
restrita a um especifico habitat no Bioma Pampa. Neste estudo os autores identificaram
que a raridade da espécie estd associada a sua historia evolutiva, bem como foi
identificado dois pools genéticos associados a ambientes diferentes (Turchetto et al.,
2016).

Em estudos filogeogréficos, os microssatélites tém sido utilizados, tanto em
animais como em plantas, combinados a outros marcadores mitocondriais ou plastidiais
(Turchetto-Zolet et al., 2013). Em um estudo com duas espécies de sapos endémicos da
Caatinga, ap0s as analises exploratorias de estrutura genética dentro e entre as espécies,
os dados de microssatélites foram utilizados para testar hipdteses biogeograficas. Este
trabalho demonstrou que as quebras filogeograficas foram geograficamente coincidentes
entre as espécies e que expansdes da floresta Amazonica e Atléntica sobre o que hoje €
0 Bioma Caatinga moldaram a estrutura genética destas espécies de sapos atraves de
eventos de vicariancia (Thome et al., 2016).

Os microssatélites sdo os marcadores mais utilizados em analises de sucesso
reprodutivo, estrutura social e parentesco. Nos estudos de evolugdo do comportamento
social os microssatélites permitem inferéncias nunca antes acessadas. De particular
importancia para a conservacao da biodiversidade é conhecer como as populagcfes sao
estruturadas socialmente, e como o endocruzamento pode afetar o potencial evolutivo
das populacBes. Neste contexto, varios estudos tém conectado a estrutura social e
genética de populacbes naturais ameagadas. Por exemplo, em um estudo realizado na
Islandia, foi investigado o fendmeno no qual as fémeas de patos selvagens aumentam o
seu sucesso reprodutivo colocando ovos nos ninhos de outras fémeas da mesma espécie,
que chocam esses ovos parasitas em seus préprios ninhos. Nas analises de parentesco
baseado em sete locos de microssatélites o estudo demonstrou que as fémeas parasitadas
eram geneticamente proximas das fémeas parasitas. Os resultados também indicaram
que as fémeas parasitadas eram mais velhas do que as fémeas parasitas, que a
porcentagem de ninhos com ovos parasitas aumentava com a idade das fémeas e que o
namero de ovos da prépria fémea no ninho diminuia com a idade. Assim, as fémeas
mais velhas, que tem menos capacidade de colocar muitos ovos teriam um ganho
evolutivo indireto ao chocar os ovos de suas parentas mais novas. Este exemplo
constitui a cooperacdo entre geragdes de fémeas proximamente relacionadas nesta
espécie de patos selvagens (Tiedemann et al., 2011).

Os microssatéelites também sdo muito Uteis para avaliar interagcdes ecoldgicas
através dos niveis de fluxo génico contemporéneo e a variacdo no sistema reprodutivo
de populacbes naturais. Por exemplo, estudo com progénies de uma espécie de
bromélia, Vriesea gigantea, de ampla distribuicdo no sul e sudeste brasileiro observou-
se que a especie e autocompativel, porém apresenta uma variacdo nas taxas de
fecundacéo cruzada e autofecundacéo entre as populagdes estudadas, estando a variagéo
relacionada a diferentes interagcdes ecoldgicas desta espécie ao longo de sua distribuicao
geogréfica. Mais ao sul da distribuigdo, onde as plantas eram polinizadas principalmente
por beija-flores as taxas de autofecundacdo eram mais altas do que ao norte da
distribuicdo, onde as popula¢Ges eram polinizadas também por morcegos. As analises
com microssatélites também demonstraram uma limitada dispersao dos gréos de polen,
que dispersam somente cerca de 170 m? ao redor da planta mée, o que faz com que as
populacdes tenham uma alta estruturacdo genética e variados niveis de endogamia
(Paggi et al., 2015).

Os microssatelites sdo muito usados em identificacdo forense de individuos ou
partes deles e testes de paternidade em humanos, mas também em animais e plantas
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com o objetivo de conservacdo. Como comentado anteriormente, varias caracteristicas
fazem dos microssatélites marcadores excelentes para aplicacbes forenses: como a
facilidade e precisdo de genotipagem, alto polimorfismo que permite que cada individuo
tenha um préprio perfil genético e a necessidade de uma quantidade muito pequena de
amostra (DNA) para ser analisada, além de sua alta reprodutibilidade, permitindo
interacdes de resultados entre diferentes laboratdrios de analise. Em humanos o objetivo
é geralmente, conectar um suspeito a uma amostra (sangue, saliva, esperma, etc)
retirado da cena de um crime e que supostamente seja do culpado. Os testes de
paternidade sdo também utilizados para estabelecer a paternidade (ou maternidade)
entre individuos, em casos: de estupro ou incesto, de desaparecimento de pessoas, de
reunido de familiares, ou de requerimento de direitos legais (Balding, 1999).

Regides SSRs foram extremamente importantes na construcdo de mapas de
ligagdo onde genes envolvidos em importantes doencas genéticas humanas, no qual foi
possivel identificar gene como CARD15/NOD2, relacionado a doenca de Crohn,
PTPN22 na diabetes tipo 1, TCF7L2 na diabetes tipo 2 e STAT4 na artrite reumatoide e
no lupus eritematoso sistémico (Ku et al., 2010).

SSRs podem ser importantes marcadores para o diagnéstico de doencas. Entre as
doencas que podem ser rastreadas pela analise de SSRs estd uma sindrome causadora de
cancer, a Sindrome de Lynch, também conhecida como cancer colorretal hereditario ndo
poliposo (HNPCC). Esta é uma sindrome de cancer hereditario associada ao cancer
colorretal e outros 6rgaos pélvicos e abdominais. A condicdo é causada por alteragdes
em cinco genes envolvidos no reparo por mal pareamento (via MMR — DNA mismach
repair) durante a replicagdo do DNA, entretanto, ao invés de investigar os cinco genes
para o diagndstico molecular, que levaria tempo e seria oneroso, um primeiro passo de
rastreamento de instabilidade de microssatélites (MSI) é usualmente realizado. O
aumento da instabilidade de microssatélites esta associado ao maior risco do paciente
possuir a sindrome, uma vez que a instabilidade é encontrada no tecido tumoral de 90%
dos pacientes com HNPCC, e em 15% dos pacientes que tém cancer colorretal
esporadico, para entdo se partir para a pesquisa dos genes envolvidos nos casos
rastreados (Parsons et al., 1995).

Diferentes doencas humanas envolvem diretamente a expanséo de regides SSRs.
Entre as mais conhecidas estdo a doenca de Huntington, Sindrome do X-Fragil, as
ataxias espinocerebelar e distrofia miotonica. A maior parte das doencas de expanséo de
nucleotideos é de heranca autossdmica dominante. Quanto maior for a expansdo, maior
a chance de ocorrer aumento das expansdes nas proximas geracdes, e 0 tamanho da
expansdo, também conhecida como mutacdo dindmica, apresenta uma correlagdo
positiva com a gravidade dos sintomas e idade de inicio, fenémeno conhecido como
antecipacdo. Neste contexto, é introduzido o conceito de pré-mutacdo, que é a
observacao do aumento do numero de repeti¢cdes, mostrando instabilidade do alelo, mas
em um numero onde ndo ha presenca de sintomas, sendo uma situacéo de atencéo para a
expansdo nas proximas geracoes levando a apresentacao de sintomas.

A doenga de Huntington e a Sindrome do X-Fragil estdo entre as doengas mais
frequentes de expansdo de regiGes microssatélites. A doenca de Huntington tem uma
frequéncia de 1/20.000 caucasianos, mas € rara entre orientais e negros. A expansao de
repeticdes do trinucleotideo CAG no gene 1T15, codificador da huntingtina € o que
causa a doenca. Pessoas ndo afetadas apresentam de 11 a 35 repeticOes, e pessoas com a
doenca apresentam de 36 a 100 repeticbes do trinucleotideo. O acumulo de
poliglutamina forma agregados toxicos especialmente para o sistema nervoso central,
acarretando em morte neuronal precoce. Entre os principais sintomas estdo a perda
substancial de neur6nios, perda progressiva do controle motor (coreia), disturbios
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psiquiatricos (deméncia e disturbios afetivos), com curso progressivo, sendo em torno
de 15 anos o tempo entre o diagndstico e a morte do paciente. A morte normalmente
decorre de dificuldade de degluticdo seguida de pneumonia de aspiragdo, hematoma
subdural e suicidio (Walker, 2007).

A Sindrome do X-fragil tem uma frequéncia de 1:1.250 entre homens e 1:2.500
entre mulheres, sendo a causa mais comum de retardo mental isolado herdado,
representando cerca de 40% dos casos. O gene afetado é o FMRL1, localizado na posi¢do
Xq28 do cromossomo X, e a expansdo de nucleotideos no promotor do gene acarreta na
sua metilacdo anormal e auséncia do produto génico. Na situacdo normal, o promotor do
gene contém de 6 a 50 copias da repeticdo CGG, no estado de pré-mutacdo contém de
50 a 230 repeticbes, e os individuos afetados apresentam de 230 a 1.000 cépias da
repeticdo. A proteina gerada por esse gene em sua fungdo normal se liga a RNA, sendo
envolvido no trafego de MRNA do nucleo para o citoplasma e é associado a polissomos.
A doenga tem penetrancia de 80% entre homens e 30% entre mulheres, apresentando
como sintomas clinicos entre os homens a face alongada, orelhas e mandibula
proeminente, hipermobilidade articular, macro-orquidismo na puberdade e retardo
mental, e nas mulheres um fenétipo parcial que inclui menor grau de comprometimento
cognitivo e neurocomportamental (Mandel et al., 2004).

Em animais e plantas, os testes de identificacdo através de métodos forenses
moleculares estdo sendo cada vez mais utilizados para auxiliar a criacdo e 0
cumprimento de leis de conservacéo e assim processar cagadores e coletores ilegais, na
tentativa de minimizar a exploracdo ilegal da biodiversidade. Por exemplo, a origem de
um individuo pode ser identificada como sendo de uma populacdo protegida ou de um
criador registrado e certificado. Em um estudo baseados em microssatélites e estrutura
genética de uma espécie de veado europeu (Cervus elaphus), foi possivel demonstrar a
translocacdo ilegal de pelo menos quatro animais que tinham sido ilegalmente
introduzidos a grupo de veados de uma area de caca na regido de Luxemburgo (Frantz
et al., 2006).

O mapeamento genético representa outra importante area da pesquisa onde 0s
marcadores microssatélites tém sido aplicados. O mapeamento genético é feito através
de andlise de ligacdo entre um marcador e o loco de interesse. Esta analise € feita com
base nos padrdes de segregacdo entre os locos através das geragdes. Os estudos de
associacao baseados em desequilibrio de ligacdo (DL) tém sido utilizados como
estratégia de mapeamento, para a investigacdo da associacdo entre o loco de certa
caracteristica ou doenca e o loco do marcador molecular (Schlotterer, 2004). Os
microssatélites tém sido muito aplicados na construcdo de mapas de ligacéo,
mapeamento de caracteristicas quantitativas de interesse e identificacdo de genes e
regibes gendmicas responsaveis por caracteristicas fenotipicas (Kalia et al., 2011). Os
estudos de mapeamento genético requerem um grande namero de marcadores
distribuidos ao longo de todo o0 genoma, o que faz dos microssatélites bons marcadores
moleculares para essa aplicagéo.

O enriquecimento dos mapas genéticos com marcadores seletivamente neutros
beneficia 0 mapeamento e a caracterizacdo de genes responsaveis por importantes
caracteristicas médicas, agricolas e evolutivas. Isso também disponibiliza a
oportunidade da selecdo assistida por marcadores em espécies de importancia
comercial. Desta forma, os l6cus de microssatélites que ocorrem em regides ndo
codificantes do genoma sdo muito Uteis para a construcdo de uma primeira estrutura de
mapas genéticos de alta resolucdo, enquanto que os locus de microssatélites que
ocorrem em regides codificadoras podem ser incorporados a esses mapas € assim
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permitir a identificagdo de caracteristicas fenotipicas de interesse, uma vez que estes
marcadores podem mostrar a localizacdo dos genes de interesse no mapa de ligacao.

Apesar dos microssatélites serem considerados seletivamente neutros, eles
podem também representar polimorfismos funcionais relevantes, uma vez que podem
estar localizados em regides codificantes e expressas do genoma. Os SSRs localizados
em regides expressas do genoma sdo conhecidos como SSR - EST (Expressed sequence
tag). Estes marcadores sdo uteis porque representam genes transcritos e sua fungéo
putativa pode facilmente ser deduzida por buscas de homologia.

Consideragoes Finais

Os microssatélites sdo uma das classes mais polimoérfica de marcadores
moleculares presentes nos genomas. A utilizacdo de SSRs tornou-se uma importante
ferramenta de analise genética a partir do momento em que sua variabilidade individual
foi caracterizada entre as mais diferentes espécies, permitindo que desde
microrganismos até plantas, animais e seres humanos sejam diferenciados por metodos
de biologia molecular. Além do mais, SSRs apresentam ampla aplicabilidade para
responder diversas questdes bioldgicas. Nos Ultimos anos foram realizados
consideraveis progressos no desenvolvimento da metodologia de identificacdo e
genotipagem de marcadores SSRs, especialmente em combinagdo com a publicacdo dos
genomas completos e com 0s avancos na area de bioinformatica. O uso de NGS para
obter dados de sequéncia e identificar SSRs em espécies ndo modelo é extremamente
promissora e tem permitido uma diminuicdo consideravel no tempo e esfor¢o investidos
neste tipo de analise. Mapas genéticos puderam ser construidos de forma mais acurada
na integracdo de resultados obtidos por outros métodos. O conhecimento das regides
flanqueadoras dessas repeti¢cbes facilitaram o desenvolvimento dos métodos para
amplificacdo das regifes que envolvem os SSRs. A utilizacdo de marcadores SSR
também foi um importante marco nas analises genéticas envolvendo seres humanos,
permitindo a solucdo de crimes, provando paternidades e diagnosticando doencas.

As altas taxas de mutacdo desses marcadores permitem que avaliacdo de risco
ambiental seja estimada, como discutido ao longo do capitulo, por exemplo, na
identificacdo de animais em situacdo de risco, exposicdo de organismos a agentes
toxicos, e perda de variabilidade genética entre espécies, em tempos onde a preservagado
do meio ambiente se mostra tdo importante.

Analises de SSRs estdo presentes em diferentes areas da genética molecular
entre os mais diferentes organismos, e as perspectivas sdo de que a variagdo altamente
polimorfica desses sitios continuara por muito tempo sendo utilizadas como uma
importante ferramenta investigativa.
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Capitulo 7
DArT: marcadores baseados em Diversity Arrays
Technology

Dra. Franceli Rodrigues Kulcheski

Consideracoes gerais

Diversidade genética é geralmente definida como a quantidade da variabilidade
genotipica (em nivel de DNA) presente em um grupo de individuos. Esta diversidade é
extremamente importante, pois fornece as espécies a habilidade de se adaptar as
mudancas ambientais, como, adaptacdo a novas condic¢es climaticas (por exemplo,
plantas que sobrevivem em regides secas) ou adaptacdo a novas doencas ou predadores
(casos de organismos que resistem a doencas que antes seriam letais). Um consideravel
namero de métodos para analise da diversidade genética entre diferentes germoplasmas
tem sido desenvolvido nos ultimos anos. Muitos destes métodos s&o baseados na
geracdo de marcadores moleculares (Avise, 2004). Um marcador molecular representa a
variacdo de um sitio em particular do genoma, o qual é herdado de uma maneira
Mendeliana, facil de ser testado e pode ser mantido através das geracdes.
Adicionalmente, eles podem ser ordenados nos cromossomos e neste contexto, o
genoma inteiro de um individuo pode ser estimado via mapas genéticos.

O desenvolvimento de marcadores para a deteccdo de diversidade genética entre
distintos organismos tem sido um dos recursos mais importantes na area da genética
molecular e biotecnologia. Atualmente ja foram descritos varios tipos de marcadores, 0s
quais podem ser originados de processos de restricdo enzimatica, ou de amplificacdes
pela reacdo em cadeia da Polimerase (PCR, de Polimerase Chain Reaction) e ainda
aqueles detectados via sequenciamento. Nos Gltimos anos, algumas técnicas foram
desenvolvidas abordando ensaios baseados em hibridizagédo, dentre as quais se podem
destacar a Diversity Arrays Technology (DArT). Esta tecnologia foi originalmente
desenvolvida no Centre for the Application of Molecular Biology to International
Agriculture (CAMBIA) na Australia, e em 2001 estabelecida na empresa que leva o
nome da mesma (Diversity Arrays Technology Pty. Ltd.), com o objetivo de resolver
limitacdes de outras técnicas existentes até aquele momento (Jaccoud et al., 2001).
Inicialmente desenvolvidos em arroz e posteriormente validados em outras culturas, os
marcadores DArT sdo baseados na hibridizacdo de microarranjos a fim de detectar
polimorfismos (presenga ou auséncia de determinada sequéncia nucleotidica) ao longo
de um genoma. Os inumeros trabalhos realizados até o momento demonstraram a
eficiéncia desta técnica na obtencdo de centenas de loci polimdrficos espalhados pelo
genoma. Desta forma os marcadores DArT tém apresentado um grande potencial nos
estudos de diversidade genética e de mapeamento, demonstrando alta informagédo de
polimorfismos e revelando relagdes genéticas consistentes entre amostras (Wenzl et al.,
2004; 2006).

Na tecnologia DArT, amostras de DNA a serem investigadas sdo transformadas
em uma “representacdo gendmica” através do uso de enzimas de restricdo. Inicialmente
0 DNA de interesse é digerido e aos fragmentos gerados sdo adicionados adaptadores
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para 0s quais existem primers complementares. A amplificacdo exclusiva dos
fragmentos gerados pela digestdo ocasiona uma reducdo da complexidade do genoma.
Os fragmentos amplificados sdo clonados, novamente amplificados, purificados e
arranjados em um suporte solido (microarranjo), resultando em um arranjo de
descoberta ou do inglés “discovery array”. Estes arranjos de descoberta servem cOmo
plataformas para posteriores hibridizagcbes com outros genomas individuais a fim de
identificar polimorfismos. Assim, os marcadores DArT detectam polimorfismos através
da intensidade de sinal proveniente de hibridizacbes varidveis entre diferentes
genotipos.

Devido as caracteristicas da tecnologia DArT, atualmente este sistema tem sido
amplamente utilizado em espécies com genomas polipléides altamente complexos
(caracteristica da maioria das plantas cultivadas), bem como em organismos com pouca
informacdo do genoma, resultando em uma ferramenta de amplo espectro de aplicacéo
(Grzebelus, 2015). Nos topicos seguintes serdo discutidas as caracteristicas,
desenvolvimento, vantagens, limitacGes e aplicagdes dos marcadores DAIT.

