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RESUMO - Marcadores moleculares tém sido usados em
diversas areas, constituindo de variagdes na sequéncia de DNA,
detectadas por meio de diferentes técnicas, como a reagdo
em cadeia da polimerase (PCR), ou corte com enzimas de
restrigdo, seguidas de eletroforese, ou o sequenciamento direto
da molécula de DNA. Estas técnicas sdo analisadas no presente
trabalho, em contraposi¢do a metodologia de genotipagem
por sequenciamento GbS (“genotyping by sequencing”). A
GbS abre perspectivas fenomenais para a analise genética em
qualquer espécie e foi testada em duas espécies de Eucalyptus
L’Hér., em que apresentou um bom desempenho. Os resultados
obtidos demonstraram o sucesso da construg@o da biblioteca
¢ a capacidade de andlise simultanea de individuos. A GbS
se caracteriza por nio demandar o desenvolvimento prévio
de marcadores, se basear em reagentes universais, permite o
sequenciamento de centenas de amostras simultaneamente ¢
a quantidade inicial de DNA necessario para cada amostra ¢é
pequena.
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Marcadores moleculares podem ser definidos como
variagdes existentes na sequéncia de DNA entre individuos,
detectadas por meio de diferentes técnicas analiticas, como
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, “polymerase chain
reaction”), ou corte com enzimas de restricio, seguidas de
eletroforese, ou o sequenciamento direto da molécula de DNA.
Marcadores moleculares vém sendo utilizados com sucesso ha
pelo menos duas décadas, para responder a diversas questdes nas
areas de genética de populagdes, evolugdo, ecologia, filogenia,
taxonomia, melhoramento genético, entre outras (Bernardo 2008;
Jones et al. 2009; Siol et al. 2010; Perez-de-Castro et al. 2012).

Entre os varios tipos de marcadores moleculares, os
marcadores baseados na andlise direta de polimorfismos

de base individual, chamados SNP (“single nucleotide
polymorphism”), vém sendo cada vez mais utilizados em
plantas (Ganal et al. 2009). Isto ocorreu a medida que o
sequenciamento de DNA se tornou mais acessivel, o que
permitiu o descobrimento de um grande niimero de SNPs
entre individuos. SNPs sdo abundantes, distribuidos por todo
genoma de um organismo e geralmente bialélicos, ou seja, na
grande maioria das vezes, a base polimorfica apresenta uma
dos dois pares de bases A, C, T ou G. Marcadores SNPs vém
substituindo a utilizagio de outras técnicas indiretas de detecgado
de polimorfismos, tais como RFLP (“amplified fragment
length polymorphism”) e AFLP (“restriction fragment length
polymorphism”), aumentando consideravelmente a capacidade
de genotipagem proporcionada por microssatélites. Conjuntos
de SNPs vém sendo desenvolvidos para varias espécies,
embora este processo de descoberta e validagdo de marcadores
SNPs ainda seja relativamente caro e demorado. Além disso,
em vista da elevada especificidade das posi¢gdes polimdrficas
selecionadas para analise, um conjunto de marcadores SNPs
desenvolvido para uma espécie tende a ser pouco informativo
em outra espécie proxima (Grattapaglia et al. 2011).

Nos ultimos anos, o avango das novas tecnologias de
sequenciamento, também conhecidas como sequenciamento
de proxima geracdo, (NGS, “next generation sequencing”),
tornaram o sequenciamento de DNA ainda mais accessivel
e econdmico (Metzker 2010), abrindo novas perspectivas
para o estudo da biologia de plantas (Brautigam & Gowik
2010; Egan et al. 2012). Este avango fez com que o custo do
descobrimento de marcadores moleculares, principalmente
SNPs, caisse vertiginosamente ao se utilizar técnicas que
permitem sequenciar, de forma localizada, trechos especificos
do genoma (van Orsouw et al. 2007; Baird et al. 2008; van
Tassell et al. 2008; Hyten et al. 2010; Davey et al. 2011;
Elshire et al. 2011).

