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Introducio

Desde a redescoberta dos princi-
pios de Mendel, no inicio do século
XX, o foco de atencéo dos geneticis-
tas passou a ser o gene, como unj-
dade fundamental da variacao hiold-
gica. Com o desenvolvimento da ge-
nética de populagées, surge o con-
ceito de utilizacio de genes indivi-
duais como marcadores, com a fina-
lidade de fazer inferéncias sobre as
caracterisiicas de uma populagao,
como, por exemplo, o contelido de
variabilidade, os padrées de migra-
¢ao, a selecdo e a deriva genética.
Além disso, a possibilidade de ana-
lisar & segregacédo de Yenes maica-
dores, para localizar e estimar o efej-
to de poligenes que controlam carac-
teristicas de interesse para o melho-
ramento das espécies, fomentou ain-
da mais o estudo de marcadores.

Marcadores genéticos sédo carac-
teristicas de heranca mendeliana
simples, que possibilitam a
inferéncia do gendtipo a partir do
fendtipo do individuo, permitindo que
a segregacdo do gene marcador
seja acompanhada. A andlise de se-
gregacao requer a existéncia de pelo
menos duas formas alélicas, ou seja,
a existéncia de polimorfismo no loco
marcador,

Inicialmente, as caracieristicas dis-
poniveis para esse tipo de andlise
eram as mutacdes que produziam
alteragées morfoldgicas, como o
nanismo, a auséncia de asas em
Drosophila e a auséncia de pélos em
camundongos. Entretanto, tais muta-
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¢Oes séo pouco freqlientes nas po-
pulagGes naturais, em que a maior
parte da variaco genética & de ca-
rater continuc (Tanksley, 1993). Além
disso, macromutacoes, como as cj-
tadas acima, freqlientemente com-
prometem a adaptacéo do individuo,
0 que reduz sua utilidade em estudos
de comparacio entre populacdes.

As primeiras contribuicdes ao

estudo de marcadores genéticos em
animais foram as descobertas dos
polimorfismos de antigenos eritrocitA-
rios (Stormont & Cumley, 1943). A
andlise de marcadores foj ampliada
com o desenvoiimaents de Lo
de eletroforese de proteinas, asso-
ciadas a métodos de coloragdo histo-
quimica, que permitiram que a varia-
¢ao genética das proteinas passas-
Se a ser estudada (Smithies, 1955).
Esses marcadores tém sido intensa-
mente utilizados para investigar a
estrutura das populacées, elucidando
questGes como fluxo génico em po-
pulagdes naturajs, disperséo e
filogenia. Apesar disso, apenas par-
te da variagdo genética de uma es-
pécie pode ser observada, aquela
resultante de mutagées que ocorrem
em regides codificadoras do gene-
ma e causam alteracdo detectdvel
do produto génico.

Essa limitacdo foi superada
com o desenvolvimento das técnicas
de andlise de DNA e o consequente
desenvolvimento de diversos tipos de
marcadores moleculares, que serao
discutidos neste cap/tulo.

Polimtorfismo
de comprimento de
fragmenies de resfrigso

A caracterizacao do polimorfis-
mo de DNA tornou-se possivel com
a descoberta das endonucleases de
restricao da Classe Il, capazes de
cortar a molécula de DNA em sitios
especificos, denominados sitios de
restricdo. O nimero de cortes efetua-
dos por determinada enzima de res-
trigéb é fungdo do numero de sitios
de restricio nresentes ao longo da
molécula de DNA. A ccorréncia de
variagéo individual no ndmero e no
tnmanhn das fiagmentos formados
pela digestao do UNA com uina
enzima de restrigéo foi demonstrada
por Grodzicker etal. (1974), em ade-
novirus. Essa variagao ¢ o resuliado
de mutacoes de ponto, que eliminam
ou criam sitios de restricao para de-
terminada cnzima, podendo também
resultar de eventos de insergao ou de
delecao entre dois sitios de relstrig:éo
adjacentes. Essa variacao foi (_:Ieno-
minada polimorfismo de comprimen-
to de fragmentos de restricao ou

RFLP, sigla derivada do termo inglés
restriction fragment length polymor-
phism.