Caracteristicas da tecnologia DArT

Principios basicos

O principio da DArT € baseado na investigacdo de polimorfismos no DNA
genémico para a presenca ou auséncia de fragmentos individuais (Figura 7.1). Este
DNA gen6mico pode ser composto tanto por um grupo de individuos que representem
um germoplasma de interesse, como pode corresponder a um “pool” ou conjunto de
genomas de espécies cultivadas, estar restrito aos genomas parentais de um cruzamento
(se o propdsito for uma rapida criacdo de um mapa de liga¢do) ou ainda expandido a
conjuntos de genes secundarios ou terciarios (Kilian et al., 2012). Todos os arranjos de
DArT sdo desenvolvidos com o principal foco na captura da diversidade alélica do
organismo de interesse a fim de limitar o viés de certificacdo ou averiguacdo (viés
introduzido quando se utiliza marcadores desenvolvidos a partir de um grupo amostral
pequeno, e consequentemente, restrito quanto ao nimero de genoétipos). Estudos
filogenéticos em populacdes de Eucaliptos demonstraram que os marcadores DArT
estavam livres de viés de averiguacdo (Sansaloni et al., 2010; Steane et al., 2011).

A colecdo de DNA representando o pool génico de interesse é processada
utilizando um metodo de reducdo da complexidade, um processo que seleciona
reprodutivelmente (isto é, livre de efeitos aleatérios) uma fragdo definida de fragmentos
gendmicos. O alto nivel de precisdo que caracteriza este processo ¢ mediado pela agédo
das enzimas de restricdo especificas. Assim a colecdo resultante desta fragmentacao,
chamada de representacdo, é entdo utilizada para construir uma biblioteca de clones em
Escherichia coli. Este processo de clonagem em bactérias garante uma individualizagdo
dos fragmentos para a representacdo (Kilian et al., 2012). Os insertos clonados serdo
amplificados e utilizados como sondas moleculares nos arranjos de DArT. E importante
salientar, que o processo de individualizacdo dos fragmentos é um dos pontos que difere
a tecnologia DArT de outros métodos como o polimorfismo baseado no comprimento
de fragmentos amplificados (AFLP, de Amplified Fragment Lenght Polymorphism), o
qual permite a caracterizagdo dos marcadores apenas via tamanho dos fragmentos.

A tecnologia DArT néo requer altas quantidades de DNA genémico, geralmente
100ng de DNA sdo suficientes para genotipar simultaneamente mais de 7000 loci em
uma Unica reagdo. Estes marcadores sdo estritamente bi-alélicos e s@o classificados em
variantes de presenca versus auséncia, onde o estado de presenga é dominante sobre o
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estado de auséncia. Sendo assim caracterizados como marcadores dominantes.
Entretanto, algumas vezes, pesquisadores declaram que 0s mesmos podem ser
empregados como co-dominantes, pois avaliam os polimorfismos levando em
consideracdo a intensidade do sinal detectado como um reflexo do efeito de dose, isto &,
dose dupla, dose Unica ou ausente (Grzebelus, 2015). O polimorfismo observado
geralmente resulta de substituicdes nucleotidicas Unicas dentro de sitios de restri¢do, ou
de inser¢des e delegdes (InDels) incluindo alteracfes nos proprios sitios de restrigéo.
Outra variante pode ainda ocorrer no padrdo de metilagdo destes sitios, entretanto, o
polimorfismo estrutural colabora com mais de 90% da variabilidade identificada
(Wittenberg et al., 2005).

THI[F
I o M REDUCAO DA
COMPLEXIDADE

PROCESSOPARA
i SELECIONAR

! REPRODUTIVELMENTEUMA i
i FRACAODO GENOMA :
i (DIGESTAO COM ENZIMAS :
H DE RESTRIGAO) :
FRAGMENIGE MG . /' 3 e

POLIMORFICOS
(COMUM A TODOS 0S INDIVIDUOS)

VY, /\//\/ /\/ REPRESENTACAO

P I N GENOMICA
/\/ /\/ /\/ i COLECAODE FRAGMENTOS |
s DO DNA PRODUZIDO A :
T i PARTIRDAREDUCAODA i
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Figura 7.1 - Principio dos marcadores DArT. Inicialmente é realizada uma reducéo da complexidade
genémica do pool génico de interesse, seguido da construgdo de uma biblioteca ou cole¢cdo dos
fragmentos deste input de DNA. Ao final, a genotipagem de um individuo é determinada pela presenca ou
auséncia de fragmentos polimérficos identificados na representacdo gendmica.

Comparando DArT com outras tecnologias

A tecnologia DArT tanto compartilha algumas caracteristicas com outras técnicas,
como apresenta aspectos Unicos. No seu principio, DArT € mais similar a técnica de
polimorfismo de comprimento de fragmento de restricio (RFLP, de Restriction
Fragment Length Polimorphism) que consiste na fragmentagdo do DNA através de
enzimas de restricio com posterior hibridizacdo destes fragmentos a sequéncias
homologas de DNA marcadas com radioatividade ou compostos que desencadeiam uma
reacdo de luminescéncia. Entretanto, DArT € realizada em reverso, isto é, as sondas sao
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fixadas em um suporte solido também chamado de slide de uma maneira altamente
paralela, isto €, em uma Unica analise pode-se investigar centenas a miliares de
fragmentos.

DAIT é superior na geracdo de fragmentos polimdrficos quando comparado a
AFLP. Embora esta ultima também utilize enzimas de restricdo e amplificagdo de
fragmentos através de primers com sequéncias complementares aos adaptadores
adicionados as extremidades geradas, a cobertura de um genoma com um Unico ensaio
de AFLP é cerca de duas vezes menor que o ensaio com DArT (Kilian et al., 2012).

Com relacdo a metodologias que detectam SNPs (ver descricdo detalhada no
Capitulo 8), DArT apresenta vantagens aquelas que fazem uso de primers quando
aplicada a estudos de espécies poliploides. O bom desempenho dos marcadores DArT
em especies de qualquer nivel de poliploidia (como a cana-de-acUcar) se deve ao fato de
que a deteccdo dos SNPs é baseada na alta fidelidade das enzimas de restri¢do ao invés
de anelamento de primers. Este € um aspecto bastante importante considerando que, um
aumento no nivel de poliploidia ocasiona maior competi¢do entre os sitios alvos para o
anelamento dos iniciadores.

Além disto, é interessante salientar que algumas novas técnicas foram
desenvolvidas baseadas no principio da DArT. Este € o caso da técnica Restriction Site
Tagged Microarrays (RST), que faz algumas modificagdes na forma como reduz a
complexidade gendmica inicial (Zabarovsky et al., 2003). Uma caracteristica de RST €
que 0s microarranjos sao gerados a partir das sequéncias flanqueadoras de sitios de
restricdo especificos (por exemplo, sequéncias ligadas exclusivamente a sitios de Notl).
Outra variacdo da DArT é a Restriction site-associated DNA (RAD) a qual também
varia na etapa de reducdo da complexidade, bastante similar a descrita anteriormente.
RST tem sido relatada em estudos de composicdo de populagbes microbianas
(Zabarovsky et al., 2003) e RAD, em genotipagem de Drosophila melanogaster (Miller
et al., 2007). Ambas as técnicas desenvolvidas a partir de DArT também detectam
polimorfismos baseados na variacdo existente nos sitios das enzimas de restricao
utilizadas.

Desenvolvendo marcadores do tipo DArT

O desenvolvimento de marcadores DArT pode ser concentrado em trés principais
etapas: (1) desenvolvimento dos painéis de diversidade, também descritos como
construcdo das bibliotecas, (2) genotipagem das amostras, e (3) analises dos dados.
Todas as etapas serdo descritas detalhadamente nas proximas sessoes e estdo ilustradas
na Figura 7.2.

Desenvolvimento dos painéis de diversidade

Nesta primeira etapa desenvolve-se um painel de diversidade (array) baseado na
construcdo de uma biblioteca que represente um genoma de interesse. Esta biblioteca
pode ser proveniente de um grupo (pool) de DNA gendmico de varios individuos que
representem este genoma. As representacdes genémicas sdo geradas atraves da reducao
da complexidade do DNA. Para isto é realizado o tratamento das amostras com enzimas
de restricdo especificas, ou seja, utilizando a acdo combinada de duas enzimas, uma de
corte raro e outra de corte frequente. Exemplos de enzimas utilizadas no DArT sdo: Pstl
(para corte raro) e Tagl, Msel, Mspl entre outras (para corte frequente). A enzima de
corte raro Pstl é sensivel a metilacdo CpG, isto significa que ela corta preferencialmente
em regides pouco metiladas ou hipometiladas do DNA, o que geralmente séo regides
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ricas em sequéncias génicas e de alta complexidade. J& as enzimas de corte frequente
sdo utilizadas para remover fragmentos Pstl/Pstl longos, enriquecendo assim
fragmentos curtos que serdo mais adequados para 0S passos seguintes: ligacdo de
adaptadores e amplificagdo por PCR. A ligacao de adaptadores especificos aos sitios de
restricdo produzidos pelas enzimas de corte raro ¢ realizada logo apds a digestdo. Desta
forma, primers contendo sequéncias complementares aos adaptadores amplificardo
somente fragmentos contendo sitios Pstl/Pstl, produzindo assim uma representacéo
genbmica com reduzida complexidade. Geralmente, apds a amplificacdo, parte da
reacdo é verificada em gel de agarose a fim de confirmar a combinacéo das enzimas de
restricdo, que devera ser aquela que apresente um rastro homogéneo de fragmentos. As
reacfes que possuem padrbes de bandas detectaveis ndo sdo de interesse, pois elas
revelam a presenca de fragmentos repetitivos ou multicopias, os quais serdo redundantes
na biblioteca e na subsequente descoberta de marcadores (Kilian et al., 2012; Sansaloni,
2012). O passo seguinte € a clonagem destes fragmentos em um vetor de entrada, com
posterior amplificacdo dos fragmentos inseridos via PCR. Como descrito anteriormente
(secdo Principios da técnica), o processo de clonagem tem como funcdo a
individualizacdo dos fragmentos. Os produtos desta PCR serdo tratados e entdo
impressos em laminas de vidro (também denominadas slides). Desta forma, a biblioteca
de referéncia (também chamada microarranjo - microarray), esta pronta para as analises
subsequentes.

Genotipagem das amostras alvo ou targets

A segunda etapa de obtencdo dos marcadores DArT consiste na genotipagem
utilizando o painel de diversidade (microarranjo) gerado na etapa anterior. Desta forma,
sdo preparadas as amostras a serem testadas ou genotipadas, designadas de DNA-alvo
ou target. Uma vez que estiverem prontos, estes alvos séo hibridizados ao microarranjo.
Inicialmente 0 DNA-alvo é processado como descrito para a construcdo das bibliotecas,
mas apds a amplificacdo o produto da PCR é marcado com fluor6foros, como Cy3
(verde) ou Cy5 (vermelho). A regido de multiclonagem (polylinker) do vetor de
clonagem é utilizada como referéncia de qualidade, isto €, a intensidade do sinal de
hibridizacdo deste fragmento é analisada pelo software, determinando assim, para cada
clone a quantidade de DNA impresso no arranjo (Sansaloni, 2012). Por isto, esta
referéncia € marcada com um fluor6foro de cor diferente do utilizado para marcar as
amostras. Em seguida promove-se a hibridizagdo do DNA-alvo com a biblioteca de
referéncia impressa nos slides. Esta hibridizacdo ocorre em camaras especias com
capacidade para 8 slides, fator que delimitara o nimero de anélises diarias. Apos a
hibridizacéo, estes slides séo lavados e secos para seguir para o escaneamento. Um
escaner para microarranjos (com laser confocal) realiza a leitura da intensidade da
fluorescéncia. As imagens detectadas serdo processadas com o uso do software
DArTSoft (DArT Pty/Ltd).

Analises de DArT

As imagens geradas sdo analisadas em um software desenvolvido pela prépria
companhia denominado de DArTsoft. O DArTsoft é utilizado para analisar a
intensidade das hibridizacBes, ou seja, ap0s 0 escaneamento dos microarranjos as
imagens sdo analisadas por este software que localiza automaticamente os spots (ou
pontos) individuais sobre o microarranjo, considerando o diametro dos spots (em pixels)
e a resolucdo com a qual os slides foram digitalizados (em microns). A analise da
imagem € sempre feita em par, isto €, uma imagem detectando a referéncia (DNA do
vetor) e o alvo (DNA da amostra). As imagens sdo transformadas em matrizes de
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nimeros com valores variando de “0” (correspondendo a auséncia de sinal) a “65553”
(um valor extremamente alto que corresponde a saturacdo). O software localiza
automaticamente os spots, e apos esta localizacdo extrai as informacgdes da imagem.
Para cada um dos spots, 0 DArTsoft calcula uma gama de parametros, dentre os quais
destaca-se a avaliagdo do sinal de intensidade detectado da referéncia, o qual servird
como controle de qualidade para cada elemento do arranjo, sendo também utilizado
como um normalizador do sinal de hibridizagéo proveniente dos alvos. Este pardmetro
calculado por log[alvo/referéncia] reduz o ruido gerado pela diferenca na quantidade de
DNA aplicado no arranjo (Kilian et al., 2012). Os clones polimorficos séo identificados
como o0s spots que possuem diferencas significantes na intensidade dos sinais de
hibridizacéo entre as amostras testadas. Assim, dentro do DArTsoft, analises estatisticas
sdo utilizadas para converter a intensidade dos sinais de hibridizacdo dos clones
polimérficos em valores, e assim a genotipagem € classificada de uma forma binéaria
como “0” ou “1”.

DESENVOLVIMENTO DOS GENOTIPAGEM
PAINEIS DE DIVERSIDADE

GENOMA A GENOMA B GENOMA C OO . 1 =0 oo Mo OO i
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MICROARRANJOS NOS SLIDES
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Figura 7.2 - Etapas do desenvolvimento dos marcadores DArT. Inicialmente o desenvolvimento dos
painéis de diversidade é caracterizado pela mistura de um conjunto de DNA que pode ser proveniente de
diferentes espécies, de uma populacgao ou de gendtipos parentais, seguido da redugdo da complexidade via
atividade de enzimas de restricdo, com posterior clonagem, amplificacdo e impressdo dos fragmentos
sobre um slide de vidro (microarranjo). A genotipagem ¢é realizada com a preparagdo das amostras a
serem testadas, isto &, reducdo da complexidade, marcagdo com distintos fluoroforos e hibridizacédo com o
arranjo anteriormente preparado. Utiliza-se um DNA de referéncia, geralmente proveniente da regido de
multiclonagem do vetor, que servird como um normalizador nas analises de imagem. Os arranjos
hibridizados sdo escaneados e as imagens sdo convertidas em uma matriz binaria (0 ou 1) para posteriores
analises (adaptado de Jaccoud et al., 2001).
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Vantagens da tecnologia DArT

Os marcadores DArT sdo caracterizados pela sua alta robustez, baixo custo e alta
confiabilidade com que s&o gerados os dados. Ao longo do seu desenvolvimento, e com
o0 decorrer das experiéncias dos grupos de pesquisas que fazem uso destes marcadores,
pode se apontar alguns dos principais atrativos desta técnica:

Alta reprodutibilidade: os marcadores DArT sdo altamente reprodutiveis. Em
estudos utilizando Arabidopsis thaliana, 0s autores encontraram uma
reprodutibilidade de 99,8%, isto é, uma acurdcia de 1 erro para cada 500
genotipagens (Wittenberg et al., 2005), corroborando com os achados em cevada
(Wenzl et al., 2004).

N&o necessita prévio conhecimento do genoma: este marcador pode ser
desenvolvido sem nenhuma informacéo prévia do genoma da espécie em questdo.
Assim, DArT independe de investimentos em sequenciamento, sendo um marcador
de especial interesse para espécies as quais ha uma limitada ou ausente fonte de
informacdes genéticas, e adicionalmente facilita o trabalho com espécies poliploides
onde o sequenciamento é bastante trabalhoso.

Anélises em paralelo: alguns marcadores moleculares ainda sdo dependentes de géis
de eletroforese para posterior identificacdo e desenvolvimento dos mesmos. No caso
dos marcadores DArT, a independéncia com relacdo a géis de eletroforese facilita e
agiliza suas analises. Assim, a mesma plataforma é utilizada tanto para descobrir
novos marcadores quanto para a avaliagdo dos mesmos nas amostras investigadas.
Desta forma nenhum ensaio especifico precisa ser realizado apds a descoberta do
marcador, exceto em estudos de metagenémica, nos quais é necessaria a montagem
de um arranjo inicial composto por todos os marcadores polimdrficos detectados.
Nestes casos 0 arranjo de genotipagem contendo apenas marcadores polimorficos
sera rotineiramente utilizado para genotipagem (Huttner et al., 2005).

Alta acuracia: o software DArTsoft, especificamente desenvolvido para as analises
dos marcadores DArT, analisa um grande numero de dados gerados em cada
experimento. O software analisa as imagens de microarranjo e subsequentemente
classifica os marcadores como descrito na secdo 7.2.3. Este programa permite
calcular uma gama de parametros qualitativos para cada marcador. Os thresholds
(ou pontos de corte) para estes parametros qualitativos podem ser estipulados pelo
usuario, podendo assim aumentar 0s critérios restringentes e selecionar um conjunto
de marcadores com alta qualidade e reprodutibilidade.

Flexibilidade na aplicacdo: as bibliotecas podem ser geradas desde genomas
individuais a genomas complexados em um pool (metagenoma), dependendo da
aplicacdo desejada. Para os estudos de mapeamento, podem-se utilizar os individuos
parentais de uma populagdo segregante, enquanto que, em estudos de diversidade
genética o DNA pode ser proveniente desde variedades cultivadas a espécies
aparentadas selvagens. Além disto, a plataforma de microarranjos também pode ser
alterada, isto é, se marcadores forem identificados no painel de diversidade em um
experimento inicial, estes podem entdo ser rearranjados em novos slides servindo
COMO UM NOVO arranjo para genotipagem.
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Aplicacoes dos marcadores DArT

Até 0 momento inimeros estudos (dos quais alguns estdo citados na Tabela 7.1) ja
desenvolveram marcadores do tipo DArT. Sobretudo, destacam-se dois grandes focos
na utilizacdo destes marcadores: os estudos de diversidade genética e o melhoramento
genético de plantas, sendo que em ambos 0s casos a grande maioria se concentra em
plantas de interesse agrondémico.

