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Introducao

Marcadores genéticos tém sido elementos fundamentais nos estudos de
segregacao de caracteres hereditarios, na analise do comportamento de genes em
populacdes e na reconstrucdo da historia evolutiva de populacbes, entre outras
aplicacoes.

Desde a descoberta do DNA, a genética molecular experimentou extraordinario
avanco, que passou pelo desenvolvimento de métodos de andlise da estrutura e da
funcdo do material genético, e de equipamentos com capacidade para analise
automatizada de grande quantidade de amostras, até o desenvolvimento de métodos
estatisticos e de ferramentas de informética, resultando na ciéncia conhecida como
gendmica.

O sequenciamento do genoma de grande numero de espécies produziu
volume razoavel de informacdes, que, aliadas a evolucdo metodoldgica, permitiram
o desenvolvimento de uma variedade de marcadores genéticos moleculares.

O sequenciamento do genoma do bovino teve sua primeira versdo em julho
de 2005, ano em que um mapa genético com aproximadamente 4.000 marcadores
foi também publicado.

Em 2008, painéis constituidos de mais de 50 mil marcadores foram
empregados na producdo de um mapa da diversidade dos bovinos. Painéis de alta
densidade de marcadores de outras espécies domésticas estdo também disponiveis,
tais como o OvineSNP50 BeadChip — da empresa norteamericana lllumina, com

mais de 50 mil marcadores de polimorfismos de um nucleotideo (single nucleotide
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polymorphism- SNP), que cobrem intervalos de aproximadamente 46 kb do genoma
dos ovinos —, o de suinos (~ 60,000 SNPs) e o de equinos (~50 mil SNPs).

Com a disponibilidade dessas ferramentas, a geracdo macica de dados
populacionais tem permitido compreender a estrutura genémica de populagdes, tais
como extensdo dos blocos de desequilibrio de ligacdo (SELLNER et al., 2007), a
variabilidade entre e dentro de populagdes (BOVINE HAPMAP CONSORTIUM et al.,
2009) e os processos de domesticacao pelos quais as espécies passaram.

As informacbOes geradas pelos projetos de sequenciamento do genoma
permitiram, por exemplo, o0 mapeamento de mais de 1.600 mutacdes responsaveis
por caracteristicas de heranca mendeliana em seres humanos. Em suinos e em
bovinos, dezenas de doencas hereditarias tiveram seu mecanismo molecular
desvendado. Permanece, porém, o desafio de elucidar os mecanismos
determinantes da variagcdo genética de caracteristicas mais complexas, entre as
quais figura a maioria das caracteristicas de interesse econdmico dos animais
domésticos (GEORGES e ANDERSSON, 2003). Geralmente, essas caracteristicas
sdo controladas por muitos genes, que podem resultar em complexas interacdes
alélicas e interacbes nao-alélicas, e sao influenciadas pelo ambiente. Diversos
estudos tém demonstrado a possibilidade de mapear genes ou blocos de genes
adjacentes que influenciam uma caracteristica quantitativa, denominados
quantitative trait loci (QTL).

Além da analise do genoma estrutural, a andlise de expressdo em escala
genObmica, também denominada genética genbmica ou mapeamento de
transcriptoma, tem permitido a identificagéo de variagdo no padréo de expressao de
conjuntos de genes expressos; a analise dessa variagdo na expressao, aliada a
analise de marcadores, possibilita identificar regides do genoma responsaveis pelas
mudancas na expressao desses genes (KADARMIDEEN et al., 2006). A integragao
de informagfes estruturais e funcionais devera permitir melhor conhecimento do
controle genético das caracteristicas de interesse econdmico e auxiliar as decisdes

do melhoramento.

Marcadores moleculares
Desde a redescoberta dos principios de Mendel, no inicio do século XX, o
foco da atencdo dos geneticistas passou a ser o gene como unidade fundamental da

variacdo biologica. Com o desenvolvimento da genética de populagfes, surgiu o
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conceito de utilizacdo de genes individuais como marcadores, com a finalidade de
fazer inferéncias sobre as caracteristicas de uma populacéo, tais como o conteudo
de variabilidade, os padrdes de migracéo, a selecéo e a deriva genética.

Marcadores genéticos sdo caracteres de heranca mendeliana simples, em
que o padrao fenotipico individual pode ser experimentalmente determinado, de
modo a permitir que a segregacao do l6cus marcador responsavel pelo carater seja
acompanhada. A analise de segregacao requer a existéncia de pelo menos duas
formas alélicas, ou seja, a existéncia de polimorfismo no I6cus marcador.

Inicialmente, as caracteristicas disponiveis para esse tipo de andlise eram as
mutacfes que produziam alteracbes morfolégicas, como o nanismo, a auséncia de
asas em Drosophila ou a auséncia de pelos em camundongos. Entretanto, tais
mutacgdes s&o pouco frequentes nas populagdes naturais, em que a maior parte da
variacdo genética € de carater continuo (TANKSLEY, 1993). Além disso, mutacdes
que provocam alteracbes fenotipicas drasticas, como as citadas, geralmente
comprometem a adaptacdo do individuo, o que reduz sua utilidade em estudos de
comparacao entre populacoes.

As primeiras contribuicbes ao estudo de marcadores genéticos em animais
foram as descobertas dos polimorfismos de antigenos eritrocitarios (STORMONT e
CUMLEY, 1943). A analise de marcadores foi ampliada com o desenvolvimento de
técnicas de eletroforese de proteinas associadas a métodos de coloracdo
histoquimica, as quais permitiram que a variagdo genética das proteinas passasse a
ser estudada (SMITHIES, 1955).

Porém, com o desenvolvimento das técnicas de analise de DNA, a possibilidade
de analisar variacdes individuais nas sequéncias de DNA, independentemente de
corresponderem a um peptideo ou ndo, permitiu o desenvolvimento de diversos tipos
de marcadores moleculares. Nesse caso, cada segmento do DNA constitui um locus e
os padrdes correspondentes as variacdes de sequéncia nesse segmento séo fenotipos
moleculares. A utilizacdo de muitos desses marcadores se baseia na técnica de reacdo
em cadeia da polimerase (PCR), que permitiu a automacédo e a simplificacdo das
etapas de obtencdo dos padrbes moleculares. Nessa técnica, segmentos de DNA
especificos séo replicados in vitro e isso resulta na produgdo de milhares de copias da
sequéncia desejada, em quantidade suficiente para permitir a pronta visualizacdo do
DNA, sem a necessidade de métodos indiretos. Além disso, os produtos da PCR

podem ser utilizados na construcao de sondas e de moléculas recombinantes.
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Os diversos tipos de marcadores moleculares revelam variagdes de sequéncia
oriundas de diferentes mecanismos de mutacao e a escolha do tipo de marcador a ser
utilizado depende essencialmente da aplicacdo, mas deve levar em conta dificuldade
técnica, custo para a obtencdo do numero necessério de genotipos, informatividade,

distribuicdo pelo genoma e tipo de interacéo alélica.