As metodologias NGS se baseiam na redugdo da
complexidade do genoma, ou seja, a amostragem de apenas uma
pequena porgdo do mesmo, a qual € sequenciada, em paralelo, em
dezenas ou centenas de individuos, permitindo detectar posi¢des
polimérficas nas sequéncias amostradas. Esta amostragem
¢ realizada de maneira féacil, cortando o genoma de varios
individuos simultaneamente com enzimas de restrigdo, seguida
do sequenciamento massal dos fragmentos gerados apos a ligagdo
de adaptadores nas suas extremidades e, finalmente, da analise
das sequéncias com programas computacionais especificos que
permitem a detecgdo de SNPs entre os individuos. A variedade
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de enzimas disponiveis e suas sensibilidades ou no a regides
hiper-metiladas do genoma fazem com que essa abordagem seja
versatil. Para uma mesma espécie, o pesquisador pode utilizar
diferentes enzimas para amostrar distintas regides do genoma e,
assim, descobrir milhares ou centenas de milhares de SNPs ao
longo de todo o genoma.

Com a recente evolucdo na quantidade de sequéncias
produzidas por NGS, esta abordagem de descobrimento de
SNPs via re-sequenciamento massal de trechos do genoma
permite hoje ndo apenas o descobrimento de SNPs, mas a propria
genotipagem de dezenas de individuos simultaneamente.
Esta metodologia ¢ denominada GbS (“genotyping by
sequencing”), ou genotipagem por sequenciamento (Davey et
al. 2011; Elshire et al. 2011), e abre perspectivas fenomenais
para a analise genética em qualquer espécie. GbS se caracteriza
por ndo demandar o desenvolvimento prévio de marcadores
e se basear em reagentes universais, assim como a técnica
de RAPD, que permitiu, na sua época, um avango notavel
na capacidade de realizar analises genéticas moleculares em
qualquer espécie.

GbS envolve adigestdo do DNA genoémico do organismo
alvo com apenas uma enzima de restri¢io (Elshire e al. 2011)
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by-sequencing (GbS, ou uma combinac¢do delas (Poland et
al. 2012; Sansaloni et al. 2011), gerando uma biblioteca de
fragmentos com tamanho entre 200 e 400 bp (pares de bases).
Essa metodologia traz como principal diferenga em relagdo
as técnicas anteriores, que visavam apenas a descoberta de
SNPs, o fato de que, para cada individuo a ser genotipado, uma
sequéncia indexadora (“barcode”, codigo de barras) de 4 a 9
pares de base de DNA ¢ incluida no adaptador. Desta forma,
cada amostra a ser genotipada tera uma sequéncia “barcode”
unica, 0 que permite que sejam sequenciadas centenas de
amostras simultaneamente, em um processo denominado
“multiplex” (multiplo). As sequéncias de 75 a 100 bases,
geradas para cada amostra, podem ser identificadas pelo seu
“barcode” e, assim, recuperadas individualmente, permitindo
a genotipagem de SNPs. A GbS fornece marcadores do tipo
presenga ou auséncia, resultantes do corte ou ndo pela enzima
de restri¢do, gerando ou ndo um fragmento sequenciado. Além
disso, também sdo obtidos marcadores SNPs codominantes,
quando todos os individuos apresentarem o fragmento
sequenciado, mas houver variagdo em uma ou mais bases na
sequéncia entre os individuos.

O DNA a ser utilizado no protocolo de genotipagem
por GbS deve ter alta qualidade, estando livre de contaminag&o
por compostos organicos. Entretanto, sendo o sistema em
“multiplex” com muitas amostras analisadas simultaneamente,
a quantidade inicial de DNA de cada uma delas é pequena.
Sao necessarios apenas 100 ng de DNA de cada individuo para

a digestdo com enzimas e apenas uma pequena fracdo deste
DNA ¢é efetivamente utilizada no final, para o sequenciamento.
Nos trabalhos publicados até o momento utilizando essa
metodologia, foram genotipadas, simultaneamente, até 96
amostras diferentes de linhagens de cevada e milho (Elshire et
al. 2011; Poland et al. 2012).