Estudos de diversidade genética

O grande numero de marcadores que sdo simultaneamente testados por DArT
fornece uma resolucdo bastante alta em estudos de diversidade genética. Além disto, as
estimativas da distdncia genética obtida por marcadores DArT possuem maior
probabilidade de serem mais precisas devido a natureza aleatéria deste tipo de marcador
(Wenzl et al., 2008). No trabalho onde foi descrito o desenvolvimento da tecnologia
DArT (utilizando-se o cereal modelo Oryza sativa - arroz) também foi demonstrada a
eficiéncia destes marcadores na deteccdo da diversidade genética de diferentes
cultivares (Jaccoud et al., 2001). Resultado este corroborado por um segundo estudo
utilizando diferentes populacdes de arroz (Xie et al., 2006). Os estudos de diversidade
genética envolvendo marcadores DArT tambem tém sido amplamente utilizados em
outros cereais como trigo (Akbari et al., 2006), cevada (Ovesna et al., 2013) e aveia
(Oliver et al., 2011). Outra aplicagdo bastante utilizada de DArT tem sido a
identificacdo genética ou DNA fingerprinting de varias espécies cultivadas. Por
exemplo, marcadores DArT foram eficientes na investigacdo genética de 38 acessos de
mandioca (Manihota esculenta), obtendo sucesso na segregacdo entre genotipos
selvagens dos cultivados (Xia et al., 2005). Além disto, este mesmo painel foi utilizado
em um segundo estudo, que a partir de 435 marcadores DArT, conseguiu separar
populacdes de mandiocas provenientes da Africa e da América Latina (Hurtado et al.,
2008). Analises de identidade genética também foram realizadas para espécies arboreas
(Lezar et al., 2004; Sansaloni et al., 2010); leguminosas (Brifiez et al., 2012; Hang Vu et
al., 2012); frutiferas (Amorim et al., 2009; Risterucci et al., 2009) e oleaginosas (Raman
et al.,, 2011; Atienza et al., 2013). DArT também tem sido aplicado em estudos de
diversidade génica em outros organismos além de plantas. Com o objetivo de identificar
genes do mosquito Aedes aegypti associados com a resisténcia a proteinas inseticidas de
Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti), populacbes de A. aegypti foram exploradas
em nivel genémico a fim de identificar loci candidatos (Bonin, 2008).

Melhoramento genético vegetal

Dentro do melhoramento genético os marcadores DArT tém sido aplicados com
varios enfoques, sendo propicios para a geracdo de mapas genéticos, analises de loci
responsaveis por caracteristicas quantitativas (QTLs, de quantitative trait loci), analises
de agrupamentos segregantes (BSA, de Bulked Segregant Analysis), bem como,
demonstram um potencial na selegdo assistida por marcadores (MAS, de Marker-
assisted selection). A construcdo de mapas genéticos baseados em marcadores
moleculares é um pré-requisito para varios fatores como (i) definicdo da base genética
de caracteristicas qualitativas e quantitativas de importancia agronémica, (ii) descoberta
de novos genes envolvidos no controle de variagdes fenotipicas e (iii) identificacdo de
marcadores moleculares utilizados em MAS (Marone et al., 2012). Devido a geracéo de
um alto numero de marcadores em um Unico ensaio, DArT € altamente utilizado para
produzir mapas genéticos, sendo ja desenvolvidos em diversas culturas como: aveia
(Oliver et al., 2011), oliveira (Dominguez-Garcia et al., 2012), macieira (Schouten et al.,
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2012) entre outros. Além disto, DArT tém sido utilizados em integracdo com outros
marcadores, 0s quais combinados incrementam mapas genéticos. DArT ja foi agregado
com marcadores Simple Sequence Repeat (SSR), RFLP e Sequence Tagged Site (STS)
em analises de cevada (Wenzl et al.,, 2006). Em canola, grupos de ligacGes foram
estabelecidos integrando DArT com SSR, intron polymorphism (IP) e marcadores
baseados em genes (Raman et al., 2011). Outro exemplo de associacdo de DArT com
marcadores genes especificos foi realizada em estudos com grao-de-bico (King et al.,
2013). Os marcadores DArT também sdo utilizados no mapeamento de QTLs que sédo
loci responsaveis por caracteristicas de natureza quantitativa, isto €, aqueles associados
a tracos fenotipicos que apresentam uma varia¢do continua, como por exemplo, altura,
peso ou rendimento de uma planta. Diversos loci j& foram detectados empregando
DArT, como por exemplo, regides génicas associadas ao rendimento de grdos (Cui et
al., 2014) e cor do endosperma (Pozniak et al., 2007) do trigo, toleréncia a alagamento
em cevada (Li et al., 2008), contetdo de carotenodides em batata (Campbell et al., 2014)
e resisténcia a patdgenos em cevada (Ziems et al., 2014). DArT ainda pode auxiliar no
melhoramento genético quando aplicado a BSA. Analises de BSA identificam
marcadores associados a um fendtipo através de um screening ou triagem de dois pools
de DNA proveniente de plantas fenotipicamente distintas (Wenzl et al., 2007). Embora
os marcadores DArT sejam tipicamente classificados como dominantes, as intensidades
geradas nos ensaios de hibridizacdo possuem uma natureza quantitativa, pois refletem a
abundéncia dos fragmentos de DNA individuais nas representagdes gendmicas.
Associada a grande reprodutibilidade da técnica, as intensidades de hibridizacdo podem
ser utilizadas para medir a frequéncia alélica nos pools de DNA, como foi observado em
analises de BSA entre bulks de cevada contrastantes quanto as folhas pubescentes. O
alelo responsavel pela presenca de pélos na superficie foliar foi identificado
diferencialmente nos pools através do uso de marcadores DArT (Wenzl et al., 2007).
Uma vez que a ligagdo entre uma caracteristica de interesse e um marcador molecular
seja estabelecida, estes podem auxiliar na MAS. Assim, conjuntos de marcadores DArT
tém sido testados quanto a sua ligacdo a locus de interesse em plantas agrondmicas
(Chen et al., 2016).

Tabela 7.1 - Exemplos de organismos para 0s quais ja foram desenvolvidos marcadores
DAIT e sua aplicagdes.

Espécie Aplicacdo Referéncia
Arabidopsis thaliana Validag&o da técnica (Wittenberg et al., 2005)
Aedes aegypti Diversidade genética (Bonin et al., 2008)

Avena sativa Mapeamento genético (Oliver et al., 2011)
Brassica napus Mapeamento genético (Raman et al., 2011)
Cajamus cajan Diversidade genética (Yang et al., 2006)
Cicer arietinum Mapeamento genético (Thudi et al., 2011)
Cucumis sativus Sequenciamento do genoma (Huang et al., 2009)
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Daucus carota

Diversidade e mapeamento
genético, genotipagem

(Macko-Podgorni et al.,
2014)

Eucalyptus grandis

Identidade genética,
Genotipagem em larga escala

(Lezar et al., 2004;
Sansaloni et al., 2010)

Fragaria ananassa

Mapeamento e diversidade
genética,
Estruturacdo populacional

(Sanchez-Sevilla et al.,
2015)

Fusarium oxysporum

Diversidade genética

(Sharma et al., 2004)

Hordeum vulgare

Mapeamento genético
BSA

(Wenzl et al., 2006; Wenzl
et al., 2007)

Humulus lupulus

Identificacdo de QTLs

(McAdam et al., 2013)

Lupinus angustifolia

Diversidade genética,
MAS

(Chen et al., 2016)

Malus domestica

Mapeamento genético

(Schouten et al., 2012)

Manihot esculenta

Genotipagem

(Xia et al., 2005)

Musa sp.

Anaélises de germoplasma

(Risterucci et al., 2009)

Mycophaerella gramicola

Caracterizacao genética

(Wittenberg et al., 2009)

Nicotiana tabacum

Diversidade genética

(Luetal., 2013)

Olea europaea

Mapeamento genético

(Dominguez-Garcia et al.,
2012)

Oryza sativa

Desenvolvimento da tecnologia,
Genotipagem em larga escala

(Jaccoud et al., 2001; Xie
et al., 2006)

Phaseolus vulgaris

Identificacdo de QTLs

(Oblessuc et al., 2013)

Saccharum officinarum

Mapeamento e genotipagem

(Wei et al., 2010)

Solanum michoacanum

Mapeamento genético

(Sliwka et al., 2012)

Sorgum bicolor

Diversidade e mapeamento
genético

(Mace et al., 2008)

Triticum aestivum

Identidade genética,
Mapeamento genético

(Akbari et al., 2006; Paux
et al., 2008; Tsilo et al.,
2010)

Triticum turgidum

Identificacdo de QTLs

(Pozniak et al., 2007)

Consideracoes finais

O aumento no namero de estudos utilizando a tecnologia DArT tem comprovado
0 sucesso deste marcador entre diferentes grupos de pesquisa ao redor do mundo. Um
dos principais fatores para a ampla utilizacdo destes marcadores se deve ao fato de que
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um arranjo de DArT pode ser desenvolvido em um curto periodo de tempo, mesmo nos
casos de espécies sem prévio conhecimento do seu genoma. Além disto, uma série de
outras vantagens é associada a estes marcadores, como: baixo custo de genotipagem por
locus, procedimento rapido e robusto, além da geracdo automatizada de dados, pois
independe de analises baseadas em géis de eletroforese.

Os marcadores DArT se popularizaram em estudos de genomas vegetais, pois
devido sua ampla cobertura, viabilizaram estudos que pareciam limitados por
caracteristicas complexas. Um exemplo € a aplicacdo em espécies com o alto grau de
poliploidia, caracteristica comum de plantas cultivadas. Entretanto, devido a plataforma
DArT ser uma tecnologia aberta, estes marcadores podem se difundir entre outros
organismos (como fungos, bactérias e animais) e assim incrementar pesquisas nos mais
diversos campos da genética e da biotecnologia.

Box 7.1

% 5 Box 7.1 - DArTseq: Marcadores DArT associados a NGS

Nos Ultimos anos grandes avancos foram realizados na area de sequenciamento de
acidos nucleicos, gerando plataformas conhecidas como next-generation sequencing (NGS) ou
sequenciamento de Ultima geracdo. Estas plataformas sdo bastante competitivas, pois geram
uma quantidade massiva de dados barateando o custo por analise de amostra. Desta forma,
algumas modificagdes realizadas na metodologia DArT, permitiram implementar esta
tecnologia com NGS, modificando a etapa de hibridizacdo dos microarranjos para deteccéo do
polimorfismo, sendo assim denominada de DArTseq. Esta nova abordagem combina o
protocolo de reducdo da complexidade genética empregando o sistema tradicional de DArT
seguido pela genotipagem por sequenciamento baseado na plataforma Illumina (short read
sequencing). Como resultado duas tabelas de classificagdo sdo geradas, combinando
polimorfismos gerados por DArT bem como variagbes de SNPs. Esta metodologia ja
demonstrou ser bastante eficiente em dois estudos, um reportado por Cruz et al. (2013)
envolvendo o género Physaria spp., 0 qual gerou mais de 27.000 marcadores polimérficos, bem
como, em outro trabalho que revelou 17.000 marcadores polimorficos uniformemente
distribuidos no genoma de arroz (Courtois et al., 2013). A vantagem da metodologia DArTseq
comparada ao DArT tradicional é relacionada a aplicagdes que requerem a detec¢do de um
nimero massivo de marcadores (algo como milhares de marcadores). Isto é ocasionado pela
auséncia da etapa de hibridizacdo dos alvos nos slides e consequentemente ndo tem a limitacdo
do ndmero de genotipagens devido 0 espaco restrito nas camaras de hibridizacdo. Desta forma,
DArTseq apresenta o perfil de sequenciamento de larga escala, sendo propicia para a geracéo
de mapas de alta resolucdo e na exploracgdo de detalhes genéticos de caracteristicas de interesse.
00|
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Capitulo 8
Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP):

metodologias de identificacdo, analise e aplicactes

Dra. Andreia Carina Turchetto-Zolet, Dra. Caroline Turchetto, Dr. Frank Guzman, Dr.

Gustavo Adolfo Silva-Arias, Dra. Fernanda Sperb-Ludwig, Msc. Nicole Moreira Veto

Consideracoes gerais

Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs - do inglés Single Nucleotide
Polymorphisms) podem ser originados de mutacGes pontuais no DNA como as
transicdes e transversdes. As transicdes ocorrem entre trocas de bases purinicas (A/G)
ou entre bases pirimidinicas (C/T); as transversdes, onde ha a troca entre bases purinicas
por pirimidinicas (A/T, G/C, T/A e C/G). Alguns autores consideram Indels (adicdo de
nucleotideos extras ou a exclusdo de um nucleotideo) como SNPs, embora eles
certamente ocorram por um mecanismo diferente (Kahl et al., 2005). Embora, em
principio, em cada posic¢do da sequéncia de DNA seja possivel ocorrer as quatro bases
nucleotidicas, na pratica os SNPs sdo geralmente considerados bialélicos. Uma das
razbes para isso é a baixa frequéncia de substituicdes de nucleotideo Unico que
originaram os SNPs, estimado estar entre 1 x 10° e 5 x 10™° por nucleotideo por geracio
nas posi¢coes neutras em mamiferos (Li et al., 1981; Martinez-Arias et al., 2001; Vignal
et al., 2002). Dessa forma, a probabilidade de ocorrer duas mudancas idependentes da
base nucleotidica em uma Unica posicdo € muito baixa. (Vignal et al., 2002). Por serem
considerados bialélicos os SNPs sdo menos informativos por locus examinado quando
comparados a outros marcadores, como por exemplo, 0os microssatélites (SSRs — do
inglés Simple Sequence Repeats; ver Capitulo 6). Entretanto, eles sdo abundantes e
amplamente distribuidos nos genomas, podendo estar presentes em praticamente todos
os loci génicos, 0 que representa grande vantagem nas analises genéticas (Perkel, 2008).

Os SNPs sdo a classe mais abundante de variagcdo genética encontrada em
genomas eucaridticos, representando aproximadamento 90% do genoma humano
(Brookes, 1999). Cerca de 15 milhdes de SNPs ja foram identificados em humanos pelo
projeto 1000 genomas (Durbin et al., 2010; Mills et al., 2011). A densidade de SNPs
pode variar substancialmente entre diferentes regiées de um genoma e entre diferentes
especies. A densidade de SNPs para humanos foi observada em 1.07 SNP / kb,
enquanto para macaco (Macaca mulatta) a densidade de SNP foi calculada em 2.82
SNP / kb (Yuan et al., 2012). Em plantas a densidade de SNPs também ¢é alta e pode
variar entre espécies (Ching et al., 2002). Enquanto 0.64 SNP / kb foi encontrado em
arroz (Oryza sativa) variedade Nipombare (Jeong et al., 2013) uma media de 6.1 SNP /
kb foi observado em tomate (Solanum lycopersicum) (Kim et al., 2014).

Os SNPs sdo amplamente distribuidos no genoma e estdo presentes em regides
codificadoras (éxons) e ndo codificadoras (introns e regibes intergénicas). Neste
aspecto, para compreender o impacto da presenca de um SNP nas regides codificadoras
¢ importante relembrar o conceito de mutagdes sinénimas e ndo sindnimas. As mutacoes
sindnimas ndo alteram o aminoacido traduzido enquanto que as muta¢fes ndo sinbnimas
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resultam na alteracdo da composicdo de aminoacidos, auséncia ou modificacdes do
produto proteico. Desta forma, os SNPs podem ter diferentes classificacGes, associadas:
(1) a sua localizagdo no genoma (éxons, introns ou espagadores intergénicos) e; (2) ao
impacto da sua presenca dentro de regides codificadoras ou reguladoras para o produto
proteico e/ou o fenotipo (Kahl et al., 2005) (Figura 8.1).

J |
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Figura 8.1 - Classificacdo dos SNPs quanto a localizagdo no genoma e quanto ao impacto causado na
proteina ou fendtipo.

A frequéncia de SNPs é geralmente maior em regides ndo codificadoras do que
em regides codificadoras. Fatores tais como a taxa de mutacdo, recombinacdo genética e
selecdo natural podem influenciar a densidade de SNPs (Nachman, 2001; Barreiro et al.,
2008). SNPs em regides ndo codificadoras s&o chamados de SNPs ndo codificantes
(ncSNPs), e 0s NcSNPs localizados dentro de introns sdo chamados de SNPs intronicos.
Ja 0os SNPs encontrados em regides codificadoras sdo chamados de SNPs codificadores
(CSNPs), como por exemplo, em éxons (SNPs exdnicos). Qualquer SNP em um éxon de
um gene que pode ter impacto sobre a funcdo da proteina codificada é chamado de SNP
candidato, pelo fato de poder estar associado a alguma carateristica fenotipica. Outros
ocorrem em regides promotoras ou em regides regulatorias do genoma e sé@o chamados
SNPs reguladores e SNPs promotores (pSNPs), respectivamente. Um SNP promotor
pode influenciar drasticamente a atividade do gene dirigido por este promotor, por
exemplo, um pSNP pode impedir a ligacdo de um fator de transcri¢do na sua sequéncia
de reconhecimento, alterando a expressao do gene. Os ncSNPs sdo bastante utilizados
para estudos de associagdo e mapeamento de desequilibrio de ligagdo de todo o genoma,
além de estudos evolutivos. O aparecimento de um SNP em um éxon pode ser
totalmente neutro, ou seja, ndo altera a composi¢do de aminoécidos do dominio ou da
proteina codificada e, por isso ndo apresenta qualquer efeito sobre a sua funcdo. Nestes
casos, 0 SNP é chamado de SNP sindnimo (sSNP). Por outro lado, um SNP néo
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sinbnimo (nsSNP) ir4 alterar o aminodcido codificado, podendo alterar a funcdo da
proteina correspondente. Apesar dos SNPs resultantes de mutacGes sinénimas, néo
modificarem a composicdo de aminodcidos, eles podem acometer o dobramento de
proteinas, afetando o posicionamento de seus dominios de ligacdo, por exemplo (Figura
8.1) (Kahl et al., 2005).

Descobertos primeiramente no genoma humano, os SNPs provaram ser
universais, sendo as formas mais abundantes de variagdo intraespecifica. Estudos tém
mostrado que os SNPs podem ter efeitos bioldgicos importantes, tais como a associacao
com doencas complexas e reagOes e respostas a tratamentos em humanos. Os SNPs
podem ser utilizados como marcadores moleculares em diversas areas de estudo, tais
como estudos evolutivos, filogenéticos, ecoldgicos, no melhoramento genético animal e
vegetal, no mapeamento genético. Além de ser uma importante ferramenta para
diferentes areas que envolvem a andlise genética do DNA humano, como, por exemplo,
no diagnostico e tratamento de doengas, em estudos antropoldgicos, e na identificacdo
humana (analises forenses ou na determinacédo de paternidade).

Até pouco tempo atras o uso dos marcadores SNPs era restrito a organismos
modelo com genomas sequenciados, devido ao elevado custo de descoberta e
genotipagem. Atualmente, com o avan¢o das ferramentas de bioinformatica e o
barateamento no sequenciamento, tem-se expandido o uso dos marcadores SNPs para
espécies ndo modelo. Além disso, diversas metodologias para identificacdo e
genotipagem destes marcadores ja foram estabelecidas. Muitas dessas metodologias
permitem a identificacdo e genotipagem de SNPs em uma Unica etapa, 0 que
proporciona associar rapidez na obtencdo dos dados e baixo custo. As tecnologias de
Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS- do inglés Next Generation Sequencing) (ver
Capitulo 2 para detalhes) associadas as ferramentas computacionais existentes séo
altamente eficientes e robustas na descoberta de SNPs sem um genoma de referéncia.