Polimorfismos de comprimento de fragmentos de restr icdo

A ocorréncia de variacdo individual no nimero e no tamanho dos fragmentos
formados pela digestdo do DNA com uma enzima de restricdo foi demonstrada por
Grodzicker et al. (1975), em adenovirus. Essa variacao € o resultado de mutacdes de
ponto, que eliminam ou criam sitios de restricdo para determinada enzima, podendo
também originar-se de eventos de insercédo ou de delecéo entre dois sitios de restricdo
adjacentes. Essa variacdo foi denominada polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricao (restriction fragment length polymorphism — RFLP).

O método desenvolvido para adenovirus ndo produziu resultados satisfatorios
em eucariotos superiores, pois, em virtude do tamanho do genoma dessas espécies, 0
namero de fragmentos resultantes da digestdo com enzimas de restricdo € muito
grande. Consequentemente, tentativas de separar esses fragmentos por eletroforese
em gel produziram um rastro em vez de bandas discretas. A solucdo para esse
problema surgiu com o desenvolvimento da técnica de Southern blot (SOUTHERN,
1975), na qual os fragmentos separados por eletroforese séo transferidos para um
suporte sélido — usualmente uma membrana de nitrocelulose ou de nailon -,
imobilizados e desnaturados. Uma vez que a molécula de DNA tem tendéncia a formar
fitas duplas complementares, um segmento de DNA de fita simples €é utilizado como
sonda. A sonda é marcada com um is6topo radioativo, como o *?P, ou, mais
recentemente, com moléculas antigénicas que sdo detectadas por anticorpos
associados a enzimas que catalisam rea¢cdes cromogénicas ou quimiluminescentes.
Como resultado, apenas os fragmentos complementares a sequéncia da sonda séo
revelados.

As sondas utilizadas para a obtencdo de marcadores do tipo RFLP podem ser
ou nao originadas de regides codificadoras. O emprego de sonda de DNA
complementar ao RNA mensageiro (cDNA) é o mais comum e apresenta a vantagem
de ndo conter sequéncias repetitivas. Sondas andnimas, constituidas por fragmentos

de DNA gendmico formados ao acaso, possibilitam a rapida obtencdo de novos
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marcadores, além de permitirem a analise de regides nao codificadoras do genoma.
Porém, em virtude da abundancia de DNA repetitivo no genoma dos eucariotos,
quando o objetivo € a obtencdo de marcadores unilocais, essas sondas devem ser
submetidas a um processo de selecao, de forma a garantir que apenas aquelas que
representam sequéncias de copia Unica sejam empregadas.

Os marcadores de RFLP sdo co-dominantes e muitos dos l6cus descritos séo
dialélicos, quer originados de mutacbes de ponto quer de mutacdes estruturais.
Marcadores dialélicos sdo bastante limitados para 0 mapeamento genético, em
consequéncia do numero de cruzamentos informativos. O nimero desses cruzamentos
é funcéo do numero de progenitores que segregam para o marcador (heterozigotos) e
do nimero de progénies as quais se pode atribuir um dos alelos ao progenitor. Essa
relagdo pode ser quantificada pelo valor de contetudo de informagéo polimérfica (PIC),
definido por Botstein et al. (1980) como
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Nesta equacdo, o primeiro membro corresponde a proporcao de individuos
heterozigotos na populacdo, pressupondo-se equilibrio de Hardy-Weinberg. Essa
propor¢cdo é também definida como diversidade génica (WEIR, 1996). Dessa
diversidade se subtrai a proporcdo esperada de progénies ndo informativas, isto €,
aguelas em que nao é possivel diferenciar o alelo paterno do materno. Um exemplo
seria 0 acasalamento de dois individuos heterozigotos idénticos (A1A2 X Ai1A2): em
aproximadamente metade de suas progénies, as progénies heterozigotas, o alelo A;
poderia ter origem tanto paterna quanto materna. O mesmo raciocinio seria valido
para a analise da origem do alelo A..

Outras desvantagens dos marcadores de RFLP sdo o grau de dificuldade
técnica e a presenca de alelos raros, os quais fazem com que muitas populacdes
apresentem padrdo monomorfico. Como foi mencionado, a técnica original depende
tanto do desenvolvimento e da sele¢cdo de sondas com base em bibliotecas de
genoma ou de cDNA como da identificacdo das combinacdes de sonda e de
endonuclease de restricdo que revelam polimorfismos.

Para a analise de RFLP com a PCR, as extremidades da sonda que revelou o
polimorfismo s@o sequenciadas e as informac¢des sdo utilizadas para a sintese de

pequenas moléculas de DNA complementares as extremidades da regido que se
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pretende amplificar. Essas moléculas, denominadas primers, funcionam como ponto de
origem para a replicagdo do DNA in vitro (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995).
Quando a posicao do sitio polimorfico € conhecida, por exemplo, dentro de um gene
bem caracterizado, os primers podem ser desenvolvidos por meio de sequéncias
publicadas ou catalogadas em bases de dados, tais como o GenBank (NCBI, 2009). A
regido que contém os sitios polimorficos de restricdo é amplificada e os fragmentos
produzidos pela digestdo do produto de amplificacdo podem ser entdo analisados em
géis de agarose. A grande vantagem dos marcadores de RFLP para estudos de
populagdo € a reprodutibilidade dos padrdes fenotipicos; isso permite a designacao de
alelos correspondentes a cada padrao de fragmentos de restricdo, que podem ser
facilmente comparados entre as populagbes. Sado muito utilizados como meétodo
diagnéstico, quando, por exemplo, um lécus de RFLP é associado a uma caracteristica

monogénica, tal como uma doenca hereditéria.

Microssatélites

Os genomas dos eucariotos abrigam grande quantidade de DNA repetitivo,
classificado de acordo com o numero de nucleotideos e a complexidade da sequéncia
que compde as repeticbes. As diferentes classes sdo também caracterizadas por
comportamento tipico quanto a distribuicdo no genoma e quanto ao mecanismo
envolvido em suas origens (JOBSE et al., 1995).