O método desenvolvido para
adenovirus nao produziu resultados
satisfatorios em eucariotos superio-
res. Em virtude do tamanho do
genoma dessas especies, o namero
de fragmentos resultantes da dlges'—
t&o com enzimas de restricao é mui-
to grande. Conseqlientemente, ten-
tativas de separar esses fragmentos

B S NETRER TS ST PIT ST TR S AR —

por eletroforese em gel produ_ziram
um rastro ao invés de bandas discre-
tas. A solugao para esse probler]’ua
surgiu com o desenvolvimento da tec-
nica de Southern blot (Southern,
1975), na qual os fragmentos sepa-
rados por eletroforese sao transferi-
dos para um suporte sélido, usual-
mente uma membrana de nitrocelu-
lose ou néilon, imobilizados e desna-
turados. Explorando a tendéncia da
molécula de DNA de formar fitas du-
pias complementares, uliliza-s¢ a
seqléncia de fita simples de DNA
como sonda, A sonda é marcada com
um isétopo radioative, como o *P,
ou, mais recentemente, com mo1é¢u—
lus antigCnicas que sac “atesiadas
por anticorpos associados a en:zmas
que catalisam reagoes cromogéenicas
ou guimiluminescentes. Como resul-
tado, apenas os fragmentos comp!_e-
mentares a seqiiéncia da sonda séao
revelados (Fig. 1).

As sondas utilizadas para a
obtengao de marcadores F{FLI3_~p0-
dem ser originadas de regides
codificadoras ou ndo. O emprego de
sonda de DNA complementar ao
RNA mensageiro (cDNA) € o mais
comum & apresenta a vantagem de
nao conter sequéncias repetitivas.
Sondas anénimas, obtidas a partir de
fragmentos de DNA genémico ao
acaso, possibilitam a rapida c?btenﬁ
¢cdo de novos marcadores, .a_lem Eie
permitirem a anélise de regides nao
codificadoras do genoma. Porem,
em virtude da abundancia de DNA
repetitivo no genoma dos eucar_iotos,
quando o objetivo & a obtencao de

27




A. DNA genémico

Digestio com
endonuclease
de restricio

1 Eletroforese em
gel de agarose

(+)

Flg._1. {I\nalise de RFLP pela técnica de Southe
genomico & digerido com endonuct
tamanha por mein de eletroforege, Qs fra
desnaturados por tratamento alcal|

em bﬁctén’as. O cONA € retirado do v
com “P e desnaturado. C, Hibridizaca

marcadores unilocais, essas sondas
devem ser submetidas a um proces-
S0 de selecdo, de forma a garantir
que apenas aquelas que represen-
tam sequéncias de cépia tinica se-
Jam empregadas.

Um aspecto importante dos mar-
cadores RFLP ¢ a prevaléncia de
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etor por digestao com endonuclease d
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m biot. A, Preparacio do DNA a ser investi ;0D
eases de resiricio e os fragmentos se gl e

parados em funcdo do

. gmentos sdo transferidos para um suporte sdlido o
i be ino. B. Preparacdo da son . .
‘ a0 reversa de um RNA mensagziro, & clon,

o da: O DNA complementar, obtido por
aCo em um velor, que permite sua muitiplicaczo
e restiicdo, marcado

dialelismo. Muitos dos locos marca-
dqre_zs descritos sao dialélicos, quer
originados de mutagées de ponto ou
de mutagdes estruturais. Marcadores
dialélicos sao bastante limitados para
0 mapeamento genético, em funcéo
do nimero de cruzamentos informa-
tivos, que é funcdo do ntmero de

progenitores segregando para o
marcador (heterozigotos) e do nime-
ro de progénies nas quais podemos
atribuir um dos alelos ao progenitor.
Essa relacao pode ser guantificada
pelo valor de contetido de informa-
cdo polimérfica (PIC), definido por
Botstein et al. (1980) como:

n
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Nessa equacao, o primeiro mem-
bro corresponde & proporgéo de in-
dividuos heterozigotos na populagéo,
piussupendose guullibrio de Harrhs-
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Weinberg. Essa proporcao é tam-
bém definida como diversidade
génica (Weir, 1996). Dessa diversi-
dade se subtrai a propergao espe-
rada de progénies nao informativas,
isto &, aquelas em que nao & possi-
vel diferenciar o alelo paterno do
materno. Um exemplo seria o acasa-
lamento de dois individuos hetero-
zigotos idénticos (A A, x A A)): em
aproximadamente metade de suas
progénies, as progénies heterozi-
gotas, o alelo A, poderia ter origem
tanto paterna quanto materna. O mes-
mo raciocinio seria valido para a ana-
lise da origem do alelo A,

Outras desvantagens dos maroa-
dores RFLP s&o: presenca de alelos
raros, fazendo com que muitas po-
pulacdes apresentem padrdo mono-
morfico, e grau de dificuldade técni-
ca. Como foi mencionado, a técnica
depende do desenvolvimento e da
selecdo de sondas a partir de biblio-
tecas gendmicas ou de cDNA. Umna

vez identificadas as combinagées de
sonda e endonuclease de restrigao
gue revelam polimorfismos, o proces-
so de anélise por Southern blot de-
mora em torno de cinco dias, depen-
dendo do sistema de detecgéo utili-

zado. Apesar dessas limitagbes, em

1990 mais de 120 locos haviam sido
mapeados em bovinos (Kennedy
etal., 1890).

A téemica de PCR

Uma das mais marcantes contri-
buictes ao estudo de marcadores
wnlacuizres foi o desenvolvimento da
tecnica de reagao em cadeia da
polimerase (PCR). Essa técnica foi
desenvolvida per Mullis, em 1883
(Mullis, 1990), mas sua importancia
s¢ ficou demenstrada com a publica-
cao dos primeiros trabalhos de apli-
cagdo da PCR em diagndstico de
doengas {Saiki et al., 1985).

A técnica consiste na replicagao
do DNA in vitro, catalisada por uma
DNA polimerase. A reacdo requer a
presenca dos quatro tipos de
desoxinucleotideos (dATP, dCTP,
dTTP e dGTP) e de oligonucleo-
tideos sintéticos, complementares as
extremidades da regiao do DNA que
se deseja amplificar. Esses oligonu-
cleotideos, denominados “iniciado-
res” ou primers, funcionam como
ponto de inicio para a sintese de uma
fita de DNA complementar & fita mol-
de, que se estende a partir da extre-
midade 3’ de cada primer. Cada ci-
clo de PCR envolve: a desnaturagéo
da molécula de DNA alvo, obtida por
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clevagao da lemperatura para 92°C
a 95°C; anelamento dos primers por
reducéo da temperatura até o ponto
ideal para a formagédo das pontes de
hidrogénio entre cada par de primer
e afitamolde; e extensao da sintese
da nova fita de DNA. Uma vez que a
replicagdoc do DNA é semiconser-
valiva, ou seja, a DNA polimerase uti-

liza um molde de fita simples de DNA
para sintetizar uma fita complemen-
tar, sem o qual a adi¢do de nucleoti-
deos ¢ interrompida, as fitas recém-
sintetizadas passam a funcionar
como molde para o préximo ciclo.
Ao final de vérios ciclos obtém-se acu-
mulo exponencial de copias da regido
delimitada pelos primers (Fig. 2).
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Fig. 2. Representacéo esquemética da reagio em cadeia da polimerase (PCR).