Mais recentemente com 0 uso das plataformas de NGS, foram implementadas
tecnologias que garantem a descoberta e genotipagem de variantes em um unico passo,
como, por exemplo, as técnicas que envolvem a reducdo genémica, RNA-seq e captura
de sequéncias. Além disso, os dados de acesso a informacGes genémicas das espécies
sdo um excelente recurso para o processo de procura e identificagdo de marcadores
SNPs em genes candidatos ou espalhados pelo genoma (Nielsen et al., 2011; Kumar et
al., 2012).

Neste capitulo mostraremos as principais metodologias de identificacéo,
genotipagem e analise de SNPs, bem como as principais aplicacOes destes marcadores
em diferentes areas e organismos. Daremos maior enfoque as metodologias que utilizam
tecnologias de NGS.

Metodologia de Identificaciao e Genotipagem

O estudo de marcadores SNPs basicamente envolve duas etapas principais: a
identificacdo (descoberta) dos SNPs no genoma da espécie de interesse e a genotipagem
destes marcadores na populacdo desta espécie ou no individuo de interesse para
posterior andlise. A diferenca entre essas duas etapas é que na descoberta dos SNPs
pode ser utilizado um numero pequeno (representativo) de individuos da espécie
estudada enquanto na genotipagem ¢é utilizado um namero maior de individuos, os quais
representem uma ou mais populacdes, dependendo do objetivo do estudo. Tanto a
identificacdo quanto a genotipagem de marcadores SNPs pode ser realizada utilizando
metodologias de pequena ou larga escala.
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O procedimento de identificagdo dos SNPs pode ser realizado atraves de
metodologias tais como 0 sequenciamento de produtos de PCR; a identificacdo
eletronica de SNPs (eSNP) utilizando como base, por exemplo, bibliotecas de EST
(expressed sequence tags) ou bibliotecas gendmicas (Picoult-Newberg et al., 1999;
Panitz et al., 2007; van Oeveren e Janssen, 2009) disponiveis para a espécie em estudo.
Nos ultimos anos, o sequenciamento de alto rendimento também vem sendo utilizado
para a identificacdo de SNPs em genomas inteiros ou trasnscritomas, por exemplo
(Barbazuk et al., 2007; De Wit 2016, Boutet et al., 2016).

A genotipagem pode envolver diferentes categorias de métodos e técnicas, onde
podemos destacar os métodos baseados em hibridizacdo, como a hibridizacdo alelo
especifica (Saiki et al., 1986; Howell et al., 1999; Prince et al., 2001), hibridizacao de
sondas (eg. Sistema TagMan por PCR em Tempo Real - McGuigan e, 2002) e
hibridizacdo em arranjos (SNP array) (Hehir-Kwa et al., 2007); métodos de ligacéo de
oligonucleotideo baseado em PCR (Newton et al., 1991; Drenkard et al., 2000;
Macdonald, 2007; Podder et al., 2008) e métodos baseados em NGS (van Orsouw et al.,
2007; Baird et al., 2008; Torkamaneh et al., 2016).

Antes do advento das tecnologias de NGS, as etapas de identificacdo e
genotipagem de SNPs eram sempre realizadas separadamente. Agora elas podem ser
realizadas concomitantemente. Existem diversas abordagens que permitem realizar as
duas etapas em um unico passo e algumas delas serdo abordadas no tépico seguinte.

Identificacao e genotipagem usando tecnologias baseadas em NGS

As plataformas atuais de sequenciamento em larga escala (conforme Capitulo
2) permitem a descoberta de centenas ou milhares de SNPs que cobrem todo o genoma
ou grande parte dele em um Unico experimento. Uma grande vantagem da utilizacéo das
plataformas de NGS é que possibilitou, através de diferentes abordagens, a descoberta e
genotipagem de milhares de marcadores SNPs em um Unico passo, sendo possivel a
utilizacdo em qualquer espécie de interesse, incluindo aquelas com pouca ou nenhuma
informac&o genética previa disponivel (Stapley et al., 2010). Esse aumento da eficiéncia
e os beneficios de baixo custo foram realizados através da incorporacdo de uma
estratégia de sequenciamento multiplex que usa um sistema de cddigo de barras
relativamente barato.

Dentre os métodos de genotipagem baseados em NGS muitos tem como
componente principal o uso de enzimas de restricdo especificas para reduzir a
complexidade gendmica do organismo de interesse; enguanto outros utilizam iscas de
oligonucleotideos de regides conhecidas para ligar nas regides de interesse (captura de
sequéncias); ainda outros utilizam o sequenciamento de genes candidatos através do uso
de oligonucleotideos especificos para amplificar as regides de interesse, bem como o
sequenciamento completo de RNA de determinado tecido ou condi¢do experimental
(RNA-seq).

Os métodos de reducdo do genoma foram desenvolvidos como abordagens
rapidas e robustas que combinam a descoberta de marcadores moleculares e a
genotipagem dos mesmos simultaneamente. Além disso, estas técnicas permitem o
sequenciamento simultaneo de varios individuos devido a combinacdo de adaptadores
de codigo de barras de DNA em cada amostra. Isto permite posteiormente identificar e
agrupar as sequéncias de acordo com o individuo. O método de reducdo gendmica foi
descrito pela primeira vez em humanos usando sequenciamento capilar para gerar um
mapa de SNPs (Altshuler et al. 2000). Posteriormente, van Tassel et al., (2007)
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adaptaram a técnica para o NGS: sequenciamento de bibliotecas de representacéo
reduzida (RRLs, do inglés reduced-representation libraries). Outras técnicas que
utilizam abordagem de redugdo gendmica ja foram descritos na literatura associadas ao
NGS. Dentre esses métodos, podemos destacar o sequenciamento de fragmentos de
DNA associados a sitios de restricdo (RAD-seq, do inglés restriction site-associated
DNA sequencing) (Miller et al., 2007; Baired et al., 2008) e a genotipagem por
sequenciamento (GBS, do inglés Genotyping by sequencing) (Davey et al., 2011b),
além de outras. Atualmente, estas técnicas estdo sendo empregadas para uma gama de
estudos genéticos e gendmicos em diversas espécies, tais como em estudo de estrutura
de populacGes em uma espécie arbustiva da Amazonia da familia Violacea (Nazareno et
al., 2017); descoberta de SNPs para construcdo de mapas genéticos em oliva (Ipek et al.,
2016), em estudo de hibridacdo em espécies de peixe do género Potamotrygon do rio
Parana (Cruz et al., 2017) e para estudar a diversidade genética do mosquito Anopheles
moucheti, vetor da malaria (Fouet et al., 2017), além de diversos outros estudos que
podem ser encontrados na literatura.

Embora cada metodo baseado em enzimas de restricdo tenha suas
particularidades no processo de preparo da biblioteca para o sequenciamento, eles
compartilham um nimero de etapas comuns: Extracdo, quantificacdo e qualidade do
DNA gendmico; fragmentacdo do DNA gendmico de todas as amostras com enzimas de
restricdo e ligacao dos adaptadores; amplificacdo por PCR (RAD-seq e GBS) e selecdo
de tamanho dos fragmentos (RRL e RAD-seq); sequenciamento e andlise das
sequéncias com ou sem suporte de um genoma de referéncia, e identificacdo dos SNPs
(Davey et al., 2011b; Poland and Rife, 2012).

Basicamente, os diferentes protocolos iniciam com a digestdo do DNA com
uma ou mais enzimas de restricdo. Quando essas amostras sdo digeridas, diferentes
tamanhos de fragmentos sdo gerados de acordo com a presenca ou nao do sitio de
reconhecimento da(s) enzima(s) de restricdo utilizada(s). A Figura 8.2, bem como o0s
passos descritos a seguir mostram resumidamente as principais etapas das técnicas para
construcdo de bibliotecas gendmicas usadas nos metodos de RRL, GBS e RAD-seq. (1)
RRL - todos os fragmentos de todas as amostras sdo agrupados num unico pool, é
realizada uma selecdo de tamanho de fragmento (300-700pb) e em seguida a ligacéo do
adaptador padrdo de acordo com a plataforma de sequenciamento. Esta metodologia
permite a deteccdo de polimorfismos dentro de uma populagdo, mas ndo para cada
individuo; (2) RAD-seq - Os fragmentos de cada amostra sdo ligados a adaptadores P1,
posteriormente todos os fragmentos sdo agrupados, cortados aleatoriamente e
selecionado por tamanho de fragmento (300-700pb), esta selecdo pode ser realizada
pelo corte diretamente do gel e purificacdo. Posteriormente sdo ligados adaptadores P2
com final divergente em todos os fragmentos com e sem adaptadores P1. Os fragmentos
sdo amplificados por PCR com oligonucleotideos especificos para P1 e P2, o que
significa que apenas fragmentos com adaptadores P1 e P2 s&o amplificados, ou seja, 0S
fragmentos que contém os sitios de restricdo; (3) GBS — apos a disgestdo do DNA de
cada amostra sdo ligados aos fragmentos de DNA adaptadores com codigo de barras e
adaptadores comuns, produzindo fragmentos com trés diferentes combinacdes de
adaptadores: codigo de barras + comum, cédigo de barras + cddigo de barras e comum
+ comum. As amostras sdo agrupadas e amplificadas, e nesta etapa, apenas amostras
curtas (<1 kb) sdo amplificadas com a combinacdo codigo de barras + adaptador comum
e apoés sdo sequenciados (Davey et al. 2011).

Os SNPs encontrados nos fragmentos sequenciados podem ser utilizados como
marcadores genéticos. Com a utilizacgdo do sequenciamento paired-end
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(sequenciamento de ambas as extremidades do fragmento) na técnica de RAD-seq €
possivel montar para cada locus em um longo contig (conjunto de segmentos de DNA
sobrepostos que juntos representam um consenso de uma regido do DNA) com um
comprimento médio de ~ 500 bases (Etter et al., 2011). Este contig, com cobertura
suficiente, pode ser usado para identificar SNPs ao longo de todo o fragmento.
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Figura 8.2 - (A, B) Visdo geral do processo de clivagem por enzimas de restrigdo em uma regido
gendmica de dois organismos; etapa comum aos trés métodos (RRL, GBS e Rad-seq). A perda de sitios
de restricdo resulta na variacdo do nimero e tamanho dos fragmentos gerados com a clivagem. (C)
Medotologia RRL: Apds a clivagem os fragmentos das amostras sdo agrupados em um Gnico pool
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(mistura das amostras), em seguida é realizada a selecdo do tamanho dos fragmentos, posterior ligacdo de
adaptadores e sequenciamento. (D) Metodologia de GBS: ap6s a clivagem do DNA as amostras
individuais com uma enzima de restricdo sdo ligados adaptadores com barcorde e comuns. Serdo gerados
fragmentos que terdo a combinacdo de adaptadores, barcode + barcode, barcode + comum e comum +
comum. Apés a ligacdo dos adaptadores as amostras sdo agrupadas em um unico pool e é realizado PCR
com oligonucleotideos P1 e P2, assim apenas os fragmentos com a combinacdo barcode + comum serdo
amplificados, selecionado assim fragmentos menores. Os fragmentos amplificados s&o sequenciados. (E)
Metodologia original RAD-seq: ap6s a clivagem sdo ligados adaptadores P1 aos fragmentos e as amostras
s&o agrupadas em um Gnico pool. E realizada a selecfo do tamanho de fragmentos (geralmente entre 300-
700 pb), em seguida sdo ligados adaptadores P2. O PCR ¢ realizado com oligonucleotideos especificos P1
e P2.

Os métodos que envolvem a captura de sequéncias sdo baseados no
enriquecimento de um alvo (Mamanova et al., 2010) através da hibridizag¢do de “iscas”
de DNA fita simples ou RNA (também chamadas sondas) a determinadas regides do
genoma, selecionando fisicamente estas regifes, e eliminando fragmentos de DNA
indesejaveis, permitindo que os alvos sejam posteriormente sequenciados (Kandpal et
al., 1994; Albert et al., 2007; Gnirke et al., 2009; Glenn e Faircloth, 2016). Por
exemplo, regides associadas com uma particular doenga ou caracteristica podem ser
capturadas (Teer et al., 2010). A captura de sequéncias é uma tecnologia de DNA
relativamente antiga, com inicio na década de 1990, quando muitos laboratorios
estavam desenvolvendo métodos de identificacdo de regides microssatélites de DNA
(Tautz, 1989; Ellegren 2004) (ver Capitulo 6 para mais informacGes sobre
microssatélites). Logo apos a disponibilidade dos métodos de sequenciamento de nova
geracdo, a historia de captura de DNA com sondas sintéticas foi recapitulada.
Pesquisadores demonstraram que as sondas poderiam ser milhares de oligonucleotideos
sintetizados em microarranjos (Albert et al., 2007; Hodges et al., 2007; Porreca et al.,
2007).

As abordagens de sequenciamento de genes candidatos também podem ser de
particular interesse. Estas abordagens permitem que sejam analisados SNPs diretamente
em gene com uma funcdo conhecida relacionada a um processo particular, uma via
metabolica, ou mesmo com um fendtipo, ou estarem sob selecdo (Tabor et al., 2002;
Cousin et al., 2003). As sequéncias dos genes candidatos podem ser obtidas através da
metodologia de captura de sequéncias, em bancos de ESTs, ou também a partir do
transcritoma ou genoma disponivel para a espécie de interesse. Estas sequéncias sao
usadas para a projecdo de oligonucleotideos e posterior amplificacdo dos genes seguido
do sequenciamento em plataforma de NGS (Hendre et al., 2012).

Embora muitas vezes usado para medir a expressao génica, 0 sequenciamento
de RNA (RNA-seq) em larga escala também tem sido bastante utilizado para a
descoberta e genotipagem de marcadores SNPs. RNA-seq ja foi usado para descobrir
dezenas a centenas de milhares de SNPs em diferentes espécies modelos e ndo modelos.
Isto pode ser feito a custos semelhantes aos métodos baseados em enzimas de restricao,
sendo mais provavel detectar SNPs relacionados com o fenotipo.

Com o avango do NGS para produzir milhdes de reads por corrida, a analise de
dados para estas novas abordagens pode ser complexa nas metodologias baseadas em
enzimas de restrigdo, multiplexacdo de amostras e comprimento de fragmento diferente.
Por isso, fica evidente a necessidade do desenvolvimento de pipelines (fluxogramas de
trabalho) avancados para filtrar, classificar e alinhar estas sequéncias. Citaremos como
exemplo as etapas para analise de dados de GBS: um pipeline para GBS deve incluir
etapas para limpar as reads de ‘contaminacdo’ de sequéncias de adaptadores e barcodes,
filtrar reads de baixa qualidade, classificad-las por pools ou individuos com base no
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codigo de barras da sequéncia, identificar l6cus e alelos de novo ou alinhar as reads a
um genoma de referéncia para descobrir polimorfismos e frequentemente determinar
genotipos para cada individuo incluido no estudo. Geralmente, as pipelines para o
tratamento de dados oriundos de uma abordagem por GBS sdo categorizadas em dois
grupos: as baseadas em montagem de novo e as baseadas em um genoma de referéncia.
Quando um genoma de referéncia esta disponivel, as reads do sequenciamento de
reducdo gendmica podem ser mapeados no genoma e 0s SNPs sdo identificados e
genotipados. Alguns pipelines para GBS baseados em um genoma de referéncia estdo
disponiveis, tais como TASSEL-GBS (v1 e v2), Stacks, IGST, e Fast-GBS. Ja na
auséncia de um genoma de referéncia, os pares de reads quase idénticas (presumidas
para representar alelos alternativos de um locus) precisam ser identificados. Os
pipelines mais usados nesse caso sao UNEAK e Stacks (Davey et al., 2011;
Torkamaneh et al., 2016).

Existem diversos outros programas para construir pipelines que podem ser
usados para anélise de dados provenientes de NGS e mineracao de SNPs. Descri¢des de
diversos desses programas podem ser encontrados em Altmann et al. (2012). Dentre
eles destacamos o Pacote de programas SAMtools (Li et al., 2009), que é distribuido
sob a licenca MIT open source, livre para usos académicos e comerciais e 0 GATK -
Genome Analysis Toolkit (McKenna et al., 2010; DePristo et al., 2011). Um passo a
passo do uso dos programas SAMtools e GATK para analise de dados provenientes de
NGS esta descrito a seguir.

No passo a passo abaixo estd mostrado como realizar analise de dados
provenientes de sequenciamento NGS, identificacdo e genotipagem de SNPs.

1. Instalacao dos programas requeridos

Observacdo: Os seguintes programas foram instalados e testados em um sistema Ubuntu
16.04 (Xenial Xerus)

e BWA

Passo 1: Executar os seguintes comandos em um terminal:

$ sudo apt-get update
$ sudo apt-get install bwa

e SAMtools

Passo 1: Executar os seguintes comandos em um terminal:

$ sudo apt-get update

$ sudo apt-get install samtools

e BCFtools
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Passo 1: Executar os seguintes comandos em um terminal:

$ sudo apt-get update
$ sudo apt-get install bcftools

Genome Analysis Tookit (GATK)

Passo 1: Ir ao endereco https://software.broadinstitute.org/gatk/download/ e
baixar a ultima versdo do programa que esta comprimido em um arquivo de extensdo
bz2

Passo 2: Descomprimir o arquivo .bz2 usando o seguinte comando em um
terminal:

$ tar xjf GenomeAnalysisTK-3.6-0.tar.bz2

O comando prévio vai gerar a pasta GenomeAnalysisTK-3.6-0 e vai conter o
pré-compilado de Java executavel GenomeAnalysisTK.jar.

Passo 3: Copiar e colar o executavel GenomeAnalysisTK.jar na pasta onde
se vao realizar as analises.

picard

Passo 1: Ir ao endereco https://github.com/broadinstitute/picard/releases/ e
baixar a ultima versdo do programa que esta comprimido em um arquivo de extensao

.Zip

Passo 2: Descomprimir o arquivo .zip usando o seguinte comando em um
terminal:

$ tar xjf picard-tools-2.4.1.zip

O comando prévio vai gerar a pasta picard-tools-2.5.0 e vai conter trés pré-
compilados de Java executdveis: picard.jar, picard-lib.jar e htsjdk-2.5.0-
SNAPSHOT-all jar.
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Passo 3: Copiar e colar os trés executaveis de extensdo .jar na pasta onde
serdo realizadas as analises.

VCFtools

Passo 1: Executar os seguintes comandos em um terminal:

$ sudo apt-get update
$ sudo apt-get install vcftools

vcflib

Passo 1: Executar o seguinte comando em um terminal para baixar a fonte
do programa:

$ git clone --recursive https://github.com/vcflib/vcflib.git

Passo 2: Entrar na pasta vcflib e executar o seguinte comando para compilar
0s executaveis do programa:

make

Passo 3: O comando prévio vai gerar a pasta de nome bin e vai conter
diferentes compilados executaveis. Em seguida, executar os comandos abaixo para
disponibilizar o executavel vcffilter em todo o sistema operativo:

$ sudo cp vcffilter /usr/bin
$ cd /usr/bin
$ sudo chmod 775 vcffilter

Descricao dos dados que serao utilizados: Nas proximas analises serdo utilizados dados do
sequenciamento do tipo paired e single end de 16 genes em dois individuos de Arabidopis
thaliana obtidos com a tecnologia MiSeq da lllumina.