A variabilidade de sequéncias repetitivas foi utilizada para a producgéo de perfis
caracteristicos de cada individuo pela técnica de DNA fingerprinting, na qual um
complexo padréo de bandas € obtido da hibridizacdo de sondas homélogas a regides
repetitivas. Essa técnica € de grande utilidade na identificacdo de individuos ou de
linhagens e em testes de paternidade. Entretanto, a aplicacdo em estudos de
populacdo pode ser dificultada pela elevada variagdo intrapopulacional, ndo sendo
possivel estabelecer um perfil caracteristico da populacéo, principalmente naquelas
populacdes que possuem base genética ampla. Além disso, sua natureza multilocal
ndo permite admitir, sem detalhada analise de segregacao, que fragmentos de mesma
taxa de migracdo sejam alelos idénticos de um mesmo lécus.

Avanco importante na obtencdo de marcadores hipervariaveis unilocais veio da
utilizacdo de uma classe de DNA repetitivo, as sequéncias de microssatélites (simple
sequence repeats — SSR). Os microssatélites sdo caracterizados por repeticbes em

tandem de um mono-, di-, tri- ou tetranucleotideo, localizadas dentro de regides de
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sequéncia Unica. Cada bloco de repeticbes tem geralmente menos do que 100 pares
de nucleotideos (TAUTZ, 1989). Do mesmo modo que outras regides repetitivas do
genoma, a variacdo do numero de repeticbes em cada locus é provavelmente
resultante de erros no deslocamento da DNA-polimerase durante a replicagéo do DNA.

Os microssatélites poli(G) e poli(A) sdo os mais simples, enquanto os poli(GT)
sd0 os mais frequentes, aparecendo em aproximadamente 5 a 10 x 10* lécus
individuais no genoma dos mamiferos. Muitos outros microssatélites foram
identificados até o momento e é possivel que qualquer sequéncia de poucos
nucleotideos represente um microssatélite no genoma de eucariotos.

Os microssatélites podem ser amplificados de maneira especifica pela técnica
de PCR, utilizando primers que contenham parte da sequéncia flanqueadora. A
amplificacdo resulta em produtos de diferente tamanho, em funcdo do numero de
cOpias da sequéncia repetitiva delimitada pelos primers. A maior dificuldade técnica
esta relacionada a identificacdo dos genotipos, principalmente nos lécus de
microssatélites constituidos por repeticbes de um a dois nucleotideos, nos quais dois
alelos adjacentes diferem entre si por apenas um ou dois pares de bases,
respectivamente. HA4 necessidade, portanto, de separar os produtos de PCR por
eletroforese em gel de poliacrilamida de alta definicdo. A identificagcdo dos produtos
pode se valer de trés estratégias:

1) Utilizacdo de um dos primers marcados com isotopo radioativo. Essa
marcacdo pode ser feita pela adicdo de [y*?P] catalisada pela enzima T4-
polinucleotideoquinase.

2) Marcacdo de um dos primers com fluoréforos e leitura em equipamento
sequenciador automatico.

3) Coloracao do gel por impregnacao com prata.

O desenvolvimento de marcadores de microssatélites pode ser feito pela analise
de sequéncias contidas em bancos de dados, localizando-se aquelas que contém SSR
e delineando-se primers para a regido que flanqueia a repeticdo. Outra estratégia é a
selecdo de fragmentos contidos em uma biblioteca genémica. A selecdo dos clones
que contém microssatélites pode ser realizada pela hibridizacdo das coldnias que
constituem a biblioteca com um oligonucleotideo sintético marcado, composto pela
repeticdo que se procura, de adenina (A), citosina (C), guanina (G) ou timina (T), por
exemplo (dG-dT)is ou (dA-dA-dT)1, para localizar as repetigdes de dinucleotideos CA

ou de trinucleotideo TTA, respectivamente. Algumas metodologias utilizam o prévio
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enriguecimento das bibliotecas por meio de métodos que promovam a clonagem
preferencial de fragmentos formados por sequéncias repetitivas.

Os clones positivos, isto é, aqueles que ficaram marcados apos a hibridizacgéo,
séo isolados e sequenciados para o desenvolvimento de primers complementares as
sequéncias flanqueadoras das SSR.

Uma vez que os primers utilizados sdo complementares as sequéncias de
cOpia Unica, obtém-se marcadores unilocais, altamente polimérficos e de heranca
co-dominante. Esses atributos sdo de grande valor para a construgcdao de mapas
genéticos.

Distor¢Oes da segregacdo podem surgir em decorréncia da “expansao” ou da
“contracdo” do microssatélite durante a meiose. A frequéncia desses eventos é da
ordem de 10 a 107 por l6cus, por gameta (HOLMES, 1994). Entretanto, em presenca
de alteracOes do sistema de reparo, a taxa de mutacdo pode aumentar de 100 a 1.000
vezes. A instabilidade resultante tem sido associada com o desenvolvimento de alguns
tipos de cancer (SIMPSON, 1996) e com doencas hereditarias, como a sindrome do
cromossomo X fragil.

Ao considerar a frequéncia dessas sequéncias e a média do tamanho do
genoma de mamifero de 3 x 10° pares de nucleotideos, seria possivel construir mapas
genéticos das espécies domeésticas com aproximadamente 10.000 locus de
microssatélites. Em bovinos e em outras espécies domésticas, como suinos, galinhas,
ovinos, caprinos e equinos, mapas genéticos saturados foram obtidos com marcadores
de microssatélites (VIGNAL et al., 2002).

Apesar da distribuicdo regular dos microssatélites, a padronizacdo da
designacéao dos alelos é complexa, uma vez que na maioria dos locus, a diferenca
entre alelos é de apenas dois pares de bases e as estimativas de tamanho dos
fragmentos pode variar entre equipamentos e entre técnicas. Essa variacéo dificulta a

comparacao de frequéncias alélicas obtidas em experimentos independentes.

Polimorfismos de um nucleotideo
Os avancos nos sistemas de sequenciamento automatizado de &acidos
nucleicos tém permitido que as sequéncias de diferentes individuos sejam
comparadas. Dessa forma, variacfes individuais, resultantes de mutacdes de ponto,
podem ser identificadas. Essas mutacbes podem ser substituicbes, delecbes e

adicbes de nucleotideos, que, uma vez caracterizadas, constituem os marcadores
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de polimorfismos de nucleotideos (single nucleotide polymorphisms — SNPs). Apesar
de tanto substituicbes quanto insercBes ou delecdes serem consideradas SNPs, &
importante ter em mente que os dois tipos se originam de mecanismos de mutacao
distintos (VIGNAL et al., 2002). Apesar de haver muito mais possibilidades de
transversdes (substituicbes de uma purina por uma pirimidina ou vice-versa) do que
transicbes (substituicdo de uma purina por outra purina ou de uma pirimidina por
outra pirimidina), a razdo observada entre 0 numero de transicbes sobre o de
transversdes varia de 1,4 em seres humanos a 2,36 em galinhas (VIGNAL et al.,
2002).