A :'eat;a? e.m;ciada com a desnaluragao da molécula de DNA molde pelo aquecimento a 85°C
A red_ugcw da temperatura para 50-60°C permite o estabelecimento de pontes de hidrogénio entre
oS primers e as 1st§s de DNA molda (fase de znelamento). A enzima Tag DNA polimera;se inicia a
adigao de nuclectideos complementares a fita molde a partir das extremidades 3" dos primers

Essa sintese ccorre enfre 70°C @ B0°C (fase de extensao). Os ciclos de desnaturacdo, a
in per s

dos primers ¢ extensdo da silese za g

5 & 20 vezes, rosuiiznco no

mento

aetmule d Pifs

da seqléncia de DNA delimitada pelos primers {seqliéncia alvo) proparcional ao numero de ciclos.

30

v s S

TSR YR TR T

s

R S REAT

A extensdo da sintese da nova fita
de DNA era originalmente catalisada
pelo fragmento Klenow da DNA
polimerase | Gue, por ser inativada a
temperatura de desnaturagdo do
DNA, exigia adicdo de enzima a cada
novo ciclo de PCR.

A utilizacdo de uma DNA polime-
rase isolada da bactéria Thermus
aquaticus (Tag DNA polimerase),
capaz de catalisar & sintese de DNA
na faixa de temperatura de 70°C a
80°C e de se manter estavel entre
94°C e 95°C, permitiu & automagéo
da técnica de PCR (Gelfand, 1989).

Uma das etapas iundameniais da

técnica é o desenvolvimento de um
par de primers adequado para a re-
gido que se prelende ampiificar.
Essa etapa requer conhecimento pré-
vio da seqiiéncia de nucleotideos,
pelo menos das extremidades do
gene ou do segmento de DNA a ser
amplificado. Esse pré-requisito vem
se tornando menos restritivo com 0
desenvolvimento de métodos auto-
matizados de seqlienciamento e
com o crescente desenvolvimento de
programas de seguenciamento do
genoma de diversas espécies. Em
virtude da conservagao evolutiva dos
genomas, quando a informagéo nao
é disponivel para a espécie foco do
trabalho, é possivel utilizar informa-
cdes de espécies relacionadas,
optando-se pelo desenvolvimento de
primers para as seqiéncias de nu-
cleotideos mais conservados entre
duas ou mais espécies.

Em geral, cada primer contéem de
20 a 30 nucleotideos. Nao deve con-

ter estruturas secundérias comple-
xas, principalmente na extremidade
3', a partir da qual se da a extenséo
da fita complementar. A complemen-
taridade entre os dois primers tam-
bém deve ser evitada, pois resultana
formagao de dimeros que reduzem
o rendimento da PCR (Saiki, 1989).

A temperatura de anelamento de-
pende do tamanho e da seqiiéncia
dos oligonucleotideos utilizados.
Como regra geral, primers mais lon-
gos e com maior conteldo de
guanina (G) e citosina (C) apresen-
tam anelamento mais estavel. O ide-
al & utilizar primers com contetdo GC
semethante ao da seq(iéncia a ser
amplificada, com distribuicdo homo-
génea de purinas e pirimidinas, evi-
tando a presenga de stretches (repe-
tices sucessivas) de polipurinas ou
polipirimidinas, cujas estruturas se-
cundarias podem comprometer
grandemente o resultado. O delinea-
mento de primers @, portanto, um
procedimento complexo e, dada sua
importancia para o sucesso da téc-
nica, recomenda-se a utilizagdo de
softwares adequados. Alguns pro-
gramas disponiveis s&o 0 oLigo™
Versdo 4.1 (National Biosciences,
Inc.) e o Primer Designer Viersao 2.0
(Scientific & Education Software).