Sequéncia nucleotidica dos 16 genes em formato fasta: Athaliana_segs.fasta
Bibliotecas paired end do individuo Al: A1 R1 paired.fastq

Al R2 paired.fastq
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Biblioteca single end do individuo A1: Al single.fastq

Bibliotecas paired end do individuo B1: B1_R1_paired.fastq
Bl R2 paired.fastq

Biblioteca single end do individuo B1: B1_single.fastq

Observacdo: A etapa de identificar e excluir sequéncias dos adaptadores foi
realizada previamente. Além disso, também foi realizado um trimming para excluir
as bases da extremidade 3” de cada read com qualidade baixa. E muito importante
fazer esses dois tipos de trimming antes de todo procedimento de identificagdo de
SNPs.

2. Identificando SNPs com GATK

e Alinhamento dos reads na referéncia

Passo 1: Executar o seguinte comando em um terminal para criar o index de
bwa da referéncia:

$ bwa index Athaliana_seqs.fasta

Observacdo 1: O comando prévio vai gerar diferentes arquivos (indices) que
permitirdo um facil aceso da referéncia pelo bwa.

Passo 2: Se proceder ao alinhamento dos reads da biblioteca paired-end
para cada individuo:

No caso do individuo Al:

$ bwa aln -t 4 -f A1_R1_paired.sai Athaliana_seqs.fasta Al_R1l_paired.fastq
$ bwa aln -t 4 -f A1_R2_paired.sai Athaliana_seqs.fasta Al_R2_paired.fastq

No caso do individuo B1:

$ bwa aln -t 4 -f B1_R1l_paired.sai Athaliana_seqs.fasta B1_R1l_paired.fastq
$ bwa aln -t 4 -f B1_R2_paired.sai Athaliana_seqs.fasta B1_R2_paired.fastq
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Observacdo 1. No caso das bibliotecas paired-end, os reads das
extremidades R1 e R2 sdo alinhados separadamente usando o moédulo aln do bwa.

Observacgdo 2: O parametro -t indica o niUmero de processos do computador
que serdo usados para realizar o alinhamento e o parametro -f vai especificar o nome
do arquivo de alinhamento de extenséo .sai.

Passo 3: O seguinte comando do programa bwa permitird agrupar cada
alinhamento separado do R1 e R2 em um arquivo de alinhamento final em formato
.sam:

No caso do individuo Al:

$ bwa sampe -r "@RG\tID:A1\tSM:A1" -f Al_paired.sam
Athaliana_seqs.fasta Al_Rl.sai Al_R2.sai Al_R1l.fastq Al1_R2.fastq

No caso do individuo B1:

$ bwa sampe -r "@RG\tID:B1\tSM:B1" -f B1l_paired.sam
Athaliana_seqs.fasta B1_R1l.sai B1_R2.sai B1_R1l.fastq B1_R2.fastq

Observacdo 1: O parametro -r permitira adicionar o grupo de reads (RG) e o
ID de cada amostra para cada um dos reads.

Observacdo 2: O parametro -f vai especificar o nome do arquivo de
alinhamento de extenséo .sam.

Observagédo 3: No arquivo de extensdo .sam sO estardo incluidos os reads
R1 e R2 que ancoraram conjuntamente na referéncia

Passo 4: No caso das bibliotecas single-end os comandos para realizar o
alinhamento e obtencdo do arquivo .sam séo 0s seguintes:

No caso do individuo Al:

$ bwa aln -t 4 -f Al_single.sai Athaliana_seqgs.fasta Al_single.fastq

$ bwa samse -r "@RG\tID:A1\tSM:A1" -f Al_single.sam
Athaliana_seqgs.fasta Al_single.sai Al_single.fastq
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No caso do individuo B1:

$ bwa aln -t 4 -f Bl_single.sai Athaliana_seqs.fasta Bl_single.fastq

$ bwa samse -r "@RG\tID:B1\tSM:B1" -f Bl_single.sam
Athaliana_seqgs.fasta Bl_single.sai Bl_single.fastq

Passo 5: Para transformar os arquivos de extensdo .sam em .bam utilizando
0 programa SAMtools executamos o seguinte comando no terminal:

No caso do individuo Al:

$ samtools view -bS -o Al_paired.bam Al_paired.sam

$ samtools view -bS -o Al_single.bam Al_single.sam

No caso do individuo B1:

$ samtools view -bS -o Bl_paired.bam Bl_paired.sam

$ samtools view -bS -o Bl_single.bam Bl_single.sam

Observacdo 1: O parametro -bS indica que o input é um arquivo de
extensdo .sam e o output serd um arquivo de extensdo .bam.

Passo 6: Agora se utilizard o modulo sort de SAMtools para classificar os
reads em cada arquivo de extensdo .bam de acordo com as coordenadas de
ancoramento na referéncia:

No caso do individuo Al:

$ samtools sort Al_paired.bam Al_paired_sorted

$ samtools sort Al_single.bam Al_single_sorted

No caso do individuo B1:

$ samtools sort Bl_paired.bam Bl_paired_sorted

$ samtools sort Bl_single.bam Bl_single_sorted
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Observacdo 1: Sort ¢ um modulo de SAMtools e vai adicionar
automaticamente a extensao .bam ao output pelo que ndo sera necessario especificar
essa extensao ao momento de executar o comando.

Passo 7: Finalmente se juntaram os dois arquivos classificados (paired e
single) de extensdo .bam em um sé arquivo .bam:

No caso do individuo Al:

$ samtools merge Al_merged.bam Al_paired_sorted.bam Al_single_sorted.bam

No caso do individuo B1:

$ samtools merge Bl_merged.bam Bl_paired_sorted.bam Bl_single_sorted.bam

Identificagdo de SNPs

Passo 1: Os arquivos .bam gerados na etapa anterior contém os dados de
informacdo de todos os reads da biblioteca que alinharam e ndo alinharam na
referéncia. Neste Gltimo grupo de reads, existe um problema de compatibilidade
entre eles e os diferentes mddulos do programa picard, que é solucionado com o
seguinte comando:

$ java -jar picard.jar CleanSam I=Al_merged.bam 0=Al_merged_cTlean.bam

$ java -jar picard.jar CleanSam I=Bl_merged.bam 0=Bl_merged_cTlean.bam

Observagéo 1: CleanSam é um mddulo de picard, e os parametros | e O séo
0S arquivos input e output em formato .bam, respectivamente.

Passo 2: Depois de solucionar o problema de compatibilidade se procedera
em marcar e remover os reads duplicados que foram gerados a partir do mesmo
fragmento utilizando o seguinte comando:

$ java -jar picard.jar MarkDuplicates VALIDATION_STRINGENCY=LENIENT
AS=true REMOVE_DUPLICATES=true I=Al_merged_clean.bam 0=Al_markdup.bam
M=Al_markdup.metrics
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$ java -jar picard.jar MarkDuplicates VALIDATION_STRINGENCY=LENIENT
AS=true REMOVE_DUPLICATES=true I=B1l_merged_clean.bam O=B1l_markdup.bam
M=B1l_markdup.metrics

Observacdo 1: O arquivo gerado em formato .metrics vai conter as
estatisticas do alinhamento do arquivo .bam.

Passo 2: Se procederd a possibilidade de adicionar informacGes sobre o
nome das amostras e o tipo de sequenciamento ao arquivo .bam gerado previamente:

$ java -jar picard.jar AddOrReplaceReadGroups
VALIDATION_STRINGENCY=LENIENT I=Al_markdup.bam 0=Al_rg.bam RGID=Al
RGLB=A1 RGPL=illumina RGPU=run RGSM=Al

$ java -jar picard.jar AddOrReplaceReadGroups
VALIDATION_STRINGENCY=LENIENT I=B1l_markdup.bam 0=Bl_rg.bam RGID=B1l
RGLB=B1 RGPL=illumina RGPU=run RGSM=B1l

Passo 3: Para usar os arquivos .bam no programa GATK, se procedera
como fazer um index do mesmo com o SAMtools:

$ samtools index Al_rg.bam

$ samtools index Bl_rg.bam

Passo 4: A primeira etapa no programa GATK ¢ realizar o re-alinhamento
local em torno dos indels para corrigir possiveis erros de alinhamento. Neste passo
serdo identificados sitios onde existe um indel verdadeiro:

$ java -jar GenomeAnalysisTK.jar -T RealignerTargetCreator -nt 4 -R

Athaliana_seqgs.fasta -I Al_rg.bam --out Al.intervals

$ java -jar GenomeAnalysisTK.jar -T RealignerTargetCreator -nt 4 -R

Athaliana_seqgs.fasta -I Bl_rg.bam --out Bl.intervals

Observagéo 1: O parametro -T € o tipo de anélise do GATK, -nt € o nUmero
de processadores do computador, -R é a referéncia em formato .fasta, -1 é o arquivo
.bam criado previamente e --out € 0 output que vai conter os sitios re-alinhados.

Passo 5: Agora fazemos os realinhamento dos reads usando o arquivo
.intervals gerado no passo 4:
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$ java -jar GenomeAnalysisTK. jar -T IndeTRealigner -R
Athaliana_seqs.fasta -I Al_rg.bam -targetIntervals Al.intervals -o

Al_realigned.bam

$ java -jar GenomeAnalysisTK.jar -T IndelRealigner -R
Athaliana_seqs.fasta -I Bl_rg.bam -targetIntervals Bl.intervals -o

Bl_realigned.bam

Passo 6: Criar um index do arquivo .bam resultante com SAMtools:

$ samtools index Al_realigned.bam

$ samtools index Bl_realigned.bam

Passo 7: Os arquivos .bam re-alinhados serdo usados para identificar as
variacfes existentes em cada amostra usando o HaplotypeCaller. Através desta
analise, o GATK primeiro identifica regides de interesse, determina haplétipos por
re-montagem local das regides, determina a probabilidade dos gendtipos e designa
gendtipos para cada amostra.

$ java -jar GenomeAnalysisTK. jar -T HaplotypeCaller -R
Athaliana_seqgs.fasta -stand_emit_conf 10 -stand_call_conf 30 -ERC GVCF -I
Al_realigned.bam -o Al.gvcf

$ java -jar GenomeAnalysisTK. jar -T HaplotypeCaller -R
Athaliana_seqgs.fasta -stand_emit_conf 10 -stand_call_conf 30 -ERC GVCF -I
Bl_realigned.bam -o Bl.gvcf

Observagdo 1: O parametro -stand_emit_conf € o limite de confianca
minimo (em escala Phred) no qual o GATK reporta sitios que parecem ser
possivelmente variaveis, -stand_call_conf é o limite de confianga minimo (em escala
Phred) no qual o GATK identifica sitios variaveis e -ERC permite especificar o tipo
de formato do output.

Passo 8: Os arquivos .gvcf de cada amostra no passo anterior serdo
concatenados em um dnico arquivo “.vcf” que tem agregado as probabilidades dos
gendtipos de todas as amostras:

$ java -jar GenomeAnalysisTK.jar -T GenotypeGVCFs -R
Athaliana_seqgs.fasta --stand_emit_conf 10 -stand_call_conf 30 --variant

Al.gvcf --variant Bl.gvcf -o Arabidopsis.vcf
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Passo 9: Para visualizar o arquivo .vcf criado executamos o seguinte
comando no terminal:

$ less Athaliana.vcf

Observagéo 1: O vcf criado reporta os SNPs e INDELS.

Passo 10: Com o seguinte comando vamos selecionar apenas SNPs e
subsequentemente criar um novo arquivo .vcf:

$ java -jar GenomeAnalysisTK. jar -T SelectVariants -R
Athaliana_seqs.fasta --variant Athaliana.vcf -selectType SNP -0

Athaliana.snps.vcf

Passo 11: Ao novo arquivo .vcf criado aplicamos diferentes parametros para
filtrar os SNPs e manter aqueles com maior confiabilidade de serem verdadeiros:

$ java -jar  GenomeAnalysisTK.jar -T  VariantFiltration -R
Athaliana_seqs.fasta --variant Athaliana.snps.vcf --filterName "snpsfilter”
--filterExpression
"QD<2.0||MQ<40.0| |FS>60.0| |[HaplotypeScore>13.0]| |[MQRankSum<12.5| | ReadPosRank
Sum<-8.0" --out Athaliana.snps.tagged.vcf

Observacdo 1: Este comando ira marcar com snpsfilter aqueles SNPs que
ndo cumpriram com os requerimentos de filtragem e PASS aqueles que cumpriram.
A descricdo detalhada dos parametros utilizados e recomendados na filtragem pode
ser consultada em
https://software.broadinstitute.org/gatk/documentation/tooldocs/org_broadinstitute g
atk_tools_walkers_filters_VariantFiltration.php

Passo 12: Finalmente selecionamos 0os SNPs que passaram nos critérios de
filtragem e criamos um novo arquivo .vcf:

$ java -jar GenomeAnalysisTK. jar -T SelectVariants -R
Athaliana_seqgs.fasta --variant Euniflora.snps.tagged.vcf -select
'vc.isNotFiltered()' -o Euniflora.snps.filtered.vcf

3. Identificando SNPs com SAMtools
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Alinhamento dos reads na referéncia
Esta etapa da anélise é a mesma que foi mostrada no caso do GATK. No caso de ndo ter
realizado a identificacdo de SNPs com GATK é necessario repetir 0s passos 1 ao 7.

Identificagdo de SNPs

Passo 1: Os arquivos .bam gerados na etapa anterior serdo utilizados para
identificar os SNPs e INDELSs presentes nas amostras usando o seguinte comando:

$ samtools mpileup -D -u -f Athaliana_seqs.fasta Al_sorted.bam
B2_sorted.bam | bcftools view -vcg - > Athaliana_candidates.vcf

Observagdo 1: Na primeira parte do comando, o mpileup do SAMtools
calcula as probabilidades dos gendtipos nas amostras, e na segunda parte o output
dessa andlise € processado pelo bcftools para identificar os SNPs e INDELS, baseado
nas probabilidades identificadas inicialmente. O parametro -D indica ao programa
para manter a cobertura em cada amostra no output, -u indica a geracdo de um
arquivo .bcf ndo comprimido, -f € para indicar o arquivo .fasta da referéncia. O
parametro -vcg indica ao bcftools identificar potenciais sitios variaveis, identificar
SNPs e INDELSs e identificar os genotipos de cada amostra, respectivamente.

Passo 2: Para visualizar o arquivo .vcf criado executamos o seguinte
comando no terminal:

$ less Athaliana_candidates.vcf

Observacdo 1: O vcf criado reporta 0s SNPs e INDELSs.

Passo 3: Com o seguinte comando do programa VCFtools vamos selecionar
somente SNPs e criar um novo arquivo .vcf:

$ vcftools --vcf SNP_candidates_all.vcf --remove-indels --out

Athaliana_candidates_snp.vcf --recode

Passo 4: No arquivo .vcf de SNPs obtido, filtraram-se os genotipos com
uma cobertura menor de 20 reads utilizando o programa vcflib:

$ vcffilter -t --keep-info -g "DP > 20"

Athaliana_candidates_snp.vcf > Athaliana_candidates_snp_dp20.vcf
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Observacdo 1: O parametro -g especifica a caracteristica do gendétipo por
filtrar, neste caso, DP representa a cobertura total dos reads nessa posicao.

Passo 4. No novo arquivo de SNPs obtido .vcf, agora se filtraram os
gendtipos com uma qualidade de genotipo menor de 99:

$ vcffilter -t --keep-info -g "GQ > 98"
Athaliana_candidates_snp_dp20.vcf > Athaliana_candidates_snp_dp20_gq99.vcf

Observacdo 1: O GQ representa a qualidade do gendtipo.

Passo 5: A frequéncia alélica de cada SNP identificado pode ser calculada a
partir do arquivo .vcf final com o seguinte comando:

$ vcftools --vcf Athaliana_candidates_snp_dp20_gq99.vcf --freq --

out Athaliana_candidates_snp.freq

Passo 6: O nimero de missing data por locus pode ser calculada a partir do
arquivo .vcf final com o seguinte comando:

$ vcftools --vcf Athaliana_candidates_snp_dp20_gq99.vcf -missing-
site

Passo 7: O nimero de missing data por individuo pode ser calculada a partir
do arquivo .vcf final com o seguinte comando:

$ vcftools --vcf Athaliana_candidates_snp_dp20_gq99.vcf -missing-

indv

Métodos utilizados para analise de matrizes de SNPs

Nesta secdo serdo descritos alguns exemplos de métodos utilizados para a

analise de matrizes de SNPs. Os exemplos apresentados sdo de analises dentro de um
contexto evolutivo.

Estrutura populacional e fluxo génico

A pergunta inicial numa analise de qualquer conjunto de dados genéticos de

dados populacionais é estabelecer se ha evidéncia de estrutura populacional. Os
individuos amostrados pertencem a uma populacdo geneticamente homogénea ou a uma
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populacdo que contém subgrupos com alguma descontinuidade genética? Podemos
encontrar evidéncias de subestrutura nos dados e quantifica-la?

As estimativas de estrutura populacional sdo usadas principalmente para
entender aspectos historicos e demograficos na evoludo das espécies, mas também ¢é
muito importante fazer uma boa caracterizacdo da estrutura populacional para evitar
falsas inferéncias em estudos de associacdo em escala gendémica (GWAS- do inglés
Genome Wide Association), na identificagdo de associacdes de SNPs a doencas em
populacdes mixigenadas (admixture mapping), ou para detectar regides do genoma sob
processos de selecdo recente.

A estrutura genética é avaliada com métodos de agrupamento ou atribuicdo com
base em um conjunto de dados de genétipos multilocos individuais. Em geral, existem
dois tipos de abordagens para inferir a estrutura genética de um conjunto de dados: 1)
Anélises exploratérias e, 2) Andlises de agrupamento baseadas em modelos genéticos.
A principal caracteristica das analises exploratorias é que estas sintetizam os conjuntos
de dados dentro de um numero de variaveis reduzidas, e a partir destas novas ‘variaveis
sintéticas’ ou ‘componentes’ ¢ possivel inferir estrutura populacional sem assumir
nenhum processo evolutivo envolvido na geracdo dos dados. Em contraste, os métodos
de agrupamento baseados em modelos desenvolvidos pela genética de populacGes
explicam a distribuicdo das frequéncias alélicas em populages estruturadas. Estes
métodos inferem grupos genéticos com base nos dados individuais, para depois atribuir
um grupo a cada individuo ou calcular um coeficiente de ancestralidade que pode ser
interpretado como as respectivas contribuicdes das populacdes ancestrais (ou grupos
genéticos) para cada amostra particular. Maiores detalhes podem ser encontrados em
Francois e Waits (2016).