Os SNPs sdo marcadores atraentes para a analise genética, por se
encontrarem em praticamente qualquer regido do genoma ou em qualquer
sequéncia de interesse, por exemplo, em éxons de genes; isso pode ter implicacdes
diretas nas funcdes da proteina correspondente. Outras caracteristicas importantes
sdo a maior estabilidade, quando comparada a dos marcadores de microssatélites,
além da possibilidade de automacado. Essa ultima € uma vantagem consideravel em
situacdes que exigem a analise de grande numero de individuos e de marcadores,
como no caso da utilizacdo de marcadores aleatorios para varreduras completas de
genomas para localizagao de QTL.

A maioria dos marcadores do tipo SNP sao dialélicos, que resultam, como
discutido anteriormente, em pouca informacédo por l6cus. Do ponto de vista de
mapeamento, cinco marcadores desse tipo fornecem aproximadamente a mesma
informacdo que um l6cus de microssatélite, de tal forma que os mapas de SNPs
devem ter densidade maior do que os de microssatélites para se obter 0 mesmo
poder de deteccdo de QTL. Porém, a densidade necessaria ao mapeamento fino de
QTL s6 pode ser obtida com esse tipo de marcador (VIGNAL et al., 2002).

Métodos de prospeccao de SNPs
Muitas técnicas de deteccdo de SNPs tém sido descritas com base em
comparacao de sequéncias loco-especificas. Atualmente ha muitas tecnologias que
podem ser utilizadas na prospeccao de SNPs; dentre elas podemos destacar a
eletroforese em gradiente desnaturante, a clivagem quimica de pareamento
imperfeito, o método de polimorfismo de conformacdo de fita simples e a

cromatografia liquida desnaturante de alta performance.
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A eletroforese em gradiente desnaturante (DGGE) é uma técnica baseada no
principio de separacdo de produto de PCR e tem como base diferencas na
sequéncia do DNA que resultem em alteracbes nas propriedades de desnaturacéo
da molécula.

Aplica-se um agente quimico desnaturante em forma de gradiente em um gel
de poliacrilamida. Sequéncias de DNA diferentes migrardo através desse gel e serdo
desnaturadas em concentracoes especificas de agente desnaturante. A
desnaturacao altera a velocidade de migracdo e faz com que moléculas de tamanho
semelhante apresentem taxas de migracao diferentes, resultando em padrdes de
bandas especificos quando ha polimorfismo (FISCHER e LERMAN, 1983).

A clivagem quimica de pareamento imperfeito (CCM) € uma tecnologia
baseada no fato de que moléculas de citosina e de timina, quando em banda
simples, sao oxidadas por hidroxilamina e KMnQ,, respectivamente. Para deteccéo
de mismatch (polimorfismo) basta expor as sequéncias a esses agentes. A base
modificada quimicamente é depois clivada com piperidina e o ponto de mismatch
pode ser detectado pelo tamanho do produto gerado pela clivagem em eletroforese
em gel (COTTON et al., 1988; COTTON, 1999). As variacbes poderdao ser
detectadas com o uso de sondas complementares.

O principio do método de polimorfismo de conformacdo de fita simples
(SSCP) esta baseado na caracteristica de que fitas simples de DNA, ao
renaturarem, adquirem conformacdes espaciais especificas (estrutura terciaria)
dependentes de suas sequéncias de bases (estrutura primaria); a taxa de migracao
de um segmento de DNA quando submetido a uma eletroforese depende dessa
estrutura terciaria (LIU et al., 1999). Assim, fragmentos de DNA que diferirem em
uma unica base (SNP) apresentardo diferencas em suas estruturas terciérias e
migrardo em velocidades distintas (ORTI et al., 1997; SUNNUCKS et al., 2000).

Na cromatografia liquida desnaturante de alta performance (DHPLC) dois
fragmentos sdo gerados por PCR, um no qual se deseja investigar a presenca de
SNPs e outro dito normal. Os fragmentos sdo desnaturados e submetidos a
reanelamento gradual. Os produtos reanelados sdo aplicados em uma coluna de
DHPLC. Se ndo houver SNP serdo formados apenas “homoduplex”. Mas se o DNA
contiver SNP, serdo formados “heteroduplex” de DNA normal e mutado. Assim,

“homoduplex” e “heteroduplex” apresentaréo temperaturas de anelamento diferentes
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e 0s Ultimos néo seréo retidos na coluna, gerando um padrao cromatografico distinto
do gerado quando ndo ha SNP (OEFNER e UNDERHILL, 1995).

A espectrometria de massa de fragmentos de DNA pode ser empregada para
deteccdo de SNPs, pois qualquer alteracdo de base mudara a massa do fragmento.
No entanto, fragmentos de DNA grandes sofrem fragmentacdo no processo, 0 que
reduz a resolucao e a sensibilidade (NORDHOFF et al., 1994). Assim, diferencas de
uma unica base podem ser adequadamente detectadas em fragmentos menores. No
caso de fragmento grande, serd necesséria digestdo com enzimas de restricao
(CHIU et al., 2000), o que pode tornar o processo caro e trabalhoso.

O principal método de sequenciamento utilizado para prospeccédo de SNP é o
sequenciamento direto (método didesoxi ou de terminacédo da cadeia). Esse método
se baseia na incorporagdo de desoxinucleotideos (dNTPs) e de
didesoxinucleotideos (ddNTPs) a uma fita de DNA que esta sendo formada e utiliza
como molde o DNA de interesse. Assim que os ddNTPs s&o adicionados a cadeia, a
extensdo é interrompida, pois os ddNTPs ndo possuem o grupo hidroxila (OH) 3’,
necessario para a ligagdo do préximo desoxinucleotideo (ANTP). Esses ddNTPs séo
marcados com fluorescéncia. Dessa forma, podem ser detectados e a sequéncia
dos nucleotideos, identificada. Ao final de varios ciclos sdo obtidas diversas cadeias
de DNA, de tamanhos variaveis e terminadas em diferentes ddNTPs que,
posteriormente, serdo identificados em sequenciador automatico (REGITANO et al.,
2007).