Visando testar e validar a metodologia de GbS para
espécies do género Eucalyptus L’Hér., realizamos um estudo
envolvendo duas espécies (E. grandis W. Hill e E. globulus
Labill.), utilizando o procedimento descrito por Elshire et al.
(2011) e sequenciamento realizado no Gendmica-DF (Centro de
Sequenciamento de Alto desempenho do Distrito Federal). Neste
experimento piloto, foram analisados 24 individuos de cada uma
das duas espécies. A biblioteca dos individuos de E. grandis foi
analisada em réplica, com a finalidade de estimar a consisténcia
e repetibilidade de marcadores entre diferentes preparagdes
de GbS. Nas analises, foram adotados alguns pardmetros
especificos para a declaragdo de gendtipos, que podem variar
de acordo com a espécie e numero de individuos analisados.
Foi estabelecido um minimo de 6 e posteriormente, um minimo
de 12 sequéncias alinhadas na posi¢do do SNP para declarar o
gendtipo do SNP no individuo. Foi estabelecido também que um
SNP, para ser considerado como marcador molecular, deveria
ser genotipado em, pelo menos, 75% dos individuos (“call rate”
75%) e apresentar uma frequéncia do alelo mais raro (MAF,
“minor allele frequency”) maior ou igual a 5%.

Os resultados obtidos no experimento demonstraram o
sucesso da construgdo da biblioteca e a capacidade de analise
simultanea de individuos (Faria et a/. 2012). Em uma canaleta
de sequenciamento da biblioteca de fragmentos dos individuos
de E. grandis, foram obtidas cerca de 45.700.000 sequéncias,
das quais apenas cerca de 4,3% ndo possuiam a construgdo
correta com a presenga de um dos 24 “barcodes” utilizados. Para
a biblioteca de E. globulus, os resultados foram equivalentes
com apenas 4,75% das sequéncias geradas sem barcode. Uma
analise preliminar revelou um nimero expressivo de marcadores
SNPs polimérficos atendendo a todas as condigdes colocadas
anteriormente, consistente com o elevado nivel de diversidade
nucleotidica no género Eucalyptus (Grattapaglia et al. 2012).
Em linhas gerais, apds todo o processo de analise ¢ filtragem de
sequéncias e marcadores, foram genotipados 89.098 SNPs em
E. globulus e 87.570 SNPs em E. grandis. Mesmo aumentando
o rigor analitico para um “call rate” de 95%, ou seja, permitindo
apenas 5% de dados faltantes, 38.415 e 42.305 SNPs foram
genotipados para as duas espécies respectivamente.

O ntimero médio de marcadores SNPs genotipados em
cada um dos 11 cromossomos foi de 8.099 para E. globulus e
8.042 para E. grandis. Nas duas espécies o cromossomo 8 foi o
que apresentou maior nimero de marcadores (cerca de 11.000)
e 0 4 (cerca de 5.000) foi o que apresentou 0 menor nimero.
Quando as duas réplicas de E. grandis foram analisadas, 75%
dos marcadores puderam ser genotipados, consistentemente, em
ambas as analises, mostrando que a repetibilidade de amostragem
de sequéncia entre canaletas independentes no sequenciador é
proxima a estimativa de 80% informada pelo fabricante.
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Como conclusdo, o GBS apresentou um bom
desempenho em Eucalyptus, um género com espécies de elevada
heterozigosidade, permitindo a andlise de um numero muito
alto de marcadores distribuidos ao longo de todo o genoma. Em
comparagdo com técnicas anteriores, que em geral permitiam a
analise de poucas centenas de marcadores microssatélites ou AFLP,
atécnica de GbS aumentou em trés ordens de magnitude o nimero
de marcadores analisados, com uma repetibilidade consistente
com o que se espera com as tecnologias NGS de sequenciamento.
Esta técnica abre, assim, perspectivas formidaveis para estudos
de diversidade genética em popula¢les naturais e bancos de
germoplasma, selecdo gendmica em programas de melhoramento,
estudos de genomica populacional, filogenia e filogeografia, com
uma resolugdo analitica incomparavelmente superior aquelas
utilizada até o momento.
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