Um dos métodos de analise exploratéria mais usado para inferir estrutura
genética com dados de SNPs é a Andlise de Componentes Principais (PCA, do inglés
Principal Component Analysis) (Jolliffe, 1986). A PCA apresenta algumas vantagens:
1) o tempo de andlise é extremamente rapido, o qual se torna muito atrativo com
grandes conjuntos de dados, enquanto que métodos baseados em modelos genéticos
podem ser intrataveis; e 2) o método de PCA ndo tenta classificar todos os individuos
em populagdes discretas, em vez disso 0 PCA fornece as coordenadas de cada individuo
ao longo de eixos de variacdo que podem estar representando padrdes de subdivisdo
discreta, mas também padrdes graduais de diferenciacgéo.

Segue abaixo uma descricdo dos passos consduzidos durante uma analise de
PCA utilizando uma matriz de dados de SNPs no pacote adegenet (Jombart and Ahmed,
2011) de R (R Development Core Team 2016).

e Analise de componentes principais para matrizes de SNP com o pacote adegenet de R

A andlise sera feita a partir de uma matriz de SNPs em formato vcf obtida com um
dos procedimentos de filtragem, alinhamento e detecdo de SNPs descritos na se¢édo
anterior.

Passo 1: Leitura da matriz de SNPs e criagdo do objeto tipo genlight na drea de trabalho do R
usando o pacote vcfR (Knaus and Griinwald 2016).

> library(vcfR)
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> matrix_VCF <- read.vcfR("SNP_matrix.vcf")

> SNP_data <- vcfR2genlight(matrix_VCF)
Passo 2: Implementar a analise de componentes principais

> library(adegenet)

> pcal <- glPca(SNP_data, parallel=TRUE, n.cores=NULL)

# Quando o argumento nf (nimero de fatores retidos) ndo é especificado, a fungao exibe o
barplot de autovalores da PCA e pede ao usudrio determinar o nimero de componentes
principais a ser retidos

> barplot(pcalSeig, main="eigenvalues", col=heat.colors(length(pcalSeig)))

# Exibir o barplot de autovalores da PCA

> varPC1 <- round(pcalSeig[1]/sum(pcalSeig)*100, digits = 2)

> varPC2 <- round(pcalS$eig[2]/sum(pcalSeig)*100, digits = 2)

# Exibir a porcentagem de varia¢do retida no primeiro e segundo componente principal.

Passo 3:Fazer o grafico dos resultados (3 opc¢des diferentes)
> scatter(pcal, posi="topright")

> colorplot(pcalSscores,pcalSscores, transp=F, cex=2.5,
xlab=paste(paste("PC1", varPC1, sep="-"),"%",sep =""),
ylab=paste(paste("PC2", varPC2, sep =" - "),"%",sep =""))

> plot(pcalSscores|,1], pcalSscores[,2],
col=c(rep("blue",7), rep("orange",7)),cex=2)

> text(pcalSscores[,1], pcalSscores[,2] + 0.7,
labels=rownames(pcalSscores), cex=0.7)

Dado que a PCA é uma aproximacdo focada na sintese ou descricdo da
diversidade global da amostra, as inferéncias de padrdes de agrupamento acabam se
baseando em avaliacdes visuais subjetivas dos graficos resultantes (scatterplots). Como
alternativa, a andlise discriminante de componentes principais (DAPC, do inglés
Discriminant Analysis of Principal Components) (Jombart and Devillard 2010) tem sido
implementada em dados genéticos com o objetivo de encontrar varidveis sintéticas (ou
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funcbes discriminantes) que maximizam o componente de variagdo entre grupos,
enguanto minimizam a variagdo dentro de cada grupo.

No DAPC o nimero de grupos tem que ser definido a priori. Considerando que
na maior parte das analises o0 nimero de agrupamentos genéticos é desconhecido, e com
frequéncia é umas das perguntas bésicas de pesquisa, tem se desemvolvido um processo
de otimizacao do ‘melhor’ nUmero de agrupamentos genéticos (k) com base no
algoritmo de agrupamento k-means que maximiza a variacdo entre grupos. Para
identificar o 6timo valor de k o algoritmo é implementado sequencialmente
incrementando os valores de k, ao final todas as alternativas de agrupamento sdo
comparadas usando o Critério de Informacdo Bayesiana (BIC, do inglés Bayesian
Information Criterion). O valor étimo de k (melhor suportado pelos dados) é aquele que
apresenta o0 menor valor de BIC, mas a realidade bioldgica é bem mais complexa para
poder definir um ‘melhor’ k. Numa perspectiva diferente, e provavelmente mais realista,
cabe melhor identificar um nimero de grupos Uteis para descrever um conjunto de
dados. Este valor pode ser identificado numa curva de valores BIC em fungdo de k, no
ponto onde a variacdo do BIC comeca a ser muito baixa com o aumento do k (saturacédo
da curva) estaria indicando que o ganho de poder explicativo com o incremento de k é
muito baixo como para ser considerado como fonte importante na explicacdo da
variagdo nos dados observados.

Segue abaixo a descricdo dos passos para analise de DAPC utilizando matriz
de dados de SNPs.

e Passo a passo de uma analise discriminante de componentes principais para matrizes de
SNP com o pacote adegenet de R

A partir do mesmo objeto genlight de R obtido na PCA:

Passo 1: Identificar o ‘melhor’ k

> library(adegenet)

> grp <- find.clusters(SNP_data, n.pca=NULL, n.clust=NULL, glPca=pcal)

# A execucdo do algoritmo é realizada utilizando os dados transformados usando PCA
para reduzir o numero de variaveis e acelerar a execucao do algoritmo de agrupamento

# A funcdo exibe um gréfico de varidncia acumulada explicada pelos autovalores do
PCA, e pede ao usuario determinar o nimero de componentes principais a ser retido.

# Além do tempo computacional, ndo ha razdo para manter um pequeno numero de
componentes. Assim, neste passo podem ser retidos todos os componentes principais, e,

portanto manter toda a variagdo dos dados originais.

# Em seguida, a funcdo exibe um grafico de valores BIC para valores crescentes de k, e
pede ao usudrio determinar o nimero de grupos a ser analizados.
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Passo 2: Executar o DAPC

> dapcl <- dapc(SNP_data, pop=grpSgrp, glPca=pcal)

# O usuario tem que determinar o nimero de componentes principais e de funcdes
discriminates para implementar a andlise. O resultado do DAPC é especialmente
sensivel ao numero de componentes principais usados, entdo analises preliminares séo
necessarias para estabelecer um nimero adequado de componentes principais para obter
um resultado confiavel.

> grp <- find.clusters(SNP_data, n.pca=6, n.clust=3, glPca=pcal)

> dapcl <- dapc(SNP_data, pop= SNP_data@pop,
n.pca=6, n.da=2, glPca=pcal)

Passo 3: Plotar os resultados em graficos
> scatter(dapcl)
> col <- colorRampPalette(c("green", "blue", "red"))( 4 )

> s.class(dapclSind.coord, matrix VCF@pop, xax=1, yax=2,

sub="DAPC scatter plot axis 1x2", col=col, axesell=FALSE,
cstar=0, cpoint=1, grid=FALSE, cellipse=1, clabel = 0.8)

> compoplot(dapcl, posi="bottomright", leg=TRUE,
ncol=1, col=c("deepskyblue","darkorchid1","firebrick2"),
cleg = 0.01, space=0, cex.lab=1, cex.names=.1)

Existem outros métodos de analises exploratorias para dados genéticos que
incluem de maneira explicita a informacdo geogréfica para avaliar a influéncia do
espaco na estrutura genética. Um exemplo é a analise espacial de Componentes
Principais (SPCA, do inglés spatial Princial Components Analysis) (Jombart et al.,
2008). De forma semelhante a PCA a sPCA cria variaveis que sintetizam a variancia
nos dados, mas também a autocorrelacdo espacial medida pela estatistica do | de Moran
(Moran, 1950).

O método de estruturagdo populacional baseado em modelos mais popular esta
implementado no programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) que usa um algoritmo
Bayesiano para identificar grupos de individuos em equilibrio de Hardy-Weinberg e
equilibrio de ligacdo. Neste programa a estrutura genética pode ser avaliada sob um
modelo de ndo-mistura no qual se assume que a amostra consiste em um ndmero k de
grupos genéticos divergentes. Os individuos sdo probabilisticamente atribuidos a um
dos grupos e as probabilidades resultantes s&o chamadas coeficientes de atribui¢do. O
programa também permite usar um modelo de mistura que assume que o0s dados
genéticos foram originados da mistura de um numero k de populagBes ancestrais que
podem ou ndo ser observadas no estudo. Neste modelo para cada individuo é calculado
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um coeficiente de ancestralidade que corresponde as proporcdes do genoma de cada
individuo que provém de cada grupo (ou populacdo ancestral) inferido na amostra. A
anélise de agrupamento ou atribuicdo implementado no STRUCTURE precisa que o
namero de grupos (k) seja definido a priori, no entanto sem ou com identificacdo da
origem dos individuos em cada populacéo ou espécie. O método mais usado para definir
o ‘melhor’ nimero de k ¢ o conhecido como o Ak de Evanno que pode ser
implementado nos servidores online Structure Harvester (Earl e vonHoldt, 2012) ou
PopHelper (Francis, 2016). No entanto é importante considerar que 0 proprio
desempenho do STRUCTURE, assim como o procedimento para identificar o 'melhor' k
pode ser sensivel aos tamanhos de amostragem desiguais entre populacfes e ao padrao
real de estrutura da diversidade genética das populaces avaliadas. Por isto tem se
recomendado estabelecer o numero de subpopulacdes (‘melhor’ k) com estatisticas
menos sensiveis ao tamanho amostral ou padrfes complexos de subestrutura (ver
alternativas propostas por Puechmaille (2016)), avaliar a estrutura com varios métodos
diferentes, avaliar se os resultados sdo robustos replicando as analises, subamostrando
individuos do conjunto completo de dados para obter uma amostragem mais uniforme e
comparar 0s resultados da estrutura populacional dessa subamostragens (mais
uniformes) com o resultado obtido com o conjunto de dados completo (menos
uniforme).

Vérias abordagens vem sendo desenvolvidas recentemente para aperfeicoar o
desempenho das anélises de agrupamento baseadas em modelos quando s&o
implementadas com dados genémicos (por exemplo, milhares de SNPs). As aplicacGes
fastSTRUCTURE (Raj et al., 2014) e ADMIXTURE (Alexander et al., 2009) usam o
mesmo modelo estatistico do STRUCTURE, mas realizam os célculos com maior
rapidez usando algoritmos mais eficientes, criados especificamente para este fim.
Também tem se desenvolvido aplicacdes especificas para aperfeicoar as andlises de
STRUCTURE paralelizando as replicas independentes em computadores com multiplos
nacleos, diminuindo assim o tempo total de corrida. Um exemplo é o pacote do R
parallelStructure (Besnier and Glover, 2013).

J& estabelecido um padrdo de estrutura genética num conjunto de dados
genéticos, um segundo passo é obter um entendimento do nivel de fluxo génico que
pode estar acontecendo entre populagdes ou nos agrupamentos identificados. Apesar das
analises de estrutura genética permitirem fazer inferéncias do fluxo génico através da
comparagdo dos coeficientes de ancestralidade de cada individuo com informagéo
independente como, distribuicdo geografica ou caracteristicas morfologicas, existem
varias aproximac@es que permitem quantificar especificamente o fluxo génico. O modo
mais comum de quantificar indiretamente o fluxo génico entre populacdes € pelo meio
de estatisticas de diferenciagdo genética. A métrica de diferenciagdo populacional mais
antiga e utilizada é o Fst de Wright, que é uma das trés estatisticas F usadas para
descrever a particdo da variabilidade genética entre a populacdo total (y) ou a
amostragem completa, a subpopulacéo (s), e os individuos dentro de cada subpopulagdo
(1) (Wright, 1943). Entdo, o Fst € uma medida de diferenciacdo genética em nivel de
subpopulacdo em relagdo a populacéo total que varia de 0 (panmixia) até 1 (isolamento
genético completo) e mede a divergéncia na frequéncia alélica entre subpopulacées. O
Fst tem sido considerado como inversamente proporcional a medida do ndmero de
migrantes por geracdo (4Nem) entre populacdes, mas por causa das premissas irrealistas
do modelo continente-ilha (em que estd baseado as estatisticas F de Wright) a
quantificacdo direta de m derivada do Fst deve ser avaliada com cautela (Whitlock and
McCauley, 1999).
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Como tentativas para reduzir possiveis vieses nas estimativas de diferenciacdo
genética relacionadas com as premissas do modelo continente-ilha foram desenvolvidas
varias estatisticas derivadas do Fst como o Rst de Slatkin que assume um modelo
mutacional passo a passo que é considerado mais adequado para marcadores
microsatélites (Slatkin, 1995), o Gst de Nei considerado adequado para medidas obtidas
com loci de maultiplos alelos (Nei, 1973), o Theta (8) de Weir ¢ Cockerham derivado da
andlise de variancia molecular, e as medidas G’st, G’st € D de Jost propostas como
alternativas para conjuntos de dados com alta heterozigosidade, poucas populacgdes, e
provavelmente fora do equilibrio de Hardy-Weinberg (Hedrick 2005; Jost, 2008).
Adicionalmente, outras medidas de diferenciacdo genética baseadas na heterozigosidade
ou composicdo alélica entre populagdes tem sido desenvolvidas como o D¢ de Cavalli-
Sforza (Cavalli-Sforza and Edwards, 1967), a distancia genética (D) de Nei (Hattemer
1982), a proporcéo de alelos compartilhados (Dps) (Bowcock et al., 1994) e a distancia
genética condicional (cGD) calculada a partir de redes de populacGes que estima a
diferenciacdo entre pares de populacBes considerando simultaneamente a covariancia
genética de todas as populacdes (Dyer et al., 2010). Uma revisdo aprofundada destas
medidas pode se encontrar em (Whitlock and McCauley, 1999; Meirmans and Hedrick,
2011).

Existem vérios programas que sdo comumente usados para estimar diferentes
estatisticas associadas ao fluxo de genes entre populagdes como ARLEQUIN (Excoffier
and Lischer, 2010), SPAGeDi (Hardy and Vekemans, 2002), FSTAT (Goudet, 2013),
GENEPOP (Raymond and Rousset, 1995). Entretanto, recentemente foram
desenvolvidos vérios pacotes de R que permitem um processamento mais eficiente dos
dados genéticos especialmente quando se esta trabalhando com dados gendmicos, entre
estes incluem: adegenet, poppr (Kamvar et al., 2015), gstudio (Dyer, 2009), StAMPP
(Pembleton et al., 2013), pegas (Paradis, 2010).

Abaixo segue alguns exemplos de analises:
Passo 1: obter um objeto genind do pacote Adegenet a partir de uma matriz de

entrada de dados em formato de STRUCTURE
library(adegenet)
indvs = 113 # ndmero de individuos na matriz
snps = 10547 # numero de loci na matriz
SNP_matrix <- read.structure("matrix.str", n.ind=indvs, n.loc=snps,

onerowperind=FALSE, col.lab=1, col.pop=2, NA.char="-9")

Passo 2: definir os nomes das popula¢des no objeto de R
pop(SNP_matrix) <- c(rep("POP01",12),rep("POP02",12),rep("POP03",10),
rep("POP04",12), rep("POP05",11), rep("POP06",12), rep("POP07",10),

rep("POP08",8), rep("POP09",9), rep("POP10",7), rep("POP11",10))
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Passo 3: converter o objeto genind em objeto genepop

SNP_matrix_pop <- genind2genpop(SNP_matrix)

Passo 4: obtencdo de matrizes de diferenciacdo genética entre populacdes
nei_dist <- dist.genpop(SNP_matrix_pop, method=1)
eucl_dist <- dist.genpop(SNP_matrix_pop, method=2)

fst_dist <- genet.dist(SNP_matrix_pop, method = "W(C84")

Passo 5: obtencdo de matrizes de distancia ao nivel de individuos
library(poppr)
library(ape)

library(pegas)

### numero de diferengas de alelos entre individuos

allelic_diff_dist <- diss.dist(SNP_matrix, percent = FALSE, mat = FALSE)

### distancia euclidiana
eucl_dist_indv <- dist(SNP_matrix, method = "euclidean",

diag = FALSE, upper = FALSE, p = 2)

#it# diferencas de /oci entre individuos
matrix_loci <- genind2loci(SNP_matrix)
loc_dist <- dist.gene(matrix_loci, method="pairwise",

pairwise.deletion = FALSE, variance = FALSE)
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No passo a passo seguinte serd apresentado como calcular distancias genéticas entre

individuos e populacdes com o pacote StAMPP:
Passo 1: leitura da matriz de dados em formato vcf
library(vcfR)
matrix_VCF <- read.vcfR("SNP_matrix.vcf")
matrix_VCF <- vcfR2genlight(matrix_VCF)
pop(matrix_VCF) <- pop(SNP_matrix) # mesmas populacées do exemplo anterior
library(StAMPP)
matrix_stampp <- stamppConvert(matrix_VCF, type = "genlight")
fst_dist2 <- stamppFst(matrix_stampp, nboots = 10, percent = 95, nclusters = 4)
genomic_dist <- stamppGmatrix(matrix_stampp)
nei_dist2 <- stamppNeisD(matrix_stampp, pop = TRUE) # distancia entre populagées

nei_dist_indv <- stamppNeisD(matrix_stampp, pop = F) # distancia entre individuos

Calculo de distancias genéticas condicionais entre populagdes com o pacote gstudio

Passo 1: salvar uma tabela simples de individuos versus loci a partir do objeto genind

criado com o pacote adegenet

write.table(SNP_matrix, "SNP_matrix .txt", sep="\t")

Passo 2: instalar o pacote gstudio

require(devtools); install_github("gstudio", "dyerlab", ref = "develop")

Passo 3: carregar a matriz de dados no pacote gstudio
library(gstudio)
SNP_data <- read_population("SNP_matrix .txt", type = "snp",

sep="\t", header =T, locus.columns = ¢(2:9119))
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Passo 4: definir os nomes das popula¢des no novo objeto de R e calcular o diagrama

de populacGes (population graph)
pop <- c(rep("POP0O1",12),rep("POP02",12),rep("POP03",10),
rep("POP04",12), rep("POP05",11), rep("POP06",12), rep("POP07",10),
rep("POP08",8), rep("POP09",9), rep("POP10",7), rep("POP11",10))

require(popgraph)

SNP_data_mv <- to_mv(SNP_data)
graph <- popgraph(x = SNP_data_mv, groups = pops)

V(graph)Sname <- ¢(1:12)

Passo 5: Plotar o grafico do diagrama das populagées

plot(graph)

plot(graph, edge.color="black", vertex.label.color="darkred",
vertex.color="#cccccc", vertex.label.dist=1.5)

layout <- layout.fruchterman.reingold(graph)

plot(graph, layout=layout, edge.color="black", vertex.label.color="darkred",
vertex.color = c("red", rep("yellow", 2), "red", rep("green", 2),

rep("orange", 2), rep("red", 3)), vertex.label.dist=2)

Passo 6: Obter a matriz de distancias genéticas condicionais entre populagdes
cGD <- to_matrix(graph, mode="shortest path")

as.dist(cGD)

O uso de matrizes de distancia genética tem sido bastante Gtil na avaliacdo da
influéncia de caracteristicas topograficas, climaticas ou ecologicas, assim como
mudancas temporais destas varidveis, nos processos de diferenciacdo populacional.
Geralmente nessas abordagens sdo calculadas medidas de distancia geogréfica,
dissimilaridade ambiental ou ecoldgica, caminhos de menor custo ou de resisténcia da
paisagem a migracdo entre populacGes ou individuos, e se fazem diferentes tipos de
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tratamentos estatisticos como correlacbes ou ajustes de modelos lineares para
estabelecer que variaveis expliguem melhor os padrdes de diferenciacdo genética e
assim procurar suporte ou propor hipéteses de diferenciacdo ecoldgica, adaptacdo local
nas populacdes de estudo (McRae, 2006; Wang and Bradburd, 2014).