Métodos de genotipagem de SNPs

Muitos métodos podem ser utilizados para genotipar SNPs. A maioria se
baseia na obtencdo e na separacdo de produtos de PCR. Nesse processo
geralmente ocorre geracao de um produto alelo especifico para o SNP de interesse,
com posterior deteccdo do gendtipo. As metodologias de discriminacdo alélica de
SNPs sao realizadas por meio de reagfes bioquimicas alelo-especificas. Segundo
Kim e Misra (2007), os métodos de extensdo de primer, hibridizac&o, ligacdo e
clivagem enzimatica sdo os mais utilizados. Apos a reacao de discriminacéo alélica
0S genotipos podem ser identificados com base em sua massa, em sua
fluorescéncia ou em sua quimiluminescéncia.

A metodologia de extensdo de primer é baseada na incorporacdo de

deoxirribonucleotideos especificos complementares a sequéncia de DNA-alvo. Ha
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muitas variacbes dessa tecnologia, no entanto, segundo Kwok (2001), elas podem
ser agrupadas em duas classes. Na primeira é utilizada uma adaptacdo do
sequenciamento, com o emprego de ddNTPs, para identificacdo do nucleotideo
polimorfico com um primer comum para amplificacdo de ambos os alelos. A segunda
classe consiste numa PCR alelo-especifica, em que a DNA polimerase amplifica o
DNA-alvo somente se os primers forem perfeitamente complementares ao sitio do
DNA-alvo, utilizando-se assim primers especificos para detectar cada alelo. Os
gendtipos do SNP podem ser revelados segundo a massa ou segundo a
fluorescéncia.

A hibridizacdo tem como base a estabilidade térmica do DNA de dupla fita.
Em condicdes de alta estringéncia, essa estabilidade € suficiente para distinguir
entre pares de sonda — DNA-alvo perfeitos e imperfeitos. A hibridizagdo s6 acontece
se ocorrer pareamento perfeito entre sonda e DNA-alvo. Assim, podem ser
construidas sondas especificas para cada alelo. Uma ferramenta que utiliza esse
principio é o ensaio para genotipagem de SNP TagMan® (Applied Biosystems, CA),
que constitui uma combinagdo da hibridizacdo e da atividade exonucleasica 5’ da
DNA-polimerase, acoplada a deteccéo de fluorescéncia (VEGA et al., 2005).

A terceira metodologia de discriminagédo alélica mais popular é a ligacdo. E
sabido que quando dois oligonucleotideos hibridizam perfeitamente a um DNA de
fita simples, ficando um adjacente ao outro, a enzima DNA-ligase tende a uni-los e
formar um Unico nucleotideo. E nessa caracteristica que essa metodologia se
baseia. A reacdo consta de trés sondas de oligonucleotideos, sendo duas alelo-
especificas marcadas cada uma com um corante fluorescente distinto e a terceira
com biotina ligada, que se combinara adjacentemente a sonda alelo-especifica
(LANDEGREN et al., 1988). Quando ocorre ligacao perfeitamente complementar de
uma sonda alelo-especifica e, em sua adjacéncia, a ligacdo da sonda com biotina, a
ligase as une, formando um unico oligonucleotideo. Essa reacéo pode ser analisada,
por exemplo, em eletroforese capilar para deteccdo dos alelos do SNP. Uma
ferramenta que se utiliza dessa metodologia é o CFET (combinatorial fluorescence
energy transfer) (TONG et al., 2001).

A habilidade de certas enzimas reconhecerem sequéncias especificas do
DNA e efetuarem clivagem nesse ponto constitui outra forma de discriminagao
alélica. Assim, um alelo de um SNP pode criar ou destruir um sitio de restricao
diferenciando o padréo eletroforético entre alelos de um SNP. Uma caracteristica
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marcante de muitos desses sitios de clivagem é que eles possuem dupla simetria
rotacional, isto €, a sequéncia de reconhecimento é palindrbmica e os sitios de
clivagem séo simetricamente posicionados (BERGER et al., 2002) Uma técnica que
utiliza tais enzimas para discriminar alelos de SNPs é o RFLP.

Outra técnica que vem sendo empregada na discriminagdo alélica de SNPs
sdo os amplification refractory mutation systems (ARMS). H4 muitas variacdes dessa
técnica. A mais tradicional (ARMS-PCR) € realizada com a utilizacdo de quatro
primers, dois internos alelo-especificos (denominados inner primers ) e dois
complementares a sequéncia que flanqueia o SNP, externos (denominados outer
primers). Como os dois primers internos possuem sequéncia complementar aos
alelo-especificos do SNP, cada primer se anelara apenas a regiao gendmica que
contém o alelo correspondente. Esses primers alelo-especificos contém um
mismatch no antepenultimo nucleotideo da extremidade 3’ para aumentar a
especificidade alélica. Os primers externos se ligam as regifes flanqueadoras em
distancias distintas em relacdo ao SNP, de forma a amplificar regides de diferentes
tamanhos, dependendo do alelo presente (YE et al., 2001).

Buitkamp e Semmer (2004) desenvolveram a metodologia que denominaram

de ARMS PRNP, baseada no ARMS-PCR. Essa metodologia € muito semelhante ao
ARMS-PCR, exceto pelo fato de que possui apenas trés primers, sendo um externo
e dois especificos. Outra diferenca estd no fato de que um dos primers alelo-
especificos contém uma cauda degenerada de quatro pares de bases. Esse fato
gerard amplicons de tamanhos diferentes, especificos para cada alelo.
Métodos que utilizam a hibridizacdo alelo-especifica, ou uma combinacdo de
hibridizacdo com extensdo de molécula, em arranjos de alta densidade, surgiram
como alternativa para a genotipagem de SNPs em escala genbmica. Apesar do
elevado custo dessa metodologia, a utilizacdo de pools de DNA tem sido proposta
como alternativa para reducédo do custo em estudos de associacdo (PEARSON et
al., 2007).

Mapeamento de QTL
O mapeamento de QTL, ou seja, a deteccao, a localizacdo e a estimativa do
efeito de regibes do genoma associadas a uma caracteristica quantitativa requer
grande numero de animais para os quais estejam disponiveis dados de avaliacdo do
fendtipo de interesse. O numero de individuos necessarios depende da magnitude
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do efeito que se deseja identificar, da herdabilidade do carater e da estrutura da
populacao, entre outros fatores, porém, esse numero € frequentemente da ordem de
milhares. Esse requisito € particularmente restritivo em animais de grande porte, nos
quais o custo de producdo e de manutencdo de grandes populacdes experimentais €
elevado.