Outras variaveis criticas da reagéo
sdo a concentracdo de Mg*, deso-
xinucleotideos (ANTP) e de DNA mol-
de. Como regra geral, 0 excesso de
Mg? resulta em actumulo de produ-
tos de amplificacao inespecificos e
sua falta na redug@o do rendimento
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da PCR. Essa concentracéo é de-
pendente da concentragdo dos
desoxinucleotideos (dNTP), uma vez
que esses se ligam ao Mg?*, tornan-
do-o indisponivel no meio. Concen-
lragoes de 1,5 MM de MgCl, sdo ge-
ralmente adequadas em presenca de
200 uM de cada dNTP (Saiki, 1989),
mas podem ser manipuladas de acor-
do com a necessidade. A concentra-
céo de cada um dos dNTPs pade
variar de 50 a 200 uM, acima disso
a incorporagdo errénea de nucleo-
tideos & favorecida. A quantidade de
DNA molde depende do tamanho do

genoma ¢ di finclidade do ensaio,
Rotineiramente, utilizam-se 100 ng
de DNA, suiicientes para conter de
107 a 10° cépias do genoma dos
mamifercs, mas & possivel obter
amplificagdo a partir do DNA conti-
do em uma tinica célula. Quando a
quantidade de DNA molde disponi-
vel & muito pequena, como, por
exemplo, na andlise de bidpsias de
embrides ou de espermatozéides
individuais, é possivel utilizar primers
aninhados, ou seja, em um primeiro
ciclo de PCR amplifica-se um seg-
mento maior e esse produto é sub-
metido a um segundo ciclo com um
par de primers internos a seqiiéncia
amplificada. Esse processo aumen-
ta a capacidade de visualiza¢do dos
produtos de amplificagéo, dispen-
sando a posterior deteccdo por
Southern blot.

O impacto da técnica de PCR na
analise de marcadores de DNA
deve-se principalmente & sua simpli-
cidade e sensibilidade. O principio de
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amplificacao de DNA in vitro tem sido
utilizado para o desenvolvimento de
técnicas de seqiienciamento e
clonagem e para o desenvolvimento
de novos tipos de marcadores, como
0s RAPDs (polimorfismos de DNA
amplificados ao acaso), AFLPs
(polimorfismos de comprimento de
fragmentos amplificados) e micros-
satélites. Além disso, muitos dos
polimorfismos dea restriciio desciitos
pelo método de Southern tém sido
transformados em marcadores base-
ados em PCR especifica.

Para a andlise de RFLP utilizan-
{0 PUR, as extiemidades da sonda
que revelou o polimorfismo sio
sequenciadas, e as informagdes sdo
utilizadas para a sintese de primers
complementares (Ferreira & Gratta-
paglia, 1995). Quando a posi¢ao do
sitio polimérfico é conhecida, por
exemplo, dentro de um gene bem
caracterizado, os primers podem
ser desenvolvidos a partir de seqiién-
cias publicadas ou catalogadas em
bases de dados, como o GenBank
(http:/Awww.ncbi.nim.nih.gov/). A re-
gi&o que contém os sitios polimdr-
ficos de restricdo é amplificada e os
fragmentos produzidos pela digestao
dos produtos de amplificagio podem
ser entdo analisados em géis de
agarose. O PCR-RFLP tem sido apli-
cado no diagndstico de doencas he-
reditarias em animais, como discuti-
donocapitulo 1.

Microssafélites

Os genomas dos eucariotos abri-
gam grande quantidade de DNA

T TSR TR

ébetitivo. classificado dg acordo
com o numero de nucleotideos e a
omplexidade da sequencia que

* ‘compde as repeticoes. As diferentes

classes sdo também caracterizadas

por comportamento tipico quanto a

distribuicdo no genoma e quanto ao
mecanismo envolvido em suas ofl-

.gens (Jobse etal., 1995).

A variabilidade de seqléncias
repetitivas foi demonstrada por Bell

et al. (1982), e posteriormente utili-

zada para a produgéo de perfis ca-

“ racteristicos de cada individuo pela

téenica de NNA fingerprinting
{(Jeiireys et ai., 1985). Essa iec.'r".éca
& de grande utilidade na identifica-
¢éo de individuos ou linhagens e em
lesles de palernidade. Entretanio, a
aplicacdo em estudos de populagéo
pode ser dificultada pela eievada
variagio intrapopulacional, n&o sen-
do possivel estabelecer um perfil ca-
racterfstico de uma populagdo, prin-
cipalmente naguelas que possuem
uma base genética ampla. Além dis-
s0, sua natureza multilocal néo per-
mite admitir, sem detalhada analise
de segregacao, que fragmentos de
mesma taxa de migragdo sejam
alelos idénticos de um mesmo loco
(Brufordetal., 1992).