Embora as estatisticas de diferenciacdo genética provem uma ideia do fluxo
génico entre populagdes, ndo sdo suficientes para quantificar objetivamente este
pardmetro. O principal motivo é que populacbes ou linhagens separadas sempre tém
algum nivel de polimorfismo ancestral compartilhado, questdo que dificulta distinguir
entre divergéncia recente sem (ou pouco) fluxo génico e divergéncia mais antiga com
fluxo génico recente. E por isto que duas populacBes podem chegar a ter uma
determinada medida de diferenciacdo genética (por exemplo, Fst = 0.17) por via de
processos evolutivos diferentes, principalmente relacionados com o tamanho efetivo
populacional, a taxa de migracdo e o tempo de divergéncia (Hey, 2006; Leaché et al.,
2014). E por isto que uma estimativa confiavel do fluxo génico é fundamental para
entender a importancia deste parametro em diferentes processos evolutivos como a
divergéncia de linhagens, adaptacéo e especiacao.

Existem varias alternativas para estimar o fluxo génico entre populagdes, mas é
importante considerar que o fluxo génico é um pardmetro que pode mudar ao longo da
historia das populagdes ou linhagens envolvidas. Entre os programas especializados
para quantificar o fluxo génico entre populacGes estd o0 BAYESASS que aplica um
algoritmo baseado em estatistica Bayesiana para estimar taxas de imigracdo recente (nas
ultimas geracdes) entre populacbes e distribuicGes de probabilidade posterior de
ancestralidade migrante para cada individuo (Wilson and Rannala, 2003). O programa
BIMr (Bayesian Inference of imMigration rates; (Faubet and Gaggiotti, 2008) é também
um método Bayesiano que faz inferéncias de propor¢des recentes de genes migrantes
entre populacbGes e identifica fatores ambientais que possam estar potencialmente
relacionados com a dinamica de fluxo génico observada.

Para a obtencdo de estimativas de fluxo génico numa escala temporal mais
profunda, as abordagens baseadas em coalescéncia tem mostrado muita utilidade ja que
permitem fazer analises mais integrais levando em conta 0s processos estocasticos
envolvidos na transmissdo de genes ao longo das geragfes, assim como outros
processos evolutivos envolvidos na histéria das populacGes. Entre estas, estdo as
abordagens conhecidas como métodos full-likelihood, implementadas nos programas
LAMARC (Kuhner, 2006), IMa (Hey and Nielsen, 2007) ou MIGRATE-N (Beerli and
Felsenstein  1999). Uma desvantagem destas abordagens €& a alta demanda
computacional. Novas versbes dos programas com suporte para utilizar mdaltiplos
processadores em paralelo tem ajudado a superar o problema de analizar conjuntos de
dados com alta quantidade de loci, como no caso de matrizes de SNPs.

Como alternativa, também tem sido desenvolvidas vérias abordagens para
analisar conjuntos de dados genémicos. Por exemplo, a analise baseada em estatistica
sumaria conhecida como o test de ABBA/BABA que tem o potencial de discriminar
entre padrdes de compartilhamento de alelos derivados relacionados com processos de
fluxo génico pos-divergéncia vs. processos de sorteio incompleto de linhagens, o qual
auxilia a estimativa do tempo e magnitude de um processo de fluxo génico entre
populacbes (Durand et al., 2011). Uma alternativa foi implementada no programa
GphoCS (Generalized Pylgenetic Coalescent Sampler), que usa um algoritmo
Bayesiano para inferir tamanho de populacdo ancestral, os tempos de divergéncia
populacional e taxas de migracdo em conjunto com a genealogia de conjuntos de
sequéncias de multiplos loci separados ao longo do genoma (Gronau et al., 2011).
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Também foram desenvolvidos métodos que exploram o espectro de frequéncia
dos alelos (AFS; do inglés Allele Frequency Spectrum) que é a distribuicdo das
frequéncias alélicas de um conjunto de loci determinado (frequentemente SNPs) numa
populacdo ou amostra. A utilidade do AFS para inferir parametros populacionais se
baseia na ideia de que diferentes processos demograficos influenciam as distribuicdes
de frequéncia alélica, por exemplo, um padrdo de abundancia de SNPs compartilhados
pode ser relacionado com processos de fluxo genético, ou um processo de reducdo do
tamanho das populacBes conduz a diminuicdo de SNPs de baixa frequéncia. Estes
métodos usam uma extencdo da teoria de verosimilhanga conhecida como composite-
likelihood que permite a aplicacdo do método de verosimilhanca na analise de dados de
enormes dimensbes. Os métodos baseados no AFS dependem do célculo da
probabilidade de um AFS observado dado um vetor complexo de parametros que
descrevem a historia das populacfes em estudo. Estes métodos tém possibilitado a
comparacdo de cenarios demograficos e obter estimativas precisas de parametros
genéticos populacionais, mesmo para modelos complexos de histéria populacional,
usando conjuntos de dados compostos de milhares de loci de multiplos individuos (Kern
and Hey, 2016). Entre as abordagens para implementar estes métodos estd o
implementado no programa dadi (Diffusion Approximation for Demographic Inference
(Gutenkunst et al., 2009) que usa uma aproximacdo de difusdo para estimar o AFS de
uma populacdo e os implementados nos programas FASTSIMCOAL?2 e o pacote de R
Jaatha (Jsfs Associated Approximation of THe Ancestry) que usam simulagdes de
coalescéncia para estimar o AFS esperado de uma populacdo (Naduvilezhath et al.,
2011; Excoffier et al., 2013). Jaatha considera modelos de mutac&o de sitios finitos, o
que € necessario para evitar vieses na estimativa da taxa de mutacdo, tempos de
divergéncia e taxas de migracao.

Outra opcdo usada para a estimativa de parametros demogréaficos é a analise
conhecida como Computacdo Bayesiana Aproximada (ABC, do inglés Approximate
Bayesian Computation). Esta analise proporciona uma aproximacao da distribuicao
posterior das probabilidades de um modelo demografico estabelecido e os respectivos
valores dos parametros populacionais. A analise é implementada através da simulagédo
de diferentes modelos populacionais pre-estabelecidos cujos parametros sdo amostrados
de distribuicdes a priori especificadas, seguido do calculo de estatisticas sumarias
informativas para 0s parametros avaliados. A obtencdo da aproximacdo da
probabilidade posterior é feita pela comparacéo das estatisticas sumarias das simulacoes
com as obtidas com os dados observados. Esta analise pode ser implementada no
programa DYABC que numa interface grafica implementa todos os passos do ABC
(construgdo de modelos, simulacdo, calculo de estatisticas sumarias simuladas e
observadas, rejeicdo de modelos, estimativa de pardmetros e avalia¢cbes do suporte do
modelo e dos parametros), mas com a desvantagem de ser muito restritivo nos modelos
gue podem ser avaliados e também ser um programa fechado onde nédo pode se fazer um
acompanhamento cuidadoso da analise (Cornuet et al., 2014). Alternativas que
permitem maior flexibilidade e acompanhamento precisam do uso de diferentes
programas em cada passo do modelo. Os programas mais comumente usados Sao
FASTSIMCOAL?2 (Excoffier et al., 2013) e ms (Hudson, 2002) para a simulagdo de
modelos, “Arlsumstat” ou “sample stats” para o calculo de estatisticas sumarias e
“msreject” ou “ABCestimator” para estimar a probabilidade posterior dos modelos.
Existem também algumas aplicacdes que ajudam na implementacdo de cada passo
como, por exemplo, ABCtoolbox (Wegmann et al., 2010), msABC (Pavlidis et al.,
2010) e o pacote de R abc (Csilléry et al., 2012). Diversas revisdes baseadas em dados
simulados e empiricos mostraram que o desempenho das inferéncias aumenta
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substancialmente com o aumento da quantidade e comprimento de loci sequenciados,
enguanto que nao se reporta beneficio pela amostragem de grande numero de individuos
(Robinson et al., 2014).

Anailises de Selecao

Com a crescente disponibilidade de sequenciamento de alto desempenho
tornou-se possivel o uso de uma alta densidade de marcadores genéticos para
caracterizar a diversidade genética de individuos e popula¢Bes, bem como identificar
regibes do genoma que podem estar sob a influéncia de selecdo natural. Um dos
caminhos para identificar processos de sele¢do é por meio da abordagem de genémica
populacional, no qual se baseia na estimativa da diferenciacdo genética entre as
populagdes utilizando milhares de marcadores SNPs identificados ao longo do genoma
para estabelecer um modelo nulo de diferenciacdo neutra e a partir deste identificar loci
outliers que se presume estarem sob selecdo ou ligados a regides gendmicas adaptativas.
Este principio pode ser implementado pelo algoritmo FDIST no software ARLEQUIN
que identifica outliers que exibem fortes diferencas de uma distribuicdo nula da
estatistica Fst. Aqueles loci com valores de diferenciacdo mais altos do que o esperado
a partir da distribuicdo nula sédo presumidos estarem sob selecdo diversificadora ou
selecdo local e aqueles valores de diferenciacdo menores do que o esperado sdo
inferidos como sob selecéo estabilizadora ou purificadora (Beaumont e Nichols, 1996).

O maior desafio nas abordagens de gendmica populacional esta no
estabelecimento acurado da distribui¢do nula da diferenciacdo genémica neutra. Tem
sido mostrado que processos demograficos como o allele surfing ou reducdes do
tamanho populacional (gargalo de garrafa) podem deixar padrdes outlier semelhantes
aqueles deixados por selecdo. Além disso, padrdes de estruturacdo espacial complexa
podem aumentar a variacdo dos parametros genéticos no genoma acrecentando as altas
taxas de surgimento de falsos positivos nos testes de loci outlier. Novos métodos
Bayesianos, baseados em modelos populacionais, avaliam a probabilidade da hipétese
nula (neutralidade) e alternativa (ndo neutral) dado um conjunto de dados, e estdo
implementados em programas como BayesFST (Beaumont and Balding, 2004) e
BayeScan (Guillot, 2011), os quais foram desenvolvidos para corrigir possiveis vieses
relacionados com estrutura populacional na amostra.

Mais recentemente, vem sendo desenvolvidas novas abordagens que consideram
explicitamente padrbes de covariancia na frequéncia alélica entre as populagdes gerados
pela histéria demogréafica e efeitos espaciais, como a implementada no programa
BayEnv (Gunther and Coop, 2013). Neste programa, em um segundo passo da analise, é
possivel também avaliar a correlacdo entre as frequéncias alélicas em cada locus (ou
apenas em loci de interesse) e variaveis ambientais. Outra abordagem que tem mostrado
um bom desempenho considerando o poder de detecgéo e a taxa de erro em diferentes
cenarios de estrutura populacional e padrdo de selecdo é o Modelo misto de fatores
latentes (LFMMs; Latent factor mixed models) (Frichot et al., 2013). Esta € uma
abordagem muito geral e flexivel que também apresenta a possibilidade de detectar
relagOes entre frequéncias alélicas e variaveis ambientais levando em consideragdo a
estrutura da populagdo. O modelo pode ser visto como uma analise aproximada de
componentes principais combinada com uma regressdo, por isto tem a vantagem de ser
computacionalmente mais rapida que as analises Bayesianas.

Uma revisdo detalhada sobre métodos para identificar loci sob selecdo pode ser
encontrada em Pardo-Diaz et al. (2015).
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Aplicacoes

Os marcadores SNPs representam a terceira geracdo de marcadores moleculares
e sdo empregados com sucesso em diversos estudos. Podemos destacar a aplicacdo dos
marcadores SNPs para investigar a variacdo genética e estrutura populacional em
espeécies nativas e cultivadas; para reconstrucdo filogenética e aplicacdo em taxonomia;
para anélise de selecdo natural e evolucdo adaptativa; para a construcdo de mapas
genético, em estudos de associacdo entre genoOtipo e fendtipo e para analises genéticas
do DNA humano, incluindo associagdo com doencas. A Tabela 8.1 destaca alguns
exemplos do uso e aplicacdo de marcadores SNPs envolvendo as tecnologias de NGS.
Além disso, também apresentamos a descricdo de alguns exemplos de estudos com
dados de SNPs em diferentes areas de conhecimento.
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Tabela 8.1 — Exemplos de estudos com marcadores SNPs.

Metodologia de Plataforma de Pipeline ou N° de SNPs
Espécie Aplicacéo identificacdo e/ou sequenciamento programa para identificados Referéncia
genotipagem ou Genotipagem filtrar SNPs
Filogeografia e Pipeline
Athene noctua estrutura Identificacdo e Illumina personalizado (ver 29185 Pellegrino et
- genotipagem por GBS HiSeq2000 descricéo detalhada ' all., 2016
populacional R
no artigo)
Identificacdo e ?\;Ef ggsec?{ggg : Emerson et al
Wyeomyia smithii  Filogeografia ggnotlpagem por RAD- Illumina GAIIX detalhada no 3,741 2010
a4 artigo)
Filogeografiae Identificacédo e Illumina HiSeq Alter et al.,
Teleogramma taxonomia genotipagem por ddRAD 2500 Stacks 1.35 37,826 2016
Identificacdo e
genotipagem por Sankarasubram
Brucella suis Filogenia comparagédo de genomas  na kSNP 16,756 anian et al.,
obtidos de bancos de 2016
dados
e Illumina HiSeq
Identlflc_agao por 2000 145,974
Olea Filogenia szﬁ%m%grlentgncé%DaN,:\m (identificagdo), na identificados e  Biton et al.,
europaea L g genomico €. genolipagem ooty ping EP1 192 2015
em Fluidigm Dynamic .
System genotipados
Arrays -
(genotipagem)
Diversidade . .
- MaizeSNP50 BeadChip .
Zea mays L. genetica e da lllumina ) IHlumina ) 56,11 Zhang et al.,
estrutura . GenomeStudio 2016
- GenomeStudio
populacional
Diversidade
Capra aegagrus  genética e Illumina goat SNP50 Illumina 15.105 Visser et al.,
hircus estrutura Bead chip) GenomeStudio ' 2016
populacional
Identificacdo por
sequenciamento de
Sarcophilus Diversidade genoma inteiro Illumina HiSeq SAMTOOLS e 267 Wright et al.,
harrisii genética genotipagem por 2000 e Miseq GATK 2015
sequenciamento de genes
candidatos
Identificacéo e Pipeline usada por .
Phaseolus Estrutura - . . . Valdisser et
vulgaris populacional genotipagem por RAD- Illumina HiSeq Grattapagliaetal. 384 al. 2016
seq (2011)
Helianthus E(;n:tgue(;ao de Identificacdo e Illumina Genome TASSEL 46278 Celik et al.,
annuus L. li pa genotipagem por GBS Analyzer I, ' 2016
igacéo
Identificacéo e Illumina Genome .
aG;sIgtcl)Jssteus I\{el?];éfiirgento genotipagem por RAD- Analyzer Scripts Perl ~13,000 ZBg(')gj etal.,
g seq sequencer
. . ~20,000 (T.
Trm'cum Mapeamento Identificacdo e IIIum!na GAlle aestivum) e Poland et al.,
aestivum L. e enético enotipagem por GBS Hllumina TASSEL ~34,000 (H 2012a
Hordeum vulgare g g pagem p HiSeq2000 vuldare) '
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Capsicum spp.

Oryza sativa

Triticum
aestivum L.

Solanum
habrochaites
(selvagem) e S.
lycopersicum
(cultivada)

Humano

Lepus europaeus,
Pallas 1778

Diversidade
genética e
mapeamento

Diversidade
genética e
associacao
gendtipo/fendti
po
Melhoramento
genético -
selecdo
gendmica

Associacao
gendtipo/fendti
po

Estudo de
cancer de
pulméo

Adaptagdo e
especiacdo

Identificagéo por
sequenciamento de
genoma inteiro e
genotipagem por
hibridizacdo em arranjos

Identificacéo e
genotipagem por RAD-
seq

Identificacéo e
genotipagem por GBS

Identificac&o eletronica
por comparagéo de
transcritoma e de EST

RNA-seq

RNA-seq

Illumina Genome
Analyzer Il
system e
genotyping
platforms in
BGI-Shenzhen e,

lon Torrent
PGM and
IHlumina
Hiseq2500

Illumina HiSeq
2000

Dados baixados
de bancos de
dados

Illumina GAII

Illumina HiSeq
2000

GenomeStudio
Genotyping
sofware (v2011

TASSEL

Population-based
SNP calling. Uso
do teste exato de
Fisher para filtrar
SNPs

SAMTOOLS;
AutoSNP v 2

GATK

GATK

~15,000

22,682

41,371

8,978

85,028

66185

Cheng et al.,
2016

Tang et al.,
2016

Poland et al.,
2012b

Bhardwaj et
al., 2016

Sathya et al.
2015

Amoutzias et
al., 2016
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Exemplos
Anélises populacionais e filogeografia (diversidade genética e estrutura

populacional)

O recente avanco das tecnologias de sequenciamento tem permitido a
caracterizacdo da diversidade e estrutura genética com milhares de SNPs em um amplo
namero de organismos, inclusive em espécies ndo modelo, as quais ndo dispdem de
genomas de referéncia. Isto realca o potencial das tecnologias de sequenciamento
gendmico para abordar questdes relacionadas com biologia evolutiva.

Os marcadores do tipo SNPs tem contribuido de forma significativa na
obtencdo de estimativas de variabilidade genética e estrutura populacional, medidas que
sdo amplamente usadas em estudos evolutivos que buscam a reconstrucao de processos
histéricos no nivel intra- e inter-especifico e tém sido aplicados em organismos
silvestres tanto como em espécies domesticadas ou sob algum manejo antrépico.