As populagbes comerciais tém sido Uteis para o mapeamento de QTL em
bovinos de leite, dos quais grandes progénies de touro, resultantes do uso intensivo
de inseminacéo artificial, podem ser encontradas. Georges e Andersson (2003)
apontaram como vantagem do mapeamento de QTL em gado leiteiro a intensa
anotacdo de dados referentes a avaliagbes fenotipicas, tais como medidas de
qualidade do leite, avaliagbes da saude dos animais, avaliacbes morfométricas e
informacbes de pedigree e de manejo, principalmente nos paises mais
desenvolvidos.

Essa situacdo, entretanto, ndo se aplica aos bovinos de corte, cujas familias
sdo menores e cuja quantidade de caracteristicas fenotipicas avaliadas € restrita.
Além disso, caracteristicas de dificil avaliacéo, tais como taxa de ovulagdo, maciez
da carne e resisténcia a doencas, raramente sdo consideradas em programas de
melhoramento, requerendo a utilizacdo de populacdes experimentais, as quais
devem ser obtidas mediante a aplicacdo de algum delineamento genético, tais como
F,, retrocruzamento ou familias de meios-irmaos. Os resultados mais promissores
de identificagéo de marcadores associados a caracteres de interesse econdmico sao
os relatados com suinos, de que 1.675 QTL foram descritos em mais de 100
publicacdes (ROTHSCHILD et al., 2007). Algumas mutacdes em genes, ou em
desequilibrio de ligacdo com a mutacdo causal, ttm sido regularmente utilizadas
pela industria de melhoramento de suinos.

O mapeamento de QTL em espécies domésticas beneficia-se do reduzido
tamanho efetivo das populacdes, pois a maioria das racas € formada com base em
pequeno numero de animais fundadores. Esse fato leva a reducédo da complexidade
das caracteristicas dentro de racas, uma vez que poucos alelos estédo representados
na populagéo.

A utilizacdo de pequeno numero de individuos selecionados para dar origem a
proxima geracdo leva ao aumento de endogamia e ao consequente aumento da
probabilidade de a progénie receber dos parentais regides do genoma que séo
idénticas por descendéncia. Essas regides podem conter alelos recessivos
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deletérios, ou seja, que causam doencas, malformacdes ou anomalias hereditarias.
O emprego de marcadores como método diagnostico para eliminar animais
portadores de alelos deletérios esta entre as mais promissoras aplicacbes dessa
tecnologia. Como exemplo, pode-se citar a mutagdo responséavel pela sindrome do
estresse dos suinos (ROTHSCHILD et al., 2007), a mutacdo no gene que codifica a
proteina CD18, responsavel pela sindrome de deficiéncia de adeséo dos leucécitos,
em bovinos da raca Holandesa (SHUSTER et al., 1992), e a recente descricdo de
mutacdes independentes no gene lipoprotein receptor-related protein 4 relacionadas
a sindactilia dos bovinos (DROGEMULLER et al., 2007).

Selecéo assistida por marcadores

A selecdo assistida por marcadores (MAS) tem por objetivo aumentar a
acuracia da selecdo. Porém, quando se utiliza MAS, apenas alguns dos genes que
contribuem para a variacao do carater selecionado sdo avaliados. Assim, 0 emprego
de informacdo de genoétipo para o marcador, sem considerar as avaliacbes de
diferenca esperada na progénie, que fornecem uma visdo do componente
quantitativo ndo explicado pelo marcador, pode conduzir & rapida fixacdo do alelo de
QTL selecionado e a maior perda de variabilidade durante o processo de selecdo. A
MAS deve ser realizada concomitantemente a selecéo tradicional, pois dar grande
énfase a somente um marcador podera ocasionar perda da variabilidade em outros
l6cus, restringir a selecdo no longo prazo e resultar em efeito carona ou na fixagéo
de alelos desfavoraveis por deriva na porcdo do genoma nao associada ao
marcador. Segundo Van Eenennaam (2007), os beneficios da MAS sdo maiores nas
caracteristicas que tém baixa herdabilidade, nas que s&o dificeis ou caras para
mensurar e nas que nado podem ser medidas antes que o animal contribua para dar
origem a proxima geracao. Outras caracteristicas que podem ser beneficamente
selecionadas com MAS sao producao de leite, habilidade materna, resisténcia a
doencas, rendimento de carcaca, desempenho de crescimento, fertilidade, eficiéncia
reprodutiva e caracteristicas limitadas pelo sexo.

Os maiores avancos na area de MAS deverao ser experimentados quando as
novas tecnologias de andlise de marcadores, tais como chips de SNPs, que
permitem a investigacdo simultdnea de grande numero de marcadores, alcancarem
custo compativel com a aplicagdo. Nesse caso, a selecdo sera feita com base no

genoma do animal e ndo mais em informagfes pontuais de poucos genes. Essa
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realidade j& pode ser observada nos suméarios de touros da raca Holandesa, nos
quais machos jovens ja possuem estimativa de valor genético com base
exclusivamente na informacéo genémica.

Aliadas as técnicas de analise do genoma funcional e da genbmica
comparada, as informagdes sobre QTL deverdo rapidamente conduzir & descoberta
de genes e de mutacdes causais, aquelas que determinam a variagcao fenotipica. A
compreensao dos mecanismos bioldgicos e do controle genético das caracteristicas
de interesse serd um campo aberto para a manipulacdo da expressdo de genes,
quer via transgénese quer via técnicas de expressao transitdria, tais como o RNA de

interferéncia.

Caracterizacao de recursos genéticos

Uma das premissas fundamentais do melhoramento é a existéncia de
variabilidade genética nas caracteristicas a serem selecionadas. O processo de
melhoramento leva a fixacdo de caracteres e a perda de variabilidade, quer
intencionalmente, por meio de selecdo, quer acidentalmente, por meio de deriva
genética, resultante do reduzido tamanho efetivo das populacdes. A conservagéo de
recursos geneéticos animais tem por objetivo manter os repositorios de alelos e de
combinacdes alélicas que possam vir a suprir necessidades do melhoramento
animal, at¢é mesmo de nichos pouco privilegiados pelos objetivos da industria
agropecudria, como genes relacionados a adaptacdo a condi¢bes tropicais e de
baixo investimento tecnoldgico (ILRI, 2007).

Entretanto, quando se trata de animais domésticos, a manutencdo de
recursos geneéticos requer extensas areas e representa custo razoavel. A utilizacéao
de marcadores moleculares permite 0 monitoramento da variabilidade genética e a
estimativa de parametros populacionais, tais como o coeficiente de endogamia. Nas
populacdes em que ndo ha registro genealdgico, é possivel identificar a paternidade,
apesar de esse processo requerer a analise de grande numero de marcadores ou de
padrées de DNA-fingerprints.