Avango importante na obt.e’ngép
de marcadores hipervariaveis
unilocais veio da utilizagdo de uma
classe de DNA repetitivo, as sequén-
cias microssatélites cu SSR (simple
sequence repeats). Os microssaté-
lites sdo caracterizados por repeti-
cies em tandem de um meno, di, tri
ou tetranuclectideo, localizadas den-

tro de regides de seqliéncia unica.
Cada bloco de repeticdes é geral-
mente menor do que 100 pares de
nucleotideos (Tautz, 1989). Do mes-
mo modo que outras regioes
repetitivas do genoma, a variag@o do
numero de repeticées em cada loco
é provavelmente resultante de erros
no deslocamento da DNA polime-
rase durante a replicagéo do DNA.
Os microssatélites poli{G) e
poli(A) sdo os mais simples, enquan-
to gque poli(GT) séo os mais freqlien-
tes, aparecendo em aproximadamen-
te 5 a 10 x 10* locos individuais no

guenoma dos maniferos {Soller,
foram identificados até o momento e
& possivel que qualquer seqiténcia de
pouces nucleotideos possa represen-
tar um microssatélite no genoma de
eucariotos.

Os microssatélites podem ser
amplificados de maneira especifica
pela técnica de PCR, utilizando
primers gue contém parte dq se-
giéncia flanqueadora. A amplmca-
céo resulta em produtos de dnferen-
tes tamanhos, em fungéo do numero
de copias da sequéncia repetitiya
delimitada pelos primers. A maior
dificuldade técnica estd relacionada
a identificacdo dos gendtipes, prin-
cipalmente nos locos microssatélites
constituidos por repeticbes de uma
dois nucleotideos, nos quais dois
alelos adjacentes diferem entre si por
apenas um ou dois pares de t?ases,
respectivamente. Ha necessidade,
portanto, de separar os produtos de
PCR por eletroforese em gel de
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poliacrilamida de alta definicao
(Fig. 3). Aidentificagao dos produtos
pode se valer de trés estratégias: a)
utilizacao de um dos primers marca-
dos com isétepo radioativo. Essa
marcagao pode ser feita pela adicdo
de [y**P]ATP catalisada pela enzima
T4 polinucleotideoquinase; b) marca-
¢ao de um dos primers com fluo-
resceina e leitura em seqiienciador
automdtico; e c) coloragio do gel por
impregnagdo com prata.

O desenvolvimento de marcado-
res microssatélites pode ser feito
pela andlise de seqiiéncias contidas
embanees go dados, jocalizands-sa

aquelas gue contém SSRs e deline-
ando-se primers para a regiao que

flanqueia a repeticdo. Essa estraté-
gia é limitada pela quantidade de in-
formagées catalogadas nos bancos
de dados. Outra estratégia bastante
empregada € a selegao de fragmen-
tos contidos em uma biblioteca
gendmica. A selecdo dos clones que
contém microssatélites & realizada
pela hibridacio das colénias que
constituem a biblioteca com um oli-
gonucleotideo sintético marcado, com-
posto pela repeticdo que se procura,
porexemplo (dG-dT),. ou (dA-dAdT),,
para localizar as repetigées de
dinucleotideos CA ou de trinucleoti-
deo TTA, respectivamente. Os clones
pasitivos, icte &, nene'ng un

marcados apds a hibridizacéo, sao
Isolados e scquenciados para o

bl ees [ 541

. ey
GTAGGACTCCTGA —— (CA),—— CGTAACGTACGTA
GCATGCAT

*
3GTAGGACT

5
CATCCTGAGGACT —— (CT), —— GCATTGCATGCAT

Eletrofase em gel
de poliacrilamida

Fig. 3. Esquema da analise de
marcadores microssalélites ui-
lizando a técrica de reacao em
cadeia da polimerase (PCR).