A maior vantagem da utilizacdo de grande quantidade de loci em estudos de
biologia evolutiva esta no aumento da precisdo das estimativas de estrutura e
divergéncia genéetica. Quanto maior a quantidade de loci avaliados maior a
representatividade do genoma e assim uma variancia reduzida entre locus. Além disso, 0
potencial de diferenciar efeitos locus especifico (por exemplo selecdo, acasalamento
preferencial e recombinacdo) de efeitos genémicos (por exemplo, deriva, fluxo génico,
mudancas demograficas), o que gerou uma abordagem conhecida como genémica
populacional (Black et al., 2001, Luikart et al.,, 2003). De forma semelhante, nas
analises de atribuicdo (por exemplo, estimativas da ancestralidade individual a partir de
conjuntos de dados de gendétipos multilocus (Pritchard et al., 2000; Alexander et al.,
2009) como descrito anteriormente, o poder de identificar padrGes de estrutura genética,
miscigenacao e individuos migrantes aumenta conforme aumenta o nimero de loci.

Adicionalmente, a maior acessibilidade de genotipagem baseadas em
marcadores SNPs tem permitido vérias vantagens metodologicas. Entre estas, a
possibilidade de obtencdo de estimativas confiaveis de diversidade e estrutura genética
com amostras populacionais pequenas, utilizando um grande numero de loci (> 2
individuos (Willing et al., 2012); menor perda de informacdo genética a partir do uso de
amostras de DNA degradado, ja que o tamanho requerido do fragmento para obter um
SNP é menor (~100 — 200 pb) em comparacao a outros tipos de marcadores, tais como
microssatélites (~100 — 400 pb) ou de sequéncias de genes, introns ou espacadores
intergénicos (~500 — 1500 pb). Isto permite a maior utilidade de amostras de DNA
obtidas por meio de técnicas ndo invasivas como fezes e pelos de animais, assim como
de espécimes de colecBes de museus e herbarios (Taberlet et al., 1999; Bi et al., 2013).

As técnicas de sequenciamento de alto desempenho recentemente se
estabeleceram como ferramentas muito importantes para estudos populacionais e
filogenéticos, uma vez que a analise da maior quantidade de loci possivel se tornou um
requerimento inevitavel a partir dos fundamentos estabelecidos na filogeografia
estatistica (Knowles e Maddison, 2002) e no paradigma de arvore de espécies. Estes
fundamentos proveram argumentos tedricos suficientes que apoiam a importancia da
incorporagdo de mdltiplos loci para o estabelecimento de estimativas precisas de
processos histdricos de espécies e populacdes que considerem a estocasticidade nos
processos de coalescéncia gene especificos (por exemplo, padrdes aleatorios de heranga
genética).
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Recentemente, diversos estudos com marcadores SNPs foram publicados. Estes
estudos abordam diversas perguntas populacionais cujos dados tém sido obtidos com as
metodologias descritas anteriormente. Por exemplo, usando como modelo bioldgico
duas espécies de Pleurodema (rds de quatro olhos) distribuidas na Caatinga e
marcadores SNPs obtidos através do sequenciamento de regides associadas a sitios de
reconhecimento de enzimas de restricdo (ddRADseq) mostraram as vantagens de
implementar inferéncia filogeografica baseada em modelos na qual se calcula o
composite-likelihood dos dados observados (AFS calculado a partir da matriz de SNPs
obtida) em relacdo a diferentes modelos demogréficos propostos. A escolha do modelo
melhor suportado pelos dados observados foi feita através da classificacdo deles usando
o critério de informacéo de Akaike (Thomé e Carstens, 2016). Neste trabalho é mostrada
a importancia de primeiro obter um modelo demografico apropriado para o grupo de
estudo e os dados obtidos para assim conseguir uma determinacéo objetiva sobre quais
parametros estimar.

Mapeamento genético

O mapeamento genético da variacdo genémica natural ou induzida é uma
poderosa abordagem para entender a funcdo dos genes em uma variedade de processos
bioldgicos. A alta densidade dos marcadores SNPs nos genomas 0s torna ideais para
estudar a heranca de regifes genémicas. Mostrando pela primeira vez o uso de NGS
com a técnica de RAD (RAD-seq), Baird et al. (2008) identificaram mais de 13.000
SNPs e foram capazes de mapear trés caracteristicas em dois organismos modelos.
Neste estudo os autores reavaliaram alguns dos QTLs de um estudo anterior onde
usaram a técnica original de RAD (Miller et al., 2007) e demonstraram a eficiéncia da
técnica de RAD-seq, mapenado mais QTLs. Também demonstraram que diferentes
densidades de marcador podem ser atingidas pela escolha da enzima de restricdo. Além
disso, desenvolveram um sistema de codigo de barras para multiplexacdo de amostras e
revalidaram QTLs para perda de blindagem de placas laterais em Gasterosteus
aculeatus, identificando pontos de interrupcdo recombinantes em individuos F2. A
codificacdo de cddigos de barras também facilitou o mapeamento de uma segunda
caracteristica, uma reducdo da estrutura pélvica, pela reclassificacdo in silico de
individuos.

Em um estudo com girassol (Helianthus annuus L.), Celik e colaboradores
(2016) identificaram SNPs nessa espécie usando a abordagem de genotipagem por
sequenciamento (GBS) em uma populacdo de mapeamento F2 intraspecifico. Um total
de 46.278 SNPs foi identificado no genoma do girassol os quais estavam distribuidos
em 17 grupos de ligagdo (LG1-LG17). Apos as filtragens 9.535 SNPs foram mantidos e
testados quanto ao polimorfismo nos parentais da populacdo F2, sendo identificados
7.646 SNPs polimorficos. Muitos SNPs foram eliminados devido a grande quantidade
de dados faltantes e no final um mapa genético de ligacdo foi construido baseado em
817 SNP distribuidos em 17 grupos de ligacdo. Os autores salientam que tanto 0s SNPs
identificados quanto o mapa de ligacdo construido podem constituir ferramentas
valiosas de genética molecular para a reproducéo de girassol.

Estudos de associacédo genotipo/fendtipo

Os recentes avangos tecnoldgicos na descoberta e genotipagem de marcadores
SNPs tém permitido uma maior precisdo em estudos de associa¢do genotipo e fendtipo.
Tais estudos estdo ganhando um grande destaque em diversas areas. Nesse sentido, 0s
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estudos de GWAS visam associar, direta ou indiretamente, marcadores moleculares do
tipo SNP, a um determinado fendétipo, podendo se referir a uma ou mais caracteristicas
do individuo ou, até mesmo, uma doenca (Reverter e Fortes 2013). Um estudo de
GWAS em tomates silvestres (Solanum habrochaites) e cultivados (Solanum
lycopersicum), Bhardwaj e colaboradores (2016) exploraram a consequéncia de
substituicdes tanto em sequéncias nucleotidicas quanto no nivel da estrutura proteica.
Um total de 8.978 SNPs com taxa Ts / Tv (Transi¢do / Transversdo) de 1,75 foram
identificados a partir de dados de ESTs (Expressed Sequence Tag) e de NGS de ambas
as espécies disponiveis em bancos de dados publicos. Destes, 1.838 SNPs sdo ndo-
sindnimo e distribuidos em 988 genes codificadores de proteinas. Entre estes, 23 genes
contendo 96 SNPs estavam envolvidos em tracos tais como, amadurecimento de frutos,
resposta a frio, desenvolvimento de tricomas e textura de frutas. Além disso, haviam 28
SNPs deletérios distribuidos em 27 genes e alguns destes genes estavam envolvidos na
interacdo planta patégenos e em rotas hormonais de plantas.

Analise genética do DNA humano

A andlise genética de doencas sejam elas monogénicas ou multifatoriais, raras
ou comuns, trazem a compreensdo dos mecanismos envolvidos na expressdo génica e a
correlacdo dos genotipos e fenotipos observados em pacientes, assim como a varia¢do
global observada entre diferentes populacdes decorrentes de pequenas variacbes no
DNA.

A frequéncia observada de variacdo em uma Unica base no DNA gendémico a
partir de dois cromossomos é de 1/1000 pb. A taxa de diferenca nucleotidica entre dois
cromossomos escolhidos aleatoriamente € um indice denominado de diversidade de
nucleotideos. Isso significa que existe uma probabilidade média de 0,1% de qualquer
base ser heterozig6tica em um individuo, sendo que em éxons essa diversidade € cerca
de quatro vezes mais baixa (Jobling et al., 2013). Entretanto algumas regides do genoma
apresentam variagfes amplas nestas taxas, como por exemplo, as regides que envolvem
0s genes HLA, que apresentam variacfes de 5 a 10% em suas sequéncias (Brookes et
al., 1999).

Os SNPs podem ser bi, tri ou tetra alélicos, no entanto, variacdes além da
bialélica sdo extremamente raras em humanos. A frequéncia dos diferentes tipos de
SNPs em humanos ndo é igualitaria, onde aproximadamente 2/3 das alteracdes sdo
CeT (GeA). Isto se deve as reagbes de deaminagdo de 5° metilcitosina, que ocorrem
em maior frequéncia, especialmente em ilhas CpG. O 1/3 restante é distribuido entre os
outros trés tipos de alteracdes. Ensaios de detecgdo de SNPs por pareamento de bases,
como por exemplo, na utilizagdo de sondas, devem ter uma estringéncia bastante alta,
visto que o mismatch mais estdvel que ocorre neste tipo de ensaio € G:T, e
coincidentemente afeta a distin¢do da variacdo mais abundante encontrada em humanos,
CeT (GeA) (Brookes et al., 1999).

Vale lembrar que pseudogenes podem ser um desafio as analises convencionais
de SNPs, uma vez que eles podem acarretar em um maior nimero de alteracbes em
por¢des extremamente similares as regides codificadoras de genes ativos (Robicheau et
al., 2017).

A identificacdo de SNPs e o estabelecimento de sua possivel correlagdo com
fendtipos, como na atenuagdo ou exacerbacdo de condigdes clinicas € um grande
desafio. Além de estarem diretamente relacionados com a evolucéo do genoma humano,
0s SNPs possuem uma intima relacdo com a saude humana, influenciando direta ou
indiretamente nas doencas ou na forma como medicamentos sdo metabolizados.
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Mutacdes e SNPs podem estar em opostos em um espectro fenotipico. SNPs
sozinhos ndo sdo capazes de causar doenca, mas junto com fatores ambientais, podem
influenciar de maneira muito importante no fenétipo de doencas. Caracterizar a
influéncia destes fatores sobre o fendtipo de um paciente, no estabelecimento de uma
correlacdo gendtipo-fendtipo € uma iniciativa de grande importancia, pois se trata de
ferramentas Uteis no diagnostico molecular. Seu uso como marcador molecular na
investigacdo medica é de extrema relevancia, pois as variantes podem estar associadas
com o risco de ocorréncia de determinadas doencas, apresentando-se em maior
frequéncia entre pacientes quando comparados com individuos sem a doenca.

A busca por SNPs no estabelecimento de bons marcadores moleculares é
continua na pesquisa em seres humanos. Estudos de associacdo buscando variantes em
desequilibrio de ligacdo com alelos patogénicos colaboram no estabelecimento de
protocolos de diagnostico de doencas. Vale ressaltar que populagBes menores, mais
antigas e estaveis tendem a possuir relacGes de desiquilibrio de ligacdo mais intrinsecas
do que populacbes mais modernas e expandidas recentemente, havendo mais chance da
identificacdo de marcadores moleculares em popula¢Ges mais antigas, mas quando a
formagdo da nova populacdo se tratar de um efeito fundador, o mesmo pode néo
ocorrer.

Os estudos de associagdo consistem em determinar a frequéncia de um
determinado genotipo entre pacientes e compara-los a controles saudaveis, podendo
haver estratificacdo da populagdo analisada, estabelecendo se ha ou ndo risco relativo a
determinados haplotipos. Um exemplo bem caracterizado ¢ o do alelo €4 do gene da
Apolipoproteina E (ApoE). A ApoE € uma proteina plasmatica envolvida no transporte
de colesterol e outras moléculas hidrofébicas. O gene esta localizado no cromossomo 19
e apresenta trés alelos: €2, €3 e €4. O alelo &4 esta associado geneticamente com a
doenca de Alzheimer esporadica ou de inicio tardio, com risco aumentado em até 10
vezes para ocorréncia da doenca entre homozigotos para este alelo (Liu et al., 2013).

Outro exemplo de SNP que acarreta em alteracdo de fen6tipo € a alteracdo C>T
na posicdo -13910 (rs4988235), localizada a montante do gene da lactase-florizina
hidrolase (LCT). Ela € a principal responsavel pela persisténcia da atividade da enzima
LCT, que permite que individuos adultos tolerem a ingesta de leite e seus derivados. O
diagnostico molecular da hipolactasia persistente em adultos, ou intolerancia a lactose
pode ser realizado pela amplificacdo da porcdo que inclui a posicao -13910 seguida de
clivagem com a enzima BsmFl (Figura 8.3) (Bulhdes et al., 2007). Individuos
homozigotos para o alelo C ndo toleram a ingesta de leite e seus derivados,
apresentando sintomas como desconforto abdominal e diarréia, enquanto que
homozigotos para o alelo T apresentam a enzima lactase persistente e os digerem de
forma adequada. Heterozigotos C/T apresentam discordancia de sintomas, com uma
digestabilidade intermediaria. Também existe a possibilidade de realizar o diagnostico
com o0 uso de ensaios de genotipagem por PCR em tempo real através de sondas
marcadas fluorescentemente. A frequéncia global deste polimorfismo é de 84% C e
16% T, entretanto ao analisar populagBes especificas, diferengas marcantes sdo
observadas, como por exemplo, 97% C e 3% T entre africanos, 49% C e 51% T entre
europeus e 100% C entre individuos do leste asiaticos (1000 Genomes Project
Consortium).

Os SNPs também sdo importantes ferramentas para a determinacdo de
metabolizadores em farmacogenética. Hoje em dia sabemos que diferencas genéticas
individuais encontradas nas enzimas metabolizadoras, transportadores e receptores em
humanos podem influenciar a forma como determinados medicamentos sao
metabolizados pelo organismo, e consequentemente a forma como influenciam na
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resposta ao tratamento e toxicidade. Atualmente é possivel, através do uso da
informacdo genética, adequar o tratamento aplicado ao paciente. Sdo amplamente
conhecidas as diferentes isoformas do gene do citocromo P450, que acarretam na
classificacdo de metabolizadores lentos, intermediarios e rapidos, de acordo com a
atividade da enzima. Um dos exemplos bem conhecidos é o do gene CYP2C9, que
apresenta mais de 50 polimorfismos (SNPs) que podem influenciar na resposta a
medicamentos, incluindo a varfarina, importante anticoagulante associado a
complicacdes hemorragicas em determinados genotipos. Outro exemplo € o CYP2D6,
que apresenta importante influéncia na metabolizacdo de antidepressivos triciclicos. A
adequacao da dose em decorréncia do perfil genético do paciente pode variar de 28% a
180% da dose recomendada entre metabolizadores lentos e ultra-rapidos quando
comparados a metabolizadores normais (Lynch et al., 2007; Zanger et al., 2013).
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Figura 8.3 - Diagndstico molecular de hipolactasia: eletroforese em gel de agarose 2,5% do produto de
PCR da regido a montante do gene LCT e a respectiva clivagem da posi¢do -13910 com a enzima BsmFI.
Produto néo clivado (1), individuo homozigoto para o alelo C (2), individuo homozigoto para o alelo T
(3) individuo heterozigoto C/T (4), marcador de peso molecular (5).

Os SNPs em humanos também s&o uma importante fonte de informacéo sobre
a histdria evolutiva de populagdes. Eles sdo atualmente a ferramenta mais eficaz em
estabelecer inter-relagdes entre populacdes, comportamentos migratérios e sua
evolucdo. Conhecer a propria origem e histdria fascina a todos. A antropologia
molecular é capaz de contar, através da construcdo de haplétipos a historia de diferentes
povos. A influéncia da selecdo natural, de deriva genética, do fluxo génico e de
mutacdes permitiram que o0 genoma humano evoluisse de forma a gerar as
particularidades fisicas, culturais e comportamentais de diferentes popula¢des. Além da
caracterizacdo genética, estudos antropologicos, arqueologicos e linguisticos se
beneficiam da andlise de variantes no genoma humano.

Vatsiou e colaboradores (2016) realizaram analises populacionais pelos
métodos de XPCLR e iHS, utilizando como estratégia a pesquisa de genes envolvidos
no metabolismo e sistema imune que possam ter sofrido pressao de selecdo diferenciada
nos ambientes ancestrais e atuais. Eles foram capazes de identificar 23 genes candidatos
ligados ao metabolismo, 13 dos quais candidatos para selecéo positiva.
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Em outro trabalho bastante interessante, Sathya e colaboradores (2015)
compararam individuos saudaveis que nunca fumaram, saudaveis fumantes, fumantes
com cancer de pulmédo e ndo fumantes com cancer de pulmdo, na busca por SNPs
através do uso de RNA-Seq, com a intencdo de identificar possiveis marcadores
associados ao cancer de pulmao.

A analise forense em amostras humanas tradicionalmente faz uso de regides
repetitivas do DNA, como VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) e STRs (Short
Tandem Repeats) (mais informacbes no capitulo 6), entretanto, com o avanco das
tecnologias de sequenciamento e 0 maior conhecimento a cerca do genoma humano, o
uso de SNPs com a finalidade de identificar individualmente seres humanos tem se
tornado cada vez mais comum. Frequentemente amostras bioldgicas de cenas de crime
ou de amostras fosseis estdo misturadas, em pouca quantidade, ou com a conservagdo
comprometida, e nesse sentido a possibilidade de trabalhar com amplicons de menor
tamanho e com menor taxa de mutacdo € bastante interessante. A identificacdo do
cromossomo Y, de diferentes hapldtipos e de variantes do DNA mitocondrial através de
SNPs sdo uma importante ferramenta em analises forenses, permitindo inclusive a
identificacdo da origem geografica dos individuos (Sobrino et al., 2013).

Para equivalerem as andlises de STRs usuais, onde se analisam em média 10
loci no genoma, cerca de 60 diferentes SNPs precisam ser analisados para discriminar
individuos. Nesse sentido, o uso de STRs ainda é mais vantajoso, levando-se em conta a
ampla experiéncia acumulada ao longo dos anos neste tipo de analise e a existéncia de
métodos muito bem estabelecidos para sua analise. Grandes estudos de associacdo de
haplotipos, partindo de andlises como o projeto “HapMap” (www.hapmap.org)
permitirdo que SNPs especificos, os mais informativos ao longo do genoma, sejam
utilizados para esse tipo de identificacdo, assim como para outros diversos tipos de
associacdes genotipo-fenotipo.

Importantes bancos de dados de livre acesso podem ser utilizados na pesquisa
de SNPs. Entre os mais importantes estdo 0 dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/)
e 0 HGBASE - Genic Human Bi-Allelic Sequences (Http://hgbase.interactiva.de/).
Através do dbSNP ¢é possivel visualizar SNPs de diferentes espécies, assim como a
sequéncia nas quais 0s mesmos estdo inseridos. O HGBASE por sua vez descreve a
localizacdo e o componente génico da alteracdo, assim como detalhes sobre ensaios e
correlac@es fenotipicas.
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