A analise de diversidade intrapopulacional pode também ser utilizada na
identificacdo dos acessos que constituem a menor colecdo em que esta
representada a maxima variabilidade genética de uma unidade de preservacao (core

collection). Esse conceito tem sido amplamente empregado em recursos genéticos
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vegetais e foi recentemente proposto para o manejo de cole¢bes de animais
domeésticos (EGITO, 2007).

Consideracdes finais

Os avancos metodolégicos dos ultimos 50 anos permitiram o desenvolvimento
de um ndmero ilimitado de marcadores moleculares. A escolha do marcador
adequado a cada situacdo depende principalmente do objetivo do trabalho. Para
construcdo de mapas genéticos e para mapeamento de QTL, marcadores altamente
informativos podem ser melhores, porém, quando se deseja a constru¢cdo de mapas
de alta densidade, mesmo que menos informativos, os SNPs sdo mais adequados,
pois se apresentam em maior frequéncia nos genomas. Para fins de comparacédo de
populacdes, além do conteudo de informacdo polimorfica, a reprodutibilidade dos

fendtipos moleculares é um dos fatores a ser considerado.

Referéncias bibliograficas

BERGER, J. M.; TYMOCZKO, J. L.; STRYER, L.; CLARKE, N. D. Biochemistry 6.1 :
the basic tools of gene exploration. 5'ed. New York: W. H. Freeman, 2002.

BOTSTEIN, D.; WHITE, R. L.; SKOLNICK, M.; DAVIS, R. W. Construction of a
genetic linkage map in man using restriction fragment length polymorphisms.
American Journal of Human Genetics , v. 32, n. 3, p. 314-331, 1980.

BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, et al. Genome-wide survey of SNP variation
uncovers the genetic structure of cattle breeds. Science, v. 324, n. 5926, p. 528-532,
2009.

BUITKAMP, J.; SEMMER, J. A robust, low- to medium-throughput prnp genotyping
system in sheep. BioMed Central Infectious Diseases , v. 4, p. 30, 2004.

CHIU, N. H.; TANG, K.; YIP, P.; BRAUN, A.; KOSTER, H.; CANTOR, C. R. Mass
spectrometry of single-stranded restriction fragments captured by an undigested
complementary sequence. Nucleic Acids Research, v. 28, n. 8, p. E31, 2000.

COTTON, R. G. H. Mutation detection by chemical cleavage. Genetic Analysis:
Biomolecular Engineering , v. 14, n. 5-6, p. 165-168, 1999.

COTTON, R. G.; RODRIGUES, N. R.; CAMPBELL, R. D. Reactivity of cytosine and
thymine in single-base-pair mismatches with hydroxylamine and osmium tetroxide
and its application to the study of mutations. Proceedings of the National

Academy of Sciences of the United States of América  , v. 85, n. 12, p. 4397-4401,
1988.



Anais do Il Simpésio de Biologia Molecular Aplicada a Produgdo Animal — 22 e 23 de junho de 2009 18
Embrapa Pecuéria Sudeste — Sao Carlos — SP — Brasil

DROGEMULLER, C.; LEEB, T.; HARLIZIUS, B.; TAMMEN, |.; DISTL, O.;
HOLTERSHINKEN, M.; GENTILE, A.; DUCHESNE, A.; EGGEN, A. Congenital
syndactyly in cattle: four novel mutations in the low density lipoprotein receptor-
related protein 4 gene (LRP4). BioMed Central Genetics , v. 8, p. 5, 2007.

EGITO, A. A. Diversidade genética, ancestralidade individual e m  iscigenacéo
nas racgas bovinas no Brasil com base em microssatél ites e haplétipos de DNA
mitocondrial : subsidios para a conservacdo. 2007. 246f. Tese (Doutorado em
Biologia Celular) — Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2007.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducéo ao uso de marcadores RAPD e
RFLP em analise genética . Brasilia: EMBRAPA-CENARGEN, 1995. 220 p.

FISCHER, S. G.; LERMAN, L. S. DNA fragments differing by single base-pair
substitutions are separated in denaturing gradient gels: correspondence with melting
theory. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, v. 80, n. 6, p. 1579-1583, 1983.

GEORGES, M.; ANDERSSON, L. Positional identification of structural and regulatory
guantitative trait nucleotides in domestic animal species. In: COLD SPRING
HARBOR SYMPOSIA ON QUANTITATIVE BIOLOGY, 68., 2003. Anais... Cold
Spring: Harbor Laboratory Press, p. 179-188, 2003.

GRODZICKER, T.; WILLIAMS, J.; SHARP, P.; SAMBROOK, J. Physical mapping of
temperature-sensitive mutations of adenoviruses. Cold Spring Harbor Symposium on
Quantitative Biology ,v. 39, v. 1, p. 439-446, 1975.

HOLMES, N. G. Microsatellite markers and the analysis of genetic disease. British
Veterinary Journal ,v. 150, n. 5, p. 411-421, 1994.

ILRI — INTERNATIONAL LIVESTOCK RESEARCH INSTITUTE. Improving
utilization of farm animal genetic resources . 2007. Disponivel em:
<http://www.ilri.org/research/Content.asp?SID=15&CCID=41>. Acesso em: 10 jun.
2009.

JOBSE, C.; BUNTJER, J. B.; HAAGSMA, N.; BREUKELMAN, H. J.; BEINTEMA, J. J.;
LENSTRA, J. A. Evolution and recombination of bovine DNA repeats. Journal of
Molecular Evolution ,v. 41, n. 3, p. 277-283, 1995.

KADARMIDEEN, H. N.; ROHR, P. von; JANSS, L. L. G. From genetical genomics to
systems genetics: potential applications in quantitative genomics and animal
breeding. Mammalian Genome , v. 17, n. 6, p. 548-564, 2006.

KIM, S.; MISRA, A. SNP genotyping: technologies and biomedical applications.
Annual Review of Biomedical Engineering , v. 9, p. 289-320, 2007.

KWOK, P. Y. Methods for genotyping single nucleotide polymorphisms. Annual
Review of Genomics and Human Genetics , v. 2, p. 235-258, 2001.



Anais do Il Simpésio de Biologia Molecular Aplicada a Produgdo Animal — 22 e 23 de junho de 2009 19
Embrapa Pecuéria Sudeste — Sao Carlos — SP — Brasil

LANDEGREN, U.; KAISER, R.; SANDERS, J.; HOOD, L. A ligase-mediated gene
detection technique. Science, v 241, n. 4869, p. 1077-1080, 1988.