5 3
GTAGGACT ~CA,, ~ COTACCTA

g 5
CATCCTGA = CTyy— GCATGCAT

5 ¥
GTAGGACT = CA,, — CGTACGTA
3 5
CATCCTGA - CT,, ~ GCATGCAT

Ll ¥
GTAGGACT - CA,y = CGTACGTA
3 5
CATCCTGA =CT,, — GCATGCAT

5 >
GTAGBACT — CA;; = CGTACGTA
3 5
CATCCTGA — €Ty — GCATGCAT

5 2]
GTAGGACT ~ CA = CGTACGTA

: i
CATCCTGA =CTyg = GCATGCAT

—— e— — —

" bandas & apreseniada 4 ey-

A. Detalhe da seqliéncia a ser
amplificada. Os primers sao
indicados em vermelho, sendo
0 da esquerda marcado. B, Re-
sultados apds corrida em gel de
poliacritamida de alta resolugdo.
A interpretacgo do padrio de

B

— querda da figura.

.

Autc-radicgrafia, seqiienciador
automatico ou coloragdo com prala
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desenvolvimento de primers comple-
mentares as seqléncias flanguea-
doras do SSR.

Uma vez gue os cligonuclectideos
utilizados séo comp!emer1tare§ ase-
qgiiéncias de copia lnica, obtém-se
marcadores unilocais, altamentg
polimérficos e de heranca codomi-
nante. Esses atributos s&o de gran-
de valor para a construgao de mapas

genéticos. Na Tabela 1, apresentam-
se alguns exemplos de valores esti-
mados para os parametros conteu-
do de informagao polifdrmica (PIC),
prohabilidade de exclusio de pater-
nidade (PE), heterozigosidade (H) e
diversidade génica (D) para marca-
dores microssatélites e RFLP em
algumas populagdes de bovinos.

3l acao polimciica (PIC), probahilidade de exclusdo
la 1. Valores de conleddo de Infurmagao poliniGifica ( : s
z‘slé;a heterozigosidade (H) e diversidade génica (D) para alguns marcadores em popula

goes brasileiras deragas bavinas.

C him™ Nelore® Nelore® Charolés™
MarGadome ?Q‘im (N=180)  (N=63) (N=36)
PIC 0,371 0,000 0,000 0,3_13
PE 0.151 0,000 0000 0175
b H 0,122 0.000 0,000 0.417
' D 0,329 0,000 0000 0389
5
PIC 0,344 0,101 0,147 0,37
= : PE 0,196 0.051 0.073 0.219
& SR H 0,463 011 0175 0528
= D 0,442 0105 0,160 0,500
0,373
PIC 0,365 0298 0,366 i
PE 0.211 0165 0176 0.217
LiEnlreel H 0,463 0244 0397 0,583
D 0.481 0365 0,481 0497
06
PIC 0,712 0640 0,696 0,5
PE 0,475 0.466 0508 0.437
SR H 0780 0669 0810 0.667
w D 0.734 0.661 0,642 0647
=
i PIC : 0,554 2 :
g 2 0,380 : )
b TEXAN15 b':E Do g ) h
8 D . 0589 . -
$ 2 0,730
s PIC 0,878 0685 0,64 :
= PE 0529 0521 0.441 0.580
LR H 0732 0.311 0.508 0,639
D 0.734 0729 0688 0.757

"Regitano, 1297, “Tambasco et al, 2000; “Rosa, 1997,

35 3




P TP

Distorgoes da segregacdo podem
surgir em decorréncia da “expansao”
ou "contracdo” do microssatélite du-
rante a mejose. A freqliéncia desses
eventos e da ordem de 10 -2 10 -5
porloco, por gameta (Holmes, 1994).
Entretanto, em presenca de altera-
coes do sistema de reparo, a taxa de
mutacdo pode aumentar de cem a
mil vezes. A instabilidade resuftante
tem sido associada ao desenvalvi-
mento de alguns tipos de céncer
(Simpson, 1996) e de doengas he-
reditarias, como a sindrome do cro-
mossomo X-fragil.