LIU, Q.; FENG, J.; BUZIN, C.; WEN, C.; NOZARI, G.; MENGOS, A.; NGUYEN, V,;
LIU, J.; CRAWFORD, L.; FUJIMURA, F. K.; SOMMER, S. S. Detection of virtually all
mutations-SSCP (DOVAM-S): a rapid method for mutation scanning with virtually
100% sensitivity. Biotechniques , v. 26, n. 5, p. 932-942, 1999.

NCBI — NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION. GenBank
overview . Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.htm>.
Acesso em: 26 jun. 2009.

NORDHOFF, E.; KIRPEKAR, F.; KARAS, M.; CRAMER, R.; HAHNER, S.;
HILLENKAMP, F.; KRISTIANSEN, K.; ROEPSTROFF, P.; LEZIUS, A. Comparison of
IR- and UV-matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry of
oligodeoxynucleotides. Nucleic Acids Research ,v. 22, n. 13, p. 2460-2465, 1994.

OEFNER, P. J.; UNDERHILL, P. A. Comparative DNA sequencing by denaturing
high-performance liquid chromatography (DHPLC). American Journal of Human
Genetics , v. 57, p. 266, 1995.

ORTI, G.; HARE, M. P.; AVISE, J. C. Detection and isolation of nuclear haplotypes
by PCR-SSCP. Molecular Ecology , v. 6, n. 6, p. 575-580, 1997.

PEARSON, J. V.; HUENTELMAN, M. J.; HALPERIN, R. F.; TEMBE, W. D,;
MELQUIST, S.; HOMER, N.; BRUN, M.; SZELINGER, S.; COON, K. D.; ZISMANN,
V. L.; WEBSTER, J. A.; BEACH, T.; SANDO, S. B.; AASLY, J. O.; HEUN, R;;
JESSEN, F.; KOLSCH, H.; TSOLAKI, M.; DANIILIDOU, M.; REIMAN, E. M.;
PAPASSOTIROPOULOS, A.; HUTTON, M. L.; STEPHAN, D. A.; CRAIG, D. W.
Identification of the genetic basis for complex disorders by use of pooling-based
genomewide single-nucleotide-polymorphism association studies. American Journal
of Human Genetics , v. 80, n. 1, p. 126-139, 2007.

REGITANO, L. C. A.; MEO-NICIURA, S. C.; IBELLI, A. M. G.; GOUVEIA, J. J. S.
Protocolos de biologia molecular aplicada a produca o animal . 1. ed. Sao Carlos:
Embrapa Pecuaria Sudeste, 2007. 66 p. Disponivel em:
<http://www.cppse.embrapa.br/080servicos/070publicacaogratuita/e-
book/LivroProtMol.pdf>. Acesso em: 10 jun. 2009.

ROTHSCHILD, M. F.; HU, Z. L.; JIANG, Z. Advances in QTL mapping in pigs.
International Journal of Biological Sciences ,v. 3,n. 3, p. 192-197, 2007.

SELLNER, E. M.; KIM, J. W.; MCCLURE, M. C.; TAYLOR, K. H.; SCHNABEL, R. D.;
TAYLOR, J. F. Board-invited review: Applications of genomic information in livestock.
Journal of Animal Science ,v. 85, n. 12, p. 3148-3158, 2007.

SHUSTER, D. E.; KEHRLI Jr, M. E.; ACKERMANN, M. R.; GILBERT, O. R.
Identification and prevalence of a genetic defect that causes leukocyte adhesion
deficiency in Holstein cattle. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America , v. 89, n. 19, p. 9225-9229, 1992.



Anais do Il Simpésio de Biologia Molecular Aplicada a Produgdo Animal — 22 e 23 de junho de 2009 20
Embrapa Pecuéria Sudeste — Sao Carlos — SP — Brasil

SIMPSON, A. J. G. Mini review: microsatellite instability in human cancer. Brazilian
Journal of Genetics , v. 19, p. 171-174, 1996.

SMITHIES, O. Zone electrophoresis in starch gel: group variation in the serum
proteins of normal human adults. Biochemical Journal , v. 61, n. 4, p. 629-641,
1955.

SOUTHERN, E. M. Detection of specific sequences among DNA fragments
separated by gel electrophoresis. Journal of Molecular Biology , v. 98, n. 3, p. 503-
517, 1975.

STORMONT, C.; CUMLEY, R. W. Cellular antigens in cattle blood. Journal of
Heredity , v. 34, p. 35-41, 1943.

SUNNUCKS, P.; WILSON, A. C. C.; BEHEREGARAY L. B.; ZENGER, K.; FRENCH,
J.; TAYLOR, A. C. SSCP is not difficult: the application of single-stranded
conformation polymorphism in evolutionary biology and molecular ecology.
Molecular Ecology , v. 9, n. 11, p. 1699-1710, 2000.

TANKSLEY, S. D. Mapping polygenes. Annual Review of Genetics , v. 27, p. 205-
233, 1993.

TAUTZ, D. Hypervariability of simple sequences as a general source for polymorphic
DNA markers. Nucleic Acids Research ,v. 17, n. 16, p. 6463-6471, 19809.

TONG, A. K.; LI, Z.; JONES, G. S.; RUSSO, J. J.; JU, J. Combinatorial fluorescence
energy transfer tags for multiplex biological assays. Nature Biotechnology , v. 19, n.
8, p. 756-759, 2001.

VAN EENENNAAM, A. Marker assisted selection in beef cattle. Disponivel em:
<http://animalscience.ucdavis.edu/animalbiotech/Outreach/Marker_Assisted_Selectio
n_in_Beef_ Cattle.pdf>. Acesso em: 05 de junho 2007.

VEGA, F. M; LAZARUK, K. D.; RHODES, M. D.; WENZ, M. H. Assessment of two
flexible and compatible SNP genotyping platforms: TagMan SNP genotyping assays
and the SNPIlex genotyping system. Mutation Research , v. 573, n. 1-2, p. 111-135,
2005.

VIGNAL, A.; MILAN, D.; SANCRISTOBAL, M.; EGGEN, A. A review on SNP and
other types of molecular markers and their use in animal genetics. Genetics
Selection Evolution , v. 34, n. 3, p. 275-305, 2002.

WEIR, B. S. Genetic data analysis : methods for discrete population genetic data. 2.
ed. Massachusetts: Sinauer Associates, 1996. 445 p.

YE, S.; DHILLON, S.; KE, X.; COLLINS, A. R.; DAY, I. N. M. An efficient procedure
for genotyping single nucleotide polymorphisms. Nucleic Acids Research , v. 29, n.
17, p. E88, 2001.