Considerando a frequéncia
dessas seqliéncias e o tamanho
medio do genoma de mamifero de
3 x 10 pares de nucleotideos, seria
possivel construir mapas genéticos
dessas espécies com aproximada-
mente 10 mil locos microssatélites
(Soller, 1990). Em bovinos, os mapas
genéticos compostos por uma combi-
nagéo de marcadores RFLP e locos
microssatélite fornecem cobertura de
aproximadamente 90% do genoma
(Bishop et al., 1594; Barendse &t al.,
1994, 1997).

Polimerfismes de um

B A
necieeliixso

BB %
CE N

i &

Os recentes avangos dos siste-
mas de seqlienciamento automati-
zado de &cidos nucléicos t&m permi-
tido que as seqUéncias que constitu-
€m 0s cromossomos em diferentes
individuos sejam comparadas. Des-
sa forma, variacGes individuais, re-
sultantes de mutacées de ponto,

el

podem ser identificadas. Essas mu-
tagoes podem ser substituicdes,
delegdes e adi¢bes de nucleotideos
que, umavez caracterizadas, consti-
tuem os marcadores SNPs, sigla
derivada do termo inglés Single
nucleotide polymaorphisms.

Os SNPs s@o marcadores atraen-
tes para a andlise genética por se
encontrarem em praticaments qual-
quer regiao do genoma ou seqlién-
cia de interesse, como por exemplo,
em exons de genes candidatos, po-
dendo ter implicacdes diretas nas
igULS dd pioteina correspondente.
Outras caracteristicas importantes
sdo a maior estabilidade, quando
comparados aos marcadores mi-
crossatélites, além da possibilidade
de automagéo. Essa Ultima é uma
vantagem considerdvel em situagdes
que exigem a andlise de um grande
namero de individuos e de marcado-
res, como quando se uliliza marca-
dores aleatdrios para scans comple-
tos de genomas para localizagéo de
QTLs.

Porém, a maioria dos marcadores
SNPs sdo dialélicos, resultando,
como discutido anteriormente, em
pouca infermagdo por ioco. Do pon-
to de vista de mapeamento, cinco
marcadores SNPs fornecem aproxi-
madamente a mesma informacéo
que um loco microssatélite, de tal for-
ma que os mapas de SNPs devem
ter uma densidade maior do que os
de microssatélites (Beuzen et al.,
2000).

]

Consideragées finc:s

Marcadores genéticos sao instru-
mentos importantes para os estudos
de populagoes e para a compreen-
sdo dos mecanismos de heranga.
O desenvolvimento de metodologias
de analise molecular tem permitido
aandlise do genoma e das variagoes
existentes tanto em regides gue co-
dificam produtos génicas quanto na-
quelas cuja fung@o permanece des-
conhecida, permitindo a rapida ob-
tencdo de mapas genéticos sgtgra-
dos para as mais diversas especies,

COMILE o Wiceiit B A K HIS I

Entre as contiibuic®es meledold-
gicas, a utilizagao da PCR para a
andlise desses marcadores repre-
senta importante redug@o no tempo
despendido para a identificagac dos
genotipos, além de permilir a identi-
ficagao do gendlipo a partir de guan-
tidades minimas de material, como,
por exemplo, biépsias de embrides
e evidéncias forenses.

Recentes prograssos tém sido al-
cangados em decorréncia do gran-
de estimulo ao programa Genoma
Humano, cujo objetivo é mapear e
seqiienciar todos 0s genes da espé-
cie. O mapeammentio comparativo de-
vera resultar em avancos significati-
vos também em outras espécies de
mamiferos, uma vez que a conserva-
cdo de padrdes cariotipicos, de se-
qgliéncias codificadoras e da ordem
de genes nos cromossomos tém
sido descritas em muitas espécies
(Womack & Moll, 1986).